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1 Einleitung

1.1 Molekulare Marker in der Systematik und
Evolutionsforschung der Pilze

Zur Klarung systematischer Fragestellungen und phylogenetischer Zusammenhiange werden
heute unterschiedliche molekulare Merkmale genutzt, die unabhiangig von ,klassischen*
Datensitzen wie beispielsweise morphologischen oder auch ultrastrukturellen Merkmalen er-
hoben werden konnen. Schon 1965 wurde postuliert, dal genetische Information tragende
oder ausdriickende Makromolekule wie Nukleinsauren und Proteine evolutiv-historische
Zusammenhédnge widerspiegeln konnen (ZUCKERKANDL & PAULING). Damit konnen sie als
»Marker“ fur Verwandtschaftsanalysen dienen, was durch die Berechnung erster
,molekularer Stammbaume* aufgrund von Aminosiauresequenzen anhand von Proteinen wie
dem Cytochrom c (FITCH & MARGOLIASH 1967, JUKES & CANTOR 1969, DAYHOFF et al. 1972,
FitcH 1976) eindrucksvoll bestatigt wurde.

Chemotaxonomie, GC-Werte und DNA-DNA-Homologien

Gerade in der Systematik der Pilze, wo héaufig - wie beispielsweise bei den Hefen - nicht ge-
nuigend aussagekraftige morphologische Merkmale zur Verfugung stehen, wurden und wer-
den vielfaltig neben physiologischen Tests auch chemotaxonomische Merkmale verwendet.
So wurden beispielsweise die auftretenden unterschiedlichen Typen des Ubichinons Co-
enzym Q (YAMADA & KONDO 1973, YAMADA et al. 1983, KURAISHI et al. 1985, YAMADA et al.
1987, SUGIYAMA et al. 1988) und die Zuckerzusammensetzung der Zellwande (BARTNICKI-
GARCIA 1968, 1970, DORFLER 1990, PRILLINGER et al. 1990a) bzw. auch die Kohlenhydrat-
zusammensetzung ganzer Zellen (WEDMAN & DE HooG 1975, vON ARX & WENMAN 1979,
WEDMAN & RODRIGUES DE MIRANDA 1983, SUGIYAMA et al. 1985, WEIUMAN & GOLUBEV
1987) erfolgreich als Marker zur Charakterisierung von Verwandtschaftsgruppen eingefiihrt.
Schon frith wurden aber auch auf Nukleinsaureanalysen basierende Methoden gebrauchlich.
Die Basenzusammensetzung der DNA, der sogenannte ,,GC-Wert*, wird zur Abgrenzung
von Taxa herangezogen, ermittelt iiber so unterschiedliche Verfahren wie thermische Denatu-
rierung (NAKASE & KOMAGATA 1968, STENDERUP & BAK 1968, MEYER & PHAFF 1969,
NAKASE & KOMAGATA 1971), Dichtegradientenzentrifugation (STORCK 1966, STORCK &
ALEXOPOULOS 1970) oder auch HPLC-Analytik (HAMAMOTO et al. 1986). DNA-DNA- oder
auch DNA-RNA-Reassoziationsverfahren hingegen werden zum Quantifizieren von soge-

nannten ,,Homologien* als Nachweis fur Konspezifitit eingesetzt. Auch hierbei sind unter-
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schiedlichste Methoden zum Einsatz gekommen, von Hybridisierungsverfahren mit filter-
gebundener DNA (BAK & STENDERUP 1969, BICKNELL & DoOUGLAS 1970, MENDONCA-HAGLER
& PHAFF 1975), uber die Bestimmung der Denaturierungstemperatur von Heteroduplex-
DNA (DuTTA et al. 1976) hin zur Analyse von Renaturierungskinetiken (MARTINI & PHAFF
1973, PRICE et al. 1978, KURTZMAN et al. 1980a, KURTZMAN et al. 1980b). Haufig wurden
diese beiden molekularen Merkmale vergleichend untersucht und ergénzend eine Bewertung
ihrer Aussagekraft durch die Einbeziehung von nicht-molekularen Daten, die beispielsweise
aus Kreuzungsversuchen stammten, erreicht. Fur die Charakterisierung von pilzlichen Taxa
und als Kriterium fur Artabgrenzungen haben sich ,,GC-Wert* und ,,DNA-DNA-Homo-
logie* bewahrt, auch wenn bei beiden Merkmalen die diversen angewandten Analyse-
verfahren durchaus einen Einfluf} auf die ermittelten Werte haben, und damit einige Auswer-
tungsaspekte kritisch betrachtet werden konnen (fur ausfuhrliche Diskussionen siehe

KURTZMAN 1985, JAHNKE 1987, KURTZMAN 1998).

Zu solchen mehr qualitative Daten liefernden Methoden traten bald schon DNA-
Analyseverfahren hinzu, deren Ergebnisse auch die Berechnung von Dendrogrammen und so
die Rekonstruktion des evolutiven Geschehens ermoglichten. Dies waren zum einen der Ein-
satz von Restriktionsendonukleasen und zum anderen die Gewinnung von Sequenzdaten.
Durch die Entwicklung und Automatisierung der Polymerasekettenreaktion (= Polymerase
Chain Reaction, PCR - SAIKI et al. 1985, MULLIS et al. 1986, MULLIS & FALOONA 1987, SAIKI
et al. 1988) wurde die Erhebung molekularer Daten fur vergleichende systematische Unter-
suchungen schlieBlich auch in groBem Umfang moglich. Der dadurch mogliche leichtere Zu-
gang zu molekularen Daten hat die phylogenetischen Analysen und die Systematik der letzten
Jahre stark geprigt. PCR-gestuitzte Verfahren sind heute ebenso wesentlicher Bestandteil
moderner phylogenetisch-systematischer Arbeiten wie auch populationsbiologisch-biogeo-
graphischer Untersuchungen. Sie erlauben eine zunehmend feinere genetische Ahnlichkeits-
analyse und finden damit auch fur inner- und zwischenartliche Differenzierungen An-

wendung, wo sie die Charakterisierung von Arten bzw. Stimmen revolutioniert haben.

Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (= RFLPs)

Mit dem Einsatz von Restriktionsendonukleasen werden entweder relativ einfache Restrik-
tionsfragmentlangenpolymorphismen bestimmt oder auch aufwendigere Restriktionsstellen-
kartierungen durchgefuihrt (NATHANS & SMITH 1975, MICHELMORE & HULBERT 1987, BRUNS
et al. 1991). Dabei wird meistens genomische oder Gesamt-DNA, teilweise aber auch nur
mitochondriale DNA aufgespalten. Aus dem so entstehenden Fragmentgemisch erfolgt der
spezifische Nachweis homologer DNA-Fragmente normalerweise durch das Hybridisieren
gegen eine ausgewahlte Sonde. Bei allen im Laufe der Zeit eingesetzten, unterschiedlichen

methodischen Vorgehensweisen ist fur systematische und phylogenetische Untersuchungen
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die Auswahl der DNA-Sonde ausschlaggebend. Es sind dementsprechend unterschiedliche,
frither zumeist iiber Klonierung gewonnene DNA-Fragmente als Sonden zur Anwendung
gekommen. Sehr verbreitet sind Abschnitte der ribosomalen Gencluster oder auch der mito-
chondrialen DNA. Es kommen aber auch andere, z.T. sogar unbekannte Genomabschnitte
(sogenannte ,,Zufallsklone*) zum Einsatz. Restriktionskarten der gesamten mitochondrialen
DNA fanden beispielsweise ebenso Anwendung zur Charakterisierung von Stammen von
Neurospora crassa Shear & B.O.Dodge (TAYLOR et al. 1986) wie fur phylogenetische
Untersuchungen bei nah verwandten Arten in Gattungen wie Suillus P.Karst. (BRUNS &
PALMER 1989). Restriktionskarten der ribosomalen DNA erlaubten bei einer Kakteen be-
siedelnden Hefe z.B. die Diskussion ihrer Verbreitung (LACHANCE 1990). RFLP-Analysen
mit Sonden unterschiedlicher mitochondrialer und/oder ribosomaler DNA-Bereiche wurden
vielfach zu phylogenetischen Analysen herangezogen (z.B. innerhalb der Gattungen
Aspergillus Link oder Laccaria Berk. & Broome - KOZLOWSKI & STEPIEN 1982, GARDES et
al. 1990, GARDES et al. 1991a), zur Klarung intraspezifischer Fragestellungen (z.B. zur
Abgrenzung biologischer Arten bei Armillaria mellea (Vahl) P.Kumm. oder Gruppen des
Pflanzenpathogens Rhizoctonia solani J.G.Kuhn - ANDERSON et al. 1987, ANDERSON et al.
1989, VILGALYS & GONZALEZ 1990a) sowie zur Identifizierung einzelner Taxa (z.B. bei
pflanzenpathogenen oder Mykorrhizapilzen - EGGER et al. 1991, HENSON 1992).
»Zufallsklone* hingegen wurden héaufig eingesetzt, um Sonden zur Identifizierung von
Stammen oder Arten zu finden (,,randomly cloned fragments*“ CARDER & BARBARA 1991,
MARMEISSE et al. 1992). Die PCR hat mittlerweile nicht nur die Amplifikation von bekannten
DNA-Abschnitten als Sonden technisch vereinfacht, sondern sie kann sogar die
Informationen fur eine Sonde selbst liefern (,,randomly amplified fragments* PIPE et al.
1995). In einzelnen Féllen wurde bei Restriktionsanalysen der mtDNA oder rDNA auf den
Einsatz einer Sonde auch ganz verzichtet. Die entstandenen Restriktionsfragmente wurden
dann direkt, ausschlieBlich aufgrund ihrer in Gelelektrophoresen ermittelten GroBen,
miteinander verglichen (MCARTHUR & CLARK-WALKER 1983, MAGEE et al. 1987, JENG et al.
1991).

PCR-Fingerprinting, DNA-Fingerprints und PCR basierte Fingerprints

Von VILGALYS & HESTER wurde 1990 in einer Arbeit zur Identifizierung von Arten der
Gattung Cryptococcus Vuill. fur die taxonomische und phylogenetische Analyse bei Pilzen
eine vereinfachte RFLP-Analyse als sogenanntes ,,PCR Fingerprinting* eingefuhrt: Die
Restriktion von spezifischen, mittels PCR amplifizierten DNA-Abschnitten zur Erzeugung
spezifischer Muster bei elektrophoretischer Auftrennung der entstandenen Fragmente. Auch
bei diesem Verfahren erfolgt die Zuordnung von Fragmenten rein uiber eine GroBenbe-

stimmung; die Charakterisierung homologer Fragmente uiber eine Hybridisierung entfallt.
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Nur vereinzelt wurde dieses PCR Fingerprinting durch eine zusitzliche Kartierung der
Restriktionsschnittstellen erganzt (,,PCR Mapping® VILGALYS & HESTER 1990, HOPPLE JR.
& VILGALYS 1994). Wie die klassischen RFLP-Analysen findet auch das PCR Fingerprinting
auf niedrigem systematischen Niveau fur phylogenetische Untersuchungen bei nah verwand-
ten Arten oder zur Bestimmung innerartlicher Unterschiede vielféltige Anwendung, wohin-
gegen es fur grolsystematische Fragestellungen nicht eingesetzt wird. Zur Klarung phylo-
genetischer Zusammenhange und fur Artabgrenzungen werden iiberwiegend grofere und ko-
dierende Bereiche der rDNA mit diesem Verfahren charakterisiert, wie beispielsweise inner-
halb der Basidiomyceten bei dem Verwandtschaftskreis der Gattungen Lentinus Fr. und
Lentinula Earle (HIBBETT & VILGALYS 1991, MOLINA ef al. 1992) oder in der Gattung
Phellinus Quél. (FISCHER 1996), bei verschiedensten Hefegattungen (MOLINA et al. 1993,
SHEN et al. 1994, DLAUCHY et al. 1999), oder auch bei den Morcheln innerhalb der Ascomy-
ceten (BUNYARD ef al. 1994, 1995). Kurzere und variablere Abschnitte der rDNA, zumeist die
Spacer-Regionen, werden héufig fur intraspezifische Differenzierungen und zur Artidenti-
fizierung bei schwierig anzusprechenden Taxa herangezogen, so z.B. bei Pflanzenparasiten
(CUBETA et al. 1991, WARD & AKROFI 1994, EDEL et al. 1996), Pilzparasiten (Kiss 1997),
Insektenparasiten (NEUVEGLISE et al. 1994) und Mykorrhizapilzen (HENRION et al. 1994,
ERLAND 1995, PRITSCH et al. 1997, GLEN et al. 2001).

Schon 1985 wurde der Begriff ,,DNA Fingerprinting* geprigt (JEFFREYS et al.)
woran der Begriff ,,PCR Fingerprinting* angelehnt wurde. Bei DNA Fingerprints entstehen
taxonspezifische bzw. individuelle Fragmentmuster durch eine RFLP-Analyse, bei der die
eingesetzten Sonden nicht wie bei den oben beschriebenen RFLPs auf nur einen einzigen
Genort zielen, sondern auf repetitive, im Genom mehrfach auftretende DNA-Motive, wie bei-
spielsweise die Minisatelliten. Bei solchen Multilokus-Ansatzen wird gleichzeitig eine Viel-
zahl homologer Restriktionsfragmente detektiert, und es ergeben sich aufgrund der Hyper-
variabilitat derartiger Genorte so sehr spezifische und individuelle Muster. Auch DNA
Fingerprints wurden bald mit PCR-basierenden Methoden durchgefuhrt (siehe WEISING et al.
1995). Einerseits wurden von den Sonden klassischer DNA Fingerprints ausgehend PCR-
Primer abgeleitet, andererseits wurden aber auch spezielle PCR-Anwendungen entwickelt, die
ohne genaue Kenntnis des Genoms Polymorphismen nutzen, um spezifische Fragment-
muster zu erzeugen, z.B. die ,,RAPD-Analyse* oder ,,AP-PCR* (WELSH & MCCLELLAND
1990, WILLIAMS et al. 1990) oder die ,,AFLP-Analyse* (Vos et al. 1995). Auch bei Pilzen
fanden sowohl klassische DNA Fingerprints (MEYER et al. 1991) wie auch PCR-basierende
Fingerprints (MOKROUSOV & BULAT 1992, MEYER et al. 1993, VAN BELKUM et al. 1993,
MAIJER et al. 1996) bald Anwendung. Aufgrund dieser ,,PCR based Fingerprints® ist der
Begriff ,,PCR Fingerprinting nicht mehr ganz eindeutig und fur die Restriktionsanalyse
von PCR-Produkten hat sich das Kiurzel ,,PCR-RFLPs* eingebiirgert, das auch in dieser
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Arbeit im Weiteren Verwendung finden wird.

rRNA bzw. rDNA als molekulare Marker

Bei all den verschiedenen methodischen Ansiatzen in der molekularen Systematik hat sich
schon frith ein Merkmalskomplex als relativ leicht zuganglich und als vielseitig einsetzbar
herauskristallisiert: Die ribosomalen RNAs und die fur sie kodierenden Gene. Bei den
RFLPs und PCR-RFLPs wurden sie gerade angesprochen, aber erste Einsitze hatten sie auch
bei den oben geschilderten DNA-DNA- bzw. DNA-RNA-Reassoziationsverfahren schon, wo
Homologien der 26S rRNA bestimmt wurden (BICKNELL & DouGLAS 1970, BAHARAEEN et al.
1983, KWOK et al. 1986). Vor allem aber bei Sequenzvergleichen, die bei systematischen und
phylogenetischen Arbeiten zunehmend einen breiten Raum einnahmen und -nehmen, sind sie
stark vertreten (OLSEN et al. 1986, BLANZ & UNSELD 1987, BRUNS et al. 1991, HILLIS &
DixoN 1991, VAN DE PEER et al. 1992b, KURTZMAN & BLANZ 1998, BERBEE & TAYLOR 2001).
Sie sind in allen Organismenreichen ein haufig benutzter molekulare Marker. Dies hat seinen
Ursprung nicht nur in ihrer friuhen Sequenzierbarkeit sondern auch in ihrer universellen
Verbreitung als Hauptkomponente der Ribosomen, deren Feinstruktur mittlerweile ebenso
aufgeklart ist, wie auch die funktionelle Schlusselrolle der rRNAs bei der Proteinbiosynthese
nachgewiesen wurde (BAN et al. 2000, CARTER et al. 2000, CEcH 2000, NISSEN et al. 2000,
WILLIAMSON 2000, WIMBERLY et al. 2000). Die Fille an rRNA bzw. rDNA-Daten wird zu-
satzlich zu den allgemeinen Sequenzdatenbanken in speziellen Datenbanken gesammelt, aus-
gewertet und aufbereitet, in denen sich aufler den primédren Sequenzdaten u.a. auch
Alignments und Sekundarstrukturmodelle finden (‘http://www.rna.icmb.utexas.edu’
CoMPARATIVE RNA WEB SITE, ‘http://rdp.cme.msu.edu/html” RIBOSOMAL DATABASE
Prosect 11, ‘http://rrna.uia.ac.be’ THERRNA www SERVER, GUTELL ef al. 1993, GUTELL 1994,
MAIDAK et al. 2001, WUYTS et al. 2001, CANNONE et al. 2002, WUYTS et al. 2002). Die heute
zur Verfugung stehende Menge an Vergleichsdaten bietet einen erheblichen Vorteil dieses
Markers bei phylogenetischen Analysen, und umgekehrt erlaubt sie uiber vergleichende Ana-
lysen auch Ruckschlusse auf rRNA-Struktur und Funktion (,,Comparative Analysis* WOESE
et al. 1983, WOESE & PACE 1993, GUTELL et al. 1994, MICHEL & COSTA 1998).

Bei Pilzen sind es die mit Abstand am meisten benutzten Marker, da ihnen die bei
hoheren Pflanzen viel verwendeten plastidaren Marker wie beispielsweise das fur die grof3e
Untereinheit der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase kodierende rbcL-Gen
(CHASE et al. 1993) oder auch die Introns und Spacer der dortigen tRNA-Gene (TABERLET et
al. 1991) fehlen. Zunehmend werden aber auch in der Mykologie Ansatze verfolgt, protein-
kodierende Gensequenzen und damit anders evolvierende Marker zu erschlieBen (zur
Problematik einzelner Gen-Stammbaume siche PAMILO & NEI 1988, DOYLE 1992, MADDISON
1997) - z.B. die Chitin Synthetase, den Translationselongationsfaktor EF1a, Bereiche der
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Histon- oder B-Tubulingene, das RPB2-Gen einer Untereinheit der RNA Polymerase II oder
auch das atp6-Gen einer ATPase-Untereinheit (BOWEN et al. 1992, GLASS & DONALDSON
1995, KRETZER & BRUNS 1999, LIU et al. 1999, THON & ROYSE 1999, O'DONNELL ef al. 2001).
Fur die rDNA, die mit ihren Tandem-Repeats eigentlich eine Multigenfamilie darstellt, wird
im allgemeinen von einem Evolutionsverhalten ausgegangen, das dem eines Single-Copy-
Genes entspricht. Das Phanomen der Homogenisierung der rDNA-Repeats uber Mecha-
nismen wie ungleiches Crossing-over und Genkonversion wird mit den Begriffen der
,,Concerted Evolution® und des ,,Molecular Drive* umschrieben (DOVER 1982, ARNHEIM
1983, GERBI 1985, HILLIS ef al. 1991, DOVER 1994, GANLEY & ScotT 2002). Bei der Rekon-
struktion von Stammbdaumen braucht daher die Orthologie-Paralogie-Problematik von Gen-
familien normalerweise nicht beruicksichtigt zu werden. Mit der zunehmenden Zahl an Arbei-
ten, die rDNA-Abschnitte als molekulare Marker verwenden, werden aber auch Ausnahmen
bekannt. Eine Heterogenitit der rDNA ist bei einigen Pilzen feststellbar, und die Unter-
schiede werden entweder als Allelformen oder als paraloge Gene interpretiert (O'DONNELL &
CIGELNIK 1997, AANEN et al. 2001, KAUSERUD & SCHUMACHER 2001).

Struktur eukaryotischer rRNA und ihrer Gene

Zum besseren Verstandnis des auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten Merkmals-
komplexes sollen die Struktur und Organisation der nukledren ribosomalen RNA und ihrer
Gene bei hoheren Pilzen erlautert werden (allgemeine Angaben nach GERBI 1986, WARNER
1989, HENNIG 1998, PAULE 1998, WHITE 1998). Die Zellen hoherer Pilze enthalten neben den
cytoplasmatischen auch mitochondriale Ribosomen, die entsprechend im nukledren oder
mitochondrialen Genom kodiert sind. Die grofle Untereinheit cytoplasmatischer Ribosomen
wird von drei rRNAs (26S, 5.8S, 5S) und rund 50 Proteinen gebildet, wihrend die kleine
Untereinheit nur aus einer rRNA (18S) und gut 30 Proteinen besteht. Die beiden groB3en
rRNAs zeigen zwischen verschiedenen Eukaryoten teilweise deutliche GroBenunterschiede,
weshalb sie haufig nur nach ihrer Lokalisation als ,,large subunit rRNA*“ (LSU rRNA: 25S
bis 2885, oder auch ,,23S-like*) bzw. ,,small subunit rRNA*“ (SSU rRNA: 17S bis 18S, oder
auch ,,16S-like”). Die nukledre rRNA-Gene liegen als Multigenkomplex in tandemartigen
Wiederholungen mit ,,head-to-tail“-Anordnung in vielfachen Kopien vor und werden auch
als TDNA bezeichnet. Wiahrend die rDNA bei vielen Eukaryoten nur die 18S, 5.8S und
26S rRNA kodiert, ist bei Pilzen dort haufig auch das 5S rRNA-Gen lokalisiert (NATH &
BOLLON 1977, GARBER et al. 1988). Allerdings wird es auch dort immer separat von der ubri-
gen rDNA durch RNA Polymerase III transkribiert. Die RNA Polymerase I-Transkrip-
tionseinheit des IDNA-Repeats umfa3t neben den drei rRNA-kodierenden Bereichen noch
zwel interne transkribierte Spacer (ITS 1 und ITS 2), die diese kodierenden Abschnitte tren-

nen, und am 5’-Ende einen externen transkribierten Spacer (5’-ETS). Auch das 3’-Ende
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kann von einem kurzen externen transkribierten Spacer gebildet werden. Die einzelnen
Transkriptionsbereiche eines IDNA-Repeats sind durch nicht-transkribierte Spacer (NTS), in
denen die Transkriptionssignale liegen, voneinander getrennt. Dort im NTS ist, wenn es in
das ribosomale Gencluster integriert ist, auch das 5S rRNA-Gen lokalisiert, wobei es auch in
gegenlaufiger Richtung auf dem Gegenstrang kodiert sein kann. Bei vielen Basidiomyceten
und Hefen ist das 5S rRNA-Gen in den rDNA-Repeat integriert. Ansonsten kann es eigene
Repeats bilden oder wie bei vielen filamentosen Ascomyceten und Hefen dispers im Kern-
genom verteilt sein. Abb.1.1-1 zeigt schematisch den Aufbau der nukledren rDNA wie er sich

bei Basidiomyceten findet.

ETS ITS1 ITS 2
NTS
//{ 18S 26S //
5.8S 58
Abb.1.1-1: Schema der Organisation der nuklearen ribosomalen Gene in einem

rDNA-Tandem-Repeat: Der Aufbau der rDNA am Beispiel von
Basidiomyceten. Gezeichnet nach Angaben bei BUCKNER et al. (1988)
und VILGALYS & GONZALEZ (1990b). Die transkribierten Bereiche sind als
Balken dargestellt. Die RNA Polymerase I-Transkriptionseinheit besteht
aus 5’-ETS, 18S rDNA, ITS 1, 5.8S rDNA, ITS 2 und 26S rDNA. Das
RNA Polymerase III-Transkript umfalit nur das 5S rRNA-Gen. Der nicht-
transkribierte Spacer (NTS) ist in Relation verkiirzt, mit Auslassungs-
zeichen, als Linie dargestellt.

Aus dem priméren Transkript der RNA Polymerase I, dem ,,rRNA-Precursor®, wer-
den die transkribierten Spacer in einem Reifungsprozef} entfernt, so daf} die drei getrennten
rRNA-Molekiile entstehen. Die einzelnen Wiederholungen der rDNA-Repeats konnen bei
unterschiedlichen Organismen sehr verschiedene Langen aufweisen - von unter 10 kb bei
vielen Protozoen und Pilzen bis zu uiber 40 kb bei Saugetieren. Und auch die Kopienzahlen
in den rDNA-Repeats konnen sehr unterschiedlich sein - von unter 100 bei einigen Pilzen bis
zu uber 10.000 bei hoheren Pflanzen. Als Referenzen fur Positionsangaben innerhalb der
rRNAs dienen bei Eukaryoten haufig - auch in der vorliegenden Arbeit - die Sequenzen von

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C.Hansen (siche Anhang I).

rRNA- und rDNA-Sequenzierung

Aufgrund der groBen Zahl an Ribosomen in den Zellen lieen sich cytoplasmatische rRNAs

schon frith in einfachen Gesamt-RNA-Praparationen gewinnen oder uiber Gelelektrophorese



SEITE 8 Einleitung

bzw. Dichtegradientenzentrifugation isolieren. Die kleineren 5S und 5.8S rRNAs waren so
einer Sequenzanalyse fur vergleichende phylogenetische Analysen direkt zuganglich (DONIs-
KELLER et al. 1977, PEATTIE 1979, WALKER & DOOLITTLE 1982, GOTTSCHALK & BLANZ 1985).
Fur die groBeren rRNAs wurde hingegen unter Nutzung von reverser Transkriptase eine
Technik entwickelt, die zunachst die Gewinnung von Partialsequenzen erlaubte (QU et al.
1983, LANE et al. 1985, GUADET et al. 1989, GUEHO et al. 1989, YAMADA & Kawasakr 1989).
Das aufwendigere Isolieren der rRNA-Gene und ihre Amplifikation uiber eine Klonierung fur
eine DNA-Sequenzierung wurde so meist umgangen, war aber fur Totalsequenzen der
groferen RNAs notwendig. Vor allem fur die 18S rRNA wurden solche uiber die Klonierung
ihrer Gene auch fur phylogenetische Auswertungen gewonnen. Hierzu wurden aufgrund
konservierter Abschnitte interne Sequenzierprimer entwickelt (ELWOOD et al. 1985, SOGIN &
GUNDERSON 1987, HENDRIKS et al. 1991). Mit der so entstandenen Datenfiille war es dann
moglich geeignete PCR-Primer zu entwickeln und damit auch langere rDNA-Abschnitte zu
amplifizieren. Anfanglich wurden PCR-Produkte noch uiber einen anschliefenden Klonie-
rungsschritt sequenziert (MEDLIN et al. 1988), aber mit der Verbesserung der Techniken fur
die Sequenzierung von PCR-Produkten (GYLLENSTEN 1989, WHITE et al. 1990) wurde auch
die direkte Sequenzierung von spezifischen PCR-Produkten Routine. Uber die PCR wurden
auch die nur auf DNA-Ebene analysierbaren Spacer-Regionen (ITS und NTS) fur ver-

gleichende Analysen zugénglich.

Die 5S rRNA wurde als erste rRNA in umfassenderen phylogenetischen Vergleichen
ausgewertet. Wahrend Hori 1975 mit den Sequenzen von nur 17 Taxa erste Aussagen zur
Evolution von Pro- und Eukaryoten machen konnte, lie3 sich 1985 (WALKER) mit itber 100
Taxa und 1987 (HORI & OsAwA) schon mit 352 Taxa die Evolution der GroBBgruppen der
Lebewesen nachzeichnen. Bei den hoheren Pilzen wurden mit 5S rRNA-Daten erste Diskus-
sionen zur Einteilung und Stellung der Basidiomyceten und Ascomyceten aufgrund von
Sequenzanalysen gefuhrt (WALKER & DOOLITTLE 1982, HUYSMANS et al. 1983, CHEN et al.
1984). Insbesondere innerhalb der Basidiomyceten wurde die Untergliederung und Zu-
ordnung zu Gruppen, die als ,,Cluster” bezeichnet wurden, mit diesem Marker untersucht
(WALKER & DOOLITTLE 1983, BLANZ & GOTTSCHALK 1984, GOTTSCHALK & BLANZ 1984,
WALKER 1984, BLANZ & GOTTSCHALK 1986). Heute findet die 5S rRNA praktisch keine An-
wendung mehr, da dieses relativ stark konservierte, nur rund 120 Nukleotide umfassende
Molekil mit seiner beschriankten Zahl an informativen Merkmalen nur fur grosystematische
Fragestellungen genutzt werden konnte. Zusatzlich konnen auch Paralogie-Probleme bei der
Auswertung nicht ausgeschlossen werden, da die 5S rRNA-Gene bei Organismen aul3erhalb

der Basidiomyceten meist eine Multigenfamilie bilden.

Fur phylogenetische Analysen werden von der 18S rDNA mittlerweile uberwiegend

fast vollstandige Sequenzen erhoben, wahrend bei der deutlich groeren 26S rDNA auch
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heute noch mit Partialsequenzen gearbeitet wird. Es werden héufig dabei mehr oder weniger
universelle PCR-Primer verwendet (WHITE et al. 1990, Primer der VILGALYS-Arbeitsgruppe
online unter ‘http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm’ CONSERVED PRIMER
SEQUENCES FOR PCR AMPLIFICATION AND SEQUENCING FROM NUCLEAR RIBOSOMAL RNA). Aber
zunehmend werden auch PCR-Primer fur spezifische Fragestellungen bzw. fur bestimmte
Gruppen wie Mykorrhiza- oder Flechtenpilze entwickelt (z.B. GARGAS & TAYLOR 1992,
GARDES & BRUNS 1993, EGGER 1995, DORING et al. 2000).

Die 18S und 26S rRNA als molekulare Marker

Im nukledren rDNA-Repeat zeigen die verschiedenen Abschnitte unterschiedliche Evolutions-
raten (RAUE et al. 1988, BRUNS et al. 1991, HILLIS & DIXON 1991, BRUNS & SzARO 1992).
Die 18S rRNA gilt generell als langsam evolvierend, wahrend die 26S rRNA mehr Varia-
tionen innerhalb des Molekiils und weniger Ahnlichkeiten zwischen stammesgeschichtlich
weiter entfernten Taxa aufweist. Schneller evolvieren die Spacer-Bereiche, aber auch die mito-

chondrialen Gene zeigen eine hohere Variabilitat als die entsprechenden nukleédren Gene.

In der 18S rRNA wurden bei strukturellen Vergleichen iiber gro3e phylogenetische
Distanzen hinweg Regionen mit hoher Variabilitit beschrieben (z.B. SPENCER et al. 1984,
SOGIN & GUNDERSON 1987), die zusammenfassend zur Definition von neun variablen Regio-
nen (V1 bis V9) fuhrten, von denen allerdings bei Eukaryoten nur V4 groBere Variabilitit
aufweist (DAMS et al. 1988). Die 26S rRNA (deren Sekundiarstruktur in Anhang II abge-
bildet ist) wird in sechs strukturelle Doméanen I bis VI untergliedert (NOLLER et al. 1981),
innerhalb derer zum Teil deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen Organismen-
gruppen, v.a. auch innerhalb der Eukaryoten bestehen. Die Bereiche mit deutlichen Léangen-
und Sequenzunterschieden wurden bei Vergleichen uiber die Organismenreiche hinweg als
Expansionsregionen (,.,expansion segments* CLARK et al. 1984) oder divergierende Regio-
nen (,,divergent domains* HASSOUNA et al. 1984, MICHOT et al. 1984) bezeichnet; insgesamt
wurden 18 variable Regionen beschrieben (RAUE ef al. 1988). In der molekularen Systematik,
gerade auch der Pilze, haben sich zur Charakterisierung von variablen Abschnitten der
26S rRNA die Bezeichnungen der 13 divergierenden Regionen (D1 bis D12) durchgesetzt.
Die auffalligen Groenunterschiede der LSU rRNA bei Eukaryoten liegen hauptsachlich in
zwel dieser divergierenden Regionen begrindet (MicHOT & BACHELLERIE 1987). Eingehende
Vergleiche an rRNA-Sequenzen haben zur Festlegung von phylogenetisch konservierten
Regionen in Sekundarstrukturmodellen (‘http://www.rna.icmb.utexas.edu’ COMPARATIVE
RNA WEB SITE - ,,Phylogenetic conservation superimposed...”, GUTELL et al. 1993, GUTELL
1994, CANNONE et al. 2002) und sogar zur Festlegung der relativen Variabilitat bzw.
Evolutionsrate jeder einzelnen Basenposition innerhalb einer rRNA (VAN DE PEER et al. 1996,
VAN DE PEER et al. 1997, ALl et al. 1999) gefuhrt.
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Ende der 80er und Anfang der 90er Jahre waren Partialsequenzen der 18S und
26S rRNA fur phylogenetische Analysen beliebt. Bei der Bearbeitung hoherer Pilze wurden
v.a. durch KurTZMAN und Mitarbeiter (u.a. GUEHO et al. 1989, 1990, KUrRTZMAN & Liu 1990,
KURTZMAN & ROBNETT 1991, KURTZMAN 1993, MENDONCA-HAGLER et al. 1993, KURTZMAN &
ROBNETT 1994) sowie YAMADA und Mitarbeiter (YAMADA & KAWASAKI 1989, YAMADA et al.
1989a, YAMADA et al. 1989b, YAMADA et al. 1990, YAMADA et al. 1991, YAMADA & NAKAGAWA
1992, YAMADA et al. 1994, YAMADA et al. 1995) drei Primer genutzt, mit denen mit reverser
Transkriptase jeweils ein kiirzerer rRNA-Abschnitt, der selten langer als 250-300 bp war,
sequenziert wurde. Einer dieser Primer ist am 3’-Ende der 18S rRNA lokalisiert und zwei in
der 26S rRNA hinter der D2- und der D7b-Region. Eingesetzt wurden die Partialsequenzen
zur Einordnung und Auflosung vieler Gruppen von Hefen, sowohl aus den Asco- als auch
Basidiomyceten, und dabei auch zur Klarung von Anamorph-Teliomorph-Beziehungen. In
zwei Arbeiten wurde zwar die Ubereinstimmung der Topologie von Dendrogrammen gezeigt,
die einerseits aus Partialsequenzen und andererseits aus Totalsequenzen der 18S rRNA
errechnet worden waren (MCCARROLL et al. 1983, LANE et al. 1985), allerdings bei Analysen
uber weite phylogenetische Distanzen hin. Mit den verbesserten methodischen Moglichkeiten
werden heute jedoch bei der 18S rDNA tiberwiegend fast vollstandige Sequenzen und bei der

26S rDNA zumeist langere Partialsequenzen mittels PCR amplifiziert und analysiert.

Die 18S rRNA bzw. rDNA fand erste Einsitze in der GroB3systematik. Auch mit ihr
wurden Fragen uiber die Evolution der Hauptgruppen der Lebewesen iiber Reiche hinweg
diskutiert (SOGIN et al. 1989, HENDRIKS et al. 1991, SOGIN 1994). Lange Zeit war es bei Pilzen
der meist eingesetzte rIDNA-Abschnitt, mit dem groBsystematische Fragen zur Aufgliederung
der hoheren Pilze ebenso untersucht wurden wie die Untergliederung in Klassen oder die
Eingliederung von Hefen in die Systeme ihrer filamentosen Verwandten (BRUNS et al. 1992,
VANDE PEER et al. 1992a, SuGlyAMA & SUH 1993, SWANN & TAYLOR 1993, WILMOTTE et al.
1993, SWANN & TAYLOR 1995a, 1995b, SCHUBLER ef al. 2001). Auch Konvergenzerschei-
nungen und die Evolution von Lebensformen der Pilze wurden mit ihr untersucht (BERBEE &
TAYLOR 1992, GARGAS et al. 1995). Die systematische Stellung vieler merkmalsarmer oder
ungewohnlicher Taxa bzw. solcher, deren systematische Stellung schon langer debattiert
wurde, konnte mit Hilfe von 18S rDNA-Analysen geklart werden. So wurde fur die Gattun-
gen Taphrina Fr. und Saitoella Goto, Sugiy., Hamam. & Komag. ihre Stellung als eigen-
standige Linie aulerhalb der Euascomyceten aufgezeigt (NISHIDA & SUGIYAMA 1993), wih-
rend Mixia osmundae (Nishida) C.L.Kramer aus diesem Bereich der Ascomyceten-
Verwandtschaft ausgeschlossen und statt dessen eine Beziehung zu Basidiomyceten belegt
wurde (NISHIDA et al. 1995). Auch die traditionell bei den Brandpilzen eingruppierten Micro-
botryales konnten endgultig der Verwandtschaft der Rostpilz (Urediniomyceten) zugeordnet

werden, wo fur sie eine eigene Unterklasse Microbotryomycetidae vorgeschlagen wurde
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(SWANN et al. 1999). Neolecta vitellina (Bres.) Korf & J.K.Rogers mit seinen eigentumlichen
Apothezien wurde als basaler filamentoser Ascomycet eingestuft und in eine eigene Ordnung
gestellt (LANDVIK et al. 1993). Fur die Wiederkduer-Symbionten der Gattung Neocallimastix
Vavra & Joyon ex [.B.Heath mit ihren mitochondrienfreien Zellen wurde eine Affinitat zu
den Chytridiomyceten ebenso nachgewiesen (BOWMAN ef al. 1992) wie fur den humanpatho-
genen Einzeller Pneumocystis carinii P.Delanoe & Delanoe mit seinem Protozoen-ahnlichen
Lebenszyklus die Zugehorigkeit zu den echten Pilzen (EDMAN et al. 1988). Daruiber hinaus
wurde die 18S rDNA vielfiltig eingesetzt, um Gattungen, Familien oder Ordnungen entspre-
chend ihren natuirlichen Verwandtschaftsverhaltnissen systematisch eingruppieren zu konnen
(z.B. SPATAFORA & BLACKWELL 1993, SAENZ et al. 1994, ANDERSSON et al. 1995, TAKASHIMA
& NAKASE 1996, WEDIN & TiBELL 1997). Die heute zur Verfugung stehende Menge an
Sequenzinformationen 1t umfassende phylogenetische Studien mit 18S rDNA-Daten zu
(TEHLER et al. 2000, VAN DE PEER et al. 2000).

Zunehmend werden bei Pilzen wieder Partialsequenzen der 26S rDNA eingesetzt.
Schon bei den Arbeiten mit reverser Transkriptase wurde teilweise ausschlieSlich mit wenige
hundert Basenpaare langen Partialsequenzen der D2- und/oder D1-Region nahe des 5°-
Endes der 26S rRNA gearbeitet, maximal mit den etwa 600 bp der Doméne I (PETERSON &
LOoGRIECO 1991, GUEHO et al. 1993, RAKOTONIRAINY et al. 1994, GUILLOT & GUEHO 1995). Die
Nachteile der reversen Transkriptase-Methodik, wie nur einzelstrangige Sequenzierung und
die Erfassung eventueller posttranskriptoneller Veranderungen, sind mit der PCR-Technik
entfallen, aber auch mit diesem Verfahren wird iberwiegend die Doméne I amplifiziert und
sequenziert (z.B. MONCALVO et al. 1993, BOEKHOUT et al. 1994, WEIS et al. 1998, ISSAKAINEN
et al. 1999, DAHLMAN et al. 2000). Zum Teil finden dabei die schon mit der reversen
Transkriptase verwendeten Primer als 3’-PCR-Primer Verwendung (,,635“ und ,,P3“
GUADET et al. 1989, GUEHO et al. 1989), aber es wurden auch zusatzlich neue Primer erprobt,
die ebenfalls am Ubergang von Domiane I zu Domine II direkt hinter der variablen D2-
Region liegen (z.B. ,,LR3* und ,,NL4* - ‘http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/
primers.htm’, O'DONNELL 1992). Es wird seltener die gesamte Domine II bis hinter die D6-
Region zusitzlich zur Domane I analysiert (MONCALVO et al. 1995b, MILLER et al. 2001), aber
héaufiger wird uiber die D2-Region hinausgehend noch die D3-Region oder sogar der Bereich
bis hinter die D4- und D5-Regionen eingeschlossen (BRESINSKY et al. 1999, WINGFIELD et al.
1999, GRUBISHA ef al. 2001, WAGNER & FisCHER 2001). In ihren Arbeiten uiber die Gattungen
Lentinus bzw. Ganoderma P Karst. konnten HIBBETT & VILGALYS (1993) und MONCALVO et
al. (1995b) zeigen, daB die relativ kurzen, um die 600 bp langen Partialsequenzen der
Domine I oder auch nur die variable D2-Region allein tatsdchlich ausreichend fur phylo-
genetische Aussagen sind, da dieser 26S rDNA-Abschnitt einen grolen Teil variabler bzw.

phylogenetisch informativer Positionen aufweist. Bei funf Ganoderma-Arten, die uiber die
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Dominen I und II hinweg sequenziert worden waren, fanden sich Dreiviertel der variablen
Positionen in der D2-Region, so daf} fur ein breiteres Artenspektrum allein diese analysiert
wurde. Sequenzreaktionen bei 11 Lentinus-Arten, die die D1-, D2- und D4-/D5-Regionen
abdeckten, zeigten ebenfalls sehr unterschiedliche Verteilungen der Variabilitat. In der D1-
Region waren immerhin 32% der Positionen variabel, in der D2-Region aber 62% und in der
D4-/D5-Region nur 10%. 26S rRNA-Daten werden uiberwiegend bei relativ nah verwandten
Taxa auf niedrigem taxonomischen Niveau verwendet, selten innerhalb von Ordnungen. Die
26S rDNA findet aber zunehmend auch Anwendung bei der Klarung groflerer systematischer
Zusammenhange, beispielsweise bei der Gliederung der Basidiomyceten-Unterklasse Ustila-
ginomycetes sowie der Eingliederung einiger Anamorpher in diesen Verwandtschaftskreises
(BOEKHOUT et al. 1995, BEGEROW et al. 1997, BEGEROW et al. 2000), bei anderen Heterobasi-
diomycetengruppen wie den auricularen Pilzen (BERRES ef al. 1995, WEIB & OBERWINKLER
2001) und auch bei filamentosen Ascomyceten (LUMBSCH et al. 2000).

Die ITS-Regionen als molekularer Marker

Mehrfach wurde in direkten Vergleichen gezeigt, dal die ITS-Region bei nachst verwandten
Arten und innerhalb einer Art deutlich mehr Informationsgehalt aufweist als die relativ varia-
ble D2-Region der 26S rRNA und daher ITS-Daten zumindest wesentlich besser geeignet
bzw. manchmal auch notwendig sind, um innerhalb einer Art oder eines Artkomplexes zu
differenzieren (O'DONNELL 1992, ZAMBINO & SZABO 1993, MONCALVO et al. 1995a,
MONCALVO et al. 1995b, STEWART et al. 1999, DopD et al. 2000). Bei dem Vergleich von rund
500 Ascomyceten-Hefen zeigten dann KURTZMAN & ROBNETT (1998) auch, daf die D1-/D2-
Region der 26S rRNA zur Identifizierung und Unterscheidung der meisten Arten gut geeig-
net ist, aber zwischen Stammen einer Art sich haufig keine oder nur sehr wenige unterschied-
liche Basenpositionen finden. Sie postulieren aufgrund ihrer Daten, da3 Stimme mit mehr als
1% Basenaustausche in der D1-/D2-Region verschiedenen Arten angehoren und umgekehrt
Stamme mit bis zu maximal drei Basenaustauschen entweder konspezifisch oder Schwester-

taxa sind.

Die internen transkribierten Spacer werden uiberwiegend auch zur Analyse néchst
verwandter Taxa herangezogen. Sie werden auf Gattungsebene zur Abgrenzung monophy-
letischer Gruppen genutzt und zur Zuordnung einzelner Staimme zu Arten (z.B. GARDES ef al.
1991b, LEE & TAYLOR 1992, CURRAN et al. 1994, PAULUS et al. 2000) ebenso wie zu innerart-
lichen Differenzierungen. Es konnten beispielsweise eigenstiandige phylogenetische Linien
innerhalb der Shiitake-Pilze bestimmt (HIBBETT 1995, HIBBETT et al. 1998) oder auch die so-
genannte ,,Wirtsrassen® (,,formae speciales) bei Rostpilzen diskutiert werden (ZAMBINO &
SzaBO 1993). Die zwischenartliche Variabilitat der ITS-Region liegt dabei i.d.R. deutlich

hoher als die innerartliche: In Ganoderma wurden unter 2% intraspezifische und uber 6%
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interspezifische Variabilitat festgestellt (MONCALVO et al. 1995b). In einigen Fallen sind auch
deutliche Unterschiede in der Variabilitat zwischen den beiden internen transkribierten
Spacern gefunden worden, wobei entweder ITS 1 oder ITS 2 die hohere Variabilitit auf-
weisen kann (O'DONNELL 1992, MONCALVO et al. 1995a, DoDD et al. 2000). Dies kann bei
einer getrennten phylogenetischen Auswertung beider Spacer durchaus auch zu abweichen-
den Topologien der Dendrogramme fuhren. Bei Analysen in der Gattung Peniophora Cooke
waren die Unterschiede sogar so auffallend, da3 ausschlieBlich ITS 2 fur phylogenetische
Interpretationen genutzt wurde, da mit ITS 1 aufgrund einer hohen intraspezifischen Varia-
bilitat schon Vertreter einer Art nicht zusammen clusterten (HALLENBERG et al. 1996). Die
Variabilitit der Spacer, v.a. wenn sie mit deutlichen Langenunterschieden verbunden ist, kann
auch zu Schwierigkeiten mit dem Alignment fuhren, so dal Abschnitte des Alignments von
phylogenetischen Analysen ausgeschlossen werden, weil sie nicht eindeutig sind
(HARRINGTON & POTTER 1997, HIBBETT et al. 1998, YAO et al. 1999). Allerdings gibt es bei
Pilzen auch Beispiele, wo in der ITS-Region keinerlei innerartliche Variabilitit gefunden wer-
den konnte (ANDERSON et al. 1998). Die ITS-Region findet selten auf hoherem taxono-
mischen Niveau Anwendung. Sie wurde beispielsweise fur Bearbeitungen der Mehltaupilze
gewahlt, wobei aber uneindeutige Bereiche des Alignments von der Analyse ausgeschlossen
wurden (SAENZ et al. 1994) oder auf ihre Auswertung aufgrund der hohen Variabilitat zu
Gunsten von Partialsequenzen der 18S und 26S rDNA schlieBlich doch verzichtet wurde
(Mot et al. 2000).

1.2 Die Gattung Exobasidium Woronin

Von FuckeL wurde 1861 als Erreger auffallender Gallen an Blattern von Vaccinium vitis-
idaea L. und leichterer Deformationen an solchen von V. myrtillus L. ein pflanzen-
parasitischer Pilz identifiziert, den er Fusidium vaccinii nannte. Nach einer ausfuhrlichen
Untersuchung der Gallbildung an V. vitis-idaea stellte WORONIN (1867) diesen Pilz als Exo-
basidium vaccinii in eine eigene Gattung. Bald wurden sowohl die Besiedelung weiterer
Pflanzenarten als auch abweichende Erscheinungsformen des Befallsbildes bekannt. So
beschrieb FUCKEL (1873/1874) selbst das Auftreten von E. vaccinii auf Rhododendron
ferrugineum L.; dieser Pilz wurde jedoch schon von CRAMER (1875) als eigene Art
E. rhododendri anerkannt (siehe auch bei GEYLER 1874). Von beiden Autoren wurde z.B.
auch der Befall von Vaccinium uliginosum L. durch Exobasidien geschildert (CRAMER 1875,
FuckeL 1876/1877). Nachdem noch von anderen Pflanzen lokale Erkrankungen ausgelost
durch Exobasidien, die z.T. auch als neue Arten betrachtet wurden, bekannt geworden waren,
beschrieb SIEGMUND bereits 1879 eine weitere Exobasidium-Art, E. myrtilli, die nicht nur

lokal umgrenzte Blattveranderungen oder -gallen hervorruft, sondern zur Veranderung ganzer
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Zweige und Blatter bei V. myrtillus fuhrt. Die Wirtspflanzen und Krankheitsbilder waren und
blieben zwar haufig entscheidend fur die Beschreibung von Exobasidien, aber frith kamen
auch morphologische Unterschiede zum Tragen. So begriindet BOUDIER die Beschreibung
von E. vaccinii-uliginosi im Vergleich zu E. vaccinii auf Unterschiede der Sporengrofie und
Sterigmenzahl (BOUDIER & FISCHER 1894). Heute sind rund 50 Arten in der Gattung Exo-
basidium akzeptiert (KIRK et al. 2001).

Die Gattung Exobasidium ist in den gemaBigten Klimazonen weltweit verbreitet, be-
sondere Verbreitungsschwerpunkte liegen in Nordamerika (BURT 1915, SAVILE 1959a) und
Europa (DoONK 1966, NANNFELDT 1981, ING 1994), aber auch aus Neuseeland (MCNABB
1962) und Japan (u.a. SHIRAI 1896, ITO & OTANI 1958, OTANI 1976, HIRATA 1981a) wurden
etliche Arten beschrieben. Zwar sind schon langer zwei Exobasidien von Java bekannt
(RaciBorskI 1900), aber erst die gezielte Suche nach pflanzenparasitischen Pilzen in Costa
Rica erbrachte in den letzten Jahren einen erstaunlichen Artenreichtum auch in tropischen
Gebieten mit der Beschreibung einiger neuer Arten (GOMEZ & KisiMovA-HoroviTz 1997,
1998). Exobasidien besiedeln vornehmlich Wirtspflanzen aus den Familien Ericaceae,
Empetraceae und Epacridaceae (Ericales, Asteridae s.lat. - die systematische Stellung der
hoheren Pflanzen richtet sich nach STRASBURGER ef al. 1998). In den gemiBigten Breiten
stellen die Gattungen Vaccinium L. und Rhododendron L. viele Wirtsarten. Auch die meisten
uibrigen Wirte der Exobasidien stammen aus derselben Angiospermen-Unterklasse, so bei-
spielsweise die im asiatischen Raum beheimatete Gattung Thea L. bzw. Camellia L.
(Theaceae, Theales). Auf dem Teestrauch kommen gleich mehrere Arten vor (MASSEE 1898,
ITo & SAWADA 1912), die als Pflanzenschiadlinge auch wirtschaftliche Bedeutung erlangen.
Jedoch sind einige Exobasidien auch von Wirtspflanzen aus anderen Verwandtschaftskreisen
der Angiospermen bekannt. Ein Beispiel ist Exobasidium warmingii Rostr., das auf Saxi-
fraga spp. (Saxifragaceae, Saxifragales, Rosidae s.lat.) lebt und von SAVILE (1959b) aufgrund
geringer morphologischer Unterschiede in eine eigene Gattung gestellt wurde. Arcticomyces
Savile wird vielfach als synonym mit Exobasidium betrachtet (BAUER et al. 2001b, KIRK et al.
2001), jedoch deuten neueste molekulare Analysen auf eine Stellung basal oder auBerhalb
von Exobasidium hin (BEGEROW et al. 2002a). Weiterhin treten Exobasidien auf Vertretern
der Lauraceae (Laurales, Magnoliidae) auf (siche IuIMA et al. 1985). Das von GEYLER (1874)
auf Laurus canariensis L. beschriebene Exobasidium lauri wurde von JULICH 1982 aller-
dings in eine eigene Gattung Laurobasidium gestellt. Neben einem unterschiedlichen Wirts-
spektrum wurde das konstante Auftreten von Schnallen am Myzel als anatomischer Unter-
schied genannt. Laurobasidium wird noch heute als eigenstandige Gattung gefuhrt (KIRK ef
al. 2001) und aufgrund gastroider Basidien und molekularer Daten sogar aus der Familie
Exobasidiaceae ausgegliedert (BAUER et al. 2001b, BEGEROW et al. 2002a).

Neben ihrer pflanzenparasitischen Lebensweise auf Angiospermen ist die Gattung
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Exobasidium durch Holobasidien gekennzeichnet, die direkt zwischen Epidermiszellen, selten
auch durch die Stomata hindurch wachsen und an der Oberflache der Pflanzen als mehr oder
weniger dichte Schicht eine Art Hymenium ausbilden, ohne daf ein eigentlicher Fruchtkorper
angelegt wird (HENNINGS 1900, MCNABB & TALBOT 1973). Ein auffalliges morphologisches
Merkmal der Gattung sind ihre charakteristischen Basidien mit der auBergewohnlichen Art
des Sporenansatzes an den Sterigmen (siehe Abb.1.2-1). An den Basidien sitzen die Basi-
diosporen den kraftigen, geraden, nicht gebogenen Sterigmen ,,verkehrt herum® an, d.h. die
Sporen sind zueinander gekrummt (BLANZ 1978). Die konvexen Seiten der Sporen sind auf
den Basidien einander zugekehrt, wahrend die konkaven Seiten nach auBlen zeigen und der
Hilaranhang abaxial liegt. Dies wurde lange als ein Charakteristikum der Exobasidiales ange-
sehen (OBERWINKLER 1987), welches im Gegensatz zu den Verhéltnissen bei fast allen ande-
ren Basidiomyceten steht (siche aber BEGEROW et al. 2000 fur ein Auftreten exobasidialer
Basidien auflerhalb dieser Ordnung). Heute gilt der exobasidiale Basidientyp als plesiomorph
innerhalb der Exobasidiales (BEGEROW et al. 2002a). Uber die Freisetzung der Basidiosporen
wurden stellenweise kontroverse Meinungen geduBert, es handelt sich jedoch um aktiv abge-
schleuderte Ballistosporen (sieche OBERWINKLER 1982, BAUER & OBERWINKLER 1997,
BEGEROW et al. 2002a). Die Basidiosporen teilen sich durch den Einzug von Querwinden
und bilden danach an kurzen ,,Keimschlauchen* tiber eine enteroblastische Konidienbildung
eine oder mehrere Sprofzellen (MiMS & RICHARDSON 1987), die in Anlehnung an die Ver-
héltnisse in anderen Pilzgruppen im Laufe der Zeit unterschiedlich bezeichnet wurden (Koni-
dien, Sporidien, Sekundérsporen, Mikrokonidien, Blastosporen). Aus diesen Sprofizellen
geht ein saprotroph wachsendes, haploides Hefestadium hervor. Das Keimverhalten mit
Ausbildung eines Hefestadiums, welches schon von WORONIN (1867) und BREFELD (1889)
detailliert beschrieben wurde, macht man sich auch zur Anlage von Kulturen auf Nahrmedien
zunutze. Mit diesen passiv verbreiteten Konidien werden neue Wirtspflanzen besiedelt.
Schon die Beobachtungen von WORONIN zeigen, da3 im Gegensatz zur Kultivierung in
Nahrmedien die Konidien auf den Wirtspflanzen einzeln mit Hyphen auskeimen und diese
durch die Stomata oder Epidermiszellen hindurch wachsend die Pflanze infizieren. In Infek-
tionsversuchen konnte die gesamte Entwicklung ausgehend von einzelnen Sporen oder Koni-
dien erzeugt werden, wobei keinerlei Hinweise auf das Vorhandensein von unterschiedlichen
Kreuzungstypen (+/- Sporen) und einen Heterothallismus gefunden wurden (GRAAFLAND
1957, 1960). Auch die Fusion von keimenden Sporen oder Konidien konnte weder in Kultur
noch auf Pflanzenoberflachen beobachtet werden. Daraus und aus Experimenten zum Infek-
tionsverhalten, sowie der Tatsache, dal die Basidiosporen einkernig sind (EFTIMIU &
KHARBUSH 1927, GRAAFLAND 1960, MIMS et al. 1987), mufl gefolgert werden, dal3 Exobasi-
dien homothallisch sind und die Dikaryotisierung innerhalb des wachsenden Myzels in den
Wirtspflanzen erfolgt. Karyogamie und Meiose finden in den Basidien statt, allerdings nicht

wie bei anderen holobasidiaten Formen direkt aneinander anschlieBend im Zentrum der sich
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entwickelnden, morphologisch schon differenzierten Basidie. Die Karyogamie und der Be-
ginn der Meiose finden in einer duflerlich weitgehend undifferenzierten Zelle statt und wird in
der sich dann auch morphologisch differenzierenden Zelle beendet. Da das Kern- und Zell-
differenzierungsverhalten dabei Ankldange an die Verhiltnisse bei der Bildung von Phragmo-
basidien zeigt, wurden auch die Begriffe ,,Probasidie” und ,,Metabasidie* fur die Stadien
der Basidiendifferenzierung benutzt, obwohl keinerlei Unterteilung der Basidie erfolgt (MiMs
et al. 1987). Mit ihrem Wechsel von einzelliger, knospender Haplophase und dikaryotischem
Myzel zéahlen sie zu den typischen dimorphen Basidiomyceten mit Hefestadium

(OBERWINKLER 1987, BANDONI 1995, BOEKHOUT et al. 1998).

Abb.1.2-1: Exobasidium vaccinii auf Vaccinium vitis-idaea. Zeichnung aus
STRASBURGER (1998 S.571), verandert. A. Habitus einer befallenen
Pflanze. Eine Galle ist mit Pfeil gekennzeichnet. B. Mikroskopische
Details des Hymeniums. Zwischen den Epidermiszellen bricht das Myzel
mit Basidien hervor, worauf die typisch zueinander gekrummten
Basidiosporen sitzen (gekerbte Pfeilspitze), die nach der Bildung von
Quersepten mit Konidien keimen (gerade Pfeilspitze).

Als Pflanzenparasiten durchwuchern Exobasidien interzellular das Gewebe ihrer
Wirtspflanzen, um dann auf der Pflanzenoberflache ein weilliches Hymenium auszubilden,
das ausschlieBlich von Basidien gebildet wird. Befallene Pflanzenteile konnen durch einfache,
fleckartige Veranderungen auffallen oder durch den Pilz zu hypertrophem Wachstum und
Gallbildung angeregt werden. Neben solch lokal begrenzten Symptomen treten auch komple-
xere Krankheitsbilder auf, bei denen ganze SproBabschnitte, ein Jahresaustrieb oder eine
komplette Pflanze betroffen sind. Schon THOMAS (1897) unterschied auf Vaccinium spp.

zwei Befallstypen, die er aber alle nur einer Exobasidium-Art, E. vaccinii zuordnete. Um-
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grenzte Infektionserscheinungen einzelner Blatter, Blattstucke oder seltener auch Zweigstucke
bezeichnete er als ,,forma circumscripta“, wahrend er mit ,,forma ramicola® den Befall gan-
zer Laub- oder Blutensprosse bzw. zumindest ihrer oberen Enden bis hinauf zur Triebspitze
umschrieb. Ahnlich grenzte LIND (1913) zwei Befallstypen ab, einen lokal umgrenzten Typ
(,,circumscribed*) und einen die Wirtspflanze oder Teile von ihr mit Myzel durchwachsen-
den Typ (,,penetrating”). NANNFELDT (1981) schlieBlich unterscheidet bis zu drei unter-
schiedliche Befallsbilder bzw. Infektionsformen. Neben einem lokalen Befall, bei dem nur ein
eng abgegrenzter Gewebebereich von Myzel durchwachsen wird (,,circumscribed®), unter-
scheidet er einen echten systemischen Befall, bei dem ganze Pflanzen oder zumindest groflere
Teile von dem Pilz besiedelt werden (,,systemic) und einen lokalen Befall, der aber nicht
eng umgrenzt bleibt, sondern bei dem das Myzel auch groBere Abschnitte der Pflanze durch-
wichst (,,surculicolous). Bei dem systemischen Befallstyp uberdauert das Pilzmyzel in den
Pflanzen, womit die Erkrankung mehrjahrig ist. Bei dem surculicolen Befallstyp hingegen
sterben die betroffenen Pflanzenteile mit der Sporulation des Pilzes zumeist ab und die
Infektion ist damit nur einjahrig bzw. muf} jedes Jahr iber Sporen oder Konidien erneuert
werden. NANNFELDT gibt einen ausfuhrlichen Uberblick iber die von Exobasidien ausgelosten
Infektionen und Befallsbilder. Normalerweise werden vegetative Organe, insbesondere Blatter
und Knospen befallen, was zu extremen Gallbildungen wie bei E. giganteum S.Hirata oder
gar der Ausbildung von Hexenbesen wie bei E. pentasporium Shirai fuhren kann (SHIRAI
1896, HIRATA 1981b). Aber auch im SproBbereich konnen abgegrenzte Gallen gebildet wer-
den, wie bei den durch E. parvifolii Hotson hervorgerufenen bizarren Strukturen auf
V. parvifolium Sm. (HOTSON 1927). Durch E. vaccinii wird zwar vereinzelt auch der Bluten-
bereich befallen (WORONIN 1867), aber mit E. flos-cavendishiae Kisim.-Hor. & GoOmez ist
auch eine Exobasidium-Art bekannt geworden, die ausschlieBlich die Brakteen der Bluten-
stande befallt (GoMEz & KisiMova-HoroviTz 1997). Berichte tiber die Basidienbildung auf
Fruchten liegen hingegen kaum vor (CLINE 1998). Die Untersuchungen u.a. der Anatomie der
von E. vaccinii induzierten Gallen (WORONIN 1867) und der Infektionen mit E. camelliae var.
gracile Shirai (WOLF & WOLF 1952) zeigen, daf durch die Exobasidien eine Hypertrophie
des pflanzlichen Gewebes ausgelost wird, wohl durch vom Pilz gebildete Indolessigsaure.
Haufig zeigen befallene Pflanzenteile eine aufféllige Rot- oder Gelbverfarbung. Spater er-
scheint die Oberflache durch Sporen und Konidien weif} bepudert, nachdem die Basidien mit
der Ausbildung des Hymeniums i.d.R. die Kutikula durchbrechen oder in seltenen Féllen wie
bei E. camelliae var. gracile die duBleren Blattzellschichten abgesprengt haben. Der Parasi-
tismus der Exobasidien wurde auch auf zellularer und zytologischer Ebene untersucht.
Neuere elektronenmikroskopische Untersuchungen haben einen besonderen Typ der Inter-
aktion zwischen Pilz und Wirt mit der Ausbildung komplexer Interaktionsapparate nachge-
wiesen, die typisch fur den Verwandtschaftskreis der Exobasidien sind und uiber pilzliche
Vesikel gebildet werden (BAUER et al. 1997, BAUER et al. 1998, BEGEROW et al. 2002a).
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Bei den Exobasidien ist aufgrund ihrer fehlenden Fruchtkorperbildung ein ganzer, in
der Pilzsystematik normalerweise verwendeter, wichtiger Merkmalskomplex gar nicht ausge-
bildet. Neben den Basidien und Basidiosporen sind die Konidien eines der wenigen Merk-
male, das uberhaupt zur morphologischen Charakterisierung der Exobasidium-Arten
herangezogen werden kann. Die Arten der Gattung Exobasidium sind jedoch untereinander
morphologisch sehr dhnlich und zeigen zusatzlich eine gewisse Variabilitat bei solchen
Merkmalen. Beispielsweise wurde die Anzahl der Sterigmen, d.h. der Sporen pro Basidie, zur
Beschreibung von Arten herangezogen. BLANZ (1977, 1978) konnte jedoch zeigen, daf} die
Sterigmenzahl selbst bei benachbarten Basidien innerhalb eines Hymeniums variabel sein
kann. Da sie arm an stabilen morphologischen Merkmalen sind, stellen die Wirte und die
hervorgerufenen Symptome ein wichtiges Kriterium zur Charakterisierung von Exobasidien
dar. Die Abgrenzung von Exobasidium-Arten aufgrund der Wirte und Befallsbilder und auch
die Gewichtung dieser Merkmale im Verhiltnis zu rein pilzlichen Merkmalen wurde im Laufe
der Zeit sehr unterschiedlich gehandhabt. Unterschiedlichste Auffassungen wurden zur Art-
abgrenzung geaufBert, und sie blieb fraglich. Einerseits gibt es sehr weit gefalite Konzepte mit
recht wenigen akzeptierten Arten, die haufig v.a. die SporengrofSen betonen und Wirte sowie
Befallsbilder kaum berticksichtigten (BURT 1915, SAVILE 1959a). Andererseits gibt es Kon-
zepte, die verstarkt die Erkrankungen und Wirtspflanzen gewichten, enger gefalit sind und
dementsprechend meist mehr Arten beinhalten (JUEL 1912, LIND 1913, DoNK 1966). Teilweise
uberlappen die Artabgrenzungen bzw. die Zuordnungen einzelner Formen zu bestimmten

Arten in diesen Konzepten, je nachdem welches Kriterium in den Mittelpunkt gertickt wurde.

1981 erfolgte durch NANNFELDT eine monographische Bearbeitung der europaischen
Exobasidien, die in der Neubeschreibungen von 10 Arten resultierte. Es sind darin fur Europa
27 Arten akzeptiert und beschrieben. Das NANNFELDTsche Artkonzept stuitzt sich neben
Basidien-, Sporen- und Konidienmerkmalen hauptsachlich auf die oben schon erlauterten
Infektionsformen, d.h. auf die Befallsbilder sowie Wirtspflanzen. Es umschreibt wirts-
spezifische Pilze, die i.d.R. nur auf einer Pflanzenart vorkommen und dort ein spezifisches
Befallsbild auslosen. Ausnahmen bilden einige wenige Exobasidien, die nah verwandte
Wirtsarten besiedeln konnen, z.B. E. unedonis Maire auf Arbutus andrachne L. und Arbutus
unedo L. oder E. rhododendri auf europdischen Rhododendren. Auf vielen Wirtsarten wer-
den jedoch mehrere Exobasidien unterschieden. So fuhrt NANNFELDT pro Vaccinium-Art bis
zu drei unterschiedliche Exobasidien an. Fur die in dieser Arbeit untersuchten europaischen

Wirtsgattungen ist das NANNFELDTsche System in Tab.1.2-1 zusammengefaft.
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Tab.1.2-1: In Europa vorkommende Exobasidium-Arten auf Vaccinium spp.,
Rhododendron spp. und Andromeda polifolia L. nach NANNFELDT.
Zusammenstellung der bei NANNFELDT (1981) fur diese Wirte in Europa
aufgefuhrten Exobasidien mit Angabe des charakteristischen Befallsbildes.

Wirt(e) : Exobasidium-Art : Befallsbild

And. polifolia L. i einzelne (oder auch

: E. karstenii Sacc. & Trotter

: E. sundstroemii Nannf.

i gehaufte), austreibende
: Sprosse mit verbrei-
 terten Blattern

i austreibende SproB-
i bereiche, gehauft, kaum
i verdickte Blatter

Rh. ferrugineum L.
Rh. hirsutum L. i
Rh. x intermedium Tausch
u.a. nah verwandte Arten

: E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer

: Blattgallen

Rh. luteum Sweet

i E. dubium Racib.

! Blattflecken

: E. horvathianum (F.Thomas) Nannf.

: Blattgallen

Rh. indicum (L. ) Sweet
u.a. Azaleen

: E. japonicum Shirai

! E. pentasporium Shirai

: Blattgallen

i Hexenbesen

V. myrtillus L.

! E. arescens Nannf.

Blattflecken

i E. myrtilli Siegm.

i einzelne einjahrige
i Sprosse mit verfar-
i benden Blattern

! systemisch

V. oxycoccos L.
V. microcarpum Turcz.
V. macrocarpum Aiton

: E. rostrupii Nannf.

: Blattflecken

i E. oxycocci Rostr. ex Shear

i einzelne verlangerte,
: einjahrige Sprosse mit
: deformierten Blattern

V. vitis-idaea L.

: E. vaccinii (Fuckel) Woronin

: Blattflecken und -gallen,
: auch deformierte SproB3-
: spitzen und Bluten-

i knospen

: einjahrige Triebe, auch in
i Buscheln

! E. juelianum Nannf.

: systemisch

V. uliginosum L.

: E. pachysporum Nannf.

! einzelne einjahrige

: E. vaccinii-uliginosi Boud.

i E. expansum Nannf.

! Blattflecken

i Sprosse mit verfar-

enden Blattern

: systemisch

Eine Kldrung der Artzugehorigkeit bzw. der Wirtsspezifitat sowie der Spezifitat von

Befallsbildern wurde sich haufig von Infektionsversuchen versprochen. Schon WORONIN
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(1867) infizierte Preiselbeerpflanzen, um die Identitit von in Kultur gekeimten Basi-
diosporen/Konidien mit seinem E. vaccinii zu zeigen. Und RICHARDS konnte bereits 1896
zum einen zeigen, da} die Symptomatik auch vom Zeitpunkt der Infektion abhangig ist und
zum anderen, daB Inokulationen mit Exobasidium-Sporen/Konidien von einer Wirtsart er-
folgreich zu Infektion bei einer anderen Wirtsart fihren konnten. Mit E. parvifolii wurde
experimentell die Infektion bei zwei Vaccinium-Arten ausgelost (HoTsoN 1927). Durch
Inokulationen mit Reinkulturen, die von verschiedenen Azaleen und von V. vitis-idaea ge-
wonnen worden waren, konnte GRAAFLAND (1960) zeigen daB3 E. japonicum unterschiedliche
Azaleen, aber nicht die Preiselbeere infizieren und umgekehrt mit E. vaccinii keine Erkran-
kung bei Azaleen ausgelost werden kann. Dies wurde u.a. als Argument der Anerkennung
von E. japonicum als eigenstandige Art gewertet, wobei aber einschrankend erwahnt wurde,
daB ein solches Verhalten bei nur physiologisch unterschiedenen Wirtsrassen ebenso auf-
treten wiirde. Die Untersuchungen von SUNDSTROM 1964 schlieBlich zeigten physiologische,
morphologische und serologische Ubereinstimmungen innerhalb und zumeist Unterschiede
zwischen sogenannten ,,Wirtsrassen*, worunter er jeweils Exobasidien faite, die von einer
Wirtsart isoliert worden waren und dieselbe Symptomatik hervorgerufen hatten. Auch konnte
SuUNDSTROM in Infektionsversuchen keine Infektionen auf anderen Wirten auslosen, wenn
auch z.T. die experimentellen Bedingungen und Kontrollen nicht optimal waren. Auflerdem
berichtet er von der zweimaligen Beobachtung des Phanomens einer ,,Doppelinfektion* der
Preiselbeere mit jeweils zwei unterschiedliche Exobasidien, wo zusatzlich zu dem systemi-
schen Krankheitsbild noch eine Gallbildung auftrat. Diese Arbeiten von SUNDSTROM hatten
groBBen Einfluf} auf das NANNFELDTsche Artkonzept und die dortige starke Gewichtung der
Wirtswahl und Befallsbilder. Neuere Infektionsexperimente mit einem Exobasidium von
V. angustifolium Aiton brachten jedoch ein eher gegenteiliges Ergebnis, da dort typische
Symptome auch bei drei weiteren von 14 getesteten Vaccinium-Arten ausgelost wurden
(NICKERSON & VANDER KLOET 1997). Infektionsversuche mit einzelnen oder wenigen Exo-
basidium-Isolaten scheinen also weniger geeignet zu sein, um allgemeingultige Aussagen zu

treffen.

Die durch ihre Lebensweise und ihre morphologisch-anatomischen Besonderheiten
interessante Gattung wurde seit Einfuhrung molekularsystematischer Methoden mit unter-
schiedlichen Markern analysiert. Fur eine Vielzahl von Isolaten war aufgrund von GC-Wert-
Bestimmungen (BLANZ & OBERWINKLER 1983) oder auch DNA-DNA-Homologien (BLANZ
1986, BLANZ & DORING 1995) eine Artzuordnung bzw. die Feststellung von Konspezifitat
moglich. Die in diesen Arbeiten gefundenen Gruppen von Exobasidium-Stammen (sieche An-
hang III und IV) wurden als Arten interpretiert, deckten sich aber nicht in allen Fallen mit den
nach dem NANNFELDTschen System zu erwartenden Gruppierungen. Beispielsweise wurden

Gruppen von Stimmen gefunden (DNA-DNA-Homologie-Gruppe A und B bzw. GC-Wert-
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Gruppe 1 und 2), die Isolate von verschiedenen Vaccinium-Arten beinhalteten, welche nach
NANNFELDT unterschiedliche Exobasidium-Arten reprasentieren mufiten. Der Befund wider-
spricht einer strengen Wirtsspezifitat der Vaccinium-Parasiten. Andererseits wurden die von
Rhododendren isolierten Exobasidien mit diesen molekularen Charakterisierungen in minde-
stens drei deutlich getrennte Arten (DNA-DNA-Homologie-Gruppen E, F und x bzw. GC-
Wert-Gruppen 5, 6 und 7) unterteilt. Auch diese Aufteilung entspricht nicht der
NANNFELDTschen Interpretation der Rhododendron-Parasiten. Sie korreliert auch nicht mit
den Wirtsarten. Die GC-Wert-Analysen zeigen auch, trotz des morphologisch-anatomisch
einheitlichen Erscheinungsbildes dieser auch durch ihre Lebensweise gut charakterisiert er-
scheinenden Gattung, eine erstaunliche Spannbreite (39,1% bis 68,1%). Die phylogene-
tischen Beziehungen der molekular charakterisierten Exobasidium-Arten zueinander oder gar
ihre Stellung innerhalb der Basidiomyceten konnte mit diesen molekularen Methoden jedoch

kaum erfal3t werden.

Die Zugehorigkeit der Gattung Exobasidium zu den Basidiomyceten ist aufgrund der
Ausbildung einer unseptierten Holobasidie nie wirklich fraglich gewesen, auch wenn auf-
grund der Lebensweise und dulleren Erscheinung die Analogien mit der Ascomycetengattung
Taphrina ofters Erwahnung fanden (u.a. JUEL 1912, GAUMANN 1926). Schon von WORONIN
(1867) und FuckeL (1873/1874) wurden die Exobasidien zu den Hymenomyceten gestellt.
Sie wurden der Familie Thelephoraceae zugeordnet oder zumindest mit dieser in eine Ord-
nung gestellt (BURT 1915, GAUMANN 1926). Aber auch Gemeinsamkeiten im Lebenszyklus
und anatomische Ahnlichkeiten mit den Dacrymycetales wurden immer wieder diskutiert
(GAUMANN 1926, DONK 1956, BLANZ 1978, OBERWINKLER 1978, JULICH 1981). Je nach Ge-
wichtung verschiedener Merkmale und Eigenschaften fur die groBsystematische Gliederung
der Basidiomyceten wurden sie mal den Homobasidiomycetidae bzw. den Holobasidiomyce-
tidae (SAVILE 1955, McNABB & TALBOT 1973 - Holobasidien), in neuer Zeit aber zumeist den
Heterobasidiomyceten zugerechnet (DONK 1966, BLANZ 1978, JULICH 1981, OBERWINKLER
1982 - Vermehrung uber Konidienbildung und hefeartiges Wachstum). Von HENNINGS
(1900) wurden die Exobasidien bereits in eine eigene Ordnung und von JuLIcH (1981) sogar
in eine eigene Unterklasse gestellt. Auch modernere Techniken und Marker fuhrten durchaus
zu unterschiedlichen Interpretationen der verwandtschaftlichen Beziehungen der Gattung.
Aufgrund der Ultrastruktur der Septen und der Basidienentwicklung wurde eine Nahe zu den
Uredinales postuliert (KHAN et al. 1981, Mims 1982, Mims et al. 1987), wahrend E. vaccinii
in der phylogenetische Analyse von 5S rRNA-Sequenzen von Basidiomyceten in ein Cluster
gemeinsam mit graminicolen Brandpilzen, Tilletia controversa J.G.Kuhn und Graphiola
phoenicis (Moug.) Pat. gestellt wurde, wobei die Sequenzen von E. vaccinii und G. phoenicis
sogar identisch sind (WALKER & DOOLITTLE 1983, GOTTSCHALK & BLANZ 1985). Die Ergeb-

nisse der 5S rRNA-Analyse bestatigten sich in chemotaxonomischen Untersuchungen an
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Basidiomycetenhefen zur Zuckerzusammensetzung der Zellwdnde und einiger physiolo-
gischer Merkmale (LAASER 1989, DORFLER 1990, PRILLINGER et al. 1990b). Die Exobasidien
wurden dem sogenannten ,,Ustilago-Typ* der Basidiomycetenhefen zugeordnet, der neben
Exobasidium die auf monokotylen Wirtspflanzen lebenden Teile der Gattung Ustilago
(Pers.) Roussel und die ebenfalls pflanzenparasitischen Gattungen Entyloma de Bary,
Graphiola Poit., Microstroma Niessl und Tilletia Tul. & C.Tul., sowie saprotrophe bzw.
marine und humanpathogene Vertreter der anamorphen Gattungen Tilletiopsis Derx und
Sterigmatomyces Fell umfafit. Diskutiert wurde eine mogliche nidhere Beziehung der Exo-

basidien zu Entyloma oder auch Tilletia.

Die Basidiomyceten werden heute nach phylogenetischen Analysen ribosomaler
Gene in die drei Klassen Ustilaginomycetes, Hymenomycetes und Urediniomycetes geglie-
dert (SWANN & TAYLOR 1995b, BEGEROW et al. 1997). Die pflanzenparasitischen Ustilagino-
myceten teilen sich aufgrund ultrastruktureller Merkmale, insbesondere der Septen und der
Interaktionsbereiche der Parasit- und Wirtszellen, in drei Unterklassen: Ustilaginomycetidae,
Entorrhizomycetidae und Exobasidiomycetidae (BAUER et al. 1997, BAUER et al. 2001b).
Diese Gliederung wurde durch die Analyse von Teilsequenzen der 26S rDNA unterstutzt
(BEGEROW et al. 1997, BEGEROW 1998). Die meisten der oben genannten Gattungen des
,Ustilago-Types* finden sich gemeinsam mit den Exobasidien in der Unterklasse der Exo-
basidiomycetidae wieder; nur Ustilago selbst und Sterigmatomyces gehoren den Ustilagino-
mycetidae an. Die Ordnung der Exobasidiales selbst umfaflt vier Familien (BAUER et al.
2001b). In den Exobasidiaceen sind neben Exobasidium nur noch die Gattungen Arctico-
myces und Muribasidiospora Kamat & Rajendren angesiedelt (BEGEROW et al. 2001, 2002a).
Weitere, fruher haufig als nachste Verwandte der Exobasidien betrachtete Gattungen finden
sich in den drei uibrigen Familien der Exobasidiales, Laurobasidium in den Cryptobasi-
diaceen, Kordyana Racib. in den Brachybasidiaceen und Graphiola in den Graphiolaceen,
wahrend die Gattung Microstroma in einer eigenen Ordnung Microstromatales in den Exo-
basidiomycetidae steht. Die phylogenetischen Analysen der 26S rDNA zeigen die Graphio-
laceen als nachst Verwandte der Exobasidiaceen und legen eine Interpretation des exobasi-
dialen Basidientyps als Apomorphie der Exobasidiomycetidae nahe (BEGEROW et al. 1997,
2001, 2002a).

1.3 Zielsetzung und Gliederung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit werden molekulare Daten zur Charakterisierung von Exo-
basidium-Stammen vorgestellt. Der Schwerpunkt liegt dabei auf der Analyse von Vaccinium-
und Rhododendron-Parasiten europaischer Herkunft. Mit Ausnahme von E. reticulatum Ito

& Sawada, welches von Thea sinensis L. isoliert wurde, stammen alle Exobasidien von Wir-



Heidi Doring SEITE 23

ten aus der Familie Ericaceae. Ein Teil der hier bearbeiteten Stimme wurde schon in friheren
Publikationen (BLANZ 1977, BLANZ & OBERWINKLER 1983, BLANZ 1986) behandelt, so daf3
zum Vergleich vielfiltige Angaben wie GC-Wert- und DNA-DNA-Homologie-Daten vorlie-
gen. Ziel ist es, die in den GC-Wert-Bestimmungen und mit den DNA-DNA-Hybridisierun-
gen gefundenen Gruppen von Exobasidium-Stammen naher zu charakterisieren und in Be-
ziehung zu weiteren Exobasidium-Isolaten zu stellen. Die modernen, PCR-basierenden
Methoden der molekularen Systematik gaben Anla$} die fruher bearbeiteten Stimme in dieser
Arbeit wieder aufzunehmen und mit feineren genetischen Analysen die Fragen der Artab-
grenzung bzw. der Artzugehorigkeit einzelner Staimme nochmals aufzugreifen, zumal iber
phylogenetische Auswertungen auch die Beziehungen der Arten zueinander geklart werden
konnen und - v.a. auch mit Sequenzdatenvergleichen - eine Bewertung im Kontext der Basi-
diomyceten moglich ist. Es soll damit ein Beitrag zum Verstiandnis des Artkonzeptes inner-
halb der Gattung Exobasidium geliefert und die Frage nach einer Koevolution von Parasit
und Wirt beleuchtet werden.

Hierzu findet zunachst ein PCR-Fingerprinting-Verfahren Anwendung: PCR-RFLPs
des 5’-Bereichs der 26S rDNA. Folgenden Fragen wird damit nachgegangen. Treten die
Gruppierungen der Stimme, wie sie sich nach GC-Werten und DNA-DNA-Homologien
darstellen, mit dieser Methode ebenso auf? Ist eine Eingruppierung weiterer Stimme in diese
Gruppen mit einem solchen PCR-gestutzten Verfahren moglich? Konnen einzelne Isolate
uber ein solches ,,molekulares Screening einer Art eindeutig und schnell zugeordnet wer-
den? Wie stellen sich die Beziehungen der Stimme bzw. Gruppen in Dendrogrammen dar,

die ausgehend von den Ahnlichkeiten der RFLP-Muster erstellt werden?

Die Bewertung einzelner, z.T. iberraschender Befunde der PCR-RFLP-Analysen und
die Erarbeitung phylogenetischer Hypothesen erfolgt anschlieBend mit Hilfe von Sequenz-
vergleichen. Es kommen dabei unterschiedliche Verfahren der Stammbaumrekonstruktion zur
Anwendung, um ein moglichst genaues Bild von den Verwandtschaftsverhaltnissen der unter-
suchten Taxa zu gewinnen. Sequenzdaten der Domiane I der 26S rDNA mit den variablen
D1- und D2-Regionen, der 18S rDNA und der ITS-Region werden hierzu ausgewertet. Mit
der Analyse dieser unterschiedlich schnell evolvierenden nuklearen rDNA-Abschnitte sollen
aufgrund der Ergebnisse der PCR-RFLPs ausgewahlte Stamme moglichst umfassend
charakterisiert werden. Im Mittelpunkt stehen dabei folgende Fragen. Wie stellen sich im
Rahmen phylogenetischer Betrachtungen bei diesen Stammen molekularsystematische
Charakteristika wie GC-Werte, DNA-DNA-Homologien und PCR-RFLPs dar? Welche
Aussagen zur Wirtsspezifitat der Exobasidien, den ausgelosten Befallsbildern und zum Art-
konzept lassen sich in Zusammenschau der molekularen Merkmale und im Vergleich zum

NANNFELDTschen Konzept treffen?
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchte Stamme

Die untersuchten Exobasidium-Stamme sind in der Kultursammlung von Prof. Dr. P. BLANZ,
Karl-Franzens-Universitat Graz enthalten. Der Ursprung der Stamme ist aus der Buch-
stabenkennung der Stammnummern ersichtlich:

CBS = Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn - Delft, Niederlande

FO = Stammsammlung F. OBERWINKLER, Eberhard-Karls-Universitat Tubingen

PB = Stammsammlung P. BLANZ, Karl-Franzens-Universitat Graz, Osterreich
RBF = Raiffeisen Bio-Forschung, Tulln, Osterreich (H. PRILLINGER)

Die Liste der untersuchten Stamme ist nach Wirtspflanzen und Stammnummern ge-
ordnet. Die Artzuordnung der Stimme richtet sich in dieser Auflistung nach den urspriing-
lichen, bei der Isolierung vergebenen Namen, unter denen die Stimme auch in fruheren
Publikationen gefuhrt sind. Bei élteren Isolaten entsprechen diese daher nicht immer dem
NANNFELDTschen Artkonzept, wie es sich in der aktuellen Bestimmungsliteratur fur die
europdischen Exobasidium-Arten widerspiegelt. Die Autoren der Exobasidium-Arten sind
zumeist nach der Monographie von NANNFELDT (1981) und dem CBS-Katalog
(CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES 1996) angegeben; einige Angaben wurden an-
hand der Originalliteratur korrigiert. Nomenklatur, Schreibweise und Autoren der Wirts-
pflanzen richten sich nach der FLORA HELVETICA (LAUBER & WAGNER 1996) und dem INDEX
KEWENSIS (ROYAL BOTANIC GARDENS KEW 1997).

Die Sammelangaben (Fundort, Wirtspflanze etc.) fur die FO-, PB- und RBF-Stamme
sind nach Veroffentlichungen zusammengestellt (BLANZ 1977, BLANZ & OBERWINKLER 1983,
PRILLINGER et al. 1990b, BLANZ & DORING 1995) und teilweise durch weitere Angaben von
P. BLANZ und H. PRILLINGER (pers.Mitt.) erganzt worden. Stammnummern mit Strichnummer
(z.B. PB 4898-7) konnen dabei entweder unterschiedliche Kulturen kennzeichnen, die durch
das Vereinzeln von getrennten Kolonien einer einzelnen Petrischale bei der Isolierung ent-
standen sind (sogenannte ‘Einsporkulturen’), oder aber Kulturen unabhéngiger Isolierungs-
ansatze von einer befallenen Pflanze. Dies ist entsprechend vermerkt. Zur Information sind
parallel in verschiedenen Stammsammlungen gehaltene Kulturen desselben Pilz-Isolates an-
gegeben, wobei diejenigen in Klammern hier nicht bearbeitet wurden (DSM = Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen, Braunschweig, [FO = Institute for Fermentation, Osaka,
Japan). Die Angaben fur CBS-Staimme sind dem Katalog bzw. online-Verzeichnissen ent-
nommen (CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES 1996, ‘http://www.cbs.knaw.nl’, ‘http://

www.ifo.or.jp/index_e.html’).
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Isolate von Andromeda polifolia L.

PB 5635
E. karstenii Sacc. & Trotter, systemischer Befall ganzer Aste, Deutschland, Baden-
Wirttemberg, Tubingen, Botanischer Garten, 5.6.1981

RBF 729
E. karstenii Sacc. & Trotter, systemischer Befall, F. OBERWINKLER (Herb. FO 25009)

RBF 732 (auch = CBS 682.93)
E. karstenii Sacc. & Trotter, systemischer Befall, Deutschland, Bayern, Moosen, Schon-
ramer Filz, 1.10.1986 (H. PRILLINGER 1986/151)

RBF 733
E. karstenii Sacc. & Trotter, systemischer Befall, Deutschland, Bayern, Moosen, Schon-
ramer Filz (benachbarter Standort zu RBF 732), 1.10.1986 (H. PRILLINGER 1986/152)

Isolat von Menziesia ferruginea Sm.

PB 4864-2, PB 4864-3, PB 4864-4
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, lokaler Befall, Kanada, British Columbia,
22.7.1980, P. BLANZ
Die verschiedenen Kulturen von PB 4864 ('Strichnummern') sind als 'Einsporkulturen' durch Vereinzeln

verschiedener Kolonien einer Petrischale bei der Isolierung angelegt worden.

Isolate von Rhododendron spp. inklusive Azalea indica L.

Anmerkung: Nach dem INDEX KEWENSIS (ROYAL BOTANIC GARDENS KEW 1997) sind Rh. lateriticum
Planch. und Azalea indica L. synonym mit Rh. indicum Sweet. Originalangaben der Stammsammlungen

sind in dieser Auflistung in Klammern hinter Rh. indicum (L.) Sweet angegeben.
Anmerkung: Rh. x intermedium Tausch = Rh. ferrugineum L. x Rh. hirsutum L. (CULLEN 1980).

CBS 153.85 = RBF 725 (auch = IFO 30756, DSM 4463)

E. japonicum Shirai, von Rh. indicum (L.) Sweet (Rh. lateriticum Planch.), Japan,
T. YokoyaMa No. 5306-12-2

CBS 157.85 (auch = IFO 30151, DSM 4522)
E. shiraianum Henn., von Rh. degronianum Carr., Japan, T. YOKOYAMA No. 5006-30-2

CBS 240.50
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, von Rh. hirsutum L., W. GRAAFLAND

FO 24040-2
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, von Rh. ferrugineum L., lokaler Befall, Schweiz,
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Graubuinden, Val Bever, 1.820 m, 09/1976, F. OBERWINKLER (Herb. FO 24040)
Fur die Isolierung der Stamme FO 24040-1, FO 24040-2, FO 24040-3 und PB 4163 diente die gleiche

infizierte Pflanze als Ausgangsmaterial in getrennten Isolierungsansitzen (keine 'Einsporkulturen').

FO 24040-3
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, von Rh. ferrugineum L., lokaler Befall, Schweiz,
Graubuinden, Val Bever, 1.820 m, 09/1976, F. OBERWINKLER (Herb. FO 24040)
Siehe Anmerkung bei Stamm FO 24040-2.

FO 31767
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, von Rh. ferrugineum L., lokaler Befall

PB 2857¢
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, von Rh. X intermedium Tausch, lokaler Befall mit
Gallbildung, Deutschland, Baden-Wiirttemberg, Tuibingen, Neuer Botanischer Garten,
06/1975, P. BLANZ (Herb. PB 2857)

PB 3684
E. japonicum Shirai, von Rh. indicum (L.) Sweet (Azalea indica L. cultivar Hexe), lokaler
Befall an Blattern, Deutschland, Baden-Wirttemberg, Tubingen, Gértnerei Sillner, Ge-
wichshaus, 8.3.1976, P. BLaNz (Herb. PB 3684)

PB 4163
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, von Rh. ferrugineum L., lokaler Befall, Schweiz,
Graubuinden, Val Bever, 1.820 m, 09/1976, F. OBERWINKLER (Herb. FO 24040)
Siehe Anmerkung bei Stamm FO 24040-2.

PB 4380
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, von Rh. ferrugineum L., lokaler Befall mit Gall-
bildung, Osterreich, Tirol, Gerlos, 20.8.1978, B. OERTEL

PB 4381
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, von Rh. hirsutum L., lokaler Befall, Deutschland,
Bayern, Allgau, Oberjoch, Iseler, Bergstation Lift - Gipfel, 1.700 m, 9.9.1978

PB 4898-3, PB 4898-7, PB 4898-9, PB 4898-16, PB 4898-17, PB 4898-18, PB 4898-19
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, von Rhododendron spec., lokaler Befall mit Gall-
bildung, Kanada, British Columbia, Vancouver, Botanischer Garten, 21.7.1980
Die verschiedenen Kulturen von PB 4898 ('Strichnummern') sind als 'Einsporkulturen' durch Vereinzeln

verschiedener Kolonien einer Petrischale bei der Isolierung angelegt worden.

PB 5634
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer, von Rh. x intermedium Tausch, lokaler Befall mit
Gallbildung, Deutschland, Baden-Wirttemberg, Tubingen, Neuer Botanischer Garten,
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5.6.1981 (gleicher Standort wie bei PB 2857e im Jahr 1975)

RBF 724 (auch = CBS 154.85, IFO 9957, DSM 4462)
E. japonicum Shirai, von Rh. indicum (L.) Sweet, 1974, A. Ezuka No. E-2

Isolat von Thea sinensis L.

CBS 156.85 (auch = IFO 30393, DSM 4520)
E. reticulatum Ito & Sawada, von Blattern, Japan, T. Yokoyama No. 5107-3-1

Isolat von Vaccinium myrtillus L.

PB 1828
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, lokaler Befall, Deutschland, Bayern, Haspelmoor an der
Bahnlinie Munchen - Augsburg, 23.6.1974, P. BLANZ (Herb. PB 1828)

Isolate von Vaccinium oxycoccos L. und V. macrocarpum Aiton

Anmerkung: Diese Arten werden von einigen Autoren und auch im INDEX KEWENSIS (ROYAL BOTANIC

GARDENS KEW 1997) in die Gattung Oxycoccus Hill gestellt.

FO 31777
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, von V. oxycoccos L., lokaler Befall, Deutschland, Bayern,
Allgau, Oberjoch, Kemnatsrieder Moor, 1.100 m, 17.9.1981

PB 3275
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, von V. oxycoccos L., lokaler Befall, Deutschland, Bayern,
Haspelmoor an der Bahnlinie Miuinchen - Augsburg, 28.7.1975, P. BLANZ
(Herb. PB 3275)

PB 3276
E. oxycocci Rostr. ex Shear, von V. oxycoccos L., systemischer Befall, Deutschland,
Bayern, Haspelmoor an der Bahnlinie Munchen - Augsburg, 28.7.1975, P. BLANZ
(Herb. PB 3276)

Sammeldatum wie in BLANZ (1977), nicht 1976 wie in BLANZ & OBERWINKLER (1983).

PB 3277
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, von V. macrocarpum Aiton, lokaler Befall, Deutschland,
Bayern, Haspelmoor an der Bahnlinie Munchen - Augsburg, 28.7.1975, P. BLANZ
(Herb. PB 3277)

RBF 746
E. rostrupii Nannf., von V. oxycoccos L., lokaler Befall, Deutschland, Bayern, Boden-
graben bei Neukirchen-Balbini, 17.8.1987, A. BRESINSKY (H. PRILLINGER 1987/44)
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Isolate von Vaccinium uliginosum L.

FO 31778
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, lokaler Befall, Deutschland, Bayern, Allgau, Oberjoch,
Kemnatsrieder Moor, 1.100 m, 17.9.1981

PB 383
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, lokaler Befall, Deutschland, Bayern, Haspelmoor an der
Bahnlinie Munchen - Augsburg, 18.9.1973, P. BLANZ & F. OBERWINKLER
(Herb. PB 383)

PB 4153
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, lokaler Befall, Deutschland, Bayern, Haspelmoor an der
Bahnlinie Munchen - Augsburg, 23.8.1976, P. BLANZ (Herb. PB 4153)

RBF 737
E. pachysporum Nannf., lokaler Befall, Deutschland, Bayern, Modishofener Moor
ostlich Dinkelscherben, 24.9.1987, K.H. PFAFF (H. PRILLINGER 1987/129)

Isolate von Vaccinium vitis-idaea L.

CBS 183.56
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, Niederlande, W. GRAAFLAND

FO 31761
E. myrtilli Siegm., systemischer Befall, Deutschland, Bayern, Allgau, Oberjoch, Iseler,
Nordhang, 1.500 m, 15.9.1981

Wirt wie in Tab.1 in BLANZ & OBERWINKLER (1983), nicht V. myrtillus wie dort in “Materials”

irrtumlich angegeben.

PB 393 = RBF 1008
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, lokaler Befall, Deutschland, Bayern, Diirnbucher Forst bei
Neukirchen zwischen Abensberg und Mainburg, 22.9.1973, P. BLANZ (Herb. PB 393)

PB 394
E. myrtilli Siegm., systemischer Befall peripherer Aste, Deutschland, Bayern, Diirn-
bucher Forst bei Neukirchen zwischen Abensberg und Mainburg, 22.9.1973, P. BLANZ
(Herb. PB 394)

PB 1834
E. myrtilli Siegm., lokaler Befall der Blatter, Deutschland, Bayern, Durnbucher Forst bei
Neukirchen zwischen Abensberg und Mainburg, 25.6.1974, P. BLANZ (Herb. PB 1834)

PB 3385
E. myrtilli Siegm., Deutschland, Baden-Wirttemberg, Schwarzwald, Barental, 3.9.1975,
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P. BLANZ (Herb. PB 3385)

PB 4143
E. myrtilli Siegm., systemischer Befall, Deutschland, Baden-Wiirttemberg, Schwarzwald,
Calw, Wurzbacher Moor zwischen Hirsau und Wildbad, 28.7.1976, F. OBERWINKLER
(Herb. FO 23866)

Wirt wie in BLANZ (1977), PRILLINGER (1990b) und auch BLANZ & DORING (1995) und nicht

V. myrtillus wie irrtumlich in BLANZ & OBERWINKLER (1983) angegeben, wo der Stamm in

“Materials” auch als FO 23866 genannt ist.

RBF 726
E. juelianum Nannf., systemischer Befall, Osterreich, Tirol, Stubaital, Abstieg Regens-
burger Hitte, 9.8.1986 (H. PRILLINGER 1986/58)

RBF 727
E. juelianum Nannf., systemischer Befall, Osterreich, Tirol, Stubaital, Abstieg Regens-
burger Hutte (benachbarter Standort zu RBF 726), 9.8.1986 (H. PRILLINGER 1986/60)

RBF 763
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, lokaler Befall (Gallen), Deutschland, Bayern, Nationalpark
Bayrischer Wald, Hahnenfalz, 7.9.1987, N. LuscHkA (H. PRILLINGER 1987/120)

RBF 765
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, lokaler Befall (Gallen), Deutschland, Bayern, Schonramer
Filz, 16.9.1987, H. ScHMID-HECKEL (H. PRILLINGER 1987/125A)

2.2 Molekulare Methoden

Allgemeine Laborarbeiten wurden nach Standardprotokollen durchgefuhrt (siche SAMBROOK
et al. 1989). Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders angegeben,
von folgenden Firmen bezogen: Aldrich, Aug. Hedinger, BioRad, Boehringer, Difco, Gibco
BRL, Merck, Pharmacia LKB, Roth, Sarstedt, Serva, Sigma. Fur spezielle Laborausstattungen

bzw. Gerate und Chemikalien sind die Hersteller bei der ersten Erwdhnung aufgefuhrt.

2.2.1 Anzucht der Kulturen

Die Stammbhaltung der Exobasidium-Kulturen erfolgte in Schragagarrohrchen mit dem am
Lehrstuhl uiblicherweise verwendeten Medium (MYP). Vor der DNA-Isolierung wurden die
Stamme auf Petrischalen iberimpft (Laminar Flow Cabinet, Class 100, Flow Laboratories),

um wachsende Kulturen zur Verfugung zu haben. Die angeimpften Platten wurden einige
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Tage bei RT gehalten und nach dem Anwachsen bei 15°C aufbewahrt. Alle Kulturen wurden
spatestens vor der DNA-Isolierung lichtmikroskopisch unter Verwendung von Phasen-
kontrast kontrolliert (Labophot, Nikon).

MYP-Festmedium

7 g Malzextrakt
0,5g Hefeextrakt
1 g Soyton (Difco)
20g Agar
auf 1 1 VE-Wasser, 20 min bei 120°C autoklaviert.

2.2.2 Isolierung von genomischer DNA

Zur Vermeidung von Kontaminationen fanden bei DNA-Isolierungen und den spateren PCR-
Ansitzen hohe Sicherheitsstandards Anwendung. Die Arbeiten wurden an einem Steril-
arbeitsplatz (Typ LF 101, Frobel) durchgefuhrt, Einmalhandschuhe und sterile/sterilisierte
Hilfsmitteln wurden verwendet (z.B. Sterilfilterspitzen = plugged tips, FMC-Biozym), und es
fand eine strikte Trennung von Chemikalien, Zubehor und v.a. Pipettensiatzen (Pipetman,
Gilson) zur Verwendung in ,,Vor-PCR-Arbeiten* und ,,Nach-PCR-Arbeiten* statt.

Mit einem Spatel wurde von den Pilzkulturen eine kleine Spatelspitze abgenommen
und in ein 1,5 ml RG gegeben. DNA-Minipréparationen aus pilzlichem oder auch pflanz-
lichem Ausgangsmaterial bestehen aus drei Schritten: a) mechanischer Zellaufschluf3 mit Zu-
gabe eines Lyse-Puffers, b) Proteindenaturierung mit Abtrennung der Proteine und c¢) Aus-
fallung der DNA. Zwei unterschiedliche Minipréaparationsverfahren kamen hier zur Anwen-
dung. Sie wurden nach Standardprotokollen zur Gewinnung pilzlicher DNA (z.B. TAYLOR &
NATVIG 1987, BRUNS et al. 1990, LEE & TAYLOR 1990) modifiziert.

1) Aufschlufl mit detergenzienhaltigem Lyse-Puffer und Glass Beads

(nach HOFFMANN & WINSTON (1987), modifiziert)

Detergenzienhaltiger Lyse-Puffer

Die Komponenten des Puffers wurden einzeln jeweils als 10x Vorratslosungen angesetzt,
autoklaviert und bei RT aufbewahrt:

* 100 mM  Tris-HCI pH 8

* 10mM EDTApHS8

* 1M NaCl

* 20% v/v  Triton X-100

* 10% w/iv - SDS

Zum Gebrauch wurden die Komponenten des Lyse-Puffers frisch zusammengegeben.
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100 pl des frisch angesetzten Lyse-Puffers wurde zu jeder geernteten Kultur in die
RG gegeben und zum Suspendieren der Zellen gut durchmischt. Dann wurden 3/4 Vol.
Glaskugelchen (0,2-0,3 g Glass Beads, 425-600 ym, acid-washed, Sigma) zugegeben und
zum Zellaufschluf} 30-90 s auf einem Vortex intensiv geschiittelt (Vortex-Genie 2, Bender &
Holbein AG). AnschlieBend wurden weitere 650 ul Lyse-Puffer zugegeben und 45-75 min
bei 65°C unter gelegentlichem Mischen inkubiert (Thermoblock Typ S-12-140, Liebisch).
700 pl frisch gemischtes Chloroform-Phenol (1:1) wurden zugegeben (Chloroform - stabili-
siert mit Ethanol, Merck; Phenol - redestilliert, in TE aquibriliert, pH 7,5-8, Roth), 30 s auf
dem Vortex durchmischt und 10 min bei maximaler Drehzahl zentrifugiert (Mikro Rapid/K,
Hettich). Die obere, wélirige Phase wurde abgenommen und in ein neues 1,5 ml RG uber-
fuhrt. War diese walirige Phase sehr trub, wurde die Chloroform-Phenol-Ausschuttelung
wiederholt. Ansonsten wurde direkt 1 Vol. CIA (Chloroform-Isoamylalkohol 24:1) zugeben,
30 s gemischt und 5 min zentrifugiert. Die obere, wairige Phase wurde wiederum in ein
neues 1,5 ml RG uberfuhrt. Falls nach der CIA-Ausschuttelung eine deutliche Zwischen-
schicht vorhanden war, wurde eine zweite CIA-Ausschiuttelung angeschlossen. Andernfalls
wurde die DNA durch Zugabe von 20 ¢l 3 M Ammoniumacetat und 0,54 Vol. (= 380 ul)
kaltem Isopropanol (-20°C) ausgefallt.

2) AufschluBB mit Flussigstickstoff und CTAB-haltigem Lyse-Puffer

(nach DOYLE & DoYLE (1987) und ROGERS & BENDICH (1985), modifiziert)

CTAB-haltiger Iyse-Puffer

3% wiv CTAB I5¢g
1% wiv  PVP (360.000) S5¢g
14M NaCl 4091 g
20mM EDTANa, pH 8,6 20 m1 0,5 M EDTANa, pH 8,6
100 mM  Tris-HCI pH 8 25 ml 2 M Tris-HCI pH 8

auf 500 ml mit Aqua bidest., autoklaviert.

Die RG mit den Pilzkulturen wurden zum Tiefgefrieren in Flussigstickstoff getaucht.
Mit vorgekuhlten Pistillen (Micropistill, Eppendorf, gewaschen in 10% Essigsdure und
autoklaviert) wurde das Material zu feinem Pulver zermorsert, wobei die RG in mit Flussig-
stickstoff gefullten RG-Standern standen. 500 1 CTAB-Puffer (auf 50-60°C angewérmt)
wurden zugegeben und mit Hilfe eines Pistilles gut gemischt, um eine homogene Suspension
zu erhalten. Fur etwa 1 h wurde bei 60°C inkubiert. Eine Chloroform-Phenol- und (minde-
stens) eine CIA-Ausschiittelung wurde anschlieBend wie oben beschrieben durchgefihrt. Die
DNA wurde mit 3 M Natriumacetat (1/10 Vol.) und kaltem Isopropanol (2/3 Vol.) ausgefallt.

Die RG mit der geféllten DNA wurden mehrmals gekippt, wobei ein DNA-Nieder-
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schlag sichtbar werden sollte. Falls kein fadiger oder flockiger DNA-Niederschlag auftrat,
wurden die Proben einige Zeit bei 4°C stehen gelassen. Dann wurde 15 min bei maximaler
Drehzahl zentrifugiert, wonach die DNA meist als Pellet sichtbar war. Die DNA-Pellets wur-
den nach Dekantieren des Uberstandes mit 1,5 ml kaltem 70%-igem Ethanol gewaschen und
anschliefend in der Vakuumzentrifuge (Speed Vac Concentrator, Savant) leicht getrocknet.
Die DNA wurde je nach Pelletgrofe in 50-100 1 H,O aufgenommen. Zum Losen der DNA
blieben die Proben ca. 30 min bei RT stehen. Dabei wurde gelegentlich durch Schnippen der
RG vorsichtig gemischt. Aliquots der frisch isolierten DNAs wurden gleich fur den spateren
Einsatz in den PCRs verdunnt (1:10, 1:100, 1:1.000 und 1:10.000). Fur baldige Nutzung er-

folgte eine Aufbewahrung bei 4°C, ansonsten wurden die DNAs bei -20°C eingefroren.

Teilweise wurden isolierte DNAs nachtraglich mit RNase (0,5 ug/ul, DNase free,
Boehringer) behandelt, um eventuell storende, grolere RNA-Mengen abzubauen. Nach 1 h
Inkubation bei 37°C mit RNase (0,2 ul auf 15 u1 DNA-Losung) wurde die DNA durch Zu-
gabe von 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat und 2-2,5 Vol. gekithltem Ethanol mit anschlieBender

Zentrifugation pelletiert und entsprechend dem Ausgangsvolumen in H,O resuspendiert.

2.2.3 Amplifikation von rDNA-Fragmenten mittels
Polymerasekettenreaktion

In der Polymerasekettenreaktion (PCR) werden Genombereiche zwischen zwei bekannten
Sequenzabschnitten, den sogenannten ,,Priming Sites”(= Primerbindungsstellen), mit Hilfe
einer thermostabilen DNA-Polymerase spezifisch vervielfaltigt. Hierzu wird zunéchst die
DNA thermisch denaturiert und in ihre Einzelstrange aufgeschmolzen. AnschlieBend lagern
sich bei niedrigeren Temperaturen die ,,Primer”, zu den Priming Sites komplementire
Oligonukleotide, an die DNA an. Im letzten Schritt werden bei der Optimaltemperatur der
Polymerase von diesen Primern ausgehend neue DNA-Strange synthetisiert. Dieser Prozef3
aus ,,.Denaturierung”, ,,Annealing” und ,,Extension” wird zyklisch wiederholt, so da} eine
exponentielle Amplifikation des durch die Primer flankierten DNA-Stuckes erfolgt (WHITE et
al. 1989, ARNHEM & ERLICH 1992).

2.2.3.1 Verwendete PCR-Primer

Es wurden verschiedene Abschnitte des nukledren rDNA-Repeats mittels PCR amplifiziert,
wobei unterschiedliche Primer zur Anwendung kamen (Tab.2.2.3.1-1). Sie amplifizieren
i.d.R. die rDNA verschiedenster Eukaryoten, nur NS23UCB wurde spezifisch fur Pilze ent-

wickelt. Primer A und Primer B wurden fur die vorliegende Arbeit modifiziert, indem die fur
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Klonierungszwecke an den 5’-Enden der Primer ursprunglich vorhandenen Polylinker weg-
gelassen wurden. Die 18S rDNA wurde uber die Primerkombination A/B vervielfaltigt, die
ITS-Regionen uber ITS5/ITS4, das 3’-Ende der 18S rDNA inklusive der anschlieBenden
ITS-Regionen uber NS23UCB/ITS4 und der 5’-Bereich der 26S rDNA uber LROR/LR9
(Abb.2.2.3.1-1). Die PCR-Primer wurden als lyophilisierte Oligonukleotide von MWG-
Biotech bezogen. Fur Amplifikate der 26S rDNA, die fur eine spatere manuelle Sequen-
zierung (siehe Kapitel 2.2.5.2) vorgesehen waren, wurde der Primer LROR biotinyliert und
HPLC-gereinigt benutzt.

Tab.2.2.3.1-1: Angaben zu den verwendeten PCR-Primern. Die Primer-Bezeich-
nungen entsprechen den Originalpublikationen. Richtungsangabe: forw. =
forward, rev. = reverse. Die Position im rDNA-Repeat ist auf die Sequen-
zen von Saccharomyces cerevisiae bezogen (siche Anhang I). Schmelz-
temperaturen (Tm, in °C) sind als ,,4°C pro G/C + 2°C pro A/T” be-
rechnet. Referenzen: (1) MEDLIN et al. (1988), (2) GARGAS & TAYLOR
(1992), (3) WHITE et al. (1990), (4) ‘http://www.biology.duke.edu/fungi/
mycolab/primers.htm’.

Primer |Richt. Position Sequenz (5’= 3’) Tm | Ref.
A (modifizierty | forw. | 18S: 3-21 CCTGG TTGAT CCTGC CAGT 60°| 1
NS23UCB | forw. |18S:1184-1203 (caACTC AACAC GGGGA AACTC 62°| 2
ITS5 forw. | 18S:1745-1766 |GGAAG TAAARA GTCGT AACAA GG |62°] 3
LROR forw. | 26S: 26-42 ACCCG CTGAA CTTAA GC 52°| 4
B (modifiziert) | rev. |18S:1793-1775 |ATCCT TCTGC AGGTT CACC 58° 1
ITS4 rev. [26S: 60-41 TCCTC CGCTT ATTGA TATGC 58°| 3
LR9 rev. |26S:2204-2188 (aAcAGC ACTGG GCAGA AR 52°| 4

A N823UC.)B IT.SS LF}OR

S
18S rDNA ITS-Region 26S rDNA
I 1
B ITS4 LR9
A/B
NS23UCB/ITS4
ITS5/ITS4

LROR/LR9

Abb.2.2.3.1-1: Lage der PCR-Primer und Amplifikate im rDNA-Repeat. Die ,,For-
ward‘“-Primer sind oberhalb, die ,,Reverse*“-Primer unterhalb des Repeats
eingezeichnet. Darunter sind die amplifizierten rDNA-Abschnitte ange-
geben.
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Losen der Oligonukleotide und Konzentrationsbestimmung

Zu den lyophilisierten Oligonukleotiden (Synthesemalistab 0,2 gmol) wurden 400 ul 10 mM
Tris-HCI pH 8 gegeben. Nach dem Losen des Lyophilisates wurden eventuell vorhandene
Partikel des Synthesetragermaterials abzentrifugiert (13.000 rpm, 5 min) und die Konzentra-
tion der Losungen bestimmt. Die Primer-Vorratslosungen wurden aliquotiert und bei -20°C
eingefroren. Fur den Einsatz in der PCR wurden die Vorratslosungen mit dem Tris-Puffer

auf eine Konzentration von 10 pmol/ul (= 10 uM) verdunnt.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Vorratslosung 1:100 mit Tris-Puffer ver-
dunnt und photometrisch in einer Quarzkuvette bei 260 nm (UV/VIS Spectralphotometer
Uvikon 810, Kontron) die Absorption im Verhiltnis zu dem Tris-Puffer bestimmt. Bei einer
Absorption von =0,8 wurde die Losung weiter verdunnt, um in den linearen Messbereich zu
gelangen. Nach Herstellerangaben (MWG-Biotech) 146t sich die Konzentration der Primer-
losung wie folgt berechnen: ,,Molaritit in yM = (100 x OD,,) + (1,54xA + 0,75xC +
1,17xG + 0,92xT) mal Verdunnungsfaktor der Messung”.

2.2.3.2 PCR-Ansatze und PCR-Profile

Die PCR wurde im allgemeinen nach gangigen Protokollen und Empfehlungen von WHITE et
al. (1990) oder PERKIN ELMER CORPORATION (1990) durchgefuihrt und optimiert. Die PCR-
Reagenzien wurden aliquotiert und bei -20°C tiefgefroren aufbewahrt; das zur Uberschich-
tung verwendete Mineralol (Light Mineral White Oil, Sigma) wurde bei RT gelagert. Alle
Reagenzien wurden nach dem Auftauen kurz auf dem Vortex gemischt, anzentrifugiert und
dann immer auf Eis gekuhlt gehalten. 7Tag DNA-Polymerasen wurden von Boehringer und
Eurogentec bezogen und mit den mitgelieferten 10x Polymerase-Puffern und MgCl,-
Losungen verwendet. Ein 10x ANTP-Mix mit je 2 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP wurde
verwendet (Desoxynucleosid-Triphosphat Set, Boehringer; jeweils 100 mM) und reinstes

Wasser (LiChrosolv Wasser fur die Chromatographie, Merck).

Alle PCR-Ansatze wurden grundsatzlich auf Eis zusammenpipettiert, um unspezi-
fisches Primer-Annealing zu verhindern. Bei jeder PCR wurde als letzter Schritt immer eine
Negativkontrolle mit H,O statt DNA-Losung zwecks Uberprufung auf Kontaminationen
pipettiert. In Abhangigkeit von den verwendeten DNA-Polymerasen und zugehorigen Puffern
(MgCl,-enthaltend/MgCl,-frei) kamen zwei leicht unterschiedliche Pipettierschemata fur die
PCR zur Anwendung. Die Reaktionskomponenten wurden ohne DNA-Losung (= Template)
als Mastermix zusammenpipettiert. Dieser wurde nach Zugabe der Polymerase gut gemischt

(auf einem Vortex) und anzentrifugiert. Aliquots von je 15 yl wurden in 0,6 ml RG verteilt



Heidi Doring SEITE 35

und mit 10 I Template versehen, mit der Pipette gemischt und mit Mineralol tiberschichtet.
Die RG wurden kurz zentrifugiert und die PCR in einem Thermocycler gestartet. Der PCR-
Erfolg wurde anschlieend iiber Agarosegelelektrophoresen kontrolliert und die PCR-Proben
bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren. Die DNA-Mengen, die als Template ein-

gesetzt wurden, sind mittels DNA-Verdunnungsreihen (bis 1:10.000) optimiert worden.

Ansatz fur 25 ul PCR-Reaktionsvolumen mit 7ag DNA-Polymerase von Boehringer

740l  H,O

2,50 1 10x Puffer mit 15 mM MgCl, (Endkonzentration 1,5 mM)
2,50 ul  10x ANTP-Mix (Endkonzentration 200 M)
1,25ul 10 uM , Forward“-Primer (Endkonzentration 12,5 pmol)
1,25 ul 10 uM ,,Reverse*-Primer (Endkonzentration 12,5 pmol)
0.10 yl ~ Tag DNA-Polymerase mit 5 U/ul (Endkonzentration 0,5 U)

=15,00 ul Reaktionsmix
+ 10,00 u1 DNA-Losung

Ansatz fur 25 ul PCR-Reaktionsvolumen mit DNA-Polymerase ..Goldstar” von Eurogentec

590ul H,O

2,50 ul  10x Puffer, MgCl,-frei

1,50 u1 25 mM MgCl, (Endkonzentration 1,5 mM)
2,50 ul  10x ANTP-Mix (Endkonzentration 200 M)
1,25ul 10 uM ,,Forward“-Primer (Endkonzentration 12,5 pmol)
1,25 ul 10 uM ,,Reverse*-Primer (Endkonzentration 12,5 pmol)
0.10 yl ~ Tag DNA-Polymerase mit 5 U/ul (Endkonzentration 0,5 U)

=15,00 ul Reaktionsmix
+ 10,00 u1 DNA-Losung

Fur verschiedene PCR-Primerkombinationen wurden PCR-Profile benutzt, die sich
im Annealing- und Extensionsschritt unterschieden. Die Annealing-Temperatur richtete sich
u.a. nach den Schmelzpunkten der Primer (siehe Tab.2.2.3.1-1) und die Extensionszeit nach
der Lange des zu erwartenden PCR-Produktes. Auch sind die Profile auf die jeweils be-

nutzten Thermocycler abgestimmt worden.

Amplifikation des 5’-Bereichs der 26S rDNA und der ITS-Regionen

Primerkombinationen LROR/LR9 und ITS5/ITS4, mit Coy Tempcycler Model 60 (Frobel).

Denaturierung bei 94°C fur 3 min

30-35 Zyklen:  Denaturierung 96°C 1 min
Annealing 50°C 1min 10s
Extension 72°C 2min 30 s

Extension bei 72°C fur 5 min.



SEITE 36 Material und Methoden

Amplifikation eines Teiles der 18S rDNA inklusive der anschlieBenden ITS-Regionen

Primerkombination NS23UCB/ITS4, mit Hybaid Cycler Omnigene (MWG-Biotech).

Denaturierung bei 95°C fur 3 min

35 Zyklen: Denaturierung 95°C 1 min
Annealing 55°C 1 min
Extension 72°C 1min30s

Extension bei 72°C fur 7 min.
Amplifikation der 18S rDNA

Primerkombination A/B, mit TwinCycler II (Angewandte Gentechnologie Systeme GmbH).

Denaturierung bei 94°C fur 4 min

35 Zyklen: Denaturierung 94°C 1 min
Annealing 48°C 1 min
Extension 72°C 2 min

Extension bei 72°C fur 7 min.

2.2.3.3 Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte und genomischer
DNAs

Elektrophorese-Losungen nach SAMBROOK et al. (1989)

Stammlosung 50x TAE pH 8. Laufpuffer
242 ¢ Tris Base

57,1 ml  Eisessig
100ml 0,5M EDTA pH 8
auf 1 I mit Aqua bidest.
Zum Gebrauch mit Aqua bidest. auf 1x TAE (40 mM Tris-Acetat, | mM EDTA) verduinnt.

Stammlosung Sx TBE pH 8, Laufpuffer
54 g 'Tris Base

27,5¢g Borsaure
20ml 0,5MEDTA pH 8
auf 1 I mit Aqua bidest.
Zum Gebrauch mit Aqua bidest. auf 0,5x TBE (45 mM Tris-Borat, | mM EDTA) verdinnt.
6x Gelladepuffer Nr. I1I
30% v/iv  Glycerin
0,25% w/v  Bromophenol Blue (BioRad)
0,25% wiv ~ Xylene Cyanole FF (BioRad)
in Aqua bidest.

Es wurden Agarosegele mit Konzentrationen zwischen 0,6% und 1,5%, je nach auf-

zutrennender FragmentgroBe, hergestellt (MP Agarose, Boehringer; UltraPure Agarose,
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Gibco BRL; SeaKem LE Agarose, FMC-Biozym). Die Elektrophoresen fanden in horizon-
talen Elektrophoresekammern statt (Werkstétten der Universititen Tubingen und Bayreuth).
Neben Kontrollgelen von 14 cm Liange x 10,5 cm Breite (40 ml Agarosegel) wurden zur ge-

naueren Grofenbestimmung Gele mit langer Laufstrecke (24 x 19,5 cm, 140 ml) benutzt.

Die Agarose wurde in Puffer (1x TAE oder 0,5x TBE) fur jedes Gel frisch gelost und
aufgekocht. Nach dem Abkithlen der Agarose auf ca. 60-70°C wurde Ethidiumbromidlosung
(10 mg/ml; Endkonzentration 0,5 pg/ml) zugegeben, in die Gelform gegossen und diese nach
dem Erstarren in die Gelkammer gelegt. Je 1 ul Ladepuffer wurde mit einem Aliquot der zu
analysierenden Proben gemischt (4 ul PCR-Produkt bzw. 6 ul genomische DNA) und in die
Geltaschen geladen. Zur GroBenbestimmung wurden 5 ul eines DNA-Grofenstandards auf-
getragen. Fur die Kontrolle von PCR-Produkten und genomischer DNA kamen zwei
Standards mit einem weiten Spektrum an Fragmentgrolen zum Einsatz. Durch das Auftragen
immer gleicher Mengen der Grofenstandards war auch eine quantitative Abschitzung der
mitlaufenden Proben moglich. Gebrauchsfertige Verdunnungen (1 yg DNA/6 ul) wurden mit
1x TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8) und 6x Ladepuffer hergestellt.

1kb DNA-Leiter (1 ug/ul, Gibco BRL), Fragmentlangen in bp: 12.216, 11.198, 10.180,
9.162, 8.144,7.126, 6.108, 5.090, 4.072, 3.054, 2.036, 1.636, 1.018, 517, 506, 396, 344, 298,

220, 201, 154, 134, 75.

Standard Nr. VII (SPP1-DNA/Eco R, 0.25 ug/ul. Boehringer), Fragmentldngen in bp: 8.000,
7.100, 6.000, 4.800, 3.500, 2.700, 1.900, 1.850, 1.500, 1.400, 1.150, 1.000, 680, 490, 370.

Die Elektrophorese in 1x TAE oder 0,5x TBE (Netzgerat GPS 200/400, Pharmacia
LKB) wurde je nach KammergroBe bei 70-150 V durchgefithrt und die Lauflange anhand der
Farbstoffe des Ladepuffers kontrolliert. Nach dem Lauf wurden die Gele unter UV-Fluores-
zenz auf einem Transilluminator (Chromato-Vue, Model TM-20, 302 nm, UVP Inc.) ausge-
wertet. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte entweder iiber eine Sofortbildkamera
(Polaroid MP-4 System, Polaroidfilm-Typ 667) oder uiber ein Video-Dokumentationssystem
(Videoanlage Cybertech CS 1, CCD Kamera 28 mm Objektiv, 9 Zoll Schwarz-Weiss-
Monitor) mit einem Videodrucker (Mitsubishi P68E).

2.2.4 Spaltung von 26S rDNA PCR-Produkten mit
Restriktionsendonukleasen

Die Durchfuhrung der PCR-RFLPs richtete sich nach den Angaben bei VILGALYS & HESTER
(1990) und HIBBETT & VILGALYS (1991). Nach diesen Arbeiten wurden auch die verwendeten

Restriktionsenzyme ausgewahlt.
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2.2.4.1 Aufreinigung der PCR-Produkte

Vor der Restriktion durch die Endonukleasen wurden die PCR-Produkte i.d.R. mit einer
Phenol-Ausschiittelung aufgereinigt, um storende Pufferzusitze zu entfernen. Waren die
PCR-Produkte auch von Primer-Artefaktbanden (,,Primer-Dimeren®) zu trennen, so wurde
eine Elution aus Agarosegelen vorgenommen. Pro Probe (= PCR-Produkt eines DNA-

Isolates) wurden 120 ul oder mehr (mindestens 3 g DNA) aufgereinigt.

1) Phenol-Ausschiittelung mit anschlieBender Ethanol-Fallung

1 Vol. frisch gemischtes CIA-Phenol (1:1) wurde zugegeben, 5 min per Hand langsam, aber
kraftig geschittelt und 1 min bei maximaler Drehzahl und 4°C zentrifugiert. Die obere,
wafrige Phase wurde abgenommen und in ein neues 1,5 ml RG uberfuhrt. 1 Vol. CIA (24:1)
wurde zugegeben, nochmals 5 min geschuttelt und 1 min zentrifugiert. Die obere, wéllrige
Phase wurde in ein neues 1,5 ml RG uberfuhrt und durch Zugabe von 1/10 Vol. 3 M Natri-
umacetat und 3 Vol. kaltem, absolutem Ethanol (-20°C) sowie Inkubation bei -20°C (=1 h)
wurden die PCR-Produkte ausgefallt. Danach wurden sie mit 30-45 min Zentrifugation bei
maximaler Drehzahl und 4°C pelletiert. Die Pellets wurden mit 70%-igem Ethanol gewaschen
und ca. 15 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die gereinigten PCR-Produkte wurden
in 60 ul 1x TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8) aufgenommen.

2) Elution aus Agarosegelen mit dem USBioclean Kit

Nach erfolgter Agarosegelelektrophorese (siche dazu Kapitel 2.2.3.3) eines aufzureinigenden
PCR-Produktes wurde die entsprechende Bande unter langwelligem UV-Licht (302 nm) aus
dem Gel ausgeschnitten und die DNA uber Anhaftung an Glaspulver mittels des Kits
»USBioclean MP for TAE & TBE Gels” (USB) wieder gewonnen. Zur Elektrophorese der
groBeren Volumina wurden extra hohe Gele und ein Kamm mit extra breiten Taschen ver-
wendet. Die Isolierung der DNA aus den Agaroseblockchen (1% SeaKem GTG Agarose,
FMC-Biozym in 1x TAE) mit dem Kit folgte den Angaben des Herstellers und die gereinig-
ten PCR-Produkte wurden ebenfalls in 60 yl 1x TE-Puffer aufgenommen. Zur Kontrolle

wurde eine normale Agarosegelelektrophorese angeschlossen.

2.2.4.2 Restriktion der PCR-Produkte

Die Restriktionsenzyme (Tab.2.2.4.2-1) wurden von den Firmen Appligene, Boehringer,
Gibco BRL bzw. New England Biolabs in Konzentrationen von 2,5-40 U/ul bezogen. Sie

wurden geméll den Angaben der Hersteller und mit den jeweils mitgelieferten Puffern ver-
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wendet. Pro zu analysierender Probe (= PCR-Produkt eines DNA-Isolates) und Enzym

wurde ein 20 pl-Reaktionsansatz mit 5-10 U Enzym in einem 1,5 ml RG zusammenpipettiert.

Tab.2.2.4.2-1: Restriktionsendonukleasen der PCR-RFLP-Analysen. Erkennungs-
sequenzen der Enzyme mit eingezeichneter Schnittstelle.

Enzym Erkennungssequenz
Avalll G|cewce
Cfo | GCG|C
Hae lll GG|CC
Hinf | G|{ANTC
Msp | ClCGG
Taql T|CGA

20 ul-Ansatz fur die Spaltung von PCR-Produkten mit Restriktionsendonukleasen

10 ul  gereinigtes PCR-Produkt (500-750 ug DNA) in 1x TE
2 ul  zugehoriger Enzympuffer (10x)
6-7,75ul  H,O
0.25-2 ul  Enzym (je nach Enzymkonzentration)
20 ul  Reaktionsvolumen

Fur parallel angesetzte Reaktionen mit einem Enzym wurde ein Mastermix (H,O,
Puffer, Enzym) hergestellt, aliquotiert und dann die PCR-Produkte zugegeben. Auf einem
Vortex wurde gut gemischt, kurz zentrifugiert und die Proben bei 37°C in einem Warme-
schrank (Typ B290, Heraeus) inkubiert. Die Ansétze mit Taqg I wurden mit Mineralol iiber-
schichtet und bei 65°C in einem Thermoblock (Typ S-12-140, Liebisch Bielefeld) inkubiert.
Nach 3 1/2 bis 4 h wurden die Reaktionen durch Zugabe von 4 ul Gelladepuffer (siehe fol-
gendes Kapitel) und Einfrieren gestoppt.

2.2.4.3 Elektrophoretische Auftrennung der Fragmente in hochauflosender
Agarose

Fur diese Agarosegelelektrophorese wurde eine Spezialagarose (VisiGel Separation Matrix,
Stratagene) verwendet, die kleinere DNA-Fragmente zum einen sehr gut aufzutrennen ver-
mochte und zum anderen deren schwache Fluoreszenz aufgrund einer geringen Hintergrund-

farbung der Gelmatrix besser erkennen lieB3.

350 ml 1x VisiGel-TAE-Puffer wurden in einem Becherglas vorgelegt und 21 ml des

griindlich gemischten Flussigkonzentrats mit einer Glaspipette unter Rithren langsam zuge-
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geben sowie 12 pl Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml). Die Losung wurde so lange aufge-
kocht, bis nur noch groB3e Luftblasen aufstiegen, worauf ein eventueller Flussigkeitsverlust
durch Zugabe von Aqua bidest. sofort ausgeglichen wurde. Die Losung wurde ziigigst in eine

grofle Gelform (24 x 19,5 cm) gegossen.

Stammlosung 50x VisiGel-TAE pH 8. Laufpuffer

242 g Tris Base
57,1 ml Eisessig
372g EDTA
auf 1 1 mit Aqua bidest. auffullen, dabei pH 8 mit NaOH einstellen.

Fur diese hochauflosende Gelelektrophorese wurde der Gelladepuffer Nr. III (siehe
Kapitel 2.2.3.3) ohne Bromphenolblau verwendet, um im Bereich zwischen 40-80 bp lie-
gende DNA-Fragmente nicht zu uberdecken. Erganzend zur der 1kb DNA-Leiter wurde der
GroBenstandard Nr. V (auf 1 yg DNA/6 ul verdiinnt) genutzt, um den Bereich kleiner und
kleinster DNA-Fragmente abzudecken. Um auch die kleineren Fragmente gut detektieren zu

konnen, wurden die gesamten Restriktionsansétze und von den Standards 18 ul aufgetragen.

Standard Nr. V (pBR322-DNA/Hae 111, 0,25 ug/ul, Boehringer), Fragmentlangen in bp: 587,
540, 504, 458, 434, 267, 234, 213, 192, 184, 124, 123, 104, 89, 80, 64, 57, 51, 21, 18, 11, 8.

Die Gele lieferten bei 7-8 h Laufzeit und geringer Spannung (ca. 2 V/cm) eine gute
Auftrennung. Um v.a. auch kleinste Fragmente im unteren Gelbereich zu detektieren, mufiten
die Gele danach zusitzlich 1 h in einem Ethidiumbromidfarbebad (2 mg/1 1 Wasser) unter
leichtem Schwenken (Schuttler KL2, Edmund Buhler Laborgeriatebau) nachgefarbt werden,
und die Dokumentation mit dem Video-System von Cybertech unter kurzwelligem UV-Licht
(254 nm, Transilluminator Model IL200-K, Bachofer) erfolgen.

2.2.5 Direkte Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Sequenzierung von PCR-Produkten wurde mit dem Kettenabbruch-Verfahren nach
SANGER durchgefuhrt (SANGER et al. 1977). Fur die direkte Sequenzierung der doppelstran-
gigen PCR-Produkte wurden entweder uiber eine Festphasenmethode DNA-Einzelstrange
gewonnen (HULTMAN et al. 1991), oder es wurde ein Cycle-Sequencing-Verfahren mit
Tag DNA-Polymerase angewandt (MURRAY 1989), bei dem man sich die Thermostabilitat
von Taq DNA-Polymerase zunutze macht und die Sequenzierreaktion analog einer PCR
durchfuhrt. Durch die Denaturierung der DNA in jedem Zyklus und die hohe Poly-
merisierungstemperatur wird die Ausbildung von Sekundarstrukturen, die zu unspezifischen

Kettenabbriichen fuhren konnen, vermindert. Auch konnen wesentlich geringere Template-
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Mengen eingesetzt werden, da mit der Zykluszahl die Zahl der Polymerisationsprodukte

linear vervielfaltigt wird.

2.2.5.1 Verwendete Sequenzierprimer

Fur die Sequenzierreaktionen wurden die PCR-Primer (siehe Tab.2.2.3.1-1) und interne

Primer (Tab.2.2.5.1-1) verwendet. Fur Sequenzierungen am ALFexpress wurden 5°-Cy5-

markierte Oligonukleotide eingesetzt. Vorratslosungen oder gebrauchsfertige PCR-Primer-

losungen wurden zum Sequenzieren mit 10 mM Tris-HCI1 pH 8 verdunnt (auf 1-2 uM).

Tab.2.2.5.1-1:

Interne Sequenzierprimer fur die 18S, ITS und 26S rDNA. Positions-
angabe nach Saccharomyces cerevisiae (siche Anhang I). Richtung:
forw. = forward, rev. = reverse. Referenzen: (1) ‘http://www.mbl.edu/
labs/Sogin/Pages/primers.html’, (2) ELWOOD et al. (1985), (3) GUNDERSON
et al. (1986), (4) T. FRIEDL, pers.Mitt. (z.T. in FRIEDL 1996), (5) LANE et al.
(1985), (6) WHITE et al. (1990), (7) ‘http://www.biology.duke.edu/fungi/
mycolab/primers.htm’, (8) in dieser Arbeit (s.u.). Originalnamen der
Primer sind in {} angegeben.

Position | Richt.| Sequenz (5'= 3’) | Ref.

18S rDNA
18S: 83-99 forw. [GAAAC TGCGA ATGGC TC 1
18S: 382-396 forw. |cGGAC AGGGA GCCTG 2 (modifiziert)
18S: 575-590 forw. |cGeTA ATTCC AGCTC C 3
18S:896-910 forw. |YAGAG GTGAA ATTCT 2
18S:1111-1127 forw. |GTATCE GTCGC AAGGC TG 4
18S: 1263-1277 forw. |GGTGE TGCAT GGCCG 2 (als reverse)
18S: 1423-1438 forw. [cAaGeT CcTGTG ATGCT C 3
18S: 397-381 rev. |TCAGG CTCCC TCTCC GG 2
18S: 583-566 rev. |GWATT ACCGC GGCKG CTG 5
18S: 1438-1423 rev. |GGGCA TCACA GACCT G 3

ITS rDNA
185:1780-1798 forw. [ACCTG CGGAA GGATC ATTG 4
5.8S:31-50 forw. [GCcATC GATGA AGAAC GCAGC |6{ITS3}
5.85:36-52 forw. [GATGA AGAAC GCAGC GA 4
5.8S: 52-36 rev. |TCGCT GCGTT CTTCA TC 4

26S rDNA
26S: 386-370 rev. |TTTTC AAAGT TCTTT TC 7{LR2}
26S: 651-635 rev. |CCGTG TTTCA AGACG GG 7{LR3}
26S: 888-870 rev. [ATCGA TTTGC ACGTC AGAA 8 {26S-870-3’}
26S:964-948 rev. [TCCTG AGGGA AACTT CG 7{LR5}
26S: 1141-1125 rev. |CGCCA GTTCT GCTTA CC 7 {LR6}
26S: 1448-1432 rev. |TACTA CCACC AAGAT CT 7 {LR7}
26S: 1861-1845 rev. |CACCT TGGAG ACCTG CT 7 {LR8}
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Bei der Sequenzierung der 26S rDNA konnten mit dem reversen Primer ,,LR4”
(Position 854-838, ‘http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm’) keine Ergeb-
nisse erzielt werden. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit ein alternativer Primer 26S-
870-3" entwickelt, der homolog zu den Positionen 888-870 ist. Dieser wurde im Vergleich
konservierter Sequenzabschnitte der eukaryotischen 26S rRNA (‘http://www.rna.icmb.
utexas.edu’) zu ersten selbst gewonnenen Exobasidium-Sequenzen und Datenbankeintragen

verschiedenster Eukaryoten erstellt; er ist daher nicht pilzspezifisch.

2.2.5.2 Manuelle DNA-Einzelstrangsequenzierung mit **S-Markierung

Hierfur wurden PCR-Produkte verwendet, bei denen einer der beiden PCR-Primer mit Biotin
markiert war. Die Trennung der beiden Strange der PCR-Produkte erfolgt durch die Anbin-
dung des biotinylierten DNA-Stranges an Streptavidin-beschichtete, superparamagnetische
Polystyrolkiigelchen. Diese werden in einem Magnetfeld fixiert (,,Festphase”), so daf der
zweite DNA-Strang mit einer Denaturierungslosung entfernt werden kann. Durch an-
schlieBende Waschschritte wird saubere ssDNA als Template fur die Sequenzierreaktionen
gewonnen, die frei von dNTPs und anderen Bestandteilen des PCR-Reaktionsansatzes ist.
Die manuelle Sequenzierung wurde mit einer T7 DNA-Polymerase durchgefuhrt, die Poly-
merisationsprodukte in Polyacrylamidgelen aufgetrennt und aufgrund einer radioaktiven
Markierung mittels Autoradiogrammen detektiert. In einer Labelling-Reaktion wurde hierzu
[0->°S]-dATP hinter die Primer eingebaut.

Aufreinigung der PCR-Produkte iber Dynabeads

Dynabeads-Waschpuffer: 0,15 M NaCl, 0,1 M Tris Base pH 7,6 (autoklaviert).

Pro Sequenzierreaktion wurden 50-100 1 PCR-Produkt (je nach DNA-Konzentra-
tion) mit 20 ul Dynabeads-Losung (M-280, Streptavidin-konjugiert, Dynal - die rund 6 pmol
dsDNA von 1-2 kb Grofle binden) aufgereinigt.

Die Dynabeads-Losung wurde resuspendiert und daraus die benotigte Menge in ein
1,5 ml RG gegeben (maximal 80 ul pro RG). Die Dynabeads wurden mit 10 Vol. Wasch-
puffer versetzt und durch Auf- und Abpipettieren vorsichtig gewaschen. Danach wurden sie
mindestens 30 s in den Magnethalter (Magnetic Particle Concentrator 1,5 ml, Dynal) gestellt.
Die klaren Uberstinde wurden mit einer Pipette vorsichtig abgenommen, und der Wasch-
schritt wurde zweimal wiederholt. Anschlieend wurden die PCR-Produkte zugegeben und
wie oben vorsichtig mit den Dynabeads durch Pipettieren vermischt. Zur Bindung der DNA

an die Dynabeads wurden die RG 30 min lang alle 3 s geschwenkt. Danach wurden die RG
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mind. 30 s in den Magnethalter gestellt, und die Uberstiande wurden entfernt. Die dsDNA-
beladenen Dynabeads wurden zweimal mit Waschpuffer gewaschen. Zur Denaturierung
wurde 10 Vol. einer 0,15 M NaOH (frisch hergestellt) zugegeben, mit der Pipette gemischt
und 5 min bei RT inkubiert. Die RG wurden wieder mind. 30 s in den Magnethalter gestellt,
und die Uberstande wurden abgenommen. Die nun mit ssDNA beladenen Dynabeads wur-
den noch zweimal mit Waschpuffer und einmal mit H,O gewaschen. Danach wurden die
Dynabeads in einem der urspriinglichen Menge an Dynabeads entsprechenden Volumen

H,O aufgenommen und auf Eis gestellt.

Sequenzierung einzelstrangiger DNA mit Sequenase

Die Sequenzierungen wurden mit ,,Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit” (USB) in
drei Schritten durchgefuhrt. Pro Reaktion wurde rund 1 ug Template-DNA benotigt. Es
wurde immer auf Eis gearbeitet. Die DNA-Polymerase wurde unmittelbar zum Pipettieren

aus dem Gefrierschrank entnommen.

1. Annealing-Reaktion

Die Dynabeads-Losungen wurden mind. 30 s in den Magnethalter gestellt, das Wasser
wurde abpipettiert und die ssDNAs wurden in 7 1 H,O aufgenommen.
7ul  ssDNA
1yl 1 puM Primer (1 pmol)
2 ul _ Reaction Buffer (5x)
10 ul  Reaktionsvolumen

Die Ansitze wurden 2 min bei 65°C inkubiert (Thermoblock, Bioblock Scientific,
Code 92617), anschlieBend uiber mehrere Minuten auf 37°C abgekithlt und unmittelbar da-
nach auf Eis gestellt.

2. Labeling-Reaktion

Zu jeder Annealing-Reaktion wurden folgende Komponenten zu pipettiert:

1,0ul DTT Solution
2,0 ul  verdunnter GTP Labelling Mix (0,4 pl +1,6 u1 H,0)
20 ul  Enzym Dilution Buffer & Enzym (1,75 ul + 0,25 pl)
0.5l [a-*’S]-dATP (10 uCi/ul, DuPont)

15,5 u1  Reaktionsvolumen

Die Labeling-Reaktionen wurde fur 2(-3) min bei RT inkubiert und wieder auf Eis

gestellt.
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3. Terminations-Reaktion

Pro Sequenzierreaktion wurden zu Beginn der Sequenzierarbeiten vier RG mit den vier
Terminationslosungen vorbereitet und bei RT stehen gelassen. In je ein RG wurden 2,5 ul
ddATP, ddCTP, ddGTP bzw. ddTTP gegeben und in einem Heizblock auf 37°C vorgewarmt.
Von den Labeling-Reaktionen wurden unter griindlichem Mischen mit der Pipette je 3,5 ul in
die vier RG mit den Terminationslosungen gegeben und 5 min bei 37°C inkubiert. In der-
selben Reihenfolge wurden die Terminations-Reaktionen durch Zugabe von 5 ul Stopp-
losung beendet und auf Eis gestellt. Die Sequenzierreaktionen wurden im Anschlufl entweder

direkt auf Polyacrylamidgele aufgetragen oder bis zu einer Woche bei -20°C eingefroren.

Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur optimalen Auftrennung wurden denaturierende Polyacrylamidgele mit 6% und 8% Acryl-
amid hergestellt. Die vertikalen Polyacrylamidgelelektrophoresen wurden mit dem Sequen-
zierapparat Model S2 (Gibco BRL) und dem Steuergerat ECPS 3000/150 (Pharmacia LKB)
durchgefuhrt.

Stammlosung 10x TBE pH 8.3, Laufpuffer

121,1 g Tris Base
55 g Borsaure
74 ¢ EDTANa,
auf 1 1 mit Aqua bidest.

Polyacrylamidgellosungen

6% 8%

75ml 100 ml 40% Acrylamid/Bis-Acrylamid 19:1 (Stock Solution Mixture, Sigma)
50ml 50ml 10x TBE

175ml 150 ml H,O

250 g 250 g Harnstoff

auf einem Magnetrithrer IKAMAG RET, IKA-Labortechnik) unter
Erwarmen gut mischen. Im Dunkeln bei RT fur ca. 4 Wochen haltbar.

Die Tragerplatten wurden mit unvergalltem Ethanol gesdubert. Die kiirzere Platte
wurde mit 3 ml Repel-Silan (Pharmacia LKB) silikonisiert und mit der beschichteten Seite
nach innen auf die grofere Platte gelegt, auf der sich schon 0,4 mm Side Spacer mit Moos-
gummis an den oberen Enden befanden. Die seitlichen oberen Enden der kurzen Platte wur-
den mit den Moosgummis biindig abgeschlossen und die Unterkanten der Platten durch
einen Streifen Whatmann-Papier abgedichtet. Das ,,Gel-Sandwich” wurde mit Foldback-
Klammern seitlich und unten fixiert. 90 ml Polyacrylamidlosung wurden mit Hilfe einer
Wasserstrahlpumpe entgast, 900 pl frisches 10%-iges APS und 15 ul TEMED zugegeben
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und vorsichtig, aber zugig vermischt. Innerhalb von maximal 10 min wurde die Losung luft-
blasenfrei in die Gelform gefullt und ein Haifischzahnkamm mit der geraden Seite nach unten
ca. 6 mm tief in das Gel geschoben, der ebenfalls mit Foldback-Klammern fixiert wurde. Das
Gel polymerisierte in =1 h horizontal liegend. Nach der Entfernung von Klammern und
Kamm wurde die Gelform griindlich mit VE-Wasser gespult. Der Kamm wurde mit den
Zahnen nach unten so eingesetzt, daf} diese gerade die Geloberflache berithrten, ohne sie ein-
zustechen. Die Gelform wurde in den Elektrophoreseapparat eingesetzt und die Puffer-
kammern mit 1x TBE befullt.

Zum Erwiarmen des Geles wurde eine Vorelektrophorese fur 30 min bei 70 W
(1800 V, 150 mA) durchgefuhrt. Die Sequenzierreaktionen wurden vor dem Auftragen 2 min
bei 80-90°C denaturiert, kurz zentrifugiert (Centrifuge 5415C, Eppendorf) und wieder auf Eis
gestellt. Die Taschen wurden von Rest-Harnstoff freigespuilt und je 3 ul aus den Sequenzier-
reaktionen aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 50 W maximaler Leistung fur 6 1/2
bis 7 1/2 h bei den 6%-igen Gelen bzw. 4 bis 4 1/2 h bei den 8%-igen Gelen durchgefuhrt.

Nach der Elektrophorese wurden die Gelformen aus dem Elektrophoreseapparat ge-
nommen und die kleine, mit Repel-Silan behandelte Platte mit Hilfe eines Spatels abgehoben.
Die groBere Tragerplatte mit dem Gel wurde 15 min in ein Fixierbad (10% Methanol, 10%
Eisessig) gelegt. Danach wurde ein Bogen 3MM Papier (Whatman) aufgelegt. Das Gel mit
dem Papier wurde von der Platte abgezogen, mit Haushaltsfolie abgedeckt und in einem Gel-
trockner (Model 583 Gel Dryer, BioRad) bei 80°C fur 2 h vakuumgetrocknet (Membran-
vakuumpumpe Typ MZ2C, Vacuubrand GmbH & Co). Auf das getrocknete Gel wurde nach
Entfernen der Haushaltsfolie ein Autoradiogramm-Film (Hyperfilm-Bmax, Amersham) auf-
gelegt. In Filmkassetten (X-ray Exposure Holder, Kodak) wurde je nach Strahlungsintensitit
(StrahlenmefBgerat Berthold LB 1210 B, Bachofer) bis zu funf Tage lang belichtet. Die Filme
wurden 7 min entwickelt (GBX Developer & Replenisher, Kodak), 2 min gewassert, 10 min
fixiert (GBX Fixer & Replenisher, Kodak), 10 min unter flieBendem Wasser und schlie3lich
mit VE-Wasser gespult und getrocknet. Die Autoradiogramme konnten dann uber einem

Leuchttisch gelesen werden.

2.2.5.3 Cycle-Sequencing und automatische Sequenzierung am
ALFexpress

Eine Einzelstrang-Gewinnung ist fur das Cycle-Sequencing-Verfahren nicht notwendig. Je-
doch miussen nicht-eingebaute Primer des PCR-Ansatzes und dNTPs entfernt werden. Hier-
fur wurden die PCR-Produkte enzymatisch mit Exonuklease (fur ssDNA) bzw. Phosphatase
(fur ANTPs) behandelt. Die Auftrennung der Polymerisationsprodukte erfolgt am ALFex-

press Sequencer (Pharmacia Biotech) in einer Polyacrylamidgelelektrophorese. Sie werden
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aufgrund der laserinduzierten Fluoreszenz der iiber die Sequenzierprimer eingebrachten Cy5-

Markierung automatisch detektiert.

Fur die enzymatische Behandlung wurden die entsprechenden Enzyme aus dem
»Sequenase PCR Product Sequencing Kit” (USB) verwendet. Fur eine Sequenzierreaktion
wurden 5 ul PCR-Produkt (mit = 200 ng DNA) aufgereinigt. Es wurden 1 1 Exonuklease I
(10 U/ul) und 2 pl alkalische Phosphatase (1 U/ul) zugegeben und mit dem Ansatz 15 min
bei 37°C inkubiert. Eine Inaktivierung erfolgte durch anschlieBende 15-minuitige Inkubation

bei 80°C. Die Proben wurden kurz zentrifugiert und auf Eis gestellt.

Die Sequenzierreaktionen wurden mit dem ,,Thermo Sequenase Fluorescent Labelled
Primer Cycle Sequencing Kit with 7-deaza-dGTP” (Amersham Life Science) durchgefuhrt.
Vier RG wurden fur die Terminations-Reaktionen jeder Probe vorbereitet, indem 2 pl einer
der ddNTP-Losungen in je ein RG gegeben wurden. Fur jede Sequenzierreaktion wurde fol-
gender Mastermix erstellt:

15l H,O
Sul 2 uM Primer, Cy5-markiert (10 pmol)
5 ul  gereinigtes PCR-Produkt

25 ul

Je 6 ul wurden in jede der vier zugehorigen Terminationslosungen gegeben. Die An-
satze wurden mit Ol iberschichtet und in einem Thermocycler mit folgendem Profil sequen-
ziert: 5 min 94°C Denaturierung und 25 Zyklen mit 45 s bei 94°C, 45 s bei 55°C und 1 min
bei 72°C (Thermocycler 60, Bachofer bio-med). Danach wurden die Reaktionen mit 4 ul des
formamidhaltigen Ladepuffer versetzt. Sie konnten so direkt, ohne weitere Denaturierung, auf

den ALFexpress aufgetragen oder bei -20°C eingefroren werden.

Als Polyacrylamidgel kam ein 0,5 mm dickes 5,5%-iges Long-Ranger-Acrylamidgel
(FMC-Biozym) zum Einsatz, auf das 6 ul der Terminations-Reaktionen aufgetragen wurden.
Die vier Reaktionen einer Probe wurden in vier nebeneinander liegende, definierte Taschen
des Gels pipettiert. Am Ende des Laufs werden die erfaliten Daten der zusammengehorigen
Laufspuren einer Probe in einen einzigen Chromatogramm-Datenfile geschrieben und auto-
matisch prozessiert. Das Prozessieren kann in der ALF-Steuerungssoftware kontrolliert und

durch die Festlegung eines spezifischen Startpunktes manuell optimiert werden.

2.2.5.4 Cycle-Sequencing und automatische Sequenzierung am
Kapillarsequenzierer ABI 310

Zur Aufreinigung der PCR-Produkte diente hier eine Fallung mit Polyethylenglykol. Die
Detektion der Polymerisationsprodukte geschieht beim ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
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(PE Applied Biosystems) ebenfalls mit laserinduzierter Fluoreszenz. Allerdings sind hier die
vier Didesoxynukleotide markiert, jedes mit einem anderen Farbstoff, weswegen eine Auf-
trennung in vier Terminations-Reaktionen nicht notwendig ist. Da das Detektionssystem sehr
empfindlich ist, miissen nicht-eingebaute fluoreszierende ddNTPs abgetrennt werden, wozu

die Polymerisationsprodukte aus der Reaktionslosung ausgefallt wurden.

Die zu sequenzierenden PCR-Produkte wurden mit H,O auf 100 yl aufgefullt und
mit 1 Vol. Chloroform versetzt, auf dem Vortex kurz gemischt und 90 s zentrifugiert. Die
obere, walrige Phase wurde abgenommen und die Chloroform-Ausschiittelung wiederholt.
Zu der walBrigen Losung wurde 1 Vol. PEG-Losung (20% Polyethylenglykol 8000, 2,5 M
NaCl) gegeben und 15 min bis 2 h bei 37°C inkubiert. Durch 15 min Zentrifugation
(15.000 rpm bei RT) wurden die Polymerisationsprodukte pelletiert. Der Uberstand mit
Primern und dNTPs wurde verworfen, das Pellet mit 200 u1 80%-igen Ethanol gewaschen,
bei 50°C im Trockenschrank 1 h getrocknet und anschlieBend in 20 yl H,O resuspendiert.

Zur Kontrolle wurde eine Agarosegelelektrophorese angeschlossen.

Die Sequenzierreaktionen wurden mit dem ,,ABI PRISM Dye-Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit with AmpliTag DNA Polymerase, FS” (PE Applied Bio-
systems) durchgefuhrt:

4 ul  Reaktionsmix ABI PRISM

1yl 1,6 uM Primer (1,6 pmol)

5ul H,O + gereinigtes PCR-Produkt (ca. 50 ng DNA)
10 pl

Das Cycle-Sequencing wurde in einem GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer)
mit folgendem Profil ausgefuhrt: 10 s 96°C Denaturierung und 25 Zyklen mit 10 s bei 96°C,
5 s bei 50°C und 4 min bei 60°C. Nach dem Sequenzieren wurden die Polymerisations-
produkte durch Zugabe von 1 xl 3 M Natriumacetat (pH 4,6) und 25 ul 95%-igem Ethanol
10 min bei RT ausgefallt und durch 25 min Zentrifugieren (maximale Drehzahl bei RT)
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 80%-igem Ethanol gewaschen und
bei 50°C getrocknet. Die Sequenzierreaktionen wurden so tiefgefroren bis zum Lauf auf dem
ABI 310 aufbewahrt.

Zum Lauf auf den ABI 310 wurden die Sequenzierreaktionen in 25 ul H,O aufge-
nommen und 2 min bei 90°C denaturiert. Die Auftrennung der Polymerisationsprodukte er-
folgte mit dem ,,Performance Optimized Polymer 6” und ,,Analyzer Buffer mit EDTA” (PE
Applied Biosystems). Im Anschluf3 an den Lauf werden auch hier die Daten automatisch
prozessiert und in einen Chromatogramm-Datenfile geschrieben, was in der ABI-Steuerungs-
und Datenanalysesoftware kontrolliert und manuell durch Festlegung eines Start- und End-

punktes optimiert werden kann.
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2.3 Datenauswertung

2.3.1 Auswertung der Agarosegele

Die Bestimmung der Grofle von PCR-Produkten sowie die Analyse der Restriktionsfrag-
mente erfolgte anhand der digitalisierten Aufnahmen von Agarosegelen mit dem Programm
CAM 2.0 (CYBERTECH 1993). Notwendige Voraussetzung fur die kb-Bestimmung in CAM
ist die geometrische Korrektur der aufgenommenen Bilder und eventuell auch eine Kontrast-
verstarkung zur automatischen Bandenerkennung. Die verschiedenen Arbeitsschritte dieser
computergestiitzten Auswertung der Gelbilder werden hier im Detail beschrieben, da sie bei
verschiedenen Programmen unterschiedlich sind, aber immer kritische Aspekte in Hinblick

auf die Qualitat der spater systematisch-phylogenetisch auszuwertenden Daten enthalten.

2.3.1.1 Dokumentation der Bilder von Agarosegelen mit CAM

Bilder von Agarosegelen wurden uiber das Video-Dokumentationssystem CS1 von Cybertech
ausgedruckt bzw. digitalisiert gespeichert (in dem programmeigenen cbe- oder in tif-Format).
Ebenso wurden die in dem Auswertungsprogramm CAM mit Funktionen wie ,,geometrische

Korrektur” oder mit sogenannten ,,Image Filtern” weiter bearbeiteten Bilder gespeichert.

Die gespeicherten Bilder sind immer Darstellungen von hellen Banden auf dunklem
Hintergrund, auch wenn in CAM zur Bearbeitung Inversdarstellung gewahlt wurde. Die tif-
Files wurden in Macintosh-lesbare pict-Files iiber einen Graphikkonverter (LEMKE 1994,
1998) umgewandelt, um in Graphikprogrammen beschriftet werden zu konnen. Es wurde da-
bei mit dem Graphikkonverter zur Verbesserung der Druckqualitit eine Invertierung zu
schwarzen Banden auf weilem Grund sowie eine zusatzliche Kontrastverstarkung vorge-
nommen. Die Darstellung schwach gefarbter Banden im Druck ist dabei immer problema-
tisch, da zu kontrastreiche Darstellungen zu einer gegenseitigen Uberstrahlung von kraftig

gefarbten, im Gel nicht gut aufgetrennten Banden fuhrt.

In CAM war zur Dokumentation bestimmter Bearbeitungsschritte nur ein Ausdruck
auf Laserdrucker moglich - z.B. von Hilfslinien zur geometrischen Korrektur, Markierungen
von Banden oder auch erstellter Eichkurven. Um in dieser Arbeit CAM-Bearbeitungen zu
illustrieren, sind daher entweder CAM-Ausdrucke eingescannt worden oder in Graphik-

programmen Gelbilder mit entsprechenden Markierungen versehen worden.
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2.3.1.2 Bildbearbeitung in CAM: Geometrische Korrektur

Die Genauigkeit der Bestimmung von DNA-FragmentgroB3en nach Auftrennung in Agarose-
gelen hiangt von verschiedenen Einflussen ab, die das Laufverhalten bzw. die Auftrennung der
DNA in jedem einzelnen Gel beeinflussen. Auch kann ein ungleiches Laufverhalten innerhalb
eines Geles (,,Smiling”) auftreten. Solche, das Laufverhalten ungleichmaBig beeinflussenden
Effekte sind fur Auswertungen mit CAM von entscheidender Bedeutung, da das Programm
die GroBenbestimmung aufgrund der absoluten Laufstrecken durchfihrt, die ausschlieBlich
durch ihre Lage auf dem Bildschirm festgelegt werden. Der obere Bildrand gilt als Startlinie
und die absoluten Laufstrecken der Banden werden von CAM als Abstand rechtwinklig zu

dieser ermittelt. Eine Eichkurve aus den DNA-GroBenstandards wird separat dazu berechnet.

Fur eine genaue kb-Bestimmung in CAM ist es daher essentiell, da} die Gele exakt
ausgerichtet sind, die Geltaschen als Startlinie der Elektrophorese parallel zum oberen Bild-
rand liegen. Schief aufgenommene Gele und Smiling-Effekte mussen vor der Groflenbe-
stimmung durch eine geometrische Korrektur des Bildes bestmoglich ausgeglichen werden.
CAM kann nacheinander horizontale und vertikale Korrekturen vornehmen. Durch Anklicken
mit der Maus werden Punkte gleicher Lage festgelegt, die durch eine Gerade miteinander ver-
bunden werden. So werden mehrere Ausgleichslinien definiert, die von CAM dann parallel zu
den Bildrandern ausgerichtet werden, wobei die dazwischen befindlichen Flichen bzw.
Strecken entsprechend entzerrt oder gestaucht werden. Zur Festlegung solcher Ausgleichs-
linien sind Fixpunkte notig, wozu sich die Banden der DNA-GroBenstandards eignen. In den
Gelen wurde daher der Marker mehrfach, in PCR-RFLP-Gelen mindestens dreimal, aufge-

tragen.

Die geometrische Korrektur ist an einem Gel mit drei Markerspuren in Abb.2.3.1.2-1
illustriert. Abb.2.3.1.2-1A zeigt die Originalaufnahme, in der durch den eingezeichneten,
rechtwinkeligen Rahmen die ,,Schieflage” des Geles verdeutlicht wird. Zur horizontalen
Korrektur wurde durch Anklicken und Verbinden der obersten Markerbanden (Abb.2.3.1.2-
1B) die Parallelitat der tatsachlichen Startlinie des Gellaufes zum oberen Bildrand festgelegt.
Abb.2.3.1.2-1C zeigt schlieBlich das horizontal und vertikal geometrisch korrigierte und zu-
satzlich durch Image Filter (siehe folgendes Kapitel) stiarker kontrastierte Bild.

2.3.1.3 Bildbearbeitung in CAM: Kontrastierung und Bandenerkennung

In einem wahlbaren Bildausschnitt versucht CAM, alle vorhandenen Banden aufgrund von
Kontrastunterschieden automatisch zu erkennen. Es kann mit Hilfe der Image Filter ,,Noise
Reduction”, ,,Background Subtract” und ,,Sharpening” die Bildqualitat verbessert (siehe

dazu Abb.2.3.1.2-1) und so die Erkennung schwicherer oder unscharfer Banden erreicht
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werden. Zusatzlich lassen sich wahrend der Auswertung am Bildschirm nicht-speicherbare
Kontrastveranderungen uber die Funktionen ,,Automatic Contrast Enhancement” und
» I ransfer” erzielen, die u.a. eine Uberhohung von Kontrastunterschieden im Bereich gerin-
ger Intensitaten zur Verstarkung schwach gefarbter Banden ermoglichen. Neben der automa-
tischen Bandenerkennung im ,,Search“-Modus konnen DNA-Banden auch manuell im

»Set”’-Modus festgelegt werden.

Analog erfolgt die automatische Erkennung und Festlegung der Banden der Marker-
spuren. Zuvor mufl dazu eine der Markerspuren in CAM als DNA-Grofenstandard
(,,Standard”) definiert werden. Erst danach konnen Bildbereiche zur Bandenerkennung fur

die kb-Bestimmung ausgewahlt werden.

2.3.1.4 kb-Bestimmung in CAM

Aus den Positionen der Markerbanden und ihren bekannten Groen wird von CAM mittels
eines wahlbaren Interpolationsverfahrens anhand der ,,Standard“-Spur eine Eichkurve
,Laufstrecke gegen Basenpaarzahl” errechnet. Es wurde der fur Agarose- und Polyacryl-
amidgele empfohlene Algorithmus ,.hyperbolische Regression” benutzt. Uber den Befehl
,Determine Runlength: kb” werden den ubrigen DNA-Banden uiber diese Eichkurve bp-
Werte zugeordnet. DNA-Banden, die unterhalb der kleinsten oder oberhalb der grofiten ana-

lysierbaren Bande des Markers liegen, werden bp-Werte iiber eine Extrapolation zugeordnet.

Den Banden des ,,Standards werden in CAM abgespeicherte bp-Werte der einzel-
nen Fragmente der DNA-GroBenstandards zugeordnet. Waren in der 1kb DNA-Leiter die
506 und 517 bp Fragmente nicht aufgetrennt, wurde die resultierende Bande als 510 bp fest-
gelegt; die aus den 1.850 und 1.900 bp Fragmenten des Standard Nr. VII resultierende
Bande wurde als 1.875 bp festgelegt.

Abb.2.3.1.2-1: Beispiel fur geometrische Korrektur und Kontrastierung in CAM.
26S rDNA PCR-Produkte mit dem Primerpaar LROR/LR9. 0,8%-iges
Agarosegel in 1x TAE mit langer Laufstrecke zur genauen Groflenbe-
stimmung. Bildausschnitt, gespeicherter tif-File mit nachtriglich einge-
zeichneten Markierungen. DNA-Grofenstandard (M) = 1kb DNA-Leiter,
Stammnummern angegeben, * = Bande ,,falscher” GroBle (PCR-Artefakt).
A. Originalbild, inverse Darstellung: Rahmen zur Verdeutlichung der not-
wendigen Korrekturen. B. Originalbild, inverse Darstellung: Ausgleichs-
linien fur die horizontale Korrektur. C. Bild nach horizontaler und
vertikaler geometrischer Korrektur sowie Kontrastierung: Rahmen zur
Verdeutlichung der erfolgten Korrekturen.
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2.3.1.5 Densitometrische Analyse in CAM

Zusatzlich zu den Bestimmungen der Fragmentgroen wurden bei der Analyse der PCR-
RFLP-Gele noch 1D-Analysen, eindimensionale densitometrische Auswertungen mit CAM
durchgefuhrt (,,1D-Densitometer”). Diese Auswertungen dienen einerseits dazu, eine dqui-
molare Verteilung der DNA-Mengen zu uberpriifen. Da bei der Spaltung eines linearen
DNA-Stuckes alle Fragmente in gleicher Anzahl (gleicher Molaritét) entstehen mussen, ergibt
eine nicht 4quimolare Verteilung von DNA-Mengen in den Bandenmustern einen Hinweis

auf nicht getrennt laufende Fragmente (,,Mehrfachbanden”).

2 N~
w5 N~ 0
22er R
o0 o N ~ —
< < w0 ™ ™
E E E 8 E (L:Iz 1D Densitometer
179
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& |
s |
22 l }V ! AM
g S ~ o L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 rel
4 1 23 4 5678 9
Peak Position Height Area Area%
1 16 170,6 1.088,7 24,9
2 25 147,6 756,2 17,2
3 29 133,7 619,2 14,1
4 49 129,9 879,2 20,1
5 67 35,3 314,7 7,2
: 6 70 34,0 275,5 6,3
9 - 7 70 29,0 194,5 4,4
8 74 20,0 197,5 4,5
“ 9 88 8,0 59,0 1,3

Abb.2.3.1.5-1: Beispiel fur ein densitometrisches Profil in CAM. Teil des gescannten
Originalausdruckes eines Gelbildes mit ,,Densitometerlinie” und nach-
traglicher Beschriftung. Restriktionsfragmente mit Hae III, die Stamm-
nummern sind angegeben. DNA-GroBenstandard (M) = 1kb DNA-Leiter:
Fragmente von 75 bp bis 1.018 bp aufgetrennt. Die Tabelle zeigt die Werte
fur den analysierten Stamm RBF 746. Im Profil sind neun Banden als
Peaks erkennbar, die z.T. ineinander ibergehen (5-8). Peak 4 besteht aus
zwei Fragmenten (eine Doppelbande). Peak 9 kann in der kb-Bestimmung
nur bei entsprechender Kontrasteinstellung automatisch erkannt werden.
— = nicht hydrolysierter Rest des PCR-Produktes.
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Abb.2.3.1.5-1 zeigt ein densitometrisches Profil mit dem Rest eines nicht vollstindig
hydrolysierten PCR-Produktes und einer solchen Mehrfachbande. Bei deutlich kleinerer
FragmentgrofBe erreicht der Peak von Bande 4 dieselbe Hohe und Flache wie derjenige des
grofleren Fragmentes der Bande 3. Dartiber hinaus sind mit Hilfe der 1D-Analyse auch

kleinste, nur sehr schwach fluoreszierende Banden in ihrer Lage genau definierbar.

2.3.2 Bestimmung der PCR-RFLP-Muster und Erstellung einer
binaren Matrix

Die Auswertung der PCR-RFLP-Muster erfolgte zunédchst pro PCR-RFLP-Gel einzeln. Da-
bei wurden alle auftretenden Fragmente uber die 1D-Analyse und kb-Bestimmung charak-
terisiert. Das RFLP-Muster jedes PCR-Produktes (= Stammes bzw. Probe) wurde ermittelt
und mit einer Berechnung der Summen der Fragmentlangen uberpruft. Schlieflich wurde be-
stimmt, bei welchen PCR-Produkten die Hydrolysen identische RFLP-Muster zeigten. Aus
diesen Daten wurde pro Gelbild eine 0/1-Matrix erstellt, in der das Vorhandensein eines
spezifischen Fragmentes mit ,,1”” und das Fehlen mit ,,0” kodiert wurde. So resultierte eine
Rechteckmatrix, in der die Spalten den Laufspuren, d.h. den einzelnen PCR-Produkten, ent-
sprechen und die Reihen als Merkmale allen in dem Gel auftretenden Banden (,,Fragment

ja/Fragment nein”).

Als néchster Schritt wurden die Matrizen der verschiedenen PCR-RFLP-Gele ein und
desselben Enzyms in einer Matrix vereinigt. Dazu mufiten bei nicht in allen Gelen vorhan-
denen Fragmenten in die Matrizen der Gele, in denen sie fehlten, statt dessen Reihen mit
,0”-Werten eingefugt werden. Das Gleichsetzen (= Homologisieren) von Fragmenten und
die Identifizierung von identischen RFLP-Mustern zwischen verschiedenen Gelen orientier-
ten sich aufler an den mit CAM berechneten Fragmentgroflen und einem visuellen Vergleich
mit den Markerspuren moglichst an den Fragmenten der PCR-Produkte von Stamm
RBF 729 oder PB 1834, die als interne Standards auf den verschiedenen Gelen aufgetragen
worden waren. Fur viele Fragmente unterschiedlicher RFLP-Muster auf verschiedenen Gelen
ermoglichte allein der direkte Vergleich mit den Fragmenten dieser internen Standards oder
mit Fragmenten von PCR-Produkten verschiedener Stimme mit identischen RFLP-Mustern
auf den zu vergleichenden Gelen eine Korrektur. Bei Fragmenten, die so nicht direkt zwi-
schen Gelen verglichen werden konnten, muf3te ausschlieBlich ihre relative Lage im Verhéltnis
zu Fragmenten der Markerspuren bzw. ihre mit CAM bestimmte Grofe genutzt werden. Die
Homologisierung solcher ,,singuldrer” Fragmente zwischen mehreren Gelen wurde immer
mit einer genaueren Uberprifung der Auswertung der entsprechenden Gelbilder verbunden.
Zur Absicherung der Daten wurden schlieBlich sehr dhnliche RFLP-Muster in verschiedenen

Gelen, die sich nur in der Lage von ein oder zwei Banden unterschieden, nochmals tiberpriift.



SEITE 54 Material und Methoden

Nachdem fur alle sechs Enzyme unabhéngig voneinander die PCR-Produkte mit je-
weils identischen RFLP-Mustern bestimmt worden waren, wurde eine abschlieBende Kon-
trolle der Auswertungen durchgefuihrt. Es wurden gezielt die RFLP-Muster der PCR-
Produkte uiberpriift, die bei einem oder mehreren, aber eben nicht bei allen sechs Enzymen
identische RFLP-Muster aufwiesen. Besonderes Augenmerk wurde schlieBlich auch noch
auf solche PCR-Produkte gelegt, die bei verschiedenen Enzymen mit jeweils unterschied-

lichen Stammen identische RFLP-Muster aufwiesen.

Abschlieend wurde eine 0/1-Matrix uber alle sechs verwendeten Enzyme erstellt, in-
dem die Matrizen der einzelnen Enzyme fortlaufend untereinander angeordnet wurden. Diese
Gesamtmatrix wurde dann so gekurzt, dall PCR-Produkte (= Stimme) mit identischen

RFLP-Mustern uiber alle sechs Enzyme genau einmal reprasentiert waren.

2.3.3 Sequenzanalysen

2.3.3.1 Gewinnung und Korrektur der Rohdaten

Die Autoradiogramme der manuellen Sequenzierreaktionen wurden unabhingig voneinander
zweimal gelesen, miteinander verglichen und die Sequenzen am Computer als Textfiles ein-
gegeben. Die am ALFexpress gewonnen Rohdaten und automatisch prozessierten Chroma-
togramm-Files einzelner Sequenzierreaktionen wurden in dem Programm AM 3.01
(PHARMACIA BIOTECH 1995) kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert. Die Chromatogramme
wurden ausgedruckt und die Sequenzen als Textfiles exportiert. Die Sequenzen uberlappen-
der und gegenlaufiger Reaktionen eines PCR-Produktes wurden im Editor von OLSEN (1990)
oder im Sequence Navigator (APPLIED BIOSYSTEMS 1994) miteinander aligniert und auf-
tretende Differenzen anhand der Autoradiogramme bzw. Chromatogramm-Ausdrucke ge-
klart. Die am ABI 310 gewonnen Chromatogramm-Files der Sequenzierreaktionen eines
PCR-Produktes konnten direkt in den Sequence Navigator geladen und dort manuell editiert
werden. Nachdem jede Reaktion zunichst einzeln kontrolliert wurde, wurden auftretende
Differenzen zwischen alignierten Sequenzreaktionen eines PCR-Produktes direkt in den
Chromatogramm-Files geklart. Die PCR-Produkte wurden i.d.R. doppelstrangig sequenziert.
Als abschlieBende Kontrolle wurden die Sequenzen der Exobasidium-Stamme untereinander
aligniert und auffallige Unterschiede, wie einzelne Insertionen und Deletionen, in den
Originaldaten verifiziert. Die PCR-Primersequenzen an den Enden der Sequenzen vollstandig

sequenzierter PCR-Produkte wurden von den folgenden Analysen ausgeschlossen.

Die 26S rDNA-Partialsequenzen folgender Stimme entstanden im Rahmen der
Diplomarbeit von E. STEVANECZ (1998, Betreuer: Prof. Dr. P. BLanz): FO 31767, FO 31777,
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PB 383, PB 3276, PB 3277, PB 4143, PB 4380, PB 4898-9, PB 4898-18, PB 5634,
RBF 724, RBF 727, RBF 763, RBF 765.

2.3.3.2 Datenbankvergleiche

Zum Vergleich und zur Bewertung eigener Sequenzdaten wurde in GENBANK (‘http:/www.
ncbi.nlm.nih.gov’) mit dem Programm BLAST nach néchst dhnlichen Sequenzeintragen ge-
sucht, zuletzt mit BLAST N 2.2.3 bzw. 2.2.6 (ALTSCHUL et al. 1997). Der ,,Taxonomy
Browser* in GENBANK wurde zur gezielten Datenbankrecherche nach Vergleichssequenzen

fur die phylogenetischen Analysen verwendet.

2.3.3.3 Paarweise Sequenzvergleiche

Sequenzvergleiche zur Darstellung der Ahnlichkeiten zwischen zwei Sequenzen wurden mit
,Compare“ und ,,DotPlot“ im GCG Programmpaket (GCG 1993, 1994) durchgefuhrt.
Hierbei wurden die Parameter ,,window size* und ,,stringency* variiert. ,,window size* legt
die GroBe des Sequenzabschnittes fest, der fur jeden Vergleichspunkt analysiert wird, und
»stringency* das Mal} an Ubereinstimmung, das fur eine positive Wertung vorausgesetzt
wird. Es werden so alle moglichen Sequenzabschnitte der ersten Sequenz mit allen moglichen
der zweite Sequenz verglichen und die Ergebnisse als Plot dargestellt. Insbesondere repetitive

Sequenzmotive und auch groBere Insertionen bzw. Deletionen sind hier gut zu lokalisieren.

2.3.3.4 Alignments

Sequenzalignments wurden 1.) manuell im Olsen-Editor (OLSEN 1990) erstellt, 2.) durch
paarweise Vergleiche mit einer Mastersequenz in MacClade 4.03 (MADDISON & MADDISON
2001) erzeugt und dann manuell optimiert oder 3.) automatisch als multiple Alignments mit
,PileUp* im GCG Programmpaket (GCG 1993, 1994) erstellt, wobei die Parameter ,,gap
creation penalty* und ,,gap extension penalty variiert wurden. Zur manuellen Optimierung
wurden neben automatisch in ,,PileUp* erstellten Alignments auch Alignments anderer Pilze
sowie bei kodierenden rDNA-Bereichen entsprechende Sekundarstrukturmodelle aus Daten-
banken (‘http://rdp.cme.msu.edu/html’, ‘http://www.rna.icmb.utexas.edu’) vergleichend hin-
zugezogen. Es wurde darauf geachtet, moglichst wenige Gaps und damit moglichst wenige
zusatzliche Alignmentpositionen in die Matrix einzufugen. Einfache Distanzanalysen fur
erste Sequenzvergleiche wurden in PHYLIP 3.5¢ (FELSENSTEIN 1993) mit den Programmen

»DnaDist* und ,,Neighbor getitigt. Zum Vergleich von mit verschiedenen Gap-Parametern
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erstellten, automatischen Alignments wurde ,,PlotSimilarity im GCG Programmpaket
(GCG 1993, 1994) verwendet, welches die Gesamtahnlichkeit alignierter Sequenzen gra-
phisch darstellt. Mit dem Parameter ,,window size* wurde die Grofle des Abschnittes variiert,

innerhalb dessen das MaB an Ubereinstimmung zwischen den Sequenzen ermittelt wird.

2.3.4 Dendrogramme und phylogenetische Analysen

2.3.4.1 Grundlagen und Hintergrunde der verwendeten Verfahren

Mit den groBeren molekularen Datensatzen, die in jungster Zeit nicht nur fur systematische
Zwecke sondern beispielsweise auch im Zuge der Genomforschung erhoben werden, gehen
bestandig Verbesserungen und Neuentwicklungen von Verfahren und Algorithmen fur
Ahnlichkeitsvergleiche und phylogenetische Berechnungen einher. Ein eindrucksvolles Bei-
spiel hierfur ist die erfolgreiche Umsetzung von Prinzipien der Bayes’schen Statistik fur
solche Zwecke (MALAKOFF 1999, HUELSENBECK et al. 2000, LEwis 2001). So steht eine Viel-
zahl an unterschiedlichen Analyseverfahren und Computerprogrammen fir die Stammbaum-
rekonstruktion zur Verfugung. Die gewahlten Methoden sind aber nicht nur von entschei-
dender Bedeutung fur die Umsetzung der Datensitze in Dendrogramme und damit zur Bil-
dung phylogenetischer Hypothesen, sondern auch fur die Interpretation der erzielten Ergeb-
nisse. Daher werden im folgenden die Hintergriinde der Verfahren erlautert, die in dieser
Arbeit zur phylogenetischen Interpretation der erhobenen RFLP- und Sequenzdaten einge-
setzt wurden. Allgemeine Grundlagen der phylogenetischen Auswertung molekularer Daten
sind bei SWOFFORD & OLSEN (1990), HILLIS et al. (1993), SWOFFORD et al. (1996), PAGE &
HoLMES (1998) oder auch WAGELE (2001) ausfuhrlich dargestellt. Ausfuhrungen zu Cluster-
analyse und Koeffizienten finden sich bei SNEATH & SOKAL (1973), der Parsimony-Analyse
bei KITCHING et al. (1998) und der Bayes’schen Analyse bei HALL (2001).

Fur die phylogenetischen Analysen wurden folgende Programme verwendet: NTSY S-
pc 1.80 (RoHLF 1993), PAUP 3.1.1 (SWOFFORD 1993), PAUP* Version 4.0b2 bzw. 4.0b10
(SwWOFFORD 1999, 2002) sowie MrBayes 2.01 (HUELSENBECK & RoNQuIST 2001b).

Merkmale mit diskreten Merkmalszustanden, wie sie in einem Sequenzalignment oder
einer 0/1-Matrix gegeben sind, konnen entweder direkt zur Berechnung von Dendrogrammen
verwendet werden, oder sie werden iber paarweise Vergleiche zwischen allen enthaltenen
Taxa mit Hilfe spezifischer Koeffizienten zunachst in Distanzmatrizen umgewandelt. Bei der
direkten Nutzung diskreter Merkmalsmatrizen kommen Optimalitatskriterien zum Einsatz,
welche die Auswahl der am besten zu den Daten passenden Dendrogramme unter allen mog-

lichen Dendrogrammen erlauben (z.B. Parsimony- oder Maximum Likelihood-Verfahren).
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An die Berechnung von Distanzmatrizen hingegen muf3 sich noch ein Verfahren anschlieen,
das aus der Distanzmatrix ein Dendrogramm erstellt. Auch hier gibt es einerseits Optima-
litatskriterien, um am besten zu den Distanzmatrizen passende Dendrogramme auszuwéhlen
(z.B. Fitch-Margoliash), andererseits kann aus den Distanzdaten mit Hilfe eindeutiger Algo-
rithmen von Clusterverfahren ein Dendrogramm errechnet werden (z.B. UPGMA, Neighbor-

Joining).
Distanzkoeffizienten und Clusterverfahren

Distanzkoeffizienten mussen spezifisch fur die jeweiligen Daten ausgewéhlt werden. Fur die
Berechnung der Ahnlichkeiten von Restriktionsfragmentmustern wurde von NEI & Li (1979)
folgender Koeffizient abgeleitet: 2n,,/(ny+n,). Die Anzahl der gemeinsam auftretenden
Fragmente wird - doppelt gewichtet - in Bezug zur Summe aller Fragmente gesetzt, die in
beiden Taxa vorkommen, womit die Ahnlichkeiten unabhéngig von den ibrigen in der Matrix
vorhandenen Taxa berechnet werden. Zur Auswertung von Sequenzdaten existiert eine Fille
von Distanzkoeffizienten fur paarweise Vergleiche, die auf unterschiedlich komplexen Evo-
lutionsmodellen beruhen und damit verschiedene Aspekte molekularer Evolution beriicksich-
tigen (siche SWOFFORD et al. 1996 S.434 (Abbildung) und S.453ff, PAGE & HOLMES 1998
S.144ff). In den Auswertungen hier wurden verschiedene Distanzkoeffizienten getestet - von
dem einfachsten Modell mit gleichen Haufigkeiten fur alle vier Basen und einem einheitlichen
Substitutionstyp (Jukes/Cantor-Modell) bis hin zu dem komplexesten Modell mit ungleichen
Basenhaufigkeiten und unterschiedlichen Substitutionsraten fur alle sechs moglichen Basen-

uberginge (GTR-Modell, general time-reversible).

Fur Distanzmatrizen stehen unterschiedliche Clusterverfahren zur Verfugung. Inner-
halb der SAHN-Clustermethoden (,,sequential, agglomerative, hierarchic, nonoverlapping
clustering methods*) haben in der Auswertung phylogenetischer Daten die Average Linkage-
Verfahren eine weite Verbreitung gewonnen, bei denen die Distanzen eines gebildeten Clu-
sters zu den ubrigen Elementen der Matrix als Mittelwerte aus den Distanzwerten der in das
Cluster eingegangenen Taxa errechnet werden. In der Systematik hat das UPGMA-Verfahren
(,,unweighted pair-group method using arithmetic averages* SOKAL & MICHENER 1958) bei
der Auswertung von Distanzmatrizen molekularer Daten, v.a. bei RFLP-Daten, verbreitet An-
wendung gefunden. Hier werden bei jedem Clusterschritt zwei Taxa bzw. schon bestehende
Cluster zusammengefihrt; es konnen nicht mehrere Taxa gleichzeitig vereinigt werden. Auch
geht in jedem Clusterschritt immer wieder die Zahl aller in einem gerade gebildeten Cluster
enthalten Taxa in die Berechnung der Distanzen dieses neu gebildeten Clusters im Vergleich
zu anderen Elementen der Matrix ein; die zusammengefuhrten Gruppen werden nicht
zwangslaufig gleich gewichtet. UPGMA-Dendrogramme sind aufgrund des Algorithmus

immer gewurzelt - der Ahnlichkeitswert von 0% ist der theoretische Ursprung des Dendro-
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grammes. Es handelt sich um ultrametrische Baume mit additiven Astldngen, bei denen die
Distanz zwischen zwei Taxa durch die Lage des verbindenden Knotenpunktes angegeben

wird.

Als alternative Clustermethode hat sich bei der Auswertung von Sequenzdaten das
spater vorgestellte Neighbor-Joining-Verfahren (SArrou & NEI 1987) durchgesetzt. In die-
sem Verfahren wird fur die Bildung eines Clusters nicht direkt in der Distanzmatrix nach
dem Paar ahnlichster Taxa gesucht, sondern es wird das Paar ermittelt, dessen Vereinigung
die Summe aller Astldngen im Dendrogramm am geringsten halt. Auch Neighbor-Joining ist
ein hierarchischer Clusteralgorithmus, bei dem immer paarweise gruppiert wird. Er fuhrt je-
doch zu einem ungewurzelten Netzwerk, das nur nachtraglich gewurzelt werden kann -
entweder Uiber die Festlegung von Aullengruppen-Taxa oder aber in der Mitte der Strecke
zwischen den Taxa mit der grofften Distanz innerhalb des Dendrogrammes (Midpoint
Rooting). Die Astldngen sind auch hier additiv, aber es sind keine ultrametrischen Béaume,
d.h. die terminalen Aste eines Clusters konnen ungleich lang sein, und die Distanzen zwi-
schen zwei Taxa werden durch die Summe der horizontalen Langen samtlicher verbindender

Aste wiedergegeben.

Clusterverfahren fithren nicht immer zu eindeutigen Baumen, da in der Distanzmatrix
selbst oder aber bei jedem Schritt des Clusteralgorithmus uneindeutige Situationen (soge-
nannte ,,ties*) entstehen konnen, wenn mehr als ein Paar gleich dhnlicher Taxa bzw. gleich
naher Nachbarn vorhanden ist. Zwar konnen sich die aus unterschiedlichen Clusterwegen er-
gebenden Topologien durchaus als identisch erweisen, aber es konnen auch mehrere vonein-
ander verschiedene Dendrogramme die Distanzmatrix gleichwertig widerspiegeln. Zur Be-
urteilung der Qualitat von Dendrogrammen aus Clusteranalysen wie UPGMA dient die
kophenetische Matrix (SOKAL & ROHLF 1962). Dabei werden die Distanzen zwischen allen
Taxa aus dem Dendrogramm heraus als kophenetische Werte in eine Matrix geschrieben. Ein
Vergleich der urspriinglichen Distanzmatrix mit einer solchen kophenetischen Matrix zeigt,
wie gut das Dendrogramm die der Analyse zugrundeliegende Matrix wiedergibt (,,goodness
of fit*). Zur Quantifizierung wird als Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient die kophene-
tische Korrelation (der r-Wert) ermittelt. UPGMA-Dendrogramme zeigen im Vergleich zu
anderen SAHN-Clusterverfahren haufig eine Maximierung des r-Wertes (FARRIS 1969a).

Parsimony

,Evolutionary Parsimony* wurde 1965 von CAMIN & SOKAL als Verfahren zur Erstellung
von Dendrogrammen eingefuhrt. Das Finden des ,,sparsamsten (,,most parsimonious*)
Baumes, der den Datensatz mit moglichst wenigen Merkmalsdnderungen erklart, wurde zum

Optimalitatskriterium kladistischer Analysen. Die Merkmalsanderungen entlang der Aste
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eines Dendrogrammes geben als sogenannte ,,Schritte® die Astlangen und damit die phylo-
genetischen Distanzen zwischen den Taxa an. Seitdem entwickelte Parsimony-Ansitze unter-
scheiden sich vor allem in der Art des Merkmalstyps, der die Ubergangsmoglichkeiten zwi-
schen verschiedenen Merkmalszustinden beschreibt. Es gibt zwei Typen ungerichteter
Merkmale, bei welchen zwischen zwei Merkmalszustanden der Ubergang in beide Richtun-
gen gleich gut moglich ist: Merkmalstyp ,,ordered” mit definierten Ubergangsreihenfolgen
zwischen verschiedenen Zustinden (Wagner-Parsimony - KLUGE & FARRIS 1969, FARRIS
1970) und Merkmalstyp ,,unordered*, wo jeder Zustand direkt in jeden anderen uibergehen
kann (Fitch-Parsimony - FitrcH 1971). Fur bindre Merkmale, wie sie die 0/1-Matrizen ent-
halten, sind beide praktisch gleichbedeutend, nicht aber bei Merkmalen mit mehreren Merk-
malszustanden wie bei Sequenzdaten. Auch konnen Merkmale gerichtet bzw. polarisiert sein,
d.h. der Ubergang zwischen Merkmalszustinden ist entweder nur in eine Richtung moglich
oder ein abgeleiteter Merkmalszustand kann nur ein einziges Mal erreicht werden
(,,irreversible* bzw. ,,.Dollo-Parsimony* CAMIN & SOKAL 1965, FARRIS 1977). Dartiber hin-
aus konnen individuelle Merkmalstypen definiert werden, die ungleiche Schrittlangen fur die
Ubergange zwischen verschiedenen Zustinden oder in Abhédngigkeit von der Ubergangs-
richtung aufweisen. Hierzu miussen die entsprechenden Schrittlangen fur alle Ubergangs-
moglichkeiten zwischen allen auftretenden Merkmalszustianden in einer speziellen Schritt-
matrix festgesetzt werden. In dieser Arbeit werden die RFLP-Daten mit einer solchen selbst

definierten Schrittmatrix verrechnet und die Sequenzdaten nach Fitch-Parsimony.

Bei Verfahren mit einem Optimalitétskriterium ist es theoretisch notwendig alle mog-
lichen Baumtopologien zu vergleichen, um das oder die optimalen Dendrogramme zu finden.
Eine solche umfassende Suche (,,exhaustive search®) ist bei einer groflerer Zahl an Taxa
auch heute computertechnisch aufwendig. Alternativ kommen daher heuristische Suchverfah-
ren zur Anwendung, die mit unterschiedlichen Strategien versuchen die optimalen Losungen
zu finden. Fur einen gegebenen Datensatz muf3 dabei nicht nur eine optimale Baumtopologie
existieren; es konnen verschiedene Topologien die Merkmalsverteilung mit gleicher Gesamt-
schrittlange wiedergeben. Parsimony-Verfahren resultieren i.d.R. in ungewurzelten Netz-
werken. Eine Wurzelung kann zur graphischen Darstellung uiber die Festlegung von Auflen-
gruppen-Taxa oder uber Midpoint Rooting nachtraglich erfolgen. Hat die Position der
Wurzel aber einen Einfluf} auf die Berechnung der Schrittlaingen, wie dies z.B. bei benutzer-
definierten, asymmetrischen Schrittmatrizen der Fall ist, so muf3 die Wurzel zuvor festgelegt
werden, oder sie wird gleichzeitig mit der Suche nach dem sparsamsten Dendrogramm er-

mittelt, womit sogar eine Wurzelung iiber Aullengruppen-Taxa ausgeschlossen sein kann.

Im Gegensatz zu einer paarweisen Distanzberechnung erfolgt bei Parsimony-Ver-
fahren eine Bewertung der Merkmale immer im Kontext aller Taxa. Wagner- und Fitch-

Parsimony beruhen nur auf einer Analyse der parsimony-informativen Merkmale, bei denen
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mindestens zweimal zwei Taxa je einen Merkmalszustand aufweisen, so da Gruppenbil-
dungen moglich sind. Variable, aber parsimony-uninformative Merkmale, bei denen eine spe-
zifische von der Mehrheit abweichende Merkmalsauspragung immer nur bei einem einzigen
Taxon auftritt, sind dabei ohne Belang. Wenn jedoch auch ein einziger Merkmalsuibergang je
nach Position der Wurzel unterschiedliche ,,Kosten* verursachten kann, wie z.B. bei asym-
metrischen Schrittmatrizen, so werden alle variablen Merkmale verrechnet. Fur jedes einzelne
parsimony-informative Merkmal 143t sich berechnen, wie gut es nach Parsimony-Kriterien in
der Topologie des uiber alle Merkmale gesehen sparsamsten Baumes wiedergegeben ist. Uber
die Werte aller einzelnen Merkmale 143t sich der gesamte Baum charakterisieren. Es finden
verschiedene Indizes Anwendung, um Homoplasie-Effekte (Parallelismen, Konvergenzen
oder Ruckmutationen) in den Dendrogrammen zu quantifizieren, die sich in der nicht-spar-
samsten Verteilung einzelner Merkmale widerspiegeln. Der Consistency-Index (CI) sowie
der rescaled Consistency-Index (RC) geben an, welcher Anteil der einzelnen Merkmale spar-
samst an einem Baum verteilt ist (KLUGE & FARRIS 1969, FARRIS 1989b), wahrend der
Homoplasy-Index (HI) umgekehrt angibt, zu welchem Anteil Merkmale nicht-sparsamst
verteilt sind (HI = 1-CI). Der Retention-Index (RI) hingegen beruicksichtigt nicht nur Homo-
plasie-Effekte, sondern zugleich in welchem Maf} gleiche Merkmalszustande auch zusammen
gruppiert werden, also als Synapomorphien auftreten (FARRIS 1989a, 1989b). In Anlehnung
an FARRIS, der die Gewichtung von Merkmalen nach ihren Consistency-Indizes im Rahmen
kladistischer Analysen einfuhrte (1969b ,,succesive weighting*), wurden solche Verfahren
von CARPENTER (1988) vorgeschlagen, um aus mehreren gleich sparsamsten Dendrogrammen
eine Topologie auszuwahlen. Hierbei wird jedes Merkmal im Anschluf3 an die Analyse ge-
mal seinem Indexwert gewichtet, mit der geanderten Matrix eine neue Analyse durchgefuhrt,
und dies solange wiederholt bis moglichst wenige oder nur ein einziges Dendrogramm resul-
tieren. Aus den gleich sparsamsten Dendrogrammen der urspriinglichen Analyse kann als
optimale Losung dasjenige ausgew#hlt werden, dessen Topologie derjenigen des sukzessiven

Gewichtungsverfahrens entspricht, das mit verschiedenen Indizes durchgefithrt werden kann.

Statistische Absicherung: Bootstrap und Jackknife

Bei der Auswertung molekularer Daten dienen als statistische Verfahren zur Bewertung der
Wabhrscheinlichkeit von in spezifischen Dendrogrammen auftretenden Gruppen bzw. Asten
haufig Resampling-Methoden wie Bootstrap und Jackknife (FELSENSTEIN 1988 S.548-53,
SWOFFORD et al. 1996 S.507-09). Hierbei werden unabhingig voneinander aus dem Original-
datensatz zufallig modifizierte Datensédtze gewonnen, aus denen wiederum Dendrogramme
erstellt werden. Die Héaufigkeit des Auftretens einer Gruppe in einem Majority-Consensus-
Dendrogramm wird als Wahrscheinlichkeits- (Unterstutzungs-)wert fur diese Gruppe bzw.

diesen Ast gewertet. Bei Bootstrap-Tests werden Stichproben mit Zurucklegen gezogen, so
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daB einzelne der Merkmale fehlen und andere entsprechend mehrfach enthalten sind, wéahrend
bei Jackknifing-Verfahren Stichproben verminderter Gro3e ohne Zuruicklegen gezogen wer-

den, so dal darin nur ein Teil der Merkmale vertreten ist.

Likelihood-Verfahren und Bayes’sche Statistik

Wie bei Parsimony-Verfahren werden auch bei Likelihood-Verfahren Optimalitatskriterien
zur Stammbaumrekonstruktion genutzt und die Merkmale direkt fur die Auswahl des am
besten passenden Dendrogrammes verwendet. Fur Sequenzdaten wurde ein praktikables
Maximum Likelihood-Verfahren erstmals 1981 (FELSENSTEIN) umgesetzt. Fur einen gegebe-
nen Datensatz wird unter allen moglichen Dendrogrammen dasjenige gesucht, dessen Wahr-
scheinlichkeit (Likelihood) am groBten ist. Bei diesen sehr rechenaufwendigen Verfahren
kommen meist heuristische Suchstrategien zum Einsatz. Fur spezifische Topologien wird
ermittelt wie wahrscheinlich es bei einem gewéhlten Evolutionsmodell ist, die Verteilung jedes
einzelnen Merkmals des Datensatzes so zu beobachten. Die Werte aller Einzelmerkmale

werden summiert und logarithmisch als Likelihood-Wert des Dendrogrammes angegeben.

In jungster Zeit wurden Likelihood-Verfahren mit Bayes’scher Statistik zur Stamm-
baumrekonstruktion popular (sieche LEwis 2001, HUELSENBECK et al. 2002). Wihrend Maxi-
mum Likelihood-Verfahren spezifisch an ein auszuwéhlendes Evolutionsmodell gekoppelt
sind, sind Bayes’sche Ansitze davon weniger abhangig. Zwar mussen auch hierbei Aus-
gangsparameter festgelegt werden, die ein Evolutionsmodell und einen meist zufallig ausge-
wahlten Baum beschreiben, aber im Verlauf der Bayes’schen Analyse werden nicht nur die
Baumtopologien sondern gleichzeitig auch die Parameter des Evolutionsmodells variiert. Bei
jedem Schritt der Analyse wird der Likelihood-Wert des jeweiligen Baumes berechnet und

vergleichend bewertet.

Bayes’sche Statistik beruht auf der Berechnung sogenannter ,,nachtraglicher Wahr-
scheinlichkeiten® (,,posterior probabilities*), wobei die Wahrscheinlichkeit einer urspriing-
lichen Annahme (,,prior believes*) aufgrund der erhobenen Daten korrigiert wird. Diese Be-
rechnung erfordert die Kenntnis der Wahrscheinlichkeiten aller theoretisch moglichen
Hypothesen. Bei phylogenetische Fragestellungen waren dies die Wahrscheinlichkeiten aller
moglichen Baumtopologien mit allen moglichen Kombinationen an Astlangen unter allen
moglichen Evolutionsmodellen. Dies ist unmoglich, und Bayes’sche Ansatze wurden als
alternative Likelihood-Verfahren fur Stammbaumrekonstruktionen erst mit der Nutzung von
Markov Chain Monte Carlo-Verfahren anwendbar, die das Problem durch Sampling-Verfah-
ren umgehen (RANNALA & YANG 1996, YANG & RANNALA 1997, MAU et al. 1999). Ausgehend
von einem gewahlten Anfangszustand wird bei jeder Generation einer Markov-Kette eine

neue Baumtopologie bzw. ein geanderter Evolutionsmodell-Parameter vorgeschlagen, der
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Wahrscheinlichkeitswert des zugehorigen Dendrogrammes ermittelt, mit demjenigen des vor-
hergehenden Zustands verglichen und daraufhin der Vorschlag entweder akzeptiert oder zu-
ruckgewiesen. Im Zuge des Sampling-Prozesses werden die Likelihood-Werte der gesam-
melten Baume verbessert, und sie pendeln sich unter stindigem Wechsel der Evolutions-
modell-Parameter und Baumtopologien auf einem stationaren Niveau ein. Bei einer geniigend
hohen Zahl an Generationen ist der Anteil, mit welchem ein spezifischer Baum in dem Samp-
ling-Verfahren besucht wird, eine Naherung fur seine nachtragliche Wahrscheinlichkeit, die
nicht errechnet werden kann. Markov-Ketten sammeln Baume geméfl der Haufigkeitsver-
teilung ihrer nachtraglichen Wahrscheinlichkeiten. Um zu verhindern, dal eine einzelne
Markov-Kette dabei in einem lokalen Optimum verbleibt, konnen mehrere Ketten miteinander
verkniipft werden (Metropolis-coupled MCMC-Verfahren oder MC”), wie dies in dem Pro-
gramm MrBayes implementiert ist (HUELSENBECK & RoNQUIST 2001a). Die Dendrogramme
mit schlechteren Likelihood-Werten aus der Anfangsphase des Sampling-Prozesses werden
im Anschluf} verworfen, und aus den Dendrogrammen gleich hochster Wahrscheinlichkeiten
kann ein Majority-Consensus als Stammbaumrekonstruktion der Bayes’schen Analyse er-
stellt werden. Die Haufigkeit, mit der einzelne Gruppen dort auftreten, gibt gleichzeitig an, wie
wahrscheinlich sie sind (,,clade credibility*). Zusatzliche statistische Verfahren zur Ermitt-
lung solcher Unterstutzungswerte konnen entfallen. Wird ein 50%-Majority-Consensus mit
allen kompatiblen Gruppen gebildet, resultiert analog zu anderen Verfahren der Stammbaum-
rekonstruktion ein vollstandig aufgelostes Dendrogramm, dessen Astlangen als Durchschnitt

aus den verrechneten Einzelbaumen gebildet werden.

2.3.4.2 Ahnlichkeitsberechnung fur die 0/1-Matrizen der RFLP-Analyse

Ahnlichkeitsanalysen der PCR-RFLP-Muster erfolgten als Distanzanalysen mit dem Pro-
grammpaket NTSYS. In dem Programm ,,Similarity Measures/Qualitative* wurden Distan-
zen als Ahnlichkeitswerte mit dem Coincidence-Index nach DICE (1945) berechnet, der als
2a/(2a+b+c) definiert ist und der Formel von NEI1 & L1 (1979) entspricht. Die resultierende
Matrix wurde anschlieend in dem Programm ,,SAHN Clustering® nach dem UPGMA-Ver-
fahren verrechnet. Um sicherzustellen, dafl alle moglichen Topologien gefunden wurden,
wurde nach Moglichkeit die ,,Find“-Option zum Verfolgen aller Clusterwege gewahlt. Die
graphische Wiedergabe der UPGMA-Dendrogramme erfolgte mit ,,Graphics/Tree Display*.
In dem Programm ,,Cophenetic* erstellte kophenetische Matrizen wurden in ,,Graphics/

Matrix Comparison* mit den ursprunglichen Distanzmatrizen verglichen.

Parsimony-Analysen der PCR-RFLP-Daten wurden mit PAUP 3.1.1 durchgefuhrt.
Wihrend Fitch- und Wagner-Parsimony-Verfahren den Verlust und Gewinn eines Restrik-

tionsfragmentes gleichsetzen, wird bei ,,Dollo“-Parsimony, einem haufig fur Restriktions-
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enzymdaten gewdhlten Ansatz (siche SWOFFORD & OLSEN 1990 S.459-61), ein unabhangiger
Gewinn der Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms an homologen Positionen ausge-
schlossen. Bei den hier verwendeten Restriktionsenzymen mit kurzen Erkennungssequenzen
(sieche Tab.2.2.4.2-1) kann jedoch der parallele Gewinn von Schnittstellen ebensowenig wie
der Verlust und Wiedergewinn einer spezifischen Schnittstelle ausgeschlossen werden. Die
Bedeutung solcher zu Homoplasien fiihrender Ereignisse bei der phylogenetischen Interpre-
tation von Restriktionsenzymdaten wird bei TEMPLETON (1983) ausfuhrlich erlautert. In dieser
Arbeit wurde daher der Merkmalstyp ,,user-defined* gewahlt und mit einer asymmetrischen
Schrittmatrix gearbeitet, die den Verlust eines Restriktionsfragmentes wahrscheinlicher macht
als seinen Gewinn, diesen aber mehrfach zulaft. Die Kosten fur den Gewinn eines Fragmen-
tes wurden aufgrund der Lénge der Erkennungssequenzen auf das Vierfache der Kosten fur
den Verlust festgesetzt (Ubergang nach 1: 4, nach 0: 1). Der benutzerdefinierte Merkmalstyp
mit asymmetrischer Schrittmatrix fuhrt immer zu gewurzelten Dendrogrammen, so daf} eine
Wurzelung nur iiber die Wahl des ,,Standard-Vorfahren* moglich war, bei dem gilt: alle
Merkmale als fehlende Daten (,,missing data* = ?). Bei der Ermittlung des sparsamsten
Baumes aus allen moglichen gewurzelten Topologien werden dabei die Merkmalszustinde
dieses ,,Standard-Vorfahren* nach Parsimony-Grundsiatzen so rekonstruiert, dal moglichst
wenig Schritte notig sind. Hierfur wurde die Funktion ,,ACCTRAN® gewahlt. Zum Auffin-

den des/der sparsamsten Baume mit heuristischen Suchverfahren wurden folgende Ein-

stellungen gewahlt: collapse branches (of zero-length) off, starting trees by stepwise addition,
addition sequence random, 100 replicates, hold 10 trees each step, swapping algorithm TBR,

MulTrees on, use steepest descent on, keep, save and swap on best trees only.

Um den Einfluf} der verschiedenen Enzyme zu testen, wurden gezielt die RFLP-Daten
einzelner Enzyme von den Berechnungen ausgeschlossen und nur jeweils die Daten von funf
der sechs Restriktionsenzyme verrechnet. In Anlehnung an den zufalligen Ausschluf} einzel-
ner Merkmale bei Jackknifing-Verfahren erster Ordnung wird dieses Vorgehen hier als

»Enzym-Jackknifing* bezeichnet.

2.3.4.3 Phylogenetische Analyse von Sequenzdaten

Analysen der Sequenzdaten erfolgten mit Distanzmatrix-, Parsimony- und Likelihood-Ver-
fahren. Distanzmatrizen wurden mit unterschiedlichen Koeffizienten errechnet, aber immer
mit dem Neighbor-Joining-Algorithmus in Dendrogramme uberfithrt. Parsimony-Analysen
wurden mit dem Merkmalstyp ,,unordered* durchgefuihrt. Als Likelihood-Verfahren wurde
der Bayes’sche Ansatz verwendet. Alle so erstellten Dendrogramme sind priméar ungewurzelt

und wurden meist itber AuBengruppen-Taxa oder Midpoint Rooting nachtraglich gewurzelt.
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2.3.4.3.1 Vergleich.der Domane | der. 26S rDNA innerhalb der Gattung

Fur eine Ahnlichkeitsanalyse der Sequenzen der Domane I der 26S rDNA der hier unter-
suchten Stimme untereinander und im Verhiltnis zu Exobasidium-Referenzsequenzen wurde
ein in MacClade erstelltes Alignment manuell optimiert. Informationen zu diesen Referenz-
sequenzen bzw. Stimmen (auler AJ406400) finden sich in den Arbeiten von BEGEROW et al.
(1997, 2001, 2002a). Die folgenden in GENBANK verfugbaren Exobasidium-Sequenzen wur-

den verwendet:

E. arescens Nannf. AF352057
E. bisporum Sawada ex Ezuka AF487386
E. gracile (Shirai) Syd. AF487387
E. japonicum Shirai AF487388
E. karstenii Sacc. & Trotter AF487389
E. myrtilli Siegm. AF487390
E. oxycocci Rostr. ex Shear AF487391
E. pachysporum Nannf. AF487392
E. pieridis-ovalifoliae Sawada AF487393
E. reticulatum Ito & Sawada AF487394
E. rhododendri (Fuckel) C.E.Cramer AF009856
E. rostrupii Nannf. AF009857
E. shiraianum Henn. AF487395
E. sundstroemii Nannf. AF487396
E. symploci-japonicae Kusano & Tokubuchi AF487397
E. vaccinii (Fuckel) Woronin, Stamm RB 945 AF009858
E. vaccinii (Fuckel) Woronin AJ406400
E. cf. vaccinii, Stamm RB 2073 AF487398
E. yoshinagai Henn. AF487399

Die Analysen wurden mit PAUP* 4.0b10 erstellt. Es wurde keine AuBengruppe ein-
bezogen. Parsimony-Analysen wurden mit heuristischen Suchverfahren durchgefuhrt, wobei
Gaps als zusiatzlicher Merkmalszustand (,,funfte Base*) oder als fehlende Daten (= ?) be-
handelt wurden. Parsimony-Settings: collapse branches (if maximum length is zero) on,

transformation = MINF. Heuristic-Settings: starting trees by stepwise addition, addition

sequence random, 1.000 replicates, hold 1 tree each step, swapping algorithm TBR, MulTrees
on, use steepest descent off, swap on best trees only. Im Anschlul wurden Aste mit einer
maximalen Lange von O kollabiert, die Dendrogramme entsprechend zusammengefal3t
(,,condense“-Funktion). Distanzanalysen mit unterschiedlichen Distanzkoeffizienten und
Neighbor-Joining wurden mit den Default-Einstellungen durchgefuhrt, jedoch mit ,,break ties
randomly*. Fur fehlende Daten einschlieBlich Gaps wurde die Option ,,distributed propor-

tionally to unambiguous changes* gewiahlt. Bootstrap- und Jackknifing-Berechnungen wur-
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den mit 1.000 Wiederholungen durchgefuhrt. Jackknife-Einstellungen wurden nach WEDIN et
al. (2000) gewahlt: delete 36,79%, ,,JAC*-Emulation. Die Berechnungen erfolgten prinzi-

piell mit den gleichen Einstellungen wie die eigentlichen Parsimony- bzw. Distanzanalysen.
Bei Parsimony wurde auch ,,full heuristic search® gewihlt, jedoch wurde abweichend von
oben ,,MulTrees* off eingestellt, und es wurden nur 50 ,random addition sequence

replicates durchgefuhrt.

Auch fur die umfassendere phylogenetische Analyse der Doméne I wurde ein in MacClade
erstelltes Alignment manuell optimiert. Als Vergleichssequenzen aus GENBANK wurden Ver-

treter der Exobasidiomycetidae und der Ustilaginomycetidae ausgew#hlt:

Arcticomyces warmingii (Rostr.) Savile AF487380
Clinoconidium bullatum Syd. AF487383
Conidiosporomyces ayresii (Berk.) Vanky & R.Bauer AF009848
Dicellomyces scirpi Raitv. AF487385
Doassansia epilobii Farl. AF007523
Doassansiopsis deformans (Setch.) Dietel AF009849
Doassinga callitrichis (Liro) Vanky, R.Bauer & Begerow AF007525
Eballistra oryzae (Syd. & P.Syd.) R.Bauer, Begerow, A.Nagler & Oberw.
AF229353
Entyloma calendulae (Oudem.) de Bary AJ235296
Entyloma ficariae A.A.Fisch.Waldh. AJ235295
Entyloma polysporum (Peck) Farl. AF007529
Erratomyces patelii (Pavgi & Thirum.) M.Piepenbring & R.Bauer ~ AF009855
Georgefischeria riveae Thirum. & Naras. AF009861
Graphiola cylindrica Kobayasi AF487400
Graphiola phoenicis (Moug.) Pat. AF009862
Ingoldiomyces hyalosporus (Massee) Vanky AF133576
Jamesdicksonia ischaemiana (Thirum.) R.Bauer, Begerow, A.Nagler & Oberw.
AF229355
Kordyana tradescantiae (Pat.) Racib. AF487402
Laurobasidium lauri (Geyl.) Julich AF487403
Malassezia furfur (C.P.Robin) Baill. AF063214
Malassezia sympodialis R.B.Simmons & E.Guého AJ249953
Microstroma album (Desm.) Sacc. AF352052
Microstroma juglandis (Berenger) Sacc. AF009867
Muribasidiospora indica Kamat & Rajendren AF352058
Nannfeldtiomyces sparganii (Lagerh.) Vanky AF133578

Pseudozyma antarctica (Goto, Sugiy. & lizuka) Boekhout AJ235301
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Rhamphospora nymphaeae D.D.Cunn. AF007526
Rhodotorula bacarum (Buhagiar) Rodr.Mir. & Weijman AF352055
Sporisorium sorghi Ehrenb. ex Link AF009872
Sympodiomycopsis paphiopedili Sugiy., Tokuoka & Komag. AF352054
Tilletia caries (DC.) Tul. & C.Tul. AJ235307
Tilletiaria anomala Bandoni & B.N.Johri AJ235284
Tilletiopsis albescens Gokhale, Stamm CBS 608.83 AJ235289
Tilletiopsis flava (Tubaki) Boekhout, Stamm CBS 401.84 AJ235285
Tilletiopsis fulvescens Gokhale, Stamm NB 244 AJ235281
Tilletiopsis minor Nyland, Stamm CBS 346.33 AJ235286
Tilletiopsis pallescens Gokhale, Stamm CBS 438.90 AJ235291
Tilletiopsis washingtonensis Nyland, Stamm CBS 605.83 AJ235279
Ustilago maydis (DC.) Corda L.20287
Volvocisporium triumfetticola (M.S.Patil) Begerow, R.Bauer & Oberw.
AF352053

Zusitzlich wurden als AuBengruppen-Taxa nach den Ergebnissen der phylogene-
tischen Analyse von BEGEROW et al. (1997) zwei Vertreter der Entorrhizomycetidae gewihlt:

AF009851
AF009852.

Entorrhiza aschersoniana (Magnus) De Toni
Entorrhiza casparyana (Magnus) De Toni

Parsimony- und Distanzmatrixverfahren sowie die zugehorigen Bootstrap- und
Jackknifing-Berechnungen wurden weitgehend wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben
mit PAUP* 4.0b10 durchgefuhrt. Da hier jedoch mit Aulengruppen-Taxa gewurzelt wurde,
konnte bei Parsimony-Analysen fur die Merkmalsrekonstruktion ,transformation =
ACCTRAN* gewidhlt werden, und Gaps wurden ausschlieBlich als fehlende Daten (= ?)
kodiert. Bei Bootstrap- und Jackknifing-Berechnungen wurden bei Parsimony hier 100
»~random addition sequence replicates* eingestellt. Das Resampling fur Distanzanalyse nach
dem Maximum Likelihood-Modell wurde wie oben ebenfalls mit 1.000 Wiederholungen
durchgefuhrt, bei allen anderen Koeffizienten waren es jedoch 10.000. Im Rahmen der
Parsimony-Analysen wurde zusitzlich ein ,,Sukzessive Weighting® eingesetzt, bei dem die

individuelle Gewichtung der Einzelmerkmale nach ihren Consistency-Indizes erfolgte.

Dieser 26S rDNA-Datensatz wurde zusatzlich mit MrBayes 2.01 mit den Default-
Einstellungen der ,,prior probabilities* analysiert. Nachdem in einer Voranalyse die Anzahl
Generationen der Markov-Ketten zum Erreichen des gleichbleibenden Niveaus an Likeli-
hood-Werten (der sogenannte ,,Burnin®) auf ca. 50.000 bestimmt worden war, wurde die
endgultige Analyse mit mehr als der zehnfachen Anzahl durchgefuhrt. Likelihood-Settings
(entsprechend GTR-Modell): Substitutionstypen 6, Verteilung der Substitutionshaufigkeiten
»among-site rate variation gamma. MCMC-Settings: Generationen 600.000, gespeichert
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mit Astlangen jeder 100. Baum, Anzahl Ketten 4. Anhand der Parameter-Tabellen und durch
graphischen Auftrag der Likelihood-Werte (Abb.2.3.4.3.2-1) wurde im Anschluf3 der end-
gultige Burnin bei Baum 701 festgesetzt. Damit gehen 5.300 Baume in den Consensus ein.

Nach-Analyse-Settings: Burnin 701, Consensus mit allen kompatiblen Gruppen. Der

resultierende Tree-File wurde in dem Programm TreeView (PAGE 2000) graphisch aufbereitet

und uber die AuBlengruppen-Taxa gewurzelt.
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Abb.2.3.4.3.2-1 Bayes’sche Analyse: Likelihood-Werte zur Festlegung des Burnin.

Fur die Analyse von 18S rDNA-Sequenzen wurde manuell im Olsen-Editor ein Alignment

erstellt. Als Vergleichssequenzen aus GENBANK wurden Vertreter aller drei Klassen der Basi-

diomycota ausgewihlt:
Agaricus bisporus (J.E.Lange) Pilat L36658
Hirneola auricula-judae (L.) Berk. 122254
Boletus satanas Rostk. M94337
Cronartium ribicola A.Dietr. M94338
Dacrymyces stillatus Nees L22258
Erythrobasidium hasegawianum Hamam., Sugiy. & Komag. D12803
Graphiola cylindrica Kobayasi D63929
Graphiola phoenicis (Moug.) Pat. D63928
Microbotryum violaceum (Pers.) G.Deml & Oberw. U77062
Rhodosporidium toruloides Banno D12806
Russula compacta Frost U59093

Schizophyllum commune (L.) Fr. X54865
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Tilletia caries (DC.) Tul. & C.Tul. U00972
Tilletiaria anomala Bandoni & B.N.Johri D83193
Tilletiopsis albescens Gokhale, Stamm JCM 5182 = CBS 608.83 D83188
Tilletiopsis flava (Tubaki) Boekhout, Stamm JCM 5186 = CBS 401.84

D82819
Tilletiopsis minor Nyland, Stamm JCM 8361 = CBS 543.50 D83190
Tilletiopsis pallescens Gokhale, Stamm JCM 5230 = CBS 606.83 D83191
Tremella foliacea Pers. 1L.22262
Ustilago hordei Bref. U00973
Ustilago maydis (DC.) Corda X62396

Auf die Einbeziehung einer zusitzlichen Aulengruppe wurde verzichtet, da die Ver-
treter der Hymeno- und Urediniomycetes als ausreichend erachtet werden, um die Stellung

der hier analysierten Exobasidium-Stamme innerhalb der Exobasidiomycetidae zu ermitteln.

Parsimony- und Distanzmatrixanalysen sowie die zugehorigen Bootstrap- und Jack-
knifing-Berechnungen wurde mit PAUP* 4.0b2 ahnlich wie in Kapitel 2.3.4.3.1 beschrieben
durchgefuhrt. Bei Parsimony wurde jedoch ,,collapse zero branches* off sowie ,,steepest
descent” on gewihlt, aber dafur nur 500 ,,random addition sequence replicates* durch-
laufen. Gaps wurden ausschlieBlich als fehlende Daten (= ?) kodiert. Resampling-Verfahren
wurden immer mit 10.000 Wiederholungen durchgefuhrt, bei Parsimony jedoch nur 10

,random addition sequence replicates* und als ,,swapping algorithm* SPR eingestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Gruppierung der Stamme nach PCR-RFLP-Daten des
5’-Bereichs der 26S rDNA

3.1.1 DNA-Isolierung und PCR-Erfolg

Die quantitative und qualitative DNA-Ausbeute von DNA-Isolierungen wurde uiber Agarose-
gelelektrophoresen abgeschitzt. Danach erbrachten gut 50% aller durchgefihrten DNA-
Isolierungen qualitativ hochwertige DNA mit FragmentgroBen iiber 10 kb, von denen einige
(1/7) allerdings zusatzlich auch schon starker gescherte DNA aufwiesen. Etwa 15% der
DNA-Isolierungen resultierten ausschlieBlich in stiarker gescherter DNA und rund 35% blie-
ben ganz ohne im Gel sichtbare DNA. Es war kein Unterschied zwischen den beiden ver-
wendeten ZellaufschluBmethoden auffallend. Auch konnte keine eindeutige Korrelation zwi-
schen spiterem PCR-Erfolg und der nach den Gelbildern beurteilten DNA-Quantitat und -
Qualitat festgestellt werden. Qualitativ hochwertige DNAs ergaben zu 93% PCR-Produkte.
Aber selbst aus Proben, die keine im Gel sichtbare DNA enthielten, lie} sich in etwas mehr
als der Halfte der Fille der gewiinschte rDNA-Abschnitt amplifizieren. Bei einem konstanten
Volumen von DNA-Losung (10 ul) in den 25 ul-PCR-Ansitzen ergaben DNA-Verdunnun-
gen von 1:100 oder 1:1.000 unabhéngig von der Ausgangsqualitit meist die besten Ergeb-
nisse. Verdinnungen von 1:10 oder 1:10.000 brachten vereinzelt PCR-Erfolge. Haufig resul-
tierte nur aus einer einzigen DNA-Verdinnung eine gute Amplifikation. Beispielhaft zeigt
dies Abb.3.1.1-1 an vier DNAs, von denen parallel zwei unterschiedliche Verdinnungen ge-

testet wurden.

Frisch isolierte DNAs lieBen sich am besten amplifizieren. Die Wiederholung einer
PCR-Reaktion in kurzem zeitlichen Abstand ergab meistens ein dhnliches Ergebnis, aller-
dings teilweise mit unterschiedlicher Intensitit. Bei den durchgefuhrten DNA-Minipripara-
tionen handelt es sich um Gesamtnukleinsaure-Isolierungen. Dementsprechend waren auf
den DNA-Kontrollgelen haufig niedermolekulare RNA-Fraktionen (mRNAs, tRNAs) und/
oder rRNA-Banden zu erkennen, und bei einigen Proben, die in den PCR-Ansdtzen Schwie-
rigkeiten bereiteten, wurde nachtraglich eine RNase-Behandlung durchgefuhrt. Aber auch
dieser zusatzliche Schritt brachte keine Verbesserung der PCR-Ergebnisse. Bei allen PCR-
Ansitzen wurde als Letztes eine Negativkontrolle pipettiert. Da nie PCR-Produkte in diesen
Negativkontrollen auftraten, konnen Kontaminationen der PCR-Ansitze beim Pipettieren

oder durch die verwendeten Losungen ausgeschlossen werden. Als Kontrolle wurde bei einer
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DNA-Isolierung eine Agarprobe ,,mitbehandelt®, da die DNA-Praparationen aus Kulturen
direkt von Agarplatten erfolgten. AnschlieBende PCRs waren negativ und bestatigten, daf3 der
Agar keine amplifizierungsfahige DNA beinhaltete.
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Abb.3.1.1-1: Kontrollgel eines PCR-Ansatzes mit Primerpaar LROR/LR9: Bei-
spiele fur den EinfluB verschiedener DNA-Verdiinnungen auf den
PCR-Erfolg. 0,7%-iges Agarosegel in 1x TAE. In CAM geometrisch
korrigiert, mit Image Filtern behandelt, Kontrast verstarkt, gespeicherter tif-
File. Bildausschnitt, inverse Darstellung. DNA-GroB3enstandard (M) = 1kb
DNA-Leiter, Stammnummern angegeben, negativ = Spuren ohne erfolg-
reiche Amplifikation, neg.K. = Negativkontrolle. Bei den vier Parallel-
ansatzen sind die Verdiinnungsstufen angegeben.

3.1.2 PCR-ProduktgroBen des 5’-Bereichs der 26S rDNA

Mit dem Primerpaar LROR/LR9 wurde fur spatere RFLP-Analysen der 5°-Bereich der
26S rDNA (siehe Tab.2.2.3.1-1 und Anhang II) bei verschiedenen Stimmen der Gattung
Exobasidium amplifiziert. Die PCR-Produkte der Exobasidium-Stamme wiesen unterschied-
liche Groflen auf, die alle zwischen der 2.036 und der 3.054 bp groBen Bande der 1kb DNA-
Leiter lagen. Nur iiber gro3e Gele mit langerer Trennstrecke lieBen sich die PCR-Produkte in

funf Grofenklassen mit ungleichmafligen Abstinden einteilen. Diesen PCR-Produktgrofen-
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klassen werden folgende Groen zugeordnet: 2.2, 2.5, 2.6, 2.8 und 2.9 kb (Abb.3.1.2-1). Zur
Zuordnung einzelner PCR-Produkte zu einer Groenklasse war neben dem Vergleich mit den
DNA-GroBenstandards vor allem auch der interne Vergleich der PCR-Produkte
untereinander wichtig. Die auf rund 100 bp geschatzten Abstande zwischen den 2.5 und 2.6
bzw. den 2.8 und 2.9 kb grolen PCR-Produkten wurden in routinemafig durchgefuhrten,
kleinen Kontrollgelen (Abb.3.1.2-2) nicht aufgetrennt, wodurch dort der Eindruck von nur
drei PCR-Produktgroflen erweckt wird.
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Abb.3.1.2-1:  26S rDNA PCR-Produkte mit dem Primerpaar LROR/LRY in einem
gut auftrennenden Gel mit langer Trennstrecke. 0,8%-iges
Agarosegel in 1x TAE. In CAM geometrisch korrigiert, mit Image Filtern
kontrastiert, gespeicherter tif-File. Bildausschnitt, inverse Darstellung.
DNA-GroBenstandard (M) = 1kb DNA-Leiter, Stammnummern ange-
geben. In dem speziell zur Grolenbestimmung der PCR-Produkte an-
gefertigten Vergleichsgel werden alle funf PCR-ProduktgroBen auf-
getrennt.

Insgesamt konnte der 5’-Bereich der 26S rDNA von 51 Exobasidium-Stammen er-
folgreich amplifiziert werden (Tab.3.1.2-1). Darunter waren von zwei Pilz-Isolaten auch je
zwei parallel in verschiedenen Stammsammlungen gehaltene Kulturen (PB 393 = RBF 1008
und CBS 153.85 = RBF 725). Die zusammengehorigen Kulturen hatten jeweils identische
PCR-Produktgrofen. Ein homologes PCR-Produkt von Saccharomyces cerevisiae mit dem
Primerpaar LROR/LRO - berechnet nach dem GENBANK-Eintrag JO1355 (siehe Anhang ) -
hat eine GroBe von 2.179 bp. Die kleinsten bei den Exobasidium-Stimmen auftretenden

Amplifikate in der 2.2 kb-GroBenklasse stimmen also mit der im Vergleich zu Saccharo-
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myces cerevisiae zu erwartenden PCR-Produktgrofe iiberein. Dies trifft fur 15 Exobasidium-

Stamme zu, wahrend 36 Stimme groflere PCR-Amplifikate ergaben.

Abb.3.1.2-2:
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26S rDNA PCR-Produkte mit dem Primerpaar LROR/LRY in dem
Kontrollgel eines PCR-Ansatzes mit kurzer Trennstrecke. 1,5%-iges
Agarosegel in 1x TAE. In CAM geometrisch korrigiert, gespeicherter tif-
File. Bildausschnitt, inverse Darstellung. DNA-GroBenstandard (M) = 1kb
DNA-Leiter, Stammnummern angegeben, neg.K. = Negativkontrolle.
PCR-Produkte mit geringeren Grofenunterschieden werden in solchen
Gelen nur unvollstandig aufgetrennt. Die Banden mit 2.5 kb (o) und 2.6 kb
(x) sind nicht unterscheidbar, die ibrigen PCR-Produkte auf diesem Bild
sind 2.2 bzw. 2.8 kb grof.

Die meisten Wirtsgattungen und selbst Wirtsarten der untersuchten Exobasidien

finden sich in mehreren PCR-Produktgrofenklassen. Bei den Stammen der 2.2 kb-GroB3en-

klasse treten als Wirte verschiedene Vaccinium- und Rhododendron-Arten auf, wie in der

2.6 kb-GroBenklasse, wo zusatzlich Menziesia ferruginea vertreten ist. Menz. ferruginea ist

auch Wirt bei Stammen der 2.9 kb-GroBenklasse, wie auch Andromeda polifolia und Thea

sinensis. Die 2.5 kb- und die 2.8 kb-GroBenklassen werden ausschlieBlich von Stimmen mit

Wirten aus der Gattung Vaccinium gebildet.

Tab.3.1.2-1:

Die funf GroBenklassen der 26S rDNA PCR-Produkte mit dem
Primerpaar LROR/LR9 bei Exobasidium-Stammen. Sortiert nach
PCR-Produktgrofle, Wirtspflanze und Stammnummer. Entsprechende
PCR-Produkte sind in Abb.2.3.1.2-1, Abb.3.1.1-1, Abb.3.1.2-1 und -2 zu
sehen.
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Stamm Wirt 2.2kb 2.5kb 2.6kb 2.8kb 2.9kb
FO 24040-3 E. rhododendri Rh. ferrugineum +
FO 31767 E. rhododendri Rh. ferrugineum +
PB 4381 E. rhododendri Rh. hirsutum +
PB 2857e E. rhododendri Rh. x infermedium | +
PB 5634 E. rhododendri Rh. x infermedium | +
PB 4898-3 E. rhododendri Rh. spec. +
PB 4898-7 E. rhododendri Rh. spec. +
PB 4898-9 E. rhododendri Rh. spec. +
PB 4898-16 E. rhododendri Rh. spec. +
PB 4898-19 E. rhododendri Rh. spec. +
PB 3276 E. oxycocci V. oxycoccos +
PB 383 E. vaccinii V. uliginosum +
PB 393 = RBF 1008 E. vaccinii V. vitis-idaea +
RBF 1008 = PB 393 E. vaccinii V. vitis-idaea +
RBF 726 E. juelianum V. vitis-idaea +
CBS 183.56 E. vaccinii V. vitis-idaea +
FO 31761 E. myrtilli V. vitis-idaea +
PB 394 E. myrtilli V. vitis-idaea +
PB 1834 E. myrtilli V. vitis-idaea +
PB 3385 E. myrtilli V. vitis-idaea +
PB 4143 E. myrtilli V. vitis-idaea +
RBF 727 E. juelianum V. vitis-idaea +
RBF 763 E. vaccinii V. vitis-idaea +
RBF 765 E. vaccinii V. vitis-idaea +
CBS 153.85=RBF 725 E. japonicum Rh. indicum +
RBF 725 =CBS 153.85 E. japonicum Rh. indicum +
PB 3684 E. japonicum RA. indicum cult. +
RBF 724 E. japonicum Rh. indicum +
PB 4864-3 E. rhododendri Menz. ferruginea +
PB 4864-4 E. rhododendri Menz. ferruginea +
CBS 157.85 E. shiraianum Rh. degronianum +
FO 24040-2 E. rhododendri Rh. ferrugineum +
PB 4163 E. rhododendri Rh. ferrugineum +
PB 4380 E. rhododendri Rh. ferrugineum +
CBS 240.50 E. rhododendri Rh. hirsutum +
PB 4898-17 E. rhododendri Rh. spec. +
PB 4898-18 E. rhododendri Rh. spec. +
PB 1828 E. vaccinii V. myrtillus +
FO 31778 E. vaccinii V. uliginosum +
PB 4153 E. vaccinii V. uliginosum +
RBF 737 E. pachysporum | V. uliginosum +
PB 3277 E. vaccinii V. macrocarpum +
FO 31777 E. vaccinii V. oxycoccos +
PB 3275 E. vaccinii V. oxycoccos +
RBF 746 E. rostrupii V. oxycoccos +
PB 5635 E. karstenii And. polifolia +
RBF 729 E. karstenii And. polifolia +
RBF 732 E. karstenii And. polifolia +
RBF 733 E. karstenii And. polifolia +
PB 4864-2 E. rhododendri Menz. ferruginea +
CBS 156.85 E. reticulatum Thea sinensis +
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kb-Bestimmung der 26S rDNA PCR-Produkte mit CAM

Zusatzlich zu der manuellen Auswertung wurde eine kb-Bestimmung mit dem Programm
CAM durchgefuhrt, da fur die Berechnung der Summen der Restriktionsfragmentlangen bei
den PCR-RFLP-Auswertungen (siehe Kapitel 3.1.3.1.3) moglichst genaue Referenzwerte
zum Vergleich von PCR-Produktgro3e und Summe der Fragmentlangen benotigt wurden.
Die GroBle der 26S rDNA PCR-Produkte der untersuchten Exobasidium-Stamme wurde in
13 reprasentativen Gelbildern mit CAM bestimmt (Anhang V). Dabei stellten sich z.T. deut-
liche Abweichungen bei den bestimmten bp-Werten verschiedener PCR-Produkte eines
Stammes heraus. Der maximal festgestellte, prozentuale Unterschied (= die Differenz zwi-
schen maximalem und minimalem Wert eines Stammes bezogen auf dessen Minimalwert) in
einem Gel betragt fast 4% (Anhang V, Gel 11: PB 2857¢ oder auch RBF 746). Der maximal
festgestellte, prozentuale Unterschied zwischen verschiedenen Gelen hingegen betragt um
11% (Anhang V: letzte Spalte). Um diese Abweichungen besser beurteilen zu konnen, wur-
den die bp-Werte fur DNA-Fragmente definierter Grofle bestimmt - namlich fur die Banden
der in den Gelen zur geometrischen Korrektur mitlaufenden zusatzlichen Spuren der DNA-
Grofenstandards (reprasentative Beispiele in Anhang VI). Im relevanten Grofenbereich von
1-4 kb treten hier Abweichungen bis zu + 5% zwischen den mit CAM ermittelten Grofen
und den tatsichlichen Fragmentgro3en der Marker auf. In PCR-Produktgelen mit der
1kb DNA-Leiter als DNA-GroBenstandard wurde die 3.054 bp-Bande mit Abweichungen
von +5,08% bis -2,69% und die 2.036 bp-Bande mit Abweichungen von +3,05% bis -2,06%
bestimmt. In Gelen mit langeren Trennstrecken sind geringere Abweichungen festzustellen
als in solchen mit kurzer Auftrennung. Von einem 3.000 bp grolen PCR-Produkt konnten
bei + 5% Differenz damit Werte von rund 2.850 bp bis zu etwa 3.150 bp ermittelt werden.
Die so abgeschatzte Ungenauigkeit der kb-Bestimmung mit CAM in einfachen Agarosegelen
erklart auch die gefundenen Abweichungen bei den Bestimmungen der PCR-Produktgrof3en
eines Stammes und unterstreicht die Bedeutung der schon bei der manuellen Auswertung
erwahnten direkten Vergleichsmoglichkeiten, die nur durch interne Standards zwischen
verschiedenen Gelen gegeben sind. Auf wenige Basenpaare genaue Groflen lassen sich auch
mit Hilfe dieses Programmes nicht sicher bestimmen. Die kb-Bestimmungen mit CAM
widersprechen den Zuordnungen der PCR-Produkte zu den funf GroBenklassen nicht. Vor
allem bei den groBeren Gelen mit langerer Auftrennung bestitigen die CAM-Werte die

manuell abgeschatzten Groflen (Anhang V, Gele 1 bis 3).
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3.1.3 PCR-RFLP-Analysen des 5’-Bereichs der 26S rDNA

Der mit dem Primerpaar LROR/LRY amplifizierte 5’-Bereich der 26S rDNA wurde in sechs
parallelen Ansatzen mit unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen hydrolysiert (Beispiele
in Abb.3.1.3-1). Fur eine systematisch-phylogenetische Analyse der bei der elektrophore-
tischen Auftrennung der Fragmente entstehenden Muster ist eine exakte Auswertung der
Gelbilder Voraussetzung, um Aussagen uber identische RFLP-Muster bei verschiedenen
Stammen zu treffen und um Ahnlichkeitsberechnungen zwischen unterschiedlichen RFLP-
Mustern durchzufuhren. Daher werden im folgenden vor der Auswertung der PCR-RFLP-
Muster die CAM-Bearbeitungen (kb-Bestimmung, 1D-Analyse) zur genauen Charakteri-
sierung der einzelnen Restriktionsfragmente, sowie die zur Kontrolle wichtigen Berech-

nungen der Summen der Fragmentlangen, dargestellt.

3.1.3.1 Charakterisierung der Restriktionsfragmente und -muster

3.1.3.1.1  Zur. Genauigkeit der FragmentgroBenbestimmung in der VisiGel-Matrix

Bei der GroBlenbestimmung der PCR-Produkte im vorhergehenden Kapitel wurde die Unge-
nauigkeit der kb-Bestimmung in normalen Agarosegelen angesprochen. Zur Minimierung
der Ungenauigkeiten wurden die PCR-RFLP-Gele mit der VisiGel-Matrix durchgefuhrt, die
ein besseres Auftrennungsverhalten bei Grofien bis etwa 1 kb besitzt. Abschatzungen der
Abweichungen der kb-Bestimmung in CAM wurden auch hier anhand der Fragmente der
1kb DNA-Leiter vorgenommen sowie durch Vergleiche der Fragmente der internen
Standards. Als drittes wurde noch der Einflul der Bandenmarkierungen in der Markerspur

bei der Erstellung der Eichkurve gepriift.

1) Nachbestimmung der Fragmente des DNA-Grofienstandards

Die nachbestimmten GroBlen der Fragmente der 1kb DNA-Leiter eines ausgewahlten Gel-
laufes ohne groBere ,,.Smiling*-Effekte, der uber funf Markerspuren auch gut geometrisch
korrigiert werden konnte, sind in Anhang VII aufgelistet. Im Bereich unter 500 bp Grofe ist
die kb-Bestimmung in der VisiGel-Matrix mit Abweichungen bis zu + 1,5% relativ genau
moglich. Die 75 bp-Bande war hierbei die einzige Ausnahme, wenn sie nicht so scharf fokus-
siert war wie die Banden groflerer Fragmente (= 2,7%). Die Fragmente von 506 und 517 bp
Grofe wurden im allgemeinen schlechter bestimmt. Diese dicht beieinander liegenden Ban-

den beeinflussen sich gegenseitig in ihrem Laufverhalten, so dal Abweichungen von -5,7%
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bis +2,5% zu beobachten waren. Grolere Abweichungen finden sich erwartungsgemal} bei

dem 1.018 bp groBen Fragment (bis zu + 8%).

2) Vergleich der Fragmentgrofien interner Standards

In den PCR-RFLP-Gelen waren Parallelansédtze derselben Proben auf mehreren Gelen als
interne Standards aufgetragen worden. Bei zwei getrennten Gellaufen wurde der prozentuale
Unterschied bei der Grolenbestimmung dieser Fragmente ermittelt (= die Differenz bezogen
auf den Minimalwert, Anhang VIII). Die Unterschiede lagen meist unter 3%, wie dies nach
den festgestellten Abweichungen bei den Markerbanden zu erwarten war. Auch die maxi-

malen Unterschiede (8-9%) liegen innerhalb der oben ermittelten Abweichungen.

Abb.3.1.3-1:  PCR-RFLP-Muster von Exobasidium-Stammen. Mit drei Gelbildern
(VisiGel-Matrix) werden bei 11 Stammen die sechs parallelen RFLP-
Analysen der PCR-Produkte des Primerpaares LROR/LRY gezeigt. DNA-
GroBenstandard (M) = 1kb DNA-Leiter, Stammnummern angegeben, * =
nicht vollstandig hydrolysierte PCR-Produkte (nicht auswertbar - die
Hydrolysen wurden wiederholt). Die Gelbilder sind geometrisch korrigiert,
invertiert und Kontrast verstarkt. Durch nicht speicherbare Bildschirmein-
stellungen sind die Banden unter ca. 150 bp GroBe bei den CAM-
Analysen deutlicher erkennbar.
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3) Abhangigkeit der FragmentgrofSenbestimmung von der Eichkurve

Die Festlegung der Banden innerhalb der Markerspur, die als ,,Standard*“ bei der CAM-
Auswertung definiert wird, muf3 Einfluff auf die Bestimmung der FragmentgroBen haben, da
aus diesen markierten Banden die Eichkurve fur die kb-Bestimmung errechnet wird (siehe
dazu Kapitel 2.3.1.4). Anhand eines PCR-RFLP-Gelbildes wurde dieser Effekt uberprift,
indem drei unterschiedliche Eichkurven definiert und jeweils die Fragmentgroflen von 15 aus-
gewahlten Banden bestimmt wurden, welche das Groenspektrum der in den PCR-RFLP-
Analysen auftretenden Fragmente abdecken (Anhang IX). Im GroBenbereich von etwa 100
bis 1.000 bp zeigen sich nur geringste Unterschiede bei den bestimmten Fragmentgroflen
(unter 1%). Betrachtet man jedoch sehr kleine oder auch groflere Fragmente im Randbereich
der Eichkurven, wo die Groflen z.T. tiber eine Extrapolation bestimmt werden, so nehmen die
Unterschiede deutlich zu (bis 13%). Die Definition der Eichkurven ist damit neben den Auf-
trennungseigenschaften der Gele ein zweiter Faktor, der sich auf die kb-Bestimmung in CAM
auswirkt. Es wurden daher bei den Gelauswertungen zur Berechnung der jeweiligen Eich-
kurve alle irgend markierbaren Markerbanden herangezogen, um den jeweiligen Auftren-

nungsverhaltnissen entsprechende Eichkurven zu erhalten.

Die bp-Bestimmung mit CAM in den PCR-RFLP-Gelen der VisiGel-Matrix ist
wesentlich genauer als bei den PCR-Gelen mit normalen Agarosen. Unter Zuhilfenahme der
verschiedenen Methoden zur Abschédtzung der Ungenauigkeit konnten in den PCR-RFLP-
Gelen die Fragmentgrofen relativ genau bestimmt und zugeordnet werden. Bei der Charak-
terisierung der Fragmente aller Restriktionsmuster in der 0/1-Matrix wurden die bp-Werte
der einzelnen Fragmente auf Abstande von funf Basenpaaren genau angegeben (siehe Tab.
3.1.3.3-1). Die Zuordnung von fast gleich grolen Restriktionsfragmenten in verschiedenen
Gelen ausschlielich aufgrund ihrer in CAM bestimmten GroBe ist aber auch mit der Visi-
Gel-Matrix nicht immer eindeutig, weshalb der Einsatz interner Standards fur die Auswertung
der RFLP-Muster und das Homologisieren von Banden zwischen verschiedenen Gelen
essentiell war. Jedoch war die schnelle Bestimmung von bp-Werten mit CAM neben der
Gewinnung eines raschen Uberblicks und einer ersten Charakterisierung der Fragment jedes
Geles sehr hilfreich fur die Ermittlung der Summen der Fragmentldngen der Restriktions-
produkte, welche als Kontrollwert mit der Grofe der zugrunde liegenden PCR-Produkte ver-
glichen wurde (siehe Kapitel 3.1.3.1.3).

Restriktionsfragmente einer Hydrolyse mit identischer oder annéhernd gleicher Grofie er-
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scheinen im Gelbild als eine einzige Bande (hier als ,,Mehrfachbande®* bezeichnet), die sich
durch eine verstirkte Fluoreszenz auszeichnet. Zum Nachweis solcher Mehrfachbanden und
zur Bestimmung der Anzahl der Fragmente in diesen Banden diente die densitometrische
Analyse in CAM. Ein Beispiel fur die Charakterisierung einer Doppelbande im densitometri-
schen Profil ist in Abb.3.1.3.1.2-1 gezeigt. Die Bande 3 des Stammes FO 31777 enthalt zwei
Restriktionsfragmente. Die Peakflache von Bande 3 sollte im Vergleich zu allen anderen
Peaks etwa zwischen 250 und 300 liegen, sie betrdgt aber 518,9. Auch die Peakhdhe von

101.4 ist etwa zweimal grofler als von einem einzelnen Fragment zu erwarten wire.
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5 Peak relative Position Hohe Flache
1 14 108,4 627,0
2 27 69,4 341,0
3 32 101,4 518,9
4 43 38,4 195,2
5 58 13,4 86,7

Abb.3.1.3.1.2-1: Nachweis von zwei nicht aufgetrennten Fragmenten in einer
Doppelbande mit der 1D-Analyse. Restriktionsansatz mit Hinf1,
densitometrische Analyse von FO 31777. Bildausschnitt eines einge-
scannten Originalausdruckes mit ,,Densitometerlinie* und zugehdrigem
Profil. Fur die in CAM automatisch erkannten Banden 1-5 wurde eine
Basislinie zur Bestimmung der Peakflachen festgelegt. Die resultierenden
Werte sind in der Tabelle wiedergegeben, die Doppelbande (3) ist hervor-
gehoben.
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Zum Vergleich ist in Abb.3.1.3.1.2-2 das Profil einer Dreifachbande bei Stamm
PB 5635 gezeigt. Die Peakflache von Bande 2 zeigt hier mit 907,8 fast das Dreifache der
Flache, die von einem einzelnen Fragment im Vergleich zu allen anderen Peaks zu erwarten
ware. Die hohen DNA-Mengen in solchen Banden fuhrten bei den Peakhohen jedoch zu
einer nicht mehr proportionalen Zunahme der Werte. Hier ist sie mit 109,4 nur etwa zweifach
erhoht. Aus diesem Grund wurden Mehrfachbanden in der 1D-Analyse mit Hilfe der Peak-

flachen bestimmt.
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6 2 32 109,4 907,8
3 40 59,4 350,1
4 43 52,4 278,6
5 57 17,4 92,4
6 71 9,4 66,0
Abb.3.1.3.1.2-2: Nachweis von drei nicht aufgetrennten Fragmenten in einer Drei-

fachbande mit der 1D-Analyse. Restriktionsansatz mit Hinf 1, densito-
metrische Analyse von PB 5635. Bildausschnitt eines eingescannten
Originalausdruckes mit ,,Densitometerlinie* und zugehorigem Profil. Fur
die in CAM automatisch erkannten Banden 1-6 wurde eine Basislinie zur
Bestimmung der Peakflachen festgelegt. Die resultierenden Werte sind in

der Tabelle wiedergegeben, die Dreifachbande (2) ist hervorgehoben.

Das Auftreten von mehr als drei Restriktionsfragmenten in einer einzigen Bande
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konnte bei keinem der hydrolysierten PCR-Produkte festgestellt werden. Die gemeinsam lau-
fenden Restriktionsfragmente von Mehrfachbanden, die in den RFLP-Mustern uber die 1D-
Analyse nachgewiesen wurden, sind in der 0/1-Matrix der Fragmente aller Restriktionsmuster
gekennzeichnet (graue Schattierung in Tab.3.1.3.3-1). Zusitzlich zu der Bestimmung der
Mehrfachbanden war die 1D-Analyse zum Verifizieren kleinster Banden unter 75 bp Grofe
hilfreich. Allerdings konnten auch mit dieser Methode in manchen Fallen kleinste Banden

nicht eindeutig nachgewiesen und bestimmt werden.

Bei den Auswertungen der RFLP-Muster wurde die Summe der Fragmentldngen jeder ein-
zelnen Hydrolyse mit den in CAM bestimmten bp-Werten des zugehorigen Gelbildes er-
rechnet, um die vollstindige Erfassung aller Fragmente zu priifen. Auch wurde zur Absiche-
rung der Ergebnisse der densitometrischen Analysen immer ein Vergleich mit der Summe der
Fragmentlangen durchgefuhrt. Die GroBen aller Fragmente, ihre Summen sowie die zugeho-
rigen PCR-ProduktgroBen sind fur die im vorhergehenden Kapitel dargestellten densitome-

trischen Analysen zum Nachweis von Mehrfachbanden in Tab.3.1.3.1.3-1 und -2 aufgelistet.

Tab.3.1.3.1.3-1: Summe der Fragmentlingen: Absicherung einer Doppelbande.
Hinf1-Analyse von Stamm FO 31777 (siehe auch Abb.3.1.3.1.2-1).

Peak/Bande bp-Wert

1 760

2 489

Doppelbande 3 2x 420

4 306

5 195

6 77

7 60

Summe der Fragmentlangen 2.727
PCR-ProduktgroBenklasse 2.8 kb
PCR-GroBe nach CAM (Anhang V)| 2.744-2.957

Tab.3.1.3.1.3-2: Summe der Fragmentlangen: Absicherung einer Dreifachbande.
Hinf I-Analyse von Stamm PB 5635 (siehe auch Abb.3.1.3.1.2-2).

Peak/Bande bp-Wert

1 492

Dreifachbande 2 3x 418

3 330

4 308

5 195

6 122

7 77

8 60

Summe der Fragmentlangen 2.838
PCR-ProduktgroBenklasse 2.9 kb
PCR-GroBe nach CAM (Anhang V)| 2.868-3.161
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Ebenso mussen auch die Summen der FragmentgroBen fur PCR-Produkte eines
Stammes nach Hydrolyse mit verschiedenen Enzymen gleich sein. Beispielhaft ist dies fur
die zwel internen Standards in Tab.3.1.3.1.3-3 gezeigt. Bei Stamm RBF 729 ist eine maxi-
male Differenz von 342 bp festzustellen, bei Stamm PB 1834 sind es 260 bp. Dies entspricht
einem Unterschied (= Differenz/Minimalwert) von rund 12% bzw. 11% und liegt damit in

der GroBenordnung der Ungenauigkeiten der kb-Bestimmung mit CAM.

Tab.3.1.3.1.3-3: Summe der Restriktionsfragmentlingen bei Hydrolysen mit ver-
schiedenen Enzymen. Stamm RBF 729: 2.9 kb PCR-Produktgrofien-
klasse, PCR-Groe nach CAM 2.839-2.995 bp (Anhang V). Stamm
PB 1834: 2.5 kb PCR-ProduktgroBenklasse, PCR-Grofle nach CAM
2.640-2.749 bp (Anhang V). Zugehorige Fragmente: siche Anhang X.

RBF 729 PB 1834
Ava ll 3.134 2.635
Cfol 2.985 2.527
Hae Il 2.865 2.513
Hinf1 2.798 2.461
Msp | 3.099 2.540
Taql 2.792 2.375

3.1.3.2 Gruppierung der Stamme nach ubereinstimmenden RFLP-Mustern

3.1.3.2.1 Die sechs Restriktionsenzyme differenzieren 20 RFLP-Gruppen

Die RFLP-Analysen der PCR-Produkte des 5°-Bereichs der 26S rDNA von 47 Exo-
basidium-Stammen mit sechs Restriktionsenzymen ergaben iiber alle Enzyme gesehen 20
unterschiedliche RFLP-Muster. Die Ubereinstimmung in den RFLP-Mustern wurde zur
Zuordnung der Exobasidium-Stamme zu sogenannten RFLP-Gruppen genutzt (Tab.
3.1.3.2.1-1). Stamme mit bei allen sechs Restriktionsenzymen iibereinstimmenden RFLP-
Mustern wurden in einer RFLP-Gruppe zusammengefal3t. Schon Unterschiede im RFLP-

Muster auch nur eines einzigen Enzyms resultierten in der Definition einer eigenstandigen
RFLP-Gruppe.

Tab.3.1.3.2.1-1: Gruppierung der Exobasidium-Stamme nach Identitat der RFLP-
Muster uber alle sechs Restriktionsenzyme. Die 20 RFLP-Gruppen
(= RFLP-Gr.) sind nach den PCR-Produktgroenklassen sortiert. Die
Gruppen I bis XIV wurden bei BLANZ & DoRING (1995) vorgestellt - ihre
Benennung wird hier beibehalten.
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RFLP-Gr. Stamm Wirt Befallsbild
2.2 kb PCR-ProduktgroBenklasse
| PB 383 E. vaccinii V. uliginosum lokal
PB 393 = RBF 1008 E. vaccinii V. vitis-idaea lokal
PB 3276 E. oxycocci V. oxycoccos systemisch
Vi RBF 726 E. juelianum V. vitis-idaea systemisch
VII PB 2857 e E. rhododendri Rh. x intermedium lokal
PB 4898-7 E. rhododendri Rh. spec. lokal
PB 4898-19 E. rhododendri Rh. spec. lokal
1X PB 5634 E. rhododendri Rh. x intermedijum lokal
X FO 24040-3 E. rhododendri Rh. ferrugineum  lokal
Xl FO 31767 E. rhododendri Rh. ferrugineum  lokal
PB 4381 E. rhododendri Rh. hirsutum lokal
2.5 kb PCR-ProduktgroBenklasse
\' CBS 183.56 E. vaccinii V. vitis-idaea
FO 31761 E. myrtilli V. vitis-idaea systemisch
PB 394 E. myrtilli V. vitis-idaea systemisch
PB 1834 E. myrtilli V. vitis-idaea lokal
PB 3385 E. myrtilli V. vitis-idaea
PB 4143 E. myrtilli V. vitis-idaea systemisch
RBF 727 E. juelianum V. vitis-idaea systemisch
RBF 763 E. vaccinii V. vitis-idaea lokal
RBF 765 E. vaccinii V. vitis-idaea lokal
2.6 kb PCR-ProduktgroBenklasse
] PB 1828 E. vaccinii V. myrtillus lokal
v FO 31778 E. vaccinii V. uliginosum lokal
PB 4153 E. vaccinii V. uliginosum lokal
Vil FO 24040-2 E. rhododendri Rh. ferrugineum  lokal
PB 4163 E. rhododendri Rh. ferrugineum  lokal
PB 4380 E. rhododendri Rh. ferrugineum  lokal
CBS 240.50 E. rhododendri Rh. hirsutum
X1l CBS 157.85 E. shiraianum Rh. degronianum
X1l PB 3684 E. japonicum Rh. indicum cult.  lokal
PB 4898-17 E. rhododendri Rh. spec. lokal
X1v RBF 724 E. japonicum Rh. indicum
XV RBF 737 E. pachysporum V. uliginosum lokal
XVI CBS 153.85 = RBF 725 E. japonicum Rh. indicum
XVl PB 4864-3 E. rhododendri Menz. ferruginea lokal
PB 4864-4 E. rhododendri Menz. ferruginea  lokal
2.8 kb PCR-ProduktgroBenklasse
1 PB 3277 E. vaccinii V. macrocaroum  lokal
FO 31777 E. vaccinii V. oxycoccos lokal
PB 3275 E. vaccinii V. oxycoccos lokal
RBF 746 E. rostrupii V. oxycoccos lokal
2.9 kb PCR-ProduktgroBenklasse
XVIIl  PB 4864-2 E. rhododendri Menz. ferruginea lokal
XIX PB 5635 E. karstenii And. polifolia systemisch
RBF 729 E. karstenii And. polifolia systemisch
RBF 732 E. karstenii And. polifolia systemisch
RBF 733 E. karstenii And. polifolia systemisch
XX CBS 156.85 E. reticulatum Thea sinensis
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Von den 51 erfolgreich amplifizierten Stammen wurden 47 mit RFLPs analysiert; von
den ‘Einsporkulturen’ von PB 4898 wurden nur drei reprasentative Vertreter hierfur ausge-
wahlt. Unter den 47 Stdimmen waren auch die zwei Exobasidium-Isolate mit jeweils zwei ge-
trennt in verschiedenen Stammsammlungen gehaltenen Kulturen. Die zwei zusammengeho-
rigen Kulturen PB 393 und RBF 1008 sowie CBS 153.85 und RBF 725 zeigten jeweils
ubereinstimmende RFLP-Muster. Auch die unabhédngig voneinander durchgefiihrten Hydro-
lysen von PCR-Produkten der als interne Standards verwendeten Stimme RBF 729 und
PB 1834 zeigten immer identische RFLP-Muster.

Unterschiedliche Langen der PCR-Produkte mussen sich in mindestens einem unter-
schiedlich groBen Fragment ihrer RFLP-Muster niederschlagen. Daher gibt es keine RFLP-
Gruppen, die uibergreifend uiber die PCR-Produktgrofenklassen sind. In drei der GroBen-
klassen (2.2, 2.6 und 2.9 kb) findet sich eine Unterteilung in mehrere RFLP-Gruppen. Auf-
fallend ist die Vielzahl an RFLP-Gruppen im Verhiltnis zur Zahl analysierter Stamme. 10 der
45 analysierten unterschiedlichen Stdimme zeigen ein einzigartiges RFLP-Muster uiber alle
sechs Enzyme und bilden so jeweils eine eigene RFLP-Gruppe. Insbesondere die von
Rhododendron spp. und Menziesia ferruginea isolierten Stamme zerfallen in verschiedene
RFLP-Gruppen, die dann z.T. aber auch Staimme von unterschiedlichen Wirtsarten vereinigen
(VII, VIII, XI, XIII). Bei den von Vaccinium spp. isolierten Stimmen gibt es ebenfalls zwei
RFLP-Gruppen, die Stimme von verschiedenen Wirten beinhalten (I, II). In Bezug auf das
Befallsbild sind die meisten RFLP-Gruppen einheitlich, aber bei zwei RFLP-Gruppen gibt es
Stamme, die auf Vaccinien unterschiedliche Befallsbilder auslosen (I, V). Besonders zu be-
achten ist die Tatsache, daBB die von einer infizierten Pflanze parallel oder als ‘Einspor-
kulturen’ gewonnen Stamme in allen drei Fallen (PB 4864, PB 4898, FO 24040/PB 4163)
keine einheitliche Gruppe bilden, sondern daf} sie sich jeweils auf zwei RFLP-Gruppen in
unterschiedlichen PCR-ProduktgroBenklassen verteilen. Um die Bedeutung dieser Befunde
genauer bewerten und eine Interpretation der RFLP-Gruppen - auch im Zusammenhang mit
weiteren Charakteristika der Stimme wie beispielsweise den GC-Werten - vornehmen zu
konnen, werden zuniachst die der Gruppeneinteilung zugrunde liegenden RFLP-Muster und

die Differenzierung aufgrund der einzelnen Enzyme genauer beschrieben.

Die RFLP-Gruppen I bis XX sind durch Unterschiede im RFLP-Muster uber alle sechs ver-
wendeten Enzyme gesehen definiert. Keines der sechs Enzyme kann allerdings diese 20
Gruppen alleine differenzieren. Nur durch gegenseitige Unterteilungen und Uberschnei-

dungen der RFLP-Muster der einzelnen Enzyme kommen diese 20 RFLP-Gruppen zustande
(Abb.3.1.3.2.2-1).
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Abb.3.1.3.2.2-1: Differenzierung und Gruppierung der Exobasidium-Stamme auf-

grund der RFLP-Muster der einzelnen Restriktionsenzyme. Die
Gruppierungen fur die sechs Enzyme sind farbig dargestellt und nach
PCR-ProduktgroBenklassen angeordnet.
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Taq I zeigt insgesamt 19 RFLP-Muster, nur die RFLP-Gruppen IX und X werden
nicht durch dieses Enzym unterschieden. Ava Il und Msp I bilden hingegen jeweils nur 13
Gruppierungen, bei Hae III und HinfI sind es 15 und bei Cfo I 16. Es zeigt sich, da} es nur
sechs RFLP-Gruppen gibt, die von allen Enzymen einheitlich umschrieben werden (VI, XI, V,
XVII, II und XVIII). Bei sechs weiteren RFLP-Gruppen in der 2.2 kb- und der 2.9 kb-
GroBenklasse sind die durch einige Enzyme gebildeten, groBeren Gruppierungen durch meh-
rere andere Enzyme gleichsinnig unterteilt (IX-X, VII-I, XIX-XX). Bei den verbleibenden acht
RFLP-Gruppen in der 2.6 kb-GroBenklasse sind die Verhiltnisse hingegen komplexer.
Einerseits differenziert das Taqg I-Muster in zwei Fallen RFLP-Gruppen als einziges Enzym
(IV-XV, XVI-XII), und zum anderen kommt es hier zu Uberschneidungen zwischen den
Gruppierungen einzelner Enzyme. Die RFLP-Gruppen IV und XV zeigen bei Hydrolysen
mit Hae 111 und Msp I tibereinstimmende Restriktionsmuster mit RFLP-Gruppe 111, wéhrend
sie bei Hydrolysen mit Ava II von dieser verschieden und statt dessen mit den RFLP-
Gruppen VIII, XIII, XIV, XVI und XII identisch sind. Und RFLP-Gruppe XIV zeigt in ihrem
Cfo I-Muster Ubereinstimmung mit RFLP-Gruppe XIII, bei ithrem Hinf I-Muster jedoch mit
den RFLP-Gruppen XVI und XII. Bei den 10 RFLP-Gruppen, die nur von einem einzigen
Stamm gebildet werden, sind nur die Stimme RBF 726 und PB 4864-2 wirklich durch
singulaire RFLP-Muster bei allen sechs Enzymen differenziert, wihrend die Stamme
RBF 737, CBS 153.85 und CBS 157.85 hingegen genauso wie RFLP-Gruppe IV nur durch

ihr Taqg I-Muster differenziert werden.

3.1.3.3 Die 0/1-Matrix der RFLP-Muster und die Homologisierung von
Restriktionsfragmenten zwischen unterschiedlichen RFLP-Mustern

Die 20 RFLP-Muster wurden in einer 0/1-Matrix zusammengefal3t, die das Vorhandensein
bzw. Fehlen jedes einzelnen Fragmentes pro Restriktionsenzym und RFLP-Gruppe wieder-
gibt (Tab.3.1.3.3-1). Die Matrix enthalt insgesamt 177 Banden, wobei die Anzahl an Banden
bei jedem Restriktionsenzym der Gesamtzahl an unterschiedlichen Fragmenten entspricht,
welche bei den Hydrolysen mit diesem Enzym bei allen Stimmen zusammen gefunden wur-
den (Ava Il 24, Cfo 129, Hae 111 36, Hinf 132, Msp 1 25, Taq 1 31). Bei den Hydrolysen der
PCR-Produkte einzelner Stamme liegt die Zahl entstandener Restriktionsfragmente entspre-
chend niedriger (Ava 11 5-8, Cfo 14-7, Hae 11 7-11, Hinf1 7-11, Msp 1 5-8, Taq 1 6-10). Die
beiden Restriktionsenzyme mit Erkennungssequenzen von funf Nukleotiden Lange (Ava 11
und Hinf1) ergeben praktisch die gleich Zahl an Fragmenten wie die ubrigen vier Enzyme mit
Erkennungssequenzen von vier Nukleotiden Lange. Auch ist im allgemeinen keine groflere
Zahl an Fragmenten bei den RFLP-Gruppen der groleren PCR-ProduktgroBenklassen fest-

zustellen.
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Die Homologisierung von Fragmenten unterschiedlicher RFLP-Muster hat keinerlei
Auswirkung auf die bisher dargestellte Zuordnung von Staimmen zu RFLP-Gruppen, da diese
nur auf der absoluten Ubereinstimmung der RFLP-Muster beruht, aber sie ist Grundlage fur
die folgenden Berechnungen der Ahnlichkeiten zwischen den verschiedenen RFLP-Mustern
bzw. -Gruppen. Die Homologisierung der Fragmente der Mehrfachbanden mit Fragmenten
anderer RFLP-Muster wird im folgenden erlédutert, da in einigen Fallen hierbei alternative
Homologisierungen denkbar sind. Die Homologisierungen bei der Erstellung der 0/1-Matrix
wurden immer so durchgefihrt, da3 moglichst wenige zusitzliche Merkmale in die Matrix

eingefugt werden muften.

In den Fallen, in denen im GroBenbereich einer Mehrfachbande in anderen RFLP-
Mustern nur Fragmente einer einheitlichen Grof3e festzustellen waren, wurden diese als gleich
grol} ermittelten Fragmente verschiedener RFLP-Muster untereinander und mit nur einem
einzigen Fragment der Mehrfachbanden homologisiert. Da es keinen Anhaltspunkt fur eine
Aufteilung der als gleich grof ermittelten Fragmente der verschiedenen RFLP-Muster gibt,
erscheinen die weiteren Fragmente der Mehrfachbanden hier als zusétzliche Merkmale in der
Matrix, und alle Fragmente der Mehrfachbanden werden als gleich grof3 betrachtet (z.B. alle
Mehrfachbanden bei Hae 111 und Msp I). In anderen Fillen ergab sich hingegen eine mog-
liche Homologisierung der Fragmente von Mehrfachbanden mit geringfugig unterschiedlich
groflen Fragmenten mehrerer anderer RFLP-Muster, die an sich schon als mehrere Merkmale
in der Matrix kodiert wurden. Dies wurde als Hinweis auf eine unterschiedliche Grofle der in
diesen Mehrfachbanden enthaltenen Fragmente gewertet (z.B. alle Mehrfachbanden bei
Ava Il und HinfI). Wenn zwei geringfugig unterschiedlich grole Fragmente verschiedener
RFLP-Muster mit einer Doppelbande und mit einer Dreifachbande anderer RFLP-Muster zu
homologisieren waren (Hinf 1 Banden 13-15), gab es unterschiedliche gleichwertige Mog-
lichkeiten. Es wurden hier die beiden ungleich grolen Einzelfragmente mit den beiden Frag-
menten der Doppelbande und zwei Fragmenten der Dreifachbande homologisiert, womit nur
deren drittes Fragment als zusitzliches Merkmal in die Matrix eingefugt ist. Meist war die
Homologisierung hingegen relativ eindeutig, da zwei Fragmente auf eine Doppelbande bzw.
drei auf eine Dreifachbande aufzuteilen waren (Cfo I Banden 7+8, Hinf 1 24+25, Taq 1
25426, 30431, Ava 11 Banden 19-21).

Tab.3.1.3.3-1:  0/1-Matrix der RFLP-Muster der Exobasidium-Stamme. Die Matrix
ist fur die 20 RFLP-Gruppen angelegt. Die Auflistung der Fragmente ist
nach Enzymen unterteilt, die Fragmente sind pro Enzym numeriert, und
ithre Grole ist angegeben. In der Kopfzeile jedes Enzyms sind die RFLP-
Gruppen markiert, die bei dem jeweiligen Enzym identische RFLP-Muster
besitzen. Uber die 1D-Analyse nachgewiesene Mehrfachbanden sind
durch Schattierung hervorgehoben.
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Ungenauigkeiten wie vereinzelte Homologisierungsprobleme oder auch Unsicherheit
uber das Auftreten kleinster Fragmente sind nicht vermeidbar. Mit den durchgefuhrten mehr-
fachen und wechselseitigen Kontrollen der RFLP-Muster und ihrer Homologisierungen,
auch im Vergleich mit den PCR-Produktgroffen und durch die 1D-Analysen, ist bei den
zugrunde liegenden Daten der PCR-RFLP-Gelbilder keine weitere Verbesserung der 0/1-
Matrix mehr moglich. Im folgenden werden auf Grundlage dieser Matrix die Ahnlichkeiten
zwischen den RFLP-Gruppen ermittelt und in Beziehung zu bekannten Charakteristika der

untersuchten Exobasidium-Stamme gesetzt.

3.1.3.4 Ahnlichkeitsanalyse der RFLP-Muster

Die RFLP-Muster der 0/1-Matrix (siehe Tab.3.1.3.3-1) wurden mit Distanz- und Parsimony-
Verfahren derart analysiert, dafl auch ohne die Beruicksichtigung von Auflengruppen gewur-
zelte Dendrogramme entstehen. Es muflte daher keine der RFLP-Gruppen als Aullengruppe
definiert werden. Bei der UPGMA-Clusterung der auf nach NEer & Li (1979) berechneten
Ahnlichkeitswerten beruhenden Distanzmatrix (sieche Anhang XI) traten keine ,,ties* auf.
Das Clusterverfahren resultierte in einem einzigen Dendrogramm mit einer kophenetischen
Korrelation von r = 0,96324 (Abb.3.1.3.4-1). In der Parsimony-Analyse mit asymmetrischer
Schrittmatrix (O — 1 =4 Schritte, 1 — 0 = 1 Schritt) werden alle variablen Merkmale ver-
rechnet. Die 177 Merkmale umfassende 0/1-Matrix enthalt drei konstante Merkmale (Merk-
malszustand 1) und 174 variable Merkmale, von denen bei Wagner- oder Fitch-Parsimony 99
parsimony-informativ und 75 parsimony-uninformativ wéren. Die Parsimony-Analyse ergab
zwei gleich sparsamste Baume mit einer Gesamtlange von 626 Schritten. Der Consensus aus
beiden Dendrogrammen (Abb.3.1.3.4-2) ist gut aufgelost, da sich nur die Beziehungen der
RFLP-Gruppen IX, X und XI zueinander in den beiden Dendrogrammen unterschiedlich dar-

stellen.

Das UPGMA- und das Parsimony-Dendrogramm der PCR-RFLP-Daten zeigen
Ahnlichkeiten zwischen den RFLP-Mustern bestimmter RFLP-Gruppen auf, die bei beiden
Verfahren zusammen gruppiert werden (in Abb.3.1.3.4-1 und -2 grau unterlegt). Die Bezie-
hungen dieser Cluster zueinander werden jedoch je nach Verfahren z.T. unterschiedlich dar-
gestellt, und auch die RFLP-Gruppen I und V werden in beiden Dendrogrammen an andere
RFLP-Gruppen angeschlossen. Die Ahnlichkeitsanalysen ergeben ein ,,Hauptcluster an
RFLP-Gruppen, die nach Distanzwerten zueinander alle mindestens um 60% Ahnlichkeit
aufweisen. Innerhalb dieses ,,Hauptclusters® nimmt das Cluster der RFLP-Gruppen XIX
und XX mit Stdimmen von Thea sinensis und And. polifolia eine basale Stellung ein. Nur die
RFLP-Gruppen I, VI und VII stehen isoliert und zeigen deutlich geringere Ahnlichkeiten zu
den RFLP-Gruppen dieses ,,Hauptclusters® (um 30%).
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In Abb.3.1.3.4-1 und -2 sind neben den Dendrogrammen die Charakteristika der
RFLP-Gruppen und Exobasidium-Stamme angetragen. Vergleicht man die Gruppierungen in

den Dendrogrammen mit den PCR-Produktgrofenklassen und Wirtspflanzen, so ergibt sich
folgendes Bild:

* Gerade die zwei einzelnen RFLP-Gruppen in der 2.5 kb-GroBenklasse (V) und der 2.8 kb-
GroBenklasse (II) sind es, die sich nicht eindeutig an RFLP-Gruppen anderer Groflen-
klassen anschlie3en.

* Die verschiedenen RFLP-Gruppen der 2.2 kb-Grofenklasse teilen sich in beiden Dendro-
grammen in zwei Cluster auf. Eine Gruppierung mit Stdimmen von Rhododendron spp. (IX,
X, XI) findet sich innerhalb des ,,Hauptclusters®, wahrend die andere die isoliert stehenden
RFLP-Gruppen I, VI und VII mit Stdimmen von Rhododendron spp. und Vaccinium spp.
umfaft.

* Auch die RFLP-Gruppen der 2.6 kb-Grofenklasse verteilen sich auf mehrere Cluster.
Diese drei Cluster entsprechen den Wirtspflanzen. Die RFLP-Gruppen mit Stimmen von
Vaccinium spp. gruppieren zusammen (III, IV, XV) und diejenigen mit Stimmen von
Rhododendron spp. (VIII, XII, XIII, XIV, XVI). Nur die Stimme von Menz. ferruginea
(XVII) gruppieren mit dem anderen Stamm derselben Wirtspflanze aus der 2.9 kb-
GroBenklasse (XVIII). Die beiden uibrigen RFLP-Gruppen der 2.9 kb-Grofenklasse mit

Stammen von And. polifolia und Thea sinensis gruppieren gemeinsam.

* Betrachtet man ausschlieBlich die Wirtspflanzen, so zeigt sich keine Korrelation. Die
RFLP-Gruppen mit Wirten aus der Gattung Rhododendron finden sich in beiden Dendro-
grammen in drei getrennten Clustern, diejenigen mit Wirten aus der Gattung Vaccinium

sogar in vier.

Abb.3.1.3.4-1: UPGMA-Dendrogramm der RFLP-Gruppen. Die Clusteranalyse der
Ahnlichkeitswerte nach NEI & LI lieferte ein eindeutiges Dendrogramm,
kophenetische Korrelation r = 0,96324. Bei Parsimony-Verfahren (Abb.
3.1.3.4-2) ebenfalls auftretendene Cluster sind grau unterlegt. Zum Ver-
gleich sind zusatzliche Charakteristika der Stimme angegeben.

Abb.3.1.3.4-2: Consensus-Dendrogramm der Parsimony-Analyse der RFLP-
Gruppen. Die Parsimony-Analyse mit asymmetrischer Schrittmatrix
lieferte zwei gleich sparsamste Baume mit einer Lange von 626 Schritten.
Bei Distanzmatrix-Verfahren (Abb.3.1.3.4-1) ebenfalls auftretende Cluster
sind grau unterlegt. Zum Vergleich sind zusitzliche Charakteristika der
Stamme angegeben.



SEITE 96

Ergebnisse

— IX
— X

I T
0.00 0.25

Abb.3.1.3.4-1

T
0.50

T
0.75

DNA-DNA-
PCR-GroBe Homologie GC-Wert
RFLP Stamm Wirt
XI 29 FO 31767 X Rh. ferrugineum
*= (PB 4381 X Rh. hirsutum
2.2 (PB 5634 F 477 Rh. x intermedium )
2.2 (FO 24040-3 X Rh. ferrugineum )
(CBS 183.56 V. vitis-idaea |
FO 31761 D 399 V. vitis-idaea
PB 394 392 V. vitis-idaea
PB 1834 D 391 V. vitis-idaea
\') 2.5 |PB 3385 D V. vitis-idaea
PB 4143 D 394 V. vitis-idaea
RBF 727 V. vitis-idaea
RBF 763 V. vitis-idaea
\(RBF 765 V. vitis-idaea )
n 26 (PB1828 B 486 V.myrtillus )
FO31778 C 444 V. uliginosum ]
2.6 |pg4153  C 447 V. uliginosum
2.6 (RBF 737 V. uliginosum )
(PB 3277 B 51,7 V. macrocarpum )
I 28 FO 31777 B 514 V. oxycoccos
= |PB 3275 B 505 V. oxycoccos
\RBF 746 V. oxycoccos y
(FO 24040-2 Rh. ferrugineum )
Vil 26 PB 4163 F Rh. ferrugineum
" |PB 4380 F 471 Rh. ferrugineum
\CBS 240.50 Rh. hirsutum )
Xl 26 PB 3684 x 403 Rh. indicum cult.
7 \PB4898-17 Rh. spec.
XIv 26 (RBF 724 Rh. indicum )
XVl 2.6 (CBS 153.85 Rh. indicum )
Xi 2.6 (CBS 157.85 Rh. degronianum )
PB 4864-3 Menz. ferruginea
R 2-6 [PB 4864-4 Menz. ferruginea J
XVIII 2.9 (PB 4864-2 Menz. ferruginea )
(PB 5635 437 And. polifolia )
RBF 729 And. polifolia
e 2.9 RBF 732 And. polifolia
\RBF 733 And. polifolia )
XX 29 (CBS 156.85 Thea sinensis )
(PB2857¢ E 555 Rh. x intermedium )
Vil 2.2 (PB4898-7 Rh. spec.
\PB 4898-19 Rh. spec. )
(PB 383 A 681 V.uliginosum )
| 2.2 |PB 393 A 671 V. vitis-idaea
\PB 3276 A 681 V. oxycoccos )
Vi 2.2 (RBF 726 V. vitis-idaea )
1
1.00
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Abb.3.1.3.4-2

DNA-DNA-
PCR-GroBe Homologie GC-Wert
RFLP Stamm Wirt
X 0o [FO31767  x Rh. ferrugineum J
= \PB 4381 X Rh. hirsutum
IX 2.2 (PB5634 F 477 Rh. x intermedium )
X 2.2 (FO24040-3 x Rh. ferrugineum )
(CBS 183.56 V. vitis-idaea )
FO 31761 D 399 V. vitis-idaea
PB 394 39,2 V. vitis-idaea
PB 1834 D 391 V. vitis-idaea
\' 2.5 |PB 3385 D V. vitis-idaea
PB 4143 D 394 V. vitis-idaea
RBF 727 V. vitis-idaea
RBF 763 V. vitis-idaea
\(RBF 765 V. vitis-idaea )
(PB 3277 B 51,7 V. macrocarpum )
I 28 FO 31777 B 514 V. oxycoccos
= |PB 3275 B 505 V. oxycoccos
\RBF 746 V. oxycoccos )
PB 4864-3 Menz. ferruginea
R 2-6 (PB 4864-4 Menz. ferruginea )
XVl 2.9 (PB4864-2 Menz. ferruginea )
n 2.6 (PB1828 B 486 V. myrtillus )
v 26 [FO31778  C 444 V.uliginosum J
. B 4153 C 447 V. uliginosum
XV 26 (RBF737 V. uliginosum )
FO 24040-2 Rh. ferrugineum
Vil 26 PB 4163 F Rh. ferrugineum
" |PB 4380 F 471 Rh. ferrugineum
CBS 240.50 Rh. hirsutum
PB 3684 X 403 Rh. indicum cult.
Xil 2.6 (PB 4898-17 Rh. spec. J
XIV 26 (RBF 724 Rh. indicum )
XVl 26 (CBS153.85 Rh. indicum )
Xl 2.6 (CBS 157.85 Rh. degronianum )
(PB 5635 437 And. polifolia )
RBF 729 And. polifolia
24b 29 RBF 732 And. polifolia
\RBF 733 And. polifolia )
XX 2.9 (CBS 156.85 Thea sinensis )
(PB2857¢ E 555 Rh. x intermedium )
Vil 2.2 (PB4898-7 Rh. spec.
\PB 4898-19 Rh. spec. )
(PB 383 A 681 V. uliginosum )
| 2.2 (PB393 A 67,1 V. vitis-idaea
(PB 3276 A 681 V. oxycoccos )
VI 2.2 (RBF 726 V. vitis-idaea )
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Vergleicht man die nach Anhang III und IV an die Dendrogramme angetragenen Zu-
gehorigkeiten zu DNA-DNA-Homologie-Gruppen und die GC-Werte als weitere molekulare
Charakteristika der untersuchten Stimme mit den PCR-RFLP-Ergebnissen, so ist festzu-
stellen, da3 die RFLP-Gruppen mit den GC-Werten und DNA-DNA-Homologien korres-
pondieren. Keine RFLP-Gruppe enthilt Stamme unterschiedlichen GC-Gehaltes oder mehre-
rer DNA-DNA-Homologie-Gruppen. Jedoch werden mit den PCR-RFLPs frither als ein-
heitlich betrachtete Staimme differenziert. In zwei Fallen werden uiber GC-Wert und DNA-
DNA-Homologie als konspezifisch charakterisierte Stimme auf zwei RFLP-Gruppen verteilt
(DNA-DNA-Homologie-Gruppe B in RFLP-Gruppe III und II, F in IX und VIII). Schon bei
der Betrachtung der RFLP-Gruppen war aufgefallen, dal sowohl die parallel von einer infi-
zierten Pflanze isolierten Staimme FO 24040-2, -3 und PB 4163 wie auch die ‘Einsporkul-
turen’ von PB 4864 und auch die von PB 4898 keine einheitliche RFLP-Gruppe bilden
(siehe Kapitel 3.1.3.2.1). Auffallend ist, daB sich die zwei RFLP-Gruppen von Stammen, fur
die eigentlich eine genetische Einheitlichkeit zu erwarten ware (DNA-DNA-Homologie-
Gruppen B und F, ‘Einsporkulturen’ von PB 4864 und PB 4898), auf unterschiedliche PCR-

ProduktgroBenklassen verteilen. In den Ahnlichkeitsanalysen ergibt sich dazu folgendes:

* Die ‘Einsporkulturen’ von PB 4864 von Menz. ferruginea in den RFLP-Gruppen XIX und

XX gruppieren trotz unterschiedlicher PCR-Produktgroflen gemeinsam.

* Die ‘Einsporkulturen’ von PB 4898 von Rhododendron spec. hingegen sind in den
Dendrogrammen weit voneinander entfernt. Die RFLP-Gruppe XIII befindet sich innerhalb
des ,,Hauptclusters*, wahrend die RFLP-Gruppe VII davon deutlichst abgetrennt ist.

* Auch die parallel von einer infizierten Rh. ferrugineum-Pflanze isolierten Stimme in RFLP-
Gruppe VIII und X, fur die schon in den DNA-DNA-Hybridisierungen Unterschiede
nachgewiesen worden waren (Gruppe F bzw. x), gruppieren in den Dendrogrammen nicht
direkt zusammen, stehen aber beide innerhalb des ,,Hauptclusters®. Ebenso steht die
RFLP-Gruppe IX mit einem weiteren Vertreter der DNA-DNA-Homologie-Gruppe F

innerhalb dieses ,,Hauptclusters*.

* Und auch die beiden RFLP-Gruppen II und III mit Vertretern der DNA-DNA-Homologie-
Gruppe B stehen innerhalb des ,,Hauptclusters®. In der Distanzanalyse stehen sie sogar in

einem Cluster, wahrend sie in der Parsimony-Analyse getrennt sind.

Um den Einfluf} der verwendeten Enzyme, die z.T. unterschiedlich differenzieren
(sieche Abb.3.1.3.2.2-1), auf die Ahnlichkeitsanalyse abzuschédtzen, wurde ein ,,Enzym-
Jackknifing® durchgefuhrt. Es wurden hierbei in allen sechs moglichen Kombinationen nur
die Daten von je funf der sechs Enzyme mit einer Distanzanalyse verrechnet. Auch diese
gezielt reduzierten Datensitze lieferten jeweils ein eindeutiges UPGMA-Dendrogramm. Aus
den sechs Dendrogrammen (sieche Anhang XII) wurde ein striktes Consensus-Dendrogramm

erstellt, das die allen Datensédtzen gemeinsame Information zusammenfal3t (Abb.3.1.3.4-3).
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Abb.3.1.3.4-3: Consensus-Dendrogramm des ,,Enzym-Jackknifing*. Strikter Con-
sensus aus den sechs UPGMA-Dendrogrammen der um je ein Enzym
reduzierten Datensitze.

Das ,,Enzym-Jackknifing® zeigt die RFLP-Gruppen I und VII wieder in einer
Gruppe und genauso wie RFLP-Gruppe VI vom ,,Hauptcluster® getrennt. Allerdings zeigt
sich innerhalb dieses ,,Hauptclusters* kaum mehr eine Auflosung. Innerhalb des ,,Haupt-
clusters* wechseln die Beziehungen der RFLP-Gruppen je nach verrechneten Enzymen
deutlich, so daf sich nur wenige Beziehungen als stabil und relativ unabhéngig von den aus-
gewahlten Enzymen erweisen. Nur drei Cluster finden sich immer: die beiden RFLP-
Gruppen der 2.6 kb-GroBenklasse von V. uliginosum (IV und XV), die vier RFLP-Gruppen
der 2.6 kb-GrofBenklasse von Rh. indicum und Rh. degronianum (XII, XIII, XTIV und XVI),
sowie die beiden RFLP-Gruppen der 2.9 kb-GroBenklasse von And. polifolia und Thea
sinensis, die allerdings bei diesem Verfahren ihre basale Stellung im Verhéltnis zu den ande-

ren RFLP-Gruppen des ,,Hauptclusters* verlieren.
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Die aus den PCR-RFLP-Daten resultierende Gruppierung der untersuchten Exo-
basidium-Stamme und ihre Ahnlichkeitsanalyse erbrachte auch einige unerwartete Resultate.
Zum einen wurde fur einige Stamme, von denen Konspezifitit und damit eine genetische Ein-
heitlichkeit zu erwarten war (‘Einsporkulturen’, DNA-DNA-Homologie-Gruppen), eine Auf-
spaltung in zwei RFLP-Gruppen beobachtet, welche meist auch nicht nachst dhnlich in ihrem
RFLP-Mustern sind. Zusatzlich fand sich bei den Isolaten von Rhododendren eine unerwar-
tete Vielfalt an RFLP-Gruppen. Bei den europiischen Wirtsarten Rh. ferrugineum,
Rh. hirsutum und Rh. X intermedium sind es funf RFLP-Gruppen, die auch noch an unter-
schiedlichen Stellen in den Dendrogrammen zu finden sind, wéihrend es bei Rh. indicum drei
RFLP-Gruppen sind, die allerdings immer gemeinsam gruppieren. Und entgegen den Er-
wartungen findet sich in den Dendrogrammen keine nahere Beziehung zu den Wirtspflanzen
bzw. deren Verwandtschaftsverhéltnissen. In den Dendrogrammen stellen sich nur die RFLP-
Gruppen von V. uliginosum, von Menz. ferruginea und die von Rh. indicum als jeweils
nachst ahnlich heraus, die Rhododendron- und Vaccinium-Parasiten sind durchmischt, und
Exobasidium reticulatum von Thea sinensis, der einzigen nicht den Ericaceen angehtdrenden
Wirtsart, gruppiert innerhalb der iibrigen RFLP-Gruppen. Besonders auffallend schlielich
sind die vergleichsweise groBen Distanzen, die die RFLP-Gruppen I, VI und VII vom
~Hauptcluster” trennen. Diese Differenzierung, die auch dem ,,Enzym-Jackknifing* stand-
halt, zeigt unerwartet hohe Unterschiede im analysierten 5°-Bereich der 26S rDNA sogar
innerhalb von Stammen, die als ‘Einsporkulturen’ isoliert worden waren. Um diese zum Teil
uberraschenden Ergebnisse ndher zu untersuchen und Aussagen zur Systematik und Phylo-
genie der untersuchten Stamme treffen zu konnen, wurden rDNA-Sequenzanalysen an die
PCR-RFLP-Analysen angeschlossen.

3.2 Gruppierung ausgewahlter Stamme nach Sequenzdaten
der Domane | der 26S rDNA

3.2.1 Alignment und Vergleich der Sequenzen der Domane |
der 26S rDNA innerhalb der Gattung Exobasidium

Fur einen Sequenzvergleich ausgewahlter Vertreter der RFLP-Gruppen wurden Teile der
26S rDNA von 29 Stammen ausgehend von PCR-Produkten mit dem Primerpaar LROR/LR9
sequenziert. Partialsequenzen der PCR-Produkte, die nahezu die gesamte Domane I der
26S rDNA umfassen, wurden erstellt (sieche Anhang II). Die Daten der Doméane I der
26S rDNA konnten mit 19 Referenzsequenzen anderer Exobasidium-Stamme aus GENBANK
verglichen werden (siehe Kapitel 2.3.4.3.1). Die Referenzsequenzen umfassen zusatzlich zu

Exobasidium-Arten, deren Wirte denselben Gattungen angehoren wie die Wirte der in dieser
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Arbeit untersuchten Stimme, auch drei Exobasidium-Arten von Wirten anderer Gattungen:
E. bisporum von Eubotryoides grayana Hara, E. pieridis-ovalifoliae von Lyonia neziki Nakai
& Hara und E. symploci-japonicae von Symplocus spec. Ein Vergleich mit den in GENBANK
verfugbaren Exobasidium-Sequenzen soll einerseits helfen, die genetischen Distanzen zwi-
schen den hier bearbeiteten Stimmen besser zu verstehen. Dariber hinaus soll aber auch ge-
pruft werden, inwieweit es moglich ist mit Hilfe der Sequenzen von anderen Exobasidium-
Isolaten, die nach dem NANNFELDTsche Artkonzept charakterisiert wurden, eine Zuordnung

der hier untersuchten alteren Stimme zu Arten nach diesem Konzept vorzunehmen.

Die Sequenzen der Domine I von insgesamt 46 Exobasidium-Stammen wurden in
einem Alignment zusammengefal3t. Anfang und Ende der einzelnen Partialsequenzen der
26S rDNA sind aufgrund ungleich langer Sequenzierergebnisse bzw. Datenbankeintrage
nicht einheitlich. Daher wurden fur die nachfolgenden Analysen die Randbereiche wesentlich
langerer Sequenzen gekurzt und fehlende Basen (v.a. am 5’-Ende einiger kurzerer Sequen-
zen) mit ,,7* aufgefullt. Das resultierende Alignment (Anhang XIII) umfat 599 homolo-
gisierte Sequenzpositionen, die dem Bereich von Position 57 bis 612 bei Saccharomyces
cerevisiae entsprechen (sieche auch Anhang II). Drei der mit PCR-RFLPs analysierten
Stamme sind in GENBANK mit Sequenzdaten vertreten. Wahrend E. reticulatum CBS 156.85
in der vorliegenden Arbeit nicht sequenziert wurde, sind die hier erhobenen Sequenzen der
beiden Stamme E. shiraianum CBS 157.85 und E. japonicum CBS 153.85 mit den
GENBANK-Eintragen identisch.

Ein direkter Sequenzvergleich unter Berticksichtigung aller Unterschiede, d.h. sowohl
von Substitutions- als auch Insertions-Deletions-Ereignissen (sogenannte ,,Indels®), zeigt
eine sehr hohe Sequenzhomologie zwischen einigen Stimmen. Die entsprechenden Stimme
werden daher im folgenden in Gruppen zusammengefalit, deren 26S rDNA-Partialsequenzen
bei einem paarweisen Vergleich an maximal zwei Alignmentpositionen Unterschiede aufwei-
sen. Es lassen sich so 10 Gruppen von Stammen definieren, die in dem Alignment in An-
hang XIII jeweils in einem Block zusammengefalit sind. Vertreter einer RFLP-Gruppe haben
immer sehr ahnliche oder gar identische Sequenzen und finden sich daher immer in einer sol-
chen Gruppe. Auch lassen sich die meisten der hier sequenzierten Stimme uber eine solch
hohe Homologie einzelnen Referenzsequenzen zuordnen. Zwischen diesen Gruppen bzw.
auch im Vergleich zu anderen, einzeln stehenden Sequenzen finden sich mindestens funf
unterschiedliche Alignmentpositionen (z.B. PB 4381 = FO 31767 im Vergleich zu PB 5634
= FO 24040-2), meist deutlich mehr. Diese Sequenziibereinstimmungen und resultierenden
Zuordnungen werden uber eine phylogenetische Analyse im folgenden Kapitel naher cha-
rakterisiert. Da sich aber schon bei der Erstellung des Alignments groere Unterschiede der
Sequenzen von Staimmen der RFLP-Gruppen I, VI und VII gegeniiber den Sequenzen von

Stammen des ,,Hauptclusters® der PCR-RFLP-Analyse zeigten, sollen die Sequenzen dieser
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drei RFLP-Gruppen zunichst ndher betrachtet werden.

Im Gegensatz zu den Stammen des ,,Hauptclusters® der PCR-RFLP-Analyse, die
untereinander und mit den Referenzsequenzen aus GENBANK problemlos zu alignieren waren,
ergaben sich beim Alignment der Sequenzen dieser drei RFLP-Gruppen deutlich variablere
Verhiltnisse (nach Alignmentposition 380) und einige zusatzliche Indel-Positionen (siche
z.B. Positionen 74 bis 83). Die Sequenzen zeigen jedoch keine groen Lingenunterschiede
zueinander. Die kiirzesten Sequenzen innerhalb des ,,Hauptclusters® bzw. der Exobasidium-
Referenzsequenzen mit 580 bp zeigen Stamm RBF 727 und E. myrtilli AF487390, wahrend
die langsten Sequenzen bei E. reticulatum AF487397 und E. oxycocci AF487391 mit 585 bp
die gleiche Linge wie die Sequenzen der drei Stimme der RFLP-Gruppe I haben. Nur ein
bzw. zwei Basen langer sind die Sequenzen von PB 2857e bzw. PB 4898-9 (RFLP-
Gruppe VII). Fur Stamm RBF 726 (RFLP-Gruppe VI) kann keine vergleichbare Lange an-
gegeben werden, da seine Sequenz am 5’-Ende kuirzer ist, aber ansonsten bestehen auch hier

keine wesentlichen Langendifferenzen.

Da die Vertreter der RFLP-Gruppen I, VI und VII, die bereits in den PCR-RFLP-
Analysen eine groBe Distanz zu allen ubrigen Exobasidium-Stammen aufwiesen, auch beim
Alignment der 26S rDNA-Partialsequenzen im Vergleich zu allen anderen sequenzierten
Stammen und den Referenzsequenzen aus GENBANK unterschiedlich erschienen, wurde mit
diesen Sequenzen eine BLAST-Suche in GENBANK durchgefuhrt, um nachst #@hnliche
Sequenzen bzw. Taxa zu finden. In dem alignierten Bereich der Domine I sind die Sequen-
zen der drei Vertreter der RFLP-Gruppe I untereinander identisch, wahrend die Sequenzen
von PB 2857e und PB 4898-9 Unterschiede an zwei Positionen aufweisen (ein Indel an
Alignmentposition 99 und einen Basenaustausch an Position 548). Die BLAST-Suche
charakterisiert 26S rDNA-Partialsequenzen der Vertreter der RFLP-Gruppen I, VI und VII
als néchst dhnlich zu Sequenzen von Taxa, die aulerhalb der Exobasidiales angesiedelt sind
(Tab.3.2.1-1). Die RFLP-Gruppen I und VII zeigen mit ihren 26S rDNA-Partialsequenzen
hochste Ubereinstimmung mit Vertretern der Entylomatales und Stamm RBF 726 (RFLP-
Gruppe VI) mit solchen der Ustilaginales. Mit Sequenzeintragen von Exobasidien findet sich
bei der Datenbanksuche nur eine vergleichsweise geringe, um die Hilfte bis Zweidrittel dar-
unter liegende Ahnlichkeit. Die Stimme des ,,Hauptclusters* hingegen werden in BLAST-

Suchen als nachst ahnlich zu Exobasidium-Sequenzen charakterisiert.

Tab.3.2.1-1: Datenbankvergleich in GENBANK mittels BLAST-Suche. Ergebnis
der Suche uiber alle DNA-Sequenzeintrage. Der ,,Score“-Wert gibt die
Ubereinstimmung zwischen Suchsequenz (Stamm/RFLP-Gr.) und Daten-
bankeintrag an. Zusatzlich ist fur den jeweils dahnlichsten GENBANK-Eintrag
der absolute Unterschied zu der Suchsequenz aufgefuhrt.



Heidi Doring SEITE 103

Stamm/ ahnlichster i Scorei im verglichenen ahnlichste iScore
RFLP-Gr. | GENBANK-Eintrag: Bereich: Exobasidium-Sequenz
RBF 726 | Ustilago maydis i 821 i kein Unterschied | E. c.f. vaccinii AF487398; 268
VI (DC.) Corda i auf 420 bp
AF453938
PB 2857e | Entyloma holwayi i 1148 } 4 Unterschiede auf| E. karstenii AF487389 : 535
Vil Syd. AF009854 : 595 bp
PB 4898-9| Entyloma ficariae i 1124 i 2 Unterschiede auf| E. karstenii AF487389 | 513
Vil A.A.Fisch.Waldh. : 579 bp
AJ235295
PB 383 Tilletiopsis i 1144 i kein Unterschied | E. karstenii AF487389 i 589
PB 393 | washingtonensis :auf 577 bp bzw. E. arescens i bzw.
PB 3276 | Yland AJ235278 AF352057 573
I H H H

3.2.2 Phylogenetische Analyse der Sequenzen der Domane |
der 26S rDNA innerhalb der Gattung Exobasidium

Zur Darstellung der Ahnlichkeiten der 26S rDNA-Partialsequenzen der hier untersuchten
Stamme und zum Vergleich mit den Referenzsequenzen wurden phylogenetische Verfahren
zur Stammbaumrekonstruktion angewandt, die moglichst alle auftretenden Unterschiede be-
rucksichtigen. Damit alle Unterschiede des Alignments in die Berechnungen der Dendro-
gramme einbezogen werden, wurden zum einen Distanzanalysen durchgefuhrt, die auch
variable, aber parsimony-uninformative Merkmale verrechnen. Zum anderen wurden bei
Parsimony-Analysen Gaps auch als funfter Merkmalszustand gewertet. Die 599 Alignment-
positionen enthalten 190 variable Merkmale, von denen 121 parsimony-informativ sind, wenn
Gaps als funfter Merkmalszustand gewertet werden. Werden Gaps als fehlende Daten
kodiert, so reduziert sich die Zahl variabler Merkmale auf 173 und die der parsimony-
informativen auf 115.

Als Ergebnis der Distanzanalysen wird stellvertretend ein Dendrogramm nach dem
HKY85-Modell vorgestellt (Abb.3.2.2-1). Dieselbe Topologie ergibt sich auch mit weiteren
Koeffizienten (u.a. Kimura-2-Parameter), wahrend andere Koeffizienten (u.a. Jukes/Cantor,
Kimura-3-Parameter) eine geringfugig unterschiedliche Topologie liefern. Hier nehmen
E. oxycocci und die E. myrtilli - E. sundstroemii-Gruppe eine andere Stellung ein. Sie er-
scheinen als zwei getrennte Linien Uiber der E. karstenii-Gruppe vor einem grofen Cluster der
ubrigen Exobasidien. Die 10 Gruppen, deren Stamme im paarweisen Vergleich weniger als
zwei unterschiedliche Alignmentpositionen aufweisen (sieche Anhang XIII), finden sich in
dieser Analyse als Cluster mit hohen Bootstrap- und Jackknife-Werten von uber 83% bzw.
90%. Daruber hinaus finden nur wenige Beziehungen in diesem Dendrogramm eine

Bootstrap- bzw. Jackknife-Unterstutzung.
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Abb.3.2.2-1:  Dendrogramm einer Distanzanalyse der Sequenzen der Domine I
der 26S rDNA. HKY85-Modell und Neighbor-Joining mit Midpoint
Rooting. Aste mit >50% Bootstrap- und >60% Jackknife-Unterstiitzung
sind hervorgehoben. In Gruppen (Boxen) zusammengefalit sind Stamme
mit weniger als zwei unterschiedlichen Alignmentpositionen im paarweisen
Vergleich. RFLP- und DNA-DNA-Homologie-Gruppenzugehorigkeit der
Stamme sind angegeben.

Die Parsimony-Analyse mit Gaps als funftem Merkmalszustand resultierte in 12
gleich sparsamsten Baumen mit einer Gesamtlange von 346 Schritten (CI = 0,699, RC =
0,601, RI = 0,859 und HI = 0,301) bei Beruicksichtigung aller variablen Merkmale und von
272 Schritten (CI = 0,618, RC = 0,531, RI = 0,859 und HI = 0,382) bei Beriicksichtigung nur
der parsimony-informativen Merkmale. Eines dieser 12 gleichwertigen Dendrogramme ist in
Abb.3.2.2-2 dargestellt, um die Astlangen und damit die Differenzen bzw. notwendigen
Merkmalsuibergdange zwischen einzelnen Sequenzen zeigen zu konnen. Nur bei absolut iden-
tischen Sequenzen resultieren in dieser Analyse terminale ,,Aste* mit einer Liange von 0
Schritten. Jedoch weisen die 12 gleich sparsamsten Baume z.T. recht unterschiedliche Grup-
pierungen auf, so dal} ein striktes Consensus-Dendrogramm nur noch die wenigen allen
Dendrogrammen gemeinsamen Cluster enthéalt (Abb.3.2.2-3). Diese relativ schlechte Auf-
losung der Parsimony-Analyse spiegelt sich gleichzeitig in den niedrigen Bootstrap- und
Jackknife-Werten wider, die nur fur wenige Aste eine statistische Absicherung liefern und
i.d.R. schlechter sind als bei der Distanzanalyse. Selbst die E. arescens - PB 1828-Gruppe
mit nur einer unterschiedlichen Basenposition zwischen den beiden Sequenzen (Alignment-
position 30) erlangt nur Bootstrap- und Jackknife-Werte von etwas utber 50%, da die
Sequenzen von E. bisporum und E. pieridis-ovalifoliae sich in zu wenigen parsimony-

informativen Merkmalen von ihnen unterscheiden.

Abb.3.2.2-2:  Dendrogramm der Parsimony-Analyse der Sequenzen der Doméne I
der 26S rDNA mit Gaps als funftem Merkmalszustand. Einer von 12
gleichwertigen, gleich sparsamsten Baumen mit uiber alle variablen Merk-
male ermittelten Astlangen. Midpoint Rooting. Aste mit >50% Bootstrap-
und >60% Jackknife-Unterstutzung sind hervorgehoben. In Gruppen
(Boxen) zusammengefalit sind Stimme mit weniger als zwei unterschied-
lichen Alignmentpositionen im paarweisen Vergleich. RFLP- und DNA-
DNA-Homologie-Gruppenzugehorigkeit der Stimme sind angegeben.

Abb.3.2.2-3: Consensus der Parsimony-Analyse der Sequenzen der Doméane I der
26S rDNA mit Gaps als funftem Merkmalszustand. Aus den 12
gleich sparsamsten Baumen erstelltes striktes Consensus-Dendrogramm.
Midpoint Rooting. Aste mit >50% Bootstrap- und >60% Jackknife-Unter-
stutzung sind hervorgehoben.
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Abb.3.2.2-3
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Eine vergleichende Parsimony-Analyse, in der Gaps als fehlende Daten kodiert
wurden, ergab sieben gleich sparsamste Baume mit einer Gesamtlange von 320 bzw. 258
Schritten, deren strikter Consensus bei einer etwas besseren basalen Auflosung alle Cluster

des in Abb.3.2.2-3 gezeigten Consensus-Dendrogrammes bestatigt.

Die phylogenetische Analyse der 26S rDNA-Partialsequenzen resultiert in einer
Aufteilung der untersuchten Stimme in eine groBere Gruppe von Stammen, die dem ,,Haupt-
cluster der PCR-RFLP-Analyse entspricht. Gleichzeitig bilden die RFLP-Gruppen I und
VII ein deutlich abgetrenntes Cluster, und Stamm RBF 726 nimmt eine basale Stellung ein.
Relativ geringe genetische Distanzen sind innerhalb des ,,Hauptclusters® der Exobasidien zu
beobachten, wahrend diese drei RFLP-Gruppen - wie es schon aufgrund der Alignment-
analyse (siehe vorhergehendes Kapitel) zu erwarten war - durch deutlich groBere Distanzen
von dem ,,Hauptcluster* abgetrennt sind. Dementsprechend erhalt diese Grof3gliederung in
den Dendrogrammen, die den Distanzverhaltnissen der PCR-RFLP-Analyse entspricht, auch
hohe statistische Unterstutzungswerte. Die Abgrenzung der RFLP-Gruppen I, VI und VII
entspricht auch dem Ergebnis der BLAST-Suche, die diese Sequenzen als néchst ahnlich zu
Arten der Entylomatales (I und VII) bzw. Ustilaginales (VI) auswies. Eine umfassende
phylogenetische Analyse im Kontext der Basidiomyceten ist notwendig, um die genauen
Verwandtschaftsverhiltnisse dieser RFLP-Gruppen abzuklaren (siehe Kapitel 3.4). Hierfur
wurden auf Grundlage der im folgenden genauer zu beschreibenden ersten phylogenetischen
Analysen einzelne Stimme und Referenzsequenzen ausgewihlt, um eine zu ungleiche Ver-
teilung von Taxa, einen verhaltnismaBig zu hohen Anteil mancher Arten und damit einen
negativen Einfluf} auf eine groBere phylogenetische Analyse zu vermeiden (zur Problematik
der Taxa-Auswahl siche HiLLIS 1998).

Alle Exobasidium-Referenzsequenzen aus GENBANK finden sich innerhalb des
~Hauptclusters. Fast alle der hier sequenzierten Stimme zeigen hohe Affinititen zu diesen
Referenzsequenzen (d.h. es treten maximal zwei unterschiedliche Alignmentpositionen im
paarweisen Vergleich auf) und clustern mit ihnen zusammen. Ausnahmen hiervon bilden nur
die zwei Gruppen ,,E. rhododendri a“ und ,,E. rhododendri b*, die keine so hohe Uberein-
stimmung mit irgendeiner der Referenzsequenzen zeigen, aber in einem groferen Cluster mit
E. rhododendri AF009856 gruppieren. Die Gruppen hoher Sequenziibereinstimmung von
hier analysierten Staimme mit Referenzsequenzen finden i.d.R. eine sehr hohe statistische
Unterstiitzung. Die Referenzsequenzen der beiden von asiatischen Rhododendren stammen-
den Arten E. japonicum und E. shiraianum sind identisch und von der des in Kanada iso-
lierten Stammes PB 4898-18 nur in einer Basenposition verschieden. Zwischen Vertretern
aus unterschiedlichen Gruppen mit solch hoher Sequenzhomologie sowie auch zu weiteren,
einzeln stehenden Referenzsequenzen finden sich mindestens funf bis sieben unterschied-

liche Alignmentpositionen.
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Die Vertreter des ,,Hauptclusters* der 26S rDNA-Analysen, die von den Stimmen
der RFLP-Gruppen I, VI und VII deutlich verschieden sind, werden im weiteren Verlauf
dieser Arbeit als Exobasidien im engeren Sinn, Exobasidium s.str., angesprochen. Innerhalb
dieser Exobasidium s.str.-Gruppe findet sich bei der phylogenetischen Analyse der
Domine I der 26S rDNA eine deutliche Aufgliederung gemaf3 den Wirten. Vor allem in der
Distanzanalyse kommt eine klare Korrelation mit der systematischen Stellung der Wirts-
pflanzen zum Ausdruck. Alle Exobasidien von Wirten der Vaccinioideae finden sich als
basale Linien, diejenigen von Wirten der Theales bilden daran anschlieend eine Schwester-
gruppe zu denen von Rhododendron-Arten. In der Parsimony-Analyse hingegen bilden die
Exobasidien von Wirten der Theales eine abgeleitete Gruppe innerhalb der Exobasidien von
Wirten der Vaccinioideae. Allerdings findet sich nur fur wenige Beziehungen innerhalb die-
ser Gruppe eine statistische Absicherung. Die Beziehungen innerhalb Exobasidium s.str.
werden in der Parsimony-Analyse (sieche Abb.3.2.2-3) kaum aufgelost und konnen daher die
Topologie aus den Distanzanalysen weder unterstiitzen noch ihr widersprechen. Als einzige
Abweichung ist festzuhalten, da} E. sundstroemii und E. myrtilli in der Parsimony-Analyse
basal zu den Exobasidien von Wirten aus der Ordnung Theales stehen (E. symploci-
Jjaponicae, E. reticulatum, E. gracile), wahrend sie in der Distanzanalyse die Schwestergruppe

zu einem groferen Cluster aus diesen drei Arten und allen Rhododendron-Parasiten bilden.

Vergleicht man die Gruppierungen aufgrund der Sequenzen der Domine I der
26S rDNA mit der Zuordnung der Stdimme zu den PCR-Produktgroflenklassen des Primer-
paares LROR/LR9 und deren Bedeutung bei den PCR-RFLP-Analysen (vergleiche Abb.
3.1.3.4-1 und -2), so zeigen sich Unterschiede:

* Innerhalb Exobasidium s.str. haben Stimme von Rhododendron-Wirtsarten sowohl 2.2 kb
als auch 2.6 kb grofle PCR-Produkte. Die in den PCR-RFLP-Analysen entsprechend ge-
trennten Gruppen finden sich nach der Sequenzanalyse nicht nur in einem gemeinsamen
Cluster aller Rhododendron-Parasiten, sondern mit der ,,E. rhododendri b*“-Gruppe gibt
es sogar ein Cluster von Staimmen hoher Sequenzhomologie trotz unterschiedlicher PCR-
ProduktgrofBen.

* Die in den PCR-RFLP-Analysen gefundene enge Beziehung der Stimme von Andromeda
und Thea aus der 2.9 kb-Grofienklasse (RFLP-Gruppen XIX und XX) findet sich in der
Sequenzanalyse nicht. Stamm RBF 729 von And. polifolia befindet sich in der E. karstenii-

Gruppe und ist von der Gruppe der Theales-Parasiten getrennt.

Weitere Vergleiche der phylogenetischen Analyse der 26S rDNA-Partialsequenzen
mit den PCR-RFLP-Analysen, der DNA-DNA-Homologie-Gruppenzugehorigkeit sowie der

Herkunft der Stamme zeigen folgende Ergebnisse:
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* Die Trennung der ‘Einsporkulturen’ von PB 4898 in den RFLP-Gruppen VII (2.2 kb) und
XIIT (2.6 kb) bestatigt sich. Eine Affinitat der Sequenz von Stamm PB 4898-9 zu Taxa
auBerhalb der Exobasidiales (Entyloma-Arten) zeigte sich in der BLAST-Suche. Dieser
Stamm findet sich dementsprechend in der Sequenzanalyse auferhalb des ,,Haupt-
clusters®, wahrend Stamm PB 4898-18 in das Cluster der Rhododendron-Parasiten inner-

halb von Exobasidium s.str. eingegliedert ist.

* Die Teilung der DNA-DNA-Homologie-Gruppe B wird im Sequenzvergleich bestatigt. Die
Vertreter der RFLP-Gruppen II und III (2.8 bzw. 2.6 kb) finden sich in getrennten Clustern
mit hohen Sequenzhomologien zu den Referenzsequenzen von E. rostrupii einerseits bzw.

E. arescens andererseits.

* Die Teilung der DNA-DNA-Homologie-Gruppe F in die beiden RFLP-Gruppen VIII
(2.6 kb) und IX (2.2 kb) findet keine Unterstiitzung in dem Sequenzvergleich. Vertreter
dieser beiden RFLP-Gruppen gruppieren trotz der unterschiedlichen Groflen des LROR/
LR9-PCR-Produktes bei den Partialsequenzen der Domine I mit hoher Sequenzaffinitat
gemeinsam, wobei der Stamm PB 4380 in zwei Basenpositionen (Alignmentpositionen 395
und 571) von PB 5634 und FO 24040-2 verschieden ist. Die Ursache fur die Auftrennung
der DNA-DNA-Homologie-Gruppe F in den PCR-RFLP-Analysen liegt somit in der
GroBendifferenz der mit PCR-RFLPs analysierten Fragmente.

* Fur die zwei PCR-Produktgrofenklassen angehdrenden und in mehrere RFLP-Gruppen
aufgeteilten Vertreter der DNA-DNA-Homologie-Gruppe x bestatigt sich die PCR-
ProduktgroBe nicht als alleinige Ursache fur die Aufteilung. Auch in der Sequenzanalyse
bilden die beiden Stimme der RFLP-Gruppe XI (2.2 kb) von Rh. ferrugineum und
Rh. hirsutum eine Gruppe (,,E. rhododendri a*), wahrend der Stamm PB 3684 von
Rh. indicum (X111, 2.6 kb) gemeinsam mit den Referenzsequenzen von E. japonicum und

E. shiraianum clustert. Die Aufteilung entspricht hier den Wirtsarten.

Bei den Rhododendron-Parasiten zeigen die Vertreter der RFLP-Gruppen XII, XIII,
XIV und XVI, die sich schon in den PCR-RFLPs kaum unterschieden, nahezu identische
Sequenzen und finden sich in einem einzigen Cluster. Diese Stimme stammen von den asia-
tischen Rhododendron-Arten Rh. indicum und Rh. degronianum bzw. einem kanadischen
Rhododendron. Dieser Stamm PB 4898-18 zeigt in der Domine I eine einzige unterschied-
liche Basenposition (Alignmentposition 15) im Vergleich mit den Exobasidien von asia-
tischen Wirtsarten. Die in dieser E. japonicum - E. shiraianum-Gruppe vereinigten Exo-
basidien werden traditionell als getrennte Arten angesprochen (LAUBERT 1932), die aber
offensichtlich mit Sequenzen der Domine I nicht differenziert werden konnen. E. yoshinagai,
das auf einer weiteren asiatischen Art Rh. reticulatum D.Don ex G.Don vorkommt, bildet je-
doch eine abgesetzte Linie. Ebenfalls getrennt davon finden sich in drei Linien die Exo-

basidien von europiaischen Rhododendron-Arten, die normalerweise nur einer einzigen Art
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E. rhododendri zugeordnet werden (NANNFELDT 1981): die Cluster ,,E. rhododendri a* und
»E. rhododendri b* sowie die separat stehende Referenzsequenz von E.rhododendri
AF009856. Dies bestitigt die in den PCR-RFLPs gefundene Vielfalt der Exobasidien von

europaischen Rhododendren.

Bei den Vaccinium-Parasiten findet sich in der E. rostrupii-Gruppe neben Exo-
basidien von V. oxycoccos, deren Sequenzen im paarweisen Vergleich maximal eine unter-
schiedliche Basenposition aufweisen (Alignmentposition 581 bzw. 595), noch Stamm
PB 3277 von V. macrocarpum. Die Sequenz von PB 3277 ist mit der von zwei Stimmen von
V. oxycoccos identisch. Ansonsten sind die Staimme von Vaccinien nach ihren Wirtsarten
aufgetrennt. Die Gruppierung der Stimme von Vaccinium spp. entspricht damit vollig dem
NANNFELDTschen Konzept einer hohen Wirtsspezifitat (sieche Tab.1.2-1). Auch losen die
Stamme der E. arescens-, der E. pachysporum- und der E. rostrupii-Gruppe jeweils ein
spezifisches Befallsbild auf ihren Wirtspflanzen aus. Nur die E. vaccinii-Gruppe stellt hier
eine Ausnahme dar, denn Stamme, die eine lokale Gallbildung induzieren (RBF 763,
RBF 765), sind mit Hilfe der 26S rDNA nicht von solchen zu differenzieren, die ein systemi-
sches Befallsbild hervorrufen (PB 3385, PB 4143 und RBF 727).

Zusammenfassend l4aBt sich sagen, dal die Auswertung der 26S rDNA-Partial-
sequenzen der Domane I von ausgewidhlten Vertretern aus 16 RFLP-Gruppen in den meisten
Fallen die Gruppierungen einzelner Stimme bestitigt, wie sie sich in der PCR-RFLP-Analyse
fand. Einige uberraschende Ergebnisse, wie die Aufteilung der DNA-DNA-Homologie-
Gruppe B und die Differenzierung von ‘Einsporkulturen’ wie PB 4898, bleiben bestehen.
Einige andere unerwartete Ergebnisse, wie die Differenzierung der Exobasidien von
Rh. indicum oder auch die Aufteilung der DNA-DNA-Homologie-Gruppe F, werden hinge-
gen relativiert. Die Beziehungen innerhalb Exobasidium s.str. werden durch die Ahnlichkeits-
analysen der PCR-RFLP-Daten auf der einen und die der Sequenzdaten auf der anderen
Seite nicht gleich wiedergegeben. Die Domine I der 26S DNA zeigt keine groleren Langen-
unterschiede in den Sequenzen der analysierten Staimme. Die Ursache fur die GroBenunter-
schiede der PCR-Produkte mit dem Primerpaar LROR/LR9 mufite also in anderen Abschnit-
ten dieser PCR-Produkte zu finden sein. Es wurde daher von einigen Stimmen exemplarisch
ein Grofteil des PCR-Produktes sequenziert, um so die Ursache der GroBenunterschiede zu
analysieren, die fur Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen der PCR-RFLP-Analyse und
der Sequenzanalyse und eventuell auch fur die unterschiedliche Darstellung der phylogene-

tischen Beziehungen verantwortlich zu sein scheint.
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3.3 Introns in der 26S rDNA als Ursache der
unterschiedlichen PCR-ProduktgroBen

Als Ursache der Uberlangen der PCR-Produkte mit dem Primerpaar LROR/LR9 gegenuiber
der von Saccharomyces cerevisiae erwarteten Produktgrole von 2.2 kb und als Ursache der
Unterschiede in den PCR-Produktgroffen konnten durch weitere Sequenzanalysen der PCR-
Produkte ausgewahlter Stimme spezifische Insertionen nachgewiesen werden. Die genaue
Lage und ungefihre Lange der Insertionen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch
Teilsequenzen dieser PCR-Produkte, v.a. mit den Primern LRS5, LR6 und LR7, festgestellt.
Weitere detaillierte Untersuchungen der Insertionsorte mit Sekundarstrukturanalysen der
Insertionen und Sequenzvergleiche wurden in der Diplomarbeit von E. STEVANECZ (1998,
Betreuer: Prof. Dr. P. BLANZ) angeschlossen. Durch die Charakterisierung der Sequenzen
der Insertionsorte und die in den rRNA-Faltungen nachweisbaren fur Group-I-Introns typi-
schen Core-Elemente P, Q, R, S und helikalen P-Strukturen (BURKE et al. 1987, CECH 1988)

konnten die Insertionen als solche bestatigt werden.

Introns in dem amplifizierten 5°-Bereich der 26S rDNA wurden im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit an zwei Positionen in der Doméne II nachgewiesen: ,,vor der Primer-
bindungsstelle LR5“ zwischen Nukleotid 929 und 930 (bezogen auf die 26S rDNA von
Saccharomyces cerevisiae, siche Anhang I) und ,,in der LR6-Primerbindungsstelle® zwi-
schen Nukleotid 1.127 und 1.128. Die Insertionen an Position 929/930 zeigen keine
Sequenzhomologie mit denjenigen an Position 1.127/1.128. Sie werden daher als Intron-Typ
a und Intron-Typ b voneinander abgegrenzt. Fur Introns an der vorderen Insertionsposition
929/930 konnen zwei unterschiedliche Langen festgestellt werden. Sie sind entweder etwa
400 bp (Intron-Typ al) oder 600 bp (Intron-Typ a2) lang. Intron-Typ a2 weist im Vergleich
zu Intron-Typ al eine zusitzliche Insertion innerhalb des Introns auf. Ansonsten lassen sich
die Sequenzen der Introns vom Typ a gut miteinander alignieren. Introns an der hinteren
Intronposition 1.127/1.128 (Intron-Typ b) haben eine Lange von ca. 300 bp. In dem Ampli-
fikat der 26S rDNA desselben Stammes kann entweder kein Intron vorhandensein, ein Intron
auftreten, oder aber es finden sich Introns an beiden Positionen. Hinsichtlich der Verteilung
von Introns wurden so funf unterschiedliche Typen der 26S rDNA bei Exobasidium-
Stammen gefunden (Abb.3.3-1). Die vier PCR-Produktgroenklassen mit Uberldngen lassen
sich auf drei unterschiedliche Intron-Typen (2.5, 2.6 und 2.8 kb-GroBenklasse) und eine
Kombination (2.9 kb-GroBenklasse) zurickfuthren.

In Tab.3.3-1 ist die Intron-Verteilung bei Stimmen des ,,Hauptclusters* der RFLP-
Analysen dargestellt. Die 26S rDNA ist bei den RFLP-Gruppen I, VI und VII intron-frei; die
intron-haltigen rDNA-Typen treten alle bei oben zu Exobasidium s.str. gestellten Stimmen
auf. In einer PCR-Produktgroflenklasse wird nur je ein Typus der 26S rDNA angetroffen.
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Tab.3.3-1 Verteilung von Introns in der 26S rDNA. Ausgewihlte Stamme als
Beispiele fur das Vorkommen der verschiedenen Intron-Typen.
PCR-GroBe | Intron 929/930 | Intron 1.127/1.128| Stamm RFLP-Gruppe
2.2 kb - - alle intron-freien Stamme
2.5kb - Typ b CBS 183.56 V
2.5 kb - Typ b PB 3385 \'
2.6 kb Typ at - CBS 157.85 Xl
2.6 kb Typ at - PB 1828 I
2.6 kb Typ at - PB 3684 Xl
2.6 kb Typ ai - PB 4153 v
2.6 kb Typ al - PB 4380 Vil
2.8 kb Typ a2 - PB 3275 Il
2.8 kb Typ a2 - RBF 746 Il
2.9kb Typ al Typ b RBF 729 XIX
LROR LR2 LR3 870-3' LR5 LR6 LR7 LR8 LR9
26-42 386-370 651-635 888-870 964-948 1141-1125 1448-1432 1861-1845 2204-2188
A '
B E Intron Typ b|
C Intron Typ a1 E
D Intron Typ a2 E
E Intron Typ a1 E Intron Typ b
/ N/ X — 100mp
929 930 1.127 1.128
Abb.3.3-1 26S rDNA-Typen in der Gattung Exobasidium: Lage und Verteilung

von Group-I-Introns. A. Der 5’-Bereich der 26S rDNA zwischen LROR
und LRY bei intron-freien Amplifikaten mit eingetragenen Primer-
bindungsstellen (LRS und LR6 hervorgehoben). B. Der homologe Bereich
der 2.5 kb-GroBenklasse. C. Der homologe Bereich der 2.6 kb-Grofen-
klasse. D. Der homologe Bereich der 2.8 kb-Groflenklasse. E. Der homo-
loge Bereich der 2.9 kb-GroBenklasse. Die Nukleotidpositionen der Inser-
tionsorte (Pfeile) sind im Vergleich zur 26S rDNA von Saccharomyces
cerevisiae angegeben.
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Auch wenn nicht fur alle insertionshaltigen RFLP-Gruppen der 2.6 und 2.9 kb-
GroBenklasse die Introns detailliert charakterisiert wurden, so zeigt sich doch ein deutliches
Muster. Die Introns vom Typ b treten ebenso wie Introns vom Typ a2 nur bei Stimmen auf,
die im kodierenden Exonbereich der Doméne I jeweils hohe Sequenzhomologien aufweisen
(E. vaccinii- bzw. E. rostrupii-Gruppe). Im Gegensatz dazu finden sich Introns vom Typ al
auch bei Exobasidium-Stammen, die nach der phylogenetischen Analyse der Domine I nicht
nachst verwandt sind (,,E. rhododendri b“-, E. japonicum - E. shiraianum-, E. arescens-,
E. pachysporum-Gruppe). Hier zeigen die Introns beim Vergleich verschiedener Stimme

auch Sequenzunterschiede und haben z.T. auch um wenige Basenpaare differierende Langen.

Introns in den 26S rDNA-Amplifikaten sind fur einige der unerwarteten Ergebnisse
der PCR-RFLP-Analyse verantwortlich. So war Stamm PB 4380 in der PCR-RFLP-Analyse
von Stamm PB 5634 deutlich verschieden (RFLP-Gruppe VIII bzw. IX). Beide gehoren einer
einzigen DNA-DNA-Homologie-Gruppe an (F) und auch ihre Sequenzen der Doméne I der
26S rDNA zeigen nur zwei Basen Unterschied. Stamm PB 4380 weist aber im Gegensatz zu

PB 5634 ein Intron vom Typ al auf.

3.4 Phylogenie der Exobasidium-Stamme im Kontext der
Ustilaginomycetes aufgrund der Sequenzen der
Domane | der 26S rDNA

Fiur eine umfassendere phylogenetische Analyse mit allen Ordnungen der Exobasidiomyce-
tidae im Vergleich zu weiteren Referenzsequenzen aus den beiden anderen Unterklassen der
Ustilaginomycetes wurde ein Alignment erstellt, das 64 Taxa und 525 Nukleotidpositionen
umfallt (Anhang XIV). Nach den Ergebnissen der vorhergehenden Analyse der Exo-
basidium-Sequenzen (sieche Abb.3.2.2-1 und -2) wurde aus der Exobasidium s.str.-Gruppe
von jeder Art bzw. Gruppe mit hoher Sequenzhomologie ein Vertreter in diese Analyse uiber-
nommen; nur aus der E. japonicum - E. shiraianum-Gruppe wurde fur jede der beiden Arten
ein Reprasentant beibehalten. Es wurden aus den Gruppen hoher Homologie die Sequenzen
folgender Stimme ubernommen: E. arescens-Gruppe PB 1828, E. japonicum PB 3684,
E. karstenii-Gruppe RBF 729, E. pachysporum-Gruppe PB 4153, ,,E. rhododendri a” -
Gruppe PB 4381, ,.E. rhododendri b”-Gruppe PB 5634, E. rostrupii-Gruppe PB 3275,
E. vaccinii-Gruppe PB 4143. Zusitzlich wurde je ein Vertreter der auferhalb von Exo-
basidium s.str. stthenden RFLP-Gruppen I, VI und VII in diese Analyse aufgenommen
(PB 393, PB 2857e, RBF 726). Mit diesen Sequenzen wurden 42 weitere Sequenzen aus
GENBANK aligniert (siehe Kapitel 2.3.4.3.2). Diese reprasentieren die itbrigen sechs Ordnun-
gen der Exobasidiomycetidae mit bis zu je sieben Taxa, enthalten vier Vertreter der Ustilagi-

nomycetidae und zwei Arten der Entorrhizomycetidae als AuBlengruppe, da diese Unterklasse
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nach BEGEROW et al. (1997) die basale Linie innerhalb der Klasse Ustilaginomycetes bzw. die
Schwestergruppe zu den beiden anderen Unterklassen bildet. Es sind sieben weitere Gattun-

gen der Exobasidiales enthalten, so daf alle vier Familien der Ordnung vertreten sind.

Die zusiatzlichen Sequenzen wurden zu dem Exobasidium-Alignment geladen und ein
erweitertes Alignment der Domine I erstellt. Da Beginn und Ende der Sequenzen bei den
GENBANK-Eintragen haufig kiirzer waren als in dem urspriinglichen Alignment, muf3te hier
entsprechend gekiirzt werden. Das Alignment fur diese phylogenetische Analyse (An-
hang XIV) entspricht den Positionen 41 bis 559 des Alignments der Exobasidium-Sequenzen
(Anhang XIII). In diesem Alignment tiber Sequenzen aus dem gesamten Spektrum der Usti-
laginomycetes finden sich variable Bereiche, in denen einzelne Basenpositionen nicht ein-
deutig zu homologisieren sind. Uneindeutige Bereiche, die insgesamt 63 Alignmentpositio-
nen (in Anhang XIV gekennzeichnet) betreffen, wurden in einem konservativen Ansatz von
der weiteren Analyse ausgeschlossen (fur eine Diskussion dieser Problematik siehe u.a.
GATESY et al. 1993, WHEELER 1999). Die in den phylogenetischen Analysen verrechnete
Matrix umfaf3t somit 462 Nukleotidpositionen, von denen 182 parsimony-informativ und 39
variabel, aber parsimony-uninformativ sind (Gaps als fehlende Daten gewertet). Die phylo-
genetische Analyse wurde nach Maximum Parsimony, mit Distanzmatrixverfahren und mit

Bayes’scher Statistik vorgenommen.

Das Maximum Parsimony-Verfahren liefert 376 gleich sparsamste Baume mit einer
Gesamtlange von 905 Schritten (CI = 0,376, RC = 0,267, Rl = 0,711 und HI = 0,624) bei Be-
rucksichtigung aller variablen Merkmale und von 861 Schritten (CI = 0,344, RC = 0,244,
RI=0,711 und HI = 0,656) bei Beriicksichtigung nur der parsimony-informativen Merk-
male. Diese liefern einen strikten Consensus, der zwar Gruppen widerspiegelt, aber Bezie-
hungen von Gruppen zueinander kaum auflost. Das Majority-Consensus-Dendrogramm
(Abb.3.4-1) zeigt hingegen eine wesentlich bessere Auflosung. Hier sind aber auch Gruppen
enthalten, die nicht in allen gleich sparsamsten Baumen auftreten. Diese Topologie wurde da-
her uber ,,Succesive Weighting* gepriift. Ausgehend von allen 376 Baumen wurde durch
Gewichtung der einzelnen Merkmale nach ihren individuellen Consistency-Indices nach nur
drei Durchgiangen mit einem strikten Consensus aus nur drei gleich sparsamsten Baumen
eine Topologie erzielt, die derjenigen des Majority-Consensus weitgehend entspricht und
damit eine Unterstutzung fur alle Grogruppierungen liefert. Nur die Positionen von Tille-
tiopsis flava und T. fulvescens (ein Gruppe mit 70% Héufigkeit im Majority-Consensus)
werden innerhalb der Georgefischeriales anderes wiedergegeben, und die Gruppierung von
E. sundstroemii mit E. myrtilli (74% Haufigkeit im Majority-Consensus) findet keine Unter-

stutzung mit diesem Verfahren.
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Entorrhiza casparyana
Entorrhiza aschersonia
Doassansiopsis deformans
Ustilago maydis
RBF 726
Sporisorium sorghi
Pseudozyma antarctica
71 | Erratomyces patelii
Conidiosporomyces ayresii
Tilletia caries
Ingoldiomyces hyalosporus
Malassezia furfur
Malassezia sympodialis
Eballistra oryzae
Georgefischeriales 77 Tilletiopsis minor

— Tilletiaria anomala
Georgefischeria riveae
Jamesdicksonia ischaemiana
Tilletiopsis fulvescens
Tilletiopsis flava
Tilletiopsis pallescens
Microstroma album
Rhodotorula bacarum
Sympodiomycopsis paphiopedili
Microstroma juglandis
Volvocisporium triumfetticola
Tilletiopsis albescens
Rhamphospora nymphaeae
Doassinga callitrichis
Doassansia epilobii
Nannfeldtiomyces sparganii
Tilletiopsis washingtonensis
PB 393
Entyloma polysporum
Entyloma calendulae
Entyloma ficariae
PB 2857e
Clinoconidium bullatum
Laurobasidium lauri
E. vaccinii PB 4143
E. karstenii RBF 729
E. oxycocci AF487391
E. pachysporum PB 4153
E. rostrupii PB 3275
E. arescens PB 1828
E. bisporum AF487386
E. pieridis-ovalifoliae AF487393
64 E. sundstroemii AF487396

74 E. myrtilli AF487390
E. symploci-japonicae AF487397
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Abb.3.4-1
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Abb.3.4-1 Consensus-Dendrogramm der Parsimony-Analyse der Sequenz-
daten der Domiane I der 26S rDNA bei Ustilaginomyceten. Das
zugrundeliegende Alignment ist im Vergleich zu Abb.3.2.2-1 bis -3 in der
Lange gekurzt. Majority-Consensus aus 376 gleich sparsamsten Baumen.
Gewurzelt mit Entorrhiza spp. als AuBengruppe. Die Haufigkeiten der
Gruppen sind, sofern unter 100%, unter den entsprechenden, heller ge-
zeichneten Asten in kursiv angegeben. Aste mit Jackknife-Werten uiber
60% sind hervorgehoben und die Werte sind dariiber angegeben.

An allen Dendrogrammen sind nur Jackknife-Werte von iiber 60% angetragen. Die
Bootstrap-Werte liegen i.d.R. unter den Jackknife-Werten, jedoch fur diese Gruppen immer
uber 50%. In allen Analysen wurden die Stammbaume uber die beiden Arten der Gattung

Entorrhiza C.A.-Weber gewurzelt.

Die Distanzanalyse ergibt je nach gewahltem Koeffizienten unterschiedliche Dendro-
gramme. Je ein Beispiel fur die beiden grundsitzlichen Topologien ist in Abb.3.4-2 (Maxi-
mum Likelihood-Modell) und Abb.3.4-3 (Jukes/Cantor-Modell) gezeigt. Die Beziehungen
der Ordnungen der Exobasidiomycetidae zueinander werden darin unterschiedlich dargestellt,
wie auch die genaue Aufgliederung innerhalb der Exobasidiales. Mit weiteren Koeffizienten
(z.B. HKY85, Kimura-2-Parameter) ergab sich eine Topologie, die innerhalb der Exobasi-
diales derjenigen nach dem Maximum Likelihood-Modell entspricht und fur die Beziehungen
der Ordnungen zueinander derjenigen des Jukes/Cantor-Modells. Fur die unterschiedlichen
GroBgliederungen gibt es in den Distanzanalysen, genauso wie in den Parsimony- und

Bayes’schen Analysen, bei keinem der Koeffizienten eine statistische Unterstiitzung.

Abb.3.4-2 Dendrogramm der Distanzanalyse der Sequenzdaten der Domine I
der 26S rDNA nach dem Maximum Likelihood-Modell bei Ustila-
ginomyceten. Das zugrundeliegende Alignment ist im Vergleich zu Abb.
3.2.2-1 bis -3 in der Lange gekiirzt. Die Maximum Likelihood-Einstellun-
gen entsprechend dem GTR-Modell mit sechs Substitutionstypen, via
Maximum Likelihood ermittelten Substitutionsraten und empirisch ermit-
telten Basenhéaufigkeiten (A = 28,172%, C =17,50%, G = 30,237%, T =
24,091%. Neighbor-Joining. Gewurzelt mit Entorrhiza spp. als Aullen-
gruppe. Aste mit Jackknife-Werten uber 60% sind hervorgehoben und die
Werte sind angegeben.

Abb.3.4-3 Dendrogramm der Distanzanalyse der Sequenzdaten der Domane I
der 26S rDNA nach dem Jukes/Cantor-Modell bei Ustilaginomy-
ceten. Das zugrundeliegende Alignment ist im Vergleich zu Abb.3.2.2-1
bis -3 in der Lange gekurzt. Neighbor-Joining. Gewurzelt mit Entorrhiza
spp. als AuBBengruppe. Aste mit Jackknife-Werten tiber 60% sind hervor-
gehoben und die Werte sind angegeben.
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Entorrhiza casparyana
L— Entorrhiza aschersonia
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Abb.3.4-2
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Entorrhiza casparyana
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In der Bayes’schen Analyse wurden 600.000 Generationen durchlaufen, wobei
innerhalb der Markov-Ketten 30-60% der vorgeschlagenen Parameterwechsel akzeptiert
wurden und zwischen den Markov-Ketten in etwas uiber 10% der Generationen ein Wechsel
stattfand. Aus den 5.300 gesammelten Baumen aus dem Bereich hochster Likelihood-Werte
(nach dem ,,Burnin®, siche dazu Kapitel 2.3.4.3.2) wurde das Majority-Consensus-Dendro-
gramm der Bayes’schen Analyse (Abb.3.4-4) erstellt, in welchem die Haufigkeit einzelner

Gruppierungen gleichzeitig deren ,,Posterior Probability* widerspiegelt.

Die Ustilaginomycetidae stellen sich bei allen phylogenetischen Analysen als
Schwestergruppe zu den Exobasidiomycetidae dar. Innerhalb der Ustilaginomycetidae bildet
Doassansiopsis deformans (Urocystales) das Schwestertaxon zu den Vertretern der
Ustilaginales. Die Sequenz des Stammes RBF 726 gruppiert innerhalb der letztgenannten

Ordnung in der Nédhe von Ustilago maydis.

Die sieben Ordnungen der Exobasidiomycetidae finden sich in den phylogenetischen
Analysen immer als monophyletische Gruppen, die durch hohe Jackknife-Werte bzw. Wahr-
scheinlichkeiten unterstutzt werden. Tilletiopsis albescens und Tilletiopsis pallescens, die
momentan keiner der Ordnungen eindeutig zugeordnet werden (BEGEROW et al. 2000, BAUER
et al. 2001b), sind auch in den hier vorgestellten Analysen an verschiedene Gruppen ange-
schlossen. T. albescens gruppiert entweder mit den Doassansiales oder Entylomatales, wah-
rend 7. pallescens eher eine Affinitiat zu den Microstromatales zeigt. Die beiden Stimme
PB 393 und PB 2857¢ clustern, wie nach den Ergebnissen der BLAST-Suche zu erwarten
war, mit den Vertretern der Entylomatales, und alle Exobasidium s.str.-Vertreter finden sich
innerhalb der Exobasidiales. Die Beziehungen der Ordnungen zueinander stellen sich bei den
unterschiedlichen Verfahren durchaus unterschiedlich dar. Es findet sich aber nirgendwo eine
Absicherung einer spezifischen GroBtopologie durch Unterstiitzungs- bzw. Wahrscheinlich-
keitswerte. Wahrend das Parsimony-Verfahren Abzweigungen einzelner Linien nacheinander
- mit den Exobasidiales als am weitesten abgeleiteter Gruppe - zeigt, stellt die Distanzanalyse
die Exobasidiales als Schwestergruppe zu allen anderen Exobasidiomycetidae dar. Auch die
Bayes’sche Analyse 10st die Beziehungen der Exobasidiomycetidae mit Schwestergruppen-
beziehungen auf, doch sind hier die Exobasidiales nur die direkte Schwestergruppe zu den

Microstromatales.

Abb.3.4-4 Dendrogramm der Bayes’schen Analyse der Sequenzdaten der
Dom#ane I der 26S rDNA bei Ustilaginomyceten. Das zugrunde-
liegende Alignment ist im Vergleich zu Abb.3.2.2-1 bis -3 in der Lange ge-
kurzt. Aus 5.300 Einzelbaumen errechneter Majority-Consensus mit ge-
mittelten Astlangen. Gewurzelt mit Entorrhiza spp. als AuBBengruppe. Aste
mit Wahrscheinlichkeiten von tiber 60% sind hervorgehoben und die
Werte sind angegeben.



Heidi Doring SEITE 121

100 __—— Entorrhiza casparyana

'~ Entorrhiza aschersonia
100 Doassansiopsis deformans

99|.r_ Sporisorium sorghi
100 Pseudozyma antarctica
|{ Ustilago ‘maydis
RBF 726
[ Erratomyces patelii
100 Conidiosporomyces ayresii g
Tilletia caries Tilletiales

Ingoldiomyces hyalosporus

Eballistra oryzae
Tilletiopsis minor
Tilletiaria anomala . .

% Georgefischeria riveae Georgefischeriales

Jamesdicksonia ischaemiana
Tilletiopsis fulvescens
Tilletiopsis flava
—— Malassezia furfur

L— Malassezia sympodialis Malazsgelples
Rhamphospora nymphaeae
Doassinga callitrichis Doassansiales
Doassansia epilobii
Nannfeldtiomyces sparganii

Tilletiopsis albescens

Tilletiopsis washingtonensis
Entyloma pol
ntyloma polysporum
L | Entyloma calendulae SIS
Ent loma ficariae
857e

Tilletiopsis pallescens
81 Sympodiomycopsis paphiopedili
10  Microstroma album
Rhodotorula bacarum
Microstroma juglandis
Volvocisporium triumfetticola

100 — Clinoconidium bullatum

Laurobasidium lauri
100 E. vaccinii PB 4143

- E. karstenii RBF 729

E. sundstroemii AF487396

E. myrtilli AF487390

E. symploci-japonicae AF487397

Muribasidiospora indica

E. gracile AF487387

E. reticulatum AF487394

Arctlcomyces warmingii

‘_? Graphiola phoenicis
Graphiola cylindrica

|86 — Kordyana tradescantiae

Dicellomyces scirpi

00
]

Microstromatales

%

100 E. rostrupii PB 3275
E. arescens PB 1828
91 E- bisporum AF487386

E. pieridis-ovalifoliae AF487393
E. pachysporum PB 4153
E. oxycocci AF487391
"E. rhododendri a" PB 4381
E. rhododendri AF009856
"E. rhododendri b" PB 5634
E. yoshinagai AF487399
E. japonicum PB 3684
E. shiraianum AF487395

Exobasidiales

Abb.3.4-4



SEITE 122 Ergebnisse

Innerhalb der Exobasidiales clustern die beiden Gattungen der Brachybasidiaceae
(Dicellomyces L.S.Olive und Kordyana) immer gemeinsam und bilden die Schwestergruppe
zu den beiden Graphiola-Arten (Graphiolaceae). Ebenso gruppieren die beiden Vertreter der
Cryptobasidiaceae (Clinoconidium Pat. und Laurobasidium) immer zusammen. Diese
Beziehungen haben zumeist auch hohe Unterstutzungs- bzw. Wahrscheinlichkeitswerte. Im
Gegensatz dazu finden sich die Exobasidiaceen (Arcticomyces, Exobasidium und Muribasi-
diospora) nur in den Distanzanalysen als monophyletische Gruppe, wahrend sich in der Par-
simony- und Bayes’schen Analyse die Graphiolaceen - Brachybasidiaceen-Gruppe innerhalb
der Exobasidiaceen findet. Auch die Vertreter der Gattung Exobasidium selbst bilden in
keiner dieser phylogenetischen Analysen eine monophyletische Gruppe, da zumindest Arcti-
comyces warmingii und Muribasidiospora indica zwischen den Exobasidium-Arten stehen.
Allerdings bleiben diese Beziehungen in allen phylogenetischen Analysen ohne Absicherung
durch mit statistischen Verfahren ermittelte Unterstiitzungs- bzw. Wahrscheinlichkeitswerte.
Nur E. gracile und E. reticulatum, die beiden Arten von Camellia (Thea) spp., gruppieren
immer mit hoher Absicherung zusammen. In allen Dendrogrammen, unabhédngig vom Ver-
fahren, findet sich sodann noch eine Gruppe aller Exobasidien von Rhododendron-Arten,
allerdings ohne Absicherung. Die Exobasidien der Vaccinioideen bilden nur in den Distanz-
analysen eine geschlossene Gruppe; einzig eine Vierer-Gruppierung von E. arescens mit

E. bisporum, E. pieridis-ovalifoliae und E. rostrupii findet sich immer.

3.5 Sequenzvergleich der 18S rDNA ausgewahlter Stamme im
Kontext der Basidiomycota

3.5.1 GroBenunterschiede der PCR-Produkte zeigen
Insertionen in der 18S rDNA an

Um die Ursache fur die in den PCR-RFLPs gefundenen, unerwarteten Unterschiede in den
genetischen Distanzen zu klaren, wurde parallel mit der 26S rDNA-Sequenzanalyse eine er-
ganzende phylogenetische Analyse der 18S rDNA ausgewahlter Staimme durchgefuhrt.

Die mit dem Primerpaar A/B (siehe Tab.2.2.3.1-1) durchgefuhrten PCR-Reaktionen
sollten etwa 1.800 bp grole PCR-Produkte liefern. Ein homologes PCR-Produkt von
Saccharomyces cerevisiae hat eine Grofle von 1.791 bp - berechnet nach dem GENBANK-
Eintrag JO1353 (siehe Anhang I). Es wurden aber bei den untersuchten Exobasidium-
Stammen unterschiedliche Groen der fast die gesamte 18S rDNA umfassenden Amplifikate
gefunden. Neben den erwarteten 1.8 kb grolen Banden waren auf den PCR-Kontrollgelen
auch solche von etwa 2.3 kb und 2.5 kb zu erkennen (Tab.3.5.1-1, Abb.3.5.1-1). Die Uber-
langen dieser PCR-Produkte von etwa 500 bzw. 700 bp sind vermutlich auf Group-I-Introns
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zuruckzufuhren, deren Vorkommen als verbreitetes Phanomen in den 18S rRNA-Genen aller

hoheren Pilze in den letzten 10 Jahren nachgewiesen wurde (u.a. DE WACHTER et al. 1992,
DEPRIEST & BEEN 1992, TANABE et al. 2002).

Tab.3.5.1-1: GroBe der 18S rDNA PCR-Produkte bei ausgewiahlten Stammen mit
dem Primerpaar A/B. Rund 1.8 kb grof3e, insertionsfreie PCR-Produkte
(-) sind insertionshaltigen PCR-Produkten (+) mit 2.3 bis 2.5 kb Grofe
gegenuibergestellt. Wirtspflanzen, Zugehorigkeit zu RFLP-Gruppen sowie
Eingruppierung dieser RFLP-Gruppen aufgrund der 26S rDNA-Partial-
sequenzen sind angegeben.
Stamm Wirt RFLP Seq. Domane | Insertion(en)
FO 31778 V. uliginosum v E. pachysporum-Gr. -
PB 383 V. uliginosum I Entylomatales -
PB 393 = RBF 1008 V. vitis-idaea I Entylomatales -
PB 3275 V. oxycoccos I E. rostrupii-Gr. -
PB 4153 V. uliginosum v E. pachysporum-Gr. -
PB 4381 Rh. hirsutum Xl ,E. rhododendri a“-Gr. -
PB 2857e Rh. x intermedium VI Entylomatales +
PB 4380 Rh. ferrugineum VI »E. rhododendri b“-Gr. +
RBF 726 V. vitis-idaea \ Ustilaginales +
RBF 737 V. uliginosum XV nicht bestimmt +
o) o)
8 > C'; > == C1I_) ": > 8 ﬁ
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Abb.3.5.1-1:
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PCR-Produkte mit dem Primerpaar A/B. Ausschnitt aus einem 0,8%-
igen Agarosegel mit Banden von 1.8 und 2.3 kb Grofle. DNA-Grofen-
standard (M) = 1kb DNA-Leiter, Stammnummern angegeben, negativ =
Spuren ohne erfolgreiche Amplifikation.
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Die PCR-Produkte mit dem Primerpaar A/B waren von unterschiedlicher Qualitat.
Insgesamt konnten von 10 Stimmen Amplifikate der 18S rDNA erhalten werden. Die inser-
tionshaltigen PCR-Produkte waren i.d.R. von geringer Ausbeute (Abb.3.5.1-1). Die beiden in
verschiedenen Stammsammlungen gehaltenen Kulturen eines Pilz-Isolates zeigten auch hier
wieder, wie nicht anders zu erwarten, gleich grole PCR-Produkte (PB 393 und RBF 1008,
siehe auch Tab.3.1.2-1).

3.5.2 18S rDNA-Sequenzen ausgewahlter Stamme

Zur Sequenzierung wurden neben PCR-Produkten des Primerpaares A/B fur den 3’-Bereich
der 18S rDNA auch solche des Primerpaares NS23UCB/ITS4 verwendet (sieche Tab.2.2.3.1-
1). Ausgewahlt zum Sequenzieren wurden drei insertionsfreie PCR-Produkte von Stimmen,
welche die in den PCR-RFLP-Analysen der 26S rDNA gefundenen Distanzunterschiede
widerspiegeln, zum einen je ein Exobasidium s.str.-Stamm von V. oxycoccos (PB 3275,
E. rostrupii-Gruppe) und von Rh. hirsutum (PB 4381, ,,E. rhododendri a*“-Gruppe), zum
anderen ein Stamm aus der deutlich abseits stehenden RFLP-Gruppe I (RBF 1008, Entylo-

matales).

Die sequenzierten 18S rDNA-Amplifikate ohne PCR-Primerbindungsstellen ent-
sprechen den Positionen 22 bis 1.774 der 18S rDNA von Saccharomyces cerevisiae. Sie ha-
ben bei den untersuchten Stammen folgende Grofen: Stamm PB 3275 hat 1.768 bp, Stamm
PB 4381 hat 1.770 bp und Stamm RBF 1008 besitzt 1.755 bp. Vergleicht man diese drei
Sequenzen nach dem Erstellen eines Alignments miteinander, so ergibt sich ein Bild, das den
oben geschilderten 26S rDNA-Analysen entspricht. Die Sequenzen der Stamme PB 3275
und PB 4381 sind wesentlich dhnlicher untereinander als zu der von Stamm RBF 1008.
Stamm PB 4381 unterscheidet sich von PB 3275 in insgesamt 12 Positionen. Stamm
RBF 1008 hingegen unterscheidet sich von der gemeinsamen Sequenz der beiden anderen
Stamme in 88 Positionen (Substitutionen und Indels). In den 12 Positionen, die zwischen
PB 4381 und PB 3275 verschieden sind, ist RBF 1008 zusatzlich an zwei Positionen von
beiden verschieden. Diese Sequenzunterschiede korrelieren mit den unterschiedlichen geneti-
schen Distanzen der 26S rDNA-Analysen.

3.5.3 Phylogenetische Analyse von 18S rDNA-Daten

In den Sequenzdatenbanken lagen bisher keinerlei 18S rDNA-Eintrage von Exobasidium
spp. vor. Die gesamte Unterklasse der Exobasidiomycetidae ist mit nur wenigen Arten einiger

Ordnungen vertreten. Die drei Exobasidium-Sequenzen wurden mit 21 Vergleichssequenzen
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aus GENBANK (siehe Kapitel 2.3.4.3.3) in einem Alignment zusammengestellt. Aufgrund der
unterschiedlichen Langen der Datenbankeintrage resultierte fur die phylogenetische Analyse
eine Datenmatrix, die den Positionen 51 bis 1.760 der 18S rDNA von Saccharomyces cere-
visiae entspricht. Das Alignment (Anhang XV) umfalit 1.764 Nukleotidpositionen, von denen
413 parsimony-informativ und 147 variabel, aber parsimony-uninformativ sind (Gaps als
fehlende Daten gewertet). Allerdings sind nicht in allen Bereichen dieses Alignments alle
Basenpositionen iiber alle Taxa zweifelsfrei homologisierbar. Die nicht eindeutigen Bereiche
wurden von der phylogenetischen Analyse ausgeschlossen (201 Nukleotidpositionen, siehe
Anhang XV), so dal} eine Matrix mit einer Lange von 1.563 Positionen resultiert, die 398

variable Merkmalen enthilt, von denen 278 parsimony-informativ sind.

Die Vertreter der Klassen der Hymenomycetes und Urediniomycetes werden als aus-
reichend erachtet, um in den phylogenetischen Analysen der 18S rDNA-Daten die Stellung
der hier untersuchten Stdmme innerhalb der dritten Klasse der Basidiomycota, den Ustilagi-
nomycetes, wiederzugeben. Auf die Einbeziehung von Aullengruppen-Taxa von auBerhalb
der Basidiomycota wurde daher verzichtet. Fur diese phylogenetische Analyse wurden
Distanz- und Parsimony-Verfahren angewandt, fur die Bootstrap- und Jackknife-Unter-
stitzungen berechnet wurden. Auch bei dieser Auswertung liegen die Jackknife-Werte i.d.R.

uber den Bootstrap-Werten.

Fur die Distanzanalyse wird hier ein Dendrogramm nach dem Jukes/Cantor-Modell
vorgestellt (Abb.3.5.3-1). Sie zeigt deutlich eine Dreiteilung der Taxa gemal der drei Klassen
der Basidiomycota. Die zu diesen Klassen fuhrenden Aste erhalten hohe Unterstiitzungs-
werte. Die drei hier analysierten Stamme clustern innerhalb der Ustilaginomyceten mit den
ubrigen Vertretern der Exobasidiomycetidae, die die Schwestergruppe zu den beiden Usti-
lago-Arten als Vertreter der Ustilaginomycetidae bilden. Auch diese Beziehung erhilt eine

gute statistische Absicherung.

Die Parsimony-Analyse ergab vier gleich sparsamste Baume mit einer Gesamtlange
von 849 Schritten (CI = 0,608, RC = 0,412, RI = 0,677 und HI = 0,392) bei Berucksich-
tigung aller variablen Merkmale. Der strikte Consensus (Abb.3.5.3-2) zeigt im wesentlichen
die gleiche Topologie wie die in der Distanzanalyse ermittelte. Allerdings ist die Stellung von
Dacrymyces stillatus und Tremella foliacea abweichend, wobei die basalen Linien der
Hymenomyceten in dem Parsimony-Verfahren weder eine gute Auflosung noch eine statisti-
sche Absicherung erfahren. Hingegen finden sich die Urediniomyceten und Ustilagino-
myceten auch in der Parsimony-Analyse als Gruppen mit hohen Unterstuitzungswerten. Auch
hier bilden die beiden Ustilago-Arten die Schwestergruppe zu den Exobasidiomycetidae, die

wiederum die drei hier sequenzierten Staimme einschlieen.
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Abb.3.5.3-1: Dendrogramm einer Distanzanalyse mit Sequenzen der 18S rDNA.
Jukes/Cantor-Modell und Neighbor-Joining, ungewurzelt. Aste mit Jack-
knife-Werten uiber 50% sind hervorgehoben und die Werte angegeben.
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Abb.3.5.3-2: Consensus-Dendrogramm der Parsimony-Analyse von Sequenzen
der 18S rDNA. Strikter Consensus aus vier gleich sparsamsten Baumen,
Midpoint Rooting. Aste mit Jackknife-Werten uiber 50% sind hervorge-
hoben und die Werte angegeben.
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In der phylogenetischen Analyse der 18S rDNA-Daten gruppieren die Stamme
PB 3275 und PB 4381 aus dem ,,Hauptcluster* der PCR-RFLP-Analyse, welches mit dem
Vergleich der 26S rDNA-Partialsequenzen als Exobasidium s.str. charakterisiert wurde, zu-
sammen. Die Stimme der E. rostrupii- und der ,,E. rhododendri a*-Gruppe bilden die
Schwestergruppe zu den beiden Vertretern der Gattung Graphiola, eine Beziehung welche
v.a. mit dem Parsimony-Verfahren eine hohe statistische Absicherung erhalt. Auch in der
18S rDNA-Analyse findet sich Stamm RBF 1008, der sich bei den 26S rDNA-Partial-
sequenzen als néchst dhnlich zu Tilletiopsis-Arten in der Ordnung Entylomatales zeigte,
auBerhalb der Exobasidiales in einer Gruppe mit Vertretern der Gattungen Tilletia, Tilletiaria
und Tilletiopsis, die in der Distanzanalyse sehr hohe Unterstitzungswerte erhalt. In der Par-
simony-Analyse zeigen die Arten in dieser Gruppe in den vier gleich sparsamsten Baumen
unterschiedliche Beziehungen zueinander, weshalb diese im strikten Consensus nicht aufge-
lost ist. Die drei Vertreter der Georgefischeriales (Tilletiaria anomala, Tilletiopsis flava und
Tilletiopsis minor) clustern jedoch bei beiden Verfahren mit hoher Absicherung zusammen.
Tilletia caries (Tilletiales) und Tilletiopsis pallescens (mit ungeklarter Stellung innerhalb der
Exobasidiomycetidae, siche auch Kapitel 3.4) bilden zwar auch immer eine Gruppe, aber
diese Beziehung erhilt keinerlei statistische Absicherung. Die in der Distanzanalyse darge-
stellten Beziehungen dieser Arten zueinander entsprechen einem der vier gleich sparsamsten

Béume der Parsimony-Analyse.

Die phylogenetische Analyse der 18S rDNA-Sequenzen bestétigt das mit den Partial-
sequenzen der 26S rDNA gewonnene Bild. Die in dieser Arbeit untersuchten und der
Gattung Exobasidium zugeordneten Staimme bilden keine monophyletische Gruppe. Es gibt
Stamme, die Affinitaten zu anderen Ordnungen der Ustilaginomyceten zeigen. Vertreter von
Exobasidium s.str. stehen phylogenetisch in dieser 18S rDNA-Analyse der Gattung

Graphiola am néchsten.

3.6 Charakterisierung der ITS-Region ausgewahlter Stamme

Bei den Analysen der 26S rDNA-Partialsequenzen gruppierten Stimme mit hoher Sequenz-
homologie zusammen. Innerhalb dieser Gruppen fanden sich bei einem paarweisen Vergleich
maximal zwei unterschiedliche Basenpositionen (siche Abb.3.2.2-1 und -2). Da damit kaum
eine weitere Differenzierung zwischen diesen Stammen moglich ist, sollte mit einer kurzen
Charakterisierung der ITS-Region das Potential dieses als variabel geltenden Markers (siche

Einleitung) fur eine Differenzierung zwischen den untersuchten Stiammen getestet werden.
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Grofienunterschiede bei PCR-Produkten mit dem Primerpaar ITS5/1TS4

Die ITS-Region wurden mit der Primerkombination ITS5/ITS4 (siehe Tab.2.2.3.1-1) ampli-
fiziert. In diesen PCR-Produkten sind inklusive der Primerbindungsstellen, bezogen auf
Saccharomyces cerevisiae als Standard (sieche Anhang I), 54 bp vom 3’-Ende der 18S rDNA
und 60 bp vom 5’-Beginn der 26S rDNA enthalten (siehe auch Abb.2.2.3.1-1).

Die PCR-Amplifikate der untersuchten Stimme waren nicht einheitlich. Auf PCR-
Kontrollgelen waren Banden von etwa 600, 700 und 800 bp Lange zu erkennen (Tab.3.6-1,
Abb.3.6-1). Im Gegensatz zu den 26S rDNA PCR-Produkten treten hier aber keine distink-
ten GroBenklassen auf, sondern PCR-Produkte mit etwas variierenden Groflen in den ge-
nannten Bereichen. Von 16 Stimmen wurden Amplifikate der ITS-Region erhalten. Die Ver-
teilung der PCR-ProduktgroBen der ITS-Region entspricht weitgehend den gefundenen
Gruppierungen der Staimme aufgrund der 26S rDNA-Daten. Nur Stamm CBS 156.85, der
innerhalb von Exobasidium s.str. steht, zeigt hier in der GroBe seines ITS-Amplifikates ein
abweichendes Verhalten, indem er den Stimmen #hnelt, die als Vertreter der Entylomatales
charakterisiert wurden. Diese zeigen um 700 bp gro8e PCR-Produkte, wiahrend die Stimme

der Exobasidium s.str.-Gruppe ansonsten nur etwa 600 bp gro8e PCR-Produkte ergaben.

Tab.3.6-1: PCR-ProduktgroBen der ITS-Region bei ausgewahlten Stammen
mit dem Primerpaar I'TSS/ITS4. Die in ihrer Grofe leicht variierenden
PCR-Produkte der verschiedenen Stamme werden drei Kategorien zuge-

ordnet.
Stamm Wirt RFLP-Gr. [ ~600 bp ~700bp =~800bp
FO 31767 Rh. ferrugineum Xl +
FO 31778 V. uliginosum v +
PB 1828 V. myrtillus Il +
PB 3275 V. oxycoccos Il +
PB 3385 V. vitis-idaea Vv +
PB 4153 V. uliginosum v +
PB 4380 Rh. ferrugineum VI +
PB 4381 Rh. hirsutum Xl +
PB 5634 Rh. x intermedium IX +
RBF 737 V. uliginosum XV +
RBF 765 V. vitis-idaea Vv +
CBS 156.85 Thea sinensis XVI +
PB 383 V. uliginosum I +
PB 2857e Rh. x intermedium Wl +
RBF 1008 V. vitis-idaea I +
RBF 726 V. vitis-idaea Vi +
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Abb.3.6-1: PCR-Produkte mit dem Primerpaar ITS5/I'TS4. Ausschnitt aus einem
0,8%-igen Agarosegel mit Banden von ca. 600, 700 und 800 bp GroBe.
DNA-GroBenstandard (M) = 1kb DNA-Leiter, Stammnummern ange-
geben.

Sequenzvergleich der ITS-Region

Sequenzierreaktionen wurden zusitzlich auch von PCR-Produkten der Primerkombination
NS23UCB/ITS4 (siehe Tab.2.2.3.1-1) angefertigt. Es wurden Sequenzen der ITS-Region
von 13 Stammen ausgewertet (Tab.3.6-2). Durch einen Vergleich der gewonnenen Sequen-
zen (Anhang XVI) mit den kodierenden rDNA-Abschnitten von Saccharomyces cerevisiae
(siche Anhang I) wurden uiber die angrenzenden Basen der rRNA-Gene die genauen Abgren-
zungen der beiden internen transkribierten Spacer ITS 1 und ITS 2 definiert. Der Vergleich
der Sequenzen ergibt, daf} die GroBenunterschiede nicht innerhalb der enthaltenen kodieren-
den rDNA-Abschnitte begriindet liegen, und es sich somit hier nicht um Introns handeln
kann. Die ungleichen Langen der PCR-Produkte sind auf Unterschiede in den beiden inter-

nen transkribierten Spacern selbst zuriickzufuhren.

Tab.3.6-2: Lange der einzelnen Abschnitte der ITS-Region. Die Langen wurden
aus den Sequenzdaten ermittelt. Die Stimme sind nach den GroBen ihrer
PCR-Produkte (inklusive Primerbindungsstellen) aufgelistet (PCR). Zuge-
horigkeit zu RFLP-Gruppen (RFLP) sowie Eingruppierung dieser RFLP-
Gruppen aufgrund der 26S rDNA-Partialsequenzen (Seq. Domane I) sind
angegeben. Stimme mit identischen Sequenzen sind zusammengruppiert.
ITS-Region: ITS = ITS 1+5.8S rDNA+ITS 2. Alle GroB3enangaben in bp.
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Stamm RFLP |Seq. Domane | PCR |ITS ITS1 (58S |ITS 2
FO 31778 v E. pachysporum-Gruppe 607 493 144 158 191
PB 4153 v E. pachysporum-Gruppe 607 493 144 158 191
PB 3275 Il E. rostrupii-Gruppe 614 500 151 158 191
PB 4380 Vil »E. rhododendri b“-Gruppe | 620 506 148 158 200
PB 5634 IX »E. rhododendri b“-Gruppe | 620 | 506 148 158 | 200
PB 1828 1] E. arescens-Gruppe 623 509 151 158 200
PB 4381 Xl »E. rhododendri a“-Gruppe | 630 |516 148 158 | 210
FO 31767 | Xl »E. rhododendri a“-Gruppe | 630 516 148 158 210
PB 3385 \" E. vaccinii-Gruppe 631 517 154 158 | 205
PB 2857e | VII Entylomatales 687 |573 177 158 |238
PB 383 I Entylomatales 696 582 178 158 246
RBF 1008 || Entylomatales 696 582 178 158 246
RBF 726 Vi Ustilaginales 822 709 |247 159 | 303

Um festzustellen, ob es sich bei den auftretenden Langenunterschieden der Spacer um
groflere Insertionen an diskreten Positionen handelt oder ob hier iiber die Lange der Spacer
Insertions-Deletions-Ereignisse verteilt sind, wurden mit dem Programm ,,Compare* (GCG-
Programmpaket) paarweise Vergleiche durchgefuhrt, die zwei Sequenzen uber ihre gesamte
Lange auf Ahnlichkeiten hin priifen (die Primerbindungsstellen wurden von diesen Analysen
ausgeschlossen). Abb.3.6-2 zeigt einige Beispiele fur die graphische Darstellung der Ergeb-
nisse durch das Programm ,,DotPlot“ (GCG-Programmpaket). Bei diesen Analysen zeigen
die kodierenden rDNA-Abschnitte erwartungsgemafl immer hohe Ahnlichkeiten. Die Spacer-
bereiche hingegen zeigen nur beim paarweisen Vergleich von etwa gleich langen Sequenzen
Ubereinstimmungen. Zwischen den kilrzeren Sequenzen von Exobasidium s.str.-Stimmen
sind diese sehr hoch, und im Plot ergibt sich dementsprechend nahezu eine durchgehende
Diagonale (Abb.3.6-2A). Zwischen zwei unterschiedlichen von den ldngeren Sequenzen der
Stamme, die den Entylomatales zugeordneten wurden, sind die Ubereinstimmungen schon
deutlich geringer, und es findet sich keine durchgehende Diagonale mehr (Abb.3.6-2B). Im
Bereich des ersten Spacer sind die Ubereinstimmungen dabei geringfugig groBer als im
zweiten Spacer. Beim paarweisen Vergleich unterschiedlich langer Sequenzen finden sich
zwischen Sequenzen von rund 600 bp grolen PCR-Produkten und solchen mit rund 700 bp
GroBe nur noch vereinzelt Ubereinstimmungen innerhalb der Spacer (Abb.3.6-2C). Zwischen
der langsten Sequenz von Stamm RBF 726 und allen kiirzeren Sequenzen zeigen sich
schlieBlich auBerhalb der kodierenden rDNA-Abschnitte gar keine Ubereinstimmungen mehr,
und im Plot finden sich daher nur noch in den rDNA-Abschnitten in der Diagonalen Ein-
trage, wobei hier sogar innerhalb der 5.8S rRNA Unterschiede vorhanden sind (Abb.3.6-2D).
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Abb.3.6-2: Darstellung der Ahnlichkeit ausgewiahlter ITS-Sequenzen im paar-
weisen Vergleich mit ,,DotPlot*“. Die kodierenden rDNA-Abschnitte
sind in den Sequenz-Achsen schwarz unterlegt und die zugehorigen Be-
reiche in den Plots abgegrenzt. Parameter der Analyse: ,,window size® =
16, ,,stringency* = 12. A. Plot zweier Sequenzen von Exobasidium s.str.-
Stammen. B. Plot zweier Sequenzen von den Entylomatales zugeordneten
Stammen. C. Plot einer Exobasidium s.str.- gegen eine Entylomatales-
Sequenz. D. Plot der RBF 726- gegen eine Exobasidium s.str.-Sequenz.

Die Plots der Sequenziahnlichkeiten ergeben somit keinerlei Hinweise auf distinkte
Insertionen als Ursache fur die unterschiedlichen Grofien der PCR-Produkte, sondern sie
illustrieren eine fehlende Ubereinstimmung bzw. vorhandene Heterogenitat der Sequenzen
uber die gesamte Lange der beiden internen transkribierten Spacer. Die Verteilung schon
allein der Langenunterschiede macht ein Homologisieren der sich als sehr heterogen erwei-
senden Spacer-Sequenzen duflerst schwierig. Hierzu wurden Alignments automatisch erstellt
(,,PileUp*, GCG-Programmpaket, Sequenzen ohne Primerbindungsstellen verrechnet).

Diese fallen in Abhangigkeit von den gewiahlten Parametern (,,gap creation penalty* und
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,»gap extension penalty*) und den verrechneten Sequenzen bei den Sequenzheterogenititen
sehr unterschiedlich aus, was auch uber ,,PlotSimilarity* (GCG-Programmpaket) mit einer
Darstellung der Gesamtahnlichkeit aller Sequenzen in einem Alignment graphisch gezeigt
werden kann (Abb.3.6-3).

Similarity Score
o
[6)]
I
I

0.0 — 1 I I | N | | I I I | - -
0 200 400 600
A Position 1-606

Similarity Score

0 200 400
B Position 1-793
Abb.3.6-3: Darstellung der Gesamtahnlichkeit automatischer Alignments der

ITS-Region mit ,,PlotSimilarity an zwei Beispielen. Kodierende
rDNA-Abschnitte sind in der Sequenz-Achse schwarz unterlegt. Para-
meter: ,,PileUp* - ,,gap creation penalty“= 0,0, ,,gap extension penalty*=
0,5. ,,PlotSimilarity* - ,,window size“= 7. A. Alignment von vier kurzen
Exobasidium s.str.-Sequenzen: PB 3275, PB 3385, PB 4153, PB 4381.
Durchschnittliche Ahnlichkeit der Sequenzen im Alignment: 87%. B. wie
Alignment A, erweitert um PB 2857¢, RBF 1008 und RBF 726. Durch-
schnittliche Ahnlichkeit der Sequenzen im Alignment: 58%.
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Die konservierteren Bereiche der rRNA-Gene sind darin deutlich zu erkennen und
von den Spacern abgesetzt. Ein eindeutiges Alignment der Sequenzen der Spacer mit unter-
schiedlichen Grofen ist nicht moglich. Innerhalb der Unterklasse der Exobasidiomycetidae
sind die Sequenzunterschiede zu grof3, und die notwendigen Indels konnen nicht eindeutig
definiert werden. Nur innerhalb der Stamme von Exobasidium s.str. kann sowohl automa-
tisch als auch manuell ein sinnvolles Alignment erstellt werden (Anhang XVI: Alignment 1).
Streckenweise findet sich hier auch bei den alignierten Sequenzen der Spacer noch eine
Gesamtahnlichkeit von 100% (Abb.3.6-3A). Schon innerhalb der den Entylomatales zuge-
ordneten Stamme ist fur ein Alignment der ITS-Sequenzen das Einfuigen von mehr Indels
notwendig (Anhang XVI: Alignment 2). Die wesentlich langere Sequenz von Stamm
RBF 726 (Anhang XVI: 3. Teil) kann mit keiner der iibrigen Sequenzen in einem Alignment
direkt sinnvoll verglichen werden (siehe auch Abb.3.6-3B, wo die Gesamtihnlichkeit in wei-
ten Bereichen der Spacer unter 50% und in einigen Alignmentabschnitten sogar unter 10%
liegt). Zwischen Vertretern unterschiedlicher Ordnungen bzw. sogar Unterklassen der Ustila-
ginomyceten kann eine phylogenetische Auswertung der hier gewonnenen ITS-Sequenzdaten
daher nicht durchgefuhrt werden. Aufgrund der Alignmentschwierigkeiten wére auch das
Hinzuziehen von AuBlengruppen-Taxa schwierig. Innerhalb der Exobasidiales selbst liegen

keinerlei Daten zum weiteren Vergleich in GENBANK vor.

Ein Vergleich der ITS-Sequenzen nur von Vertretern der Exobasidium s.str.-Gruppe
zeigt bei einfachen paarweisen Distanzanalysen (,,DnaDist* in PHYLIP), die auf der Grund-
lage automatisch erstellter Alignments durchgefuhrt wurden, eine Affinitat von PB 4380/
PB 5634 zu PB 4381/FO 31767, von PB 4153/FO 31778 zu PB 3385 und von PB 1828 zu
PB 3275, was den Analysen der Domiéne I der 26S rDNA entspricht. Interessant ist hierbei
die Beobachtung, daf solche Analysen durch den zweiten internen transkribierten Spacer ge-
pragt werden. Werden ITS 1 und ITS 2 getrennt analysiert, so ergeben sich leicht unter-
schiedliche Beziehungen, wahrend eine Analyse der gesamten ITS-Region immer den mit
ITS 2 alleine erzielten Ergebnissen entspricht. Dies korreliert auch mit der Verteilung der An-
zahl variabler Merkmale (Anhang XVI: Alignment 1). Innerhalb des ersten Spacers sind nur
46, innerhalb des zweiten Spacers aber 82 Positionen variabel (Substitutionen und Indels).
Auch ist der zweite Spacer mit 191 bis 205 bp immer deutlich langer als der erste Spacer, der
nur 144 bis 154 bp besitzt. Die hohere Variabilitit des zweiten Spacers bei den Exobasidien
ist auch in den DotPlots und Alignmentvergleichen (Abb.3.6-2A und -3A) erkennbar.

Auch wenn die ITS-Sequenzen uiber alle untersuchten Staimme gesehen sehr hetero-
gen sind, so erwiesen sich doch die ITS-Sequenzen einiger Stdimme als identisch (sieche Tab.
3.6-2). Dies sind zum einen die zwei Vertreter aus je einer RFELP-Gruppe (I, IV, XI) und zum
anderen die in den PCR-RFLP-Analysen aufgetrennten Stamme der DNA-DNA-Homologie-
Gruppe F (PB 4380, PB 5634), die auch in den Sequenzen der Domine I der 26S rDNA
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sehr hohe Ahnlichkeit zueinander aufwiesen und dort als ,,E. rhododendri b*“-Gruppe
charakterisiert wurden. Wahrend sie dort immerhin zwei unterschiedliche Basenpositionen
zeigten, sind sie hier sogar vollig identisch. Die Vertreter der uibrigen analysierten RFLP-
Gruppen zeigen jeweils individuelle, d.h. sie unterscheidende ITS-Sequenzen. Damit wird fur
die DNA-DNA-Homologie-Gruppe B die in den 26S rDNA-Analysen gefundene Auftren-
nung in die E arescens- und die E. rostrupii-Gruppe hier uber die ITS-Sequenzen bei den
Stammen PB 1828 und PB 3275 nochmals bestitigt.

Fur die ITS-Sequenzen der iiber die 26S rDNA-Analysen den Entylomatales bzw.
Ustilaginales zugeordneten Stamme wurden néachst dhnliche Sequenzen in GENBANK mit
einer BLAST-Suche ermittelt (Tab.3.6-3), wobei als Suchsequenz die ITS-Region ohne flan-
kierende 18S und 26S rDNA-Abschnitte eingesetzt wurde. Stamm RBF 726 zeigt auch in der
ITS-Sequenz wiederum hochste Ubereinstimmung mit Vertretern der Ustilaginales, wahrend
die ITS-Sequenzen der Staimme der RFLP-Gruppen I und VII mit Vertretern der Entyloma-
tales hochste Ubereinstimmung aufweisen. Die ITS-Sequenzen zeigen damit die nach den

phylogenetischen Analysen der 26S und 18S rDNA zu erwartenden Affinititen.

Tab.3.6-3: Ahnlichkeiten der ITS-Sequenzen von auBerhalb Exobasidium s.str.
stehenden Stammen zu GENBANK-Eintragen. Ergebnisse von BLAST-
Suchen uber alle DNA-Sequenzeintrige. Jeweils die drei GENBANK-Ein-
trage mit den hochsten ,,Score“-Werten sind aufgelistet. Der ,,Score*-
Wert gibt die Ubereinstimmung zwischen Datenbankeintrag und Such-
sequenz (= Stamm, mit Angabe der Zugehorigkeit zu RFLP-Gruppen und
phylogenetischer Stellung nach 26S rDNA-Partialsequenzen) an.
Stamm die drei ahnlichsten GENBANK-Eintrage Score
RBF 726 Pseudozyma prolifica Bandoni 1235
Vi AF294700, Ustilaginales
Pseudozyma prolifica Bandoni 1233
Vertreter der AB089368, Ustilaginales
Ustilaginales Ustilago maydis (DC.) Corda 1219
AF038826, Ustilaginales
PB 2857¢ ,Basidiomycet von Bambus* 1051
VI U65612, Basidiomycota
Entyloma linariae J.Schrot. 837
Vertreter der AY081041, Entylomatales
Entylomatales Entyloma microsporum (Unger) J.Schrot. 797
AY081045, Entylomatales
PB 383 Tilletiopsis washingtonensis Nyland 1154
RBF 1008 AF294696, Entylomatales
I Tilletiopsis washingtonensis Nyland 1090
AB025688, Entylomatales
Vertreter der Sympodiomycopsis paphiopedili Sugiy., Tokuoka & Komag. 1086
Entylomatales AB025698, Microstromatales
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4 Diskussion

4.1 Mit Exobasidium-Infektionen assoziierte anamorphe Pilze

Die Gattung Exobasidium ist arm an stabilen morphologischen Merkmalen, weshalb frith
molekulare Marker eingesetzt wurden, um Arten zu charakterisieren. Dies waren GC-Wert
und DNA-DNA-Homologie (BLANZ & OBERWINKLER 1983, BLANZ 1986, BLANZ & DORING
1995, siehe Anhang III und IV). Die an in Kultur genommenen Isolaten erhobenen moleku-
laren Daten stehen teilweise in Widerspruch zu dem auf traditionellen Merkmalen basieren-
den Artkonzept, das von NANNFELDT (1981) vorgelegt wurde (dargestellt in Kapitel 1.2). In
der vorliegenden Arbeit sind solche aus Exobasidium-infiziertem Pflanzengewebe gewonnene
Isolate mit PCR-RFLP-Daten weitergehend charakterisiert und mit rDNA-Sequenzdaten
phylogenetisch analysiert worden. Die PCR-RFLP-Daten korrelieren im allgemeinen mit den
friuher erhobenen molekularen Markern GC-Wert und DNA-DNA-Homologie (sieche Abb.
3.1.3.4-1/-2). Keine der RFLP-Gruppen umfafit Stimme, die nach diesen Kriterien unter-
schiedlichen Arten zugeordnet wurden. Einer RFLP-Gruppe angehorende Stimme werden
daher als konspezifisch betrachtet. Hier erstmals untersuchte Stamme lassen sich teilweise
gemeinsam mit frither analysierten Stimmen in eine Gruppe einordnen, teilweise bilden sie
eigene, zusitzliche RFLP-Gruppen. Uberraschend an den PCR-RFLP-Daten ist jedoch bei
einigen Stammen, fur welche aufgrund ihrer Herkunft oder der fruiheren Untersuchungen
eine genetische Einheitlichkeit zu erwarten war (z.B. ‘Einsporkulturen’ oder Angehorige
einer DNA-DNA-Homologie-Gruppe), die Aufteilung auf zwei getrennte RFLP-Gruppen.
Auch zeigen die berechneten Distanzen zwischen den RFLP-Mustern verschiedener Gruppen
auffallend unterschiedliche Groenverhaltnisse. Die angeschlossenen, vergleichenden rDNA-
Sequenzanalysen bieten hierfur zwei unterschiedliche Erklarungen: Die phylogenetische
Stellung einiger Arten aullerhalb der Gattung Exobasidium und das Auftreten von Group-I-
Introns in der rDNA. Der erste Teil der Diskussion behandelt daher das Auftreten von pilz-
lichen Anamorphen in Exobasidium-Isolaten und die untersuchten Stimme, welche nach den

hier vorgelegten Ergebnissen keine Exobasidium-Kulturen reprasentieren.

Die vorgestellten molekularen Daten charakterisieren die Stimme der drei RFLP-
Gruppen I, VI und VII als Vertreter von Arten, die aulerhalb Exobasidium s.str. und sogar in
anderen Ordnungen der Ustilaginomycetes angesiedelt sind. Die durchgefuhrte phylogene-
tische Analyse der Domiane I der 26S rDNA (sieche Abb.3.4-1 bis -4) gruppiert die Stimme
PB 2857e (RFLP-Gruppe VII) und PB 393 (RFLP-Gruppe I) innerhalb der Exobasidio-

mycetidae gemeinsam mit Entyloma spp. und Tilletiopsis washingtonensis, Arten die der
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Ordnung Entylomatales angehoren (siehe BAUER et al. 1997, BEGEROW et al. 2000). Stamm
RBF 726 (RFLP-Gruppe VI) hingegen wird in die Unterklasse der Ustilaginomycetidae ge-
stellt, zusammen mit Arten, die den Ustilaginales und Urocystales (Doassansiopsis defor-
mans) zugeordnet werden (siche BAUER et al. 1997, BEGEROW et al. 1997, BEGEROW et al.
2000). Diese Gruppierungen erhalten bei Bootstrap- bzw. Jackknife-Analysen Unter-
stutzungswerte von uiber 80%. Der GENBANK-Vergleich der ITS-Sequenzen einiger Stimme
dieser RFLP-Gruppen (siehe Tab.3.6-3) bestitigt diese getrennten phylogenetischen Positio-
nen ebenso wie die 18S rDNA-Sequenzanalyse (siehe Abb.3.5.3-1/-2), in der Stamm
RBF 1008 (= PB 393) deutlich getrennt von den Vertretern der Exobasidiales (PB 3275,
PB 4381 und zwei Graphiola spp.) mit Vertretern der Gattungen Tilletia, Tilletiaria und
Tilletiopsis gruppiert. Tab.4.1-1 gibt einen Uberblick uiber die aus der Gattung Exobasidium

auszuschlieenden RFLP-Gruppen bzw. Stamme.

Tab.4.1-1: Auflistung der Stamme, die aufgrund von molekularen Daten den
Ordnungen Entylomatales und Ustilaginales zugeordnet werden.
Als konspezifisch betrachtete Stimme sind zusammengefal3it. Die Exobasi-
dium-infizierten Wirtspflanzen, von denen die Kulturen isoliert wurden
(Wirt), die Zugehorigkeit zu DNA-DNA-Homologie-Gruppen (DNA), zu
RFLP-Gruppen (RFLP), sowie die Lange der ITS-Region (ITS, in bp) ist
der phylogenetischen Stellung nach Sequenzanalysen der Doméne I der
26S rDNA (Phylogenie) gegenuibergestellt. . = keine Daten.

Stamm Wirt DNA RFLP ITS Phylogenie
PB 383 V. uliginosum A I 582

PB 393 = RBF 1008 V. vitis-idaea A | 582 Entylomatales
PB 3276 V. oxycoccos A I :

PB 2857e Rh. x intermedium E VI 573

‘Einsporkulturen’ PB 4898 z.T. Rh. spec. e v . Entylomatales
RBF 726 V. vitis-idaea . VI 709 Ustilaginales

In den PCR-RFLP-Ahnlichkeitsvergleichen sind dies die drei von dem ,,Hauptclu-
ster der Exobasidium-Stamme abgesetzten Gruppen (siehe Abb.3.1.3.4-1/-2). Ihre phylo-
genetische Stellung spiegelt sich auch in der Unterstutzung wieder, welche die Exobasidium
s.str.-Gruppe einerseits und die Gruppierung der beiden Vertreter der Entylomatales anderer-
seits bei dem ,,Enzym-Jackknifing* der PCR-RFLP-Daten erhalten (siche Abb.3.1.3.4-3).
Die phylogenetischen Distanzen zwischen verschiedenen Ordnungen sind auch fur die deut-
lichen Unterschiede in den ITS-Regionen verantwortlich, die ein sinnvolles Alignment noch
nicht einmal zwischen den Vertretern zweier Ordnungen der Exobasidiomycetidae, den Exo-
basidiales und den Entylomatales, zulassen (sieche Abb.3.6-2 und -3), was auch bei der Ana-

lyse von ITS-Daten anderer Exobasidiomycetidae festzustellen ist (BEGEROW et al. 2002b).
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Die RFLP-Gruppe VII wird als ein Vertreter der Entylomatales charakterisiert und

so die Heterogenitat der ‘Einsporkulturen’ von PB 4898 erklart

Die in ihren PCR-RFLP-Mustern unterschiedlichen ‘Einsporkulturen’ von PB 4898 finden
sich in den RFLP-Gruppen VII in der intron-freien 2.2 kb GroBenklasse (PB 4898-7, -19)
und in der RFLP-Gruppe XIII in der 2.6 kb GroBenklasse (PB 4898-17), welche durch ein
Intron vom Typ al charakterisiert ist (siche Abb.3.3-1). Da die Analyse der Domiane I der
26S rDNA nur einen der beiden analysierten Vertreter dieser ‘Einsporkulturen’ als Mitglied
der Gattung Exobasidium ausweist (PB 4898-18, 2.6 kb GroBenklasse), wihrend der andere
als Vertreter der Entylomatales charakterisiert wird (PB 4898-9, 2.2 kb Grofenklasse), beruht
die Einordnung dieser ‘Einsporkulturen’ in getrennte RFLP-Gruppen auch auf Unter-
schieden in kodierenden rDNA-Abschnitten und nicht nur auf dem durch das Intron hervor-
gerufenen Langenpolymorphismus. Die beiden RFLP-Gruppen zeigen dementsprechend bei
allen Restriktionsenzymen in den PCR-RFLP-Analysen deutlich unterschiedliche Muster, die

mit dem Auftreten einer einzelnen Insertion kaum erklarbar sind (vergleiche Tab.3.1.3.3-1).

Die hier untersuchten ‘Einsporkulturen’ von PB 4898 sind nicht alle miteinander
konspezifisch; sie gehoren unterschiedlichen Ordnungen an. Das in den DNA-DNA-
Homologie-Untersuchungen verwendete Isolat PB 4898-1 (siehe Anhang IV) stand fur PCR-
Analysen leider nicht mehr zur Verfugung. Vergleiche zwischen den hier erhobenen Daten
weiterer ‘Einsporkulturen’ dieses Isolierungsansatzes und den fritheren Untersuchungen
sind aber moglich, indem andere in denselben RFLP- bzw. DNA-DNA-Homologie-Gruppen
enthaltene Staimme zu Hilfe genommen werden. In Tab.4.1-2 sind daher die molekularen
Daten aller Isolate von PB 4898 vergleichend gegenuibergestellt. Isolat PB 4898-1, das der
DNA-DNA-Homologie-Gruppe E angehort, wird so uber den konspezifischen Stamm
PB 2857e als genetisch tibereinstimmend mit den ‘Einsporkulturen’ der RFLP-Gruppe VII
bzw. denjenigen mit 2.2 kb groBen PCR-Produkten charakterisiert. Hingegen finden sich die
‘Einsporkulturen’ mit 2.6 kb groen PCR-Produkten in einer RFLP-Gruppe mit Stamm
PB 3684, der in die DNA-DNA-Homologie-Gruppe x eingeordnet worden war, da er mit der

die Gruppe E charakterisierenden Sonde kein positives Signal zeigte.

Bei der Isolierung der ‘Einsporkulturen’ von PB 4898 wurden nach den Ergebnissen
dieser Untersuchung somit mehrfach Kulturen von einer den Entylomatales angehorenden
Art erhalten, wahrend parallel dazu aber auch das gewuinschte, die typische Gallbildung aus-
losende Exobasidium isoliert wurde. Die Exobasidium-Isolate werden uber die 26S rDNA-
Sequenz der Domiane I der E. japonicum - E. shiraianum-Gruppe zugeordnet (siche Abb.
3.2.2-1/-2). Ob es sich bei der isolierten Entylomatales-Art um einen in der Exobasidium-
Galle wachsenden Pilz oder um eine oberflachliche Kontamination auf der Galle gehandelt

hat, kann im Nachhinein auch mit molekularen Untersuchungen nicht mehr geklart werden.
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Tab.4.1-2: Gegenuiberstellung der molekularen Daten der ‘Einsporkulturen’
von Stamm PB 4898. Weitere Stimme sind hinzugenommen, welche
molekulare Charakteristika der ‘Einsporkulturen’ teilen, mit ihnen kon-
spezifisch sind (fett). Das nicht bearbeitete Isolat ist kursiv abgesetzt.
DNA: Zugehorigkeit zu einer DNA-DNA-Homologie-Gruppe, GC: GC-
Wert, PCR: Grofle des 5°-Bereichs der 26S rDNA, RFLP: Zugehorigkeit
zu einer RFLP-Gruppe, 26S: Affinitat der Sequenzen der Doméne I der
26S rDNA zu Entylomatales (= Enty) oder Exobasidium (= Exo).
. = keine Daten.

Stamm DNA GC PCR RFLP 26S

PB 2857e E 55,5% 2.2kb VI Enty

PB 4898-1 E 55,9% :

PB 4898-3 . . 2.2 kb . T Gh
PB 4898-7 . . 2.2 kb VI . Entylomatales
PB 4898-9 . . 2.2 kb . Enty

PB 4898-16 . . 2.2 kb .

PB 4898-19 . . 2.2 kb VI .

PB 4898-17 . . 2.6 kb Xl . Exobasidium-Art:
PB 4898-18 . . 2.6 kb . Exo E. japonicum -
PB 3684 X 40,3% 2.6kb Xl Exo E. shiraianum-Gruppe

Anamorphe vom Tilletiopsis-Typ als Kontaminationen in Exobasidium-Kulturen und
ihre phylogenetische Stellung

Im Zusammenhang mit dem Auftreten von Kontaminationen bei der Isolation von Exobasi-
dium-Kulturen wird in der Literatur haufig die Gattung Tilletiopsis diskutiert. Diese Gattung
umfaflt sechs Hyphomycetenarten, die durch die Bildung von Ballistokonidien (d.h. von aktiv
abgeschleuderten Konidien) ausgezeichnet sind und von denen die meisten daruiber hinaus
Blastokonidien (durch Sprossung erzeugte Konidien) bilden und so hefeartig wachsen kon-
nen (BOEKHOUT 1991, 1998). In neueren Arbeiten werden z.T. acht Arten unterschieden, wenn
Tilletiopsis cremea Tubaki und T. lilacina Tubaki wieder als eigenstandige Arten aufgefal3t
und nicht mehr als synonym zu 7. washingtonensis betrachtet werden (BEGEROW et al. 2000,
HAaMAMOTO et al. 2000).

Schon SunDSTROM (1964) verglich physiologische und serologische Eigenschaften
von drei nicht naher bestimmten Tilletiopsis-Isolaten mit Exobasidium-Isolaten, da er in
seinen Kultivierungsansitzen fur Exobasidien manchmal auch Tilletiopsis-Sporen fand. Er
stellte bei morphologischen Ahnlichkeiten aber durchaus physiologische und serologische
Unterschiede fest. So konnten die Tilletiopsis-Kulturen Stirke als Kohlenhydratquelle ver-
werten, was keine der von ihm untersuchten Exobasidium-Kulturen vermochte. Diese Eigen-

schaft wurde spater auch von LAASER (1989) als ein Merkmal zur Differenzierung zwischen
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Kulturen beider Gattungen verwendet. In seiner Arbeit tiber Basidiomycetenhefen konnten so
einige ,,Exobasidium-Isolate* als Kontaminationen identifiziert werden. Bei den im Rahmen
der vorliegenden Arbeit uber phylogenetische Analysen als Vertreter der Entylomatales und
Ustilaginales charakterisierten Arten erfolgte mit diesem physiologischen Merkmal jedoch
keine Differenzierung gegen Exobasidium-Isolate, denn die Stimme PB 393, PB 2857e und
RBF 726 zeigten in der Untersuchung von LAASER kein oder nur ein extrem schwaches
Wachstum beim Starketest. Sie verhielten sich im allgemeinen wie die iibrigen Exobasidium-
Kulturen. Auch bei der Charakterisierung von Basidiomycetenhefen uibber chemische Analy-
sen der Zellwande lieBen sich diese drei Stamme nicht von Exobasidium-Kulturen unter-
scheiden, obwohl andere Kulturen aufgrund abweichender Zusammensetzungen der Zell-
wandzucker durchaus als Kontaminationen klassifiziert werden konnten (DoRFLER 1990). Bei
der zusammenfassenden Charakterisierung von Basidiomycetenhefen iiber biochemische
Merkmale sind diese drei Staimme dann auch als typische Vertreter der Gattung Exobasidium
aufgefuhrt, obwohl wegen des beobachteten haufigen Auftretens von Kontaminationen bei
der Isolierung von Exobasidien besonderes Augenmerk auf die Abgrenzung gegen Tille-
tiopsis-Arten gelegt wurde (PRILLINGER ef al. 1990b). Mit der hier vorgestellten Charakterisie-
rung uber rDNA-Sequenzdaten ist nun jedoch eine zweifelsfreie Abgrenzung dieser Stimme
gegen Angehorige der Gattung Exobasidium gegeben, was mit den biochemischen Merk-
malen nicht moglich war. Diese Merkmale erscheinen damit geeignet bei auftretenden Unter-
schieden als Differenzierungsmerkmal Tilletiopsis-Vertreter als Kontaminationen zu identifi-
zieren, nicht aber um bei Ubereinstimmungen eine zweifelsfreie Zuordnung von Kulturen zu
der Gattung Exobasidium zu erreichen. Dies bestitigen auch Sequenzanalysen der
26S rDNA an dem von Camellia spec. isolierten Stamm CBS 247.52, der als Exobasidium
vexans Massee in Kultur genommen worden war. Bereits SUNDSTROM (1964) hatte Zweifel an
der Identitét dieses Stammes, der serologische Affinititen zu den von ihm untersuchten, aber
nicht naher bestimmten Tilletiopsis-Kulturen zeigte. Er konnte ihn aber physiologisch nicht
von Exobasidium-Isolaten abgrenzen, da dieser Stamm sich wie alle anderen Exobasidien
verhielt und u.a. beim Test auf Starkeabbau negativ war. Auch hier gruppierte erst die phylo-
genetische Analyse von Sequenzdaten diesen Stamm gemeinsam mit Stimmen von 7ille-
tiopsis minor, womit seine Natur als Kontamination offensichtlich wurde (BOEKHOUT et al.
1995). Ein direkter Vergleich der GENBANK-Eintrage von ,,E. vexans® und T. minor
(AJ235288, AJ235286) zeigt, dall CBS 247.52 im Bereich der Doméne I mit 7. minor
CBS 346.33 identisch ist. Vergleiche der Partialsequenzen der Doméne I der 26S rDNA er-
weisen sich somit als gut geeignet, um mit Hilfe einer phylogenetischen Zuordnung eine gute
Differenzierung zwischen kultivierten Hefestadien der pflanzenpathogenen Exobasidien und

damit assoziierten anamorphen Pilzen zu erreichen.

Das regelmaBlige Auftreten von Tilletiopsis spp. in Kultivierungsansitzen fur Exo-
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basidium-Arten wird auch von BEGEROW et al. (2000) berichtet. Von den in der vorliegenden
Arbeit als Kontaminationen identifizierten Stimmen werden die beiden in den RFLP-Grup-
pen I bzw. VII reprasentierten Arten itber Sequenzvergleiche und phylogenetische Analysen
in die Ordnung Entylomatales eingruppiert und damit verwandtschaftlich in die Nahe von
Tilletiopsis-Arten gestellt, obwohl sie in den oben genannten physiologischen und chemo-
taxonomischen Untersuchungen von den dort untersuchten Stammen dieser Gattung ver-
schieden waren. Die Arten der Gattung Tilletiopsis selbst sind jedoch nach Sequenzanalysen
der Domane I der 26S rDNA polyphyletisch, und sie werden nach umfangreicheren phylo-
genetischen Analysen heute verschiedenen Verwandtschaftskreisen der Exobasidiomycetidae
zugeordnet (BOEKHOUT et al. 1995, BEGEROW et al. 2000, FELL et al. 2000). Tilletiopsis
washingtonensis - mit den teils synonym hierzu betrachteten Arten 7. cremea und T. lilacina
- wird in der Ordnung Entylomatales gefuhrt, 7. flava, T. fulvescens sowie T. minor werden
dagegen zu den Georgefischeriales gestellt. Die beiden Arten 7. albescens und T. pallescens
werden dabei keiner der heute akzeptierten Ordnungen der Exobasidiomycetidae zugeordnet.
Sie stehen in den phylogenetischen Analysen isoliert und werden deshalb als eigenstindige
Entwicklungslinien innerhalb dieser Unterklasse betrachtet. Zusitzlich ist neben den Angeho-
rigen der Hyphomycetengattung Tilletiopsis selbst auch fur Melanotaenium endogenum
(Unger) de Bary und fur einige Entyloma spp. das Auftreten von Tilletiopsis-artigen Ana-
morphen bekannt (BOEKHOUT 1991, BOEKHOUT et al. 1992, BoEKHOUT 1998). Wihrend Pilze
mit Anamorphen vom Tilletiopsis-Typ fruher haufig in die Nahe der Gattung Tilletia in die
Tilletiales gestellt wurden, finden sich die auf dikotylen Pflanzen lebenden Entyloma-Arten
mit Tilletiopsis-Anamorphen heute in der Ordnung Entylomatales, wahrend auf Poaceen und
Cyperaceen lebende Arten in verschiedene Gattungen in der Ordnung Georgefischeriales
uberfuhrt wurden (BAUER et al. 1997, BAUER et al. 2001a, BEGEROW et al. 2002b). Melano-
taenium endogenum wurde sogar mit der fur auf dikotylen Pflanzen lebenden Arten dieser
Gattung neu beschriebenen Familie Melanotaeniaceae in die Ordnung Urocystales der Usti-
laginomycetidae gestellt und findet sich damit in einer anderen Unterklasse der Ustilagino-
myceten (BEGEROW et al. 1997). Tilletiopsis-artige Anamorphe, d.h. Hyphen bzw. Pseudo-
hyphen bildende asexuelle Vermehrungsstadien mit Ballistokonidienbildung, finden sich so-
mit in drei Ordnungen der Ustilaginomyceten. Jedoch ist keine der bekannten Tilletiopsis-
Arten in der Ordnung Exobasidiales angesiedelt, und es sind bisher auch keine Tilletiopsis-
Anamorphe fur Exobasidium-Arten beschrieben worden, zumal auch fur die von BOEKHOUT
(1991) provisorisch als Tilletiopsis-Anamorphe von E. vexans akzeptierten Stimme, wie oben
erwahnt, mit Sequenzdaten eine Zuordnung von Stamm CBS 247.52 zu T. minor erreicht

wurde (BOEKHOUT et al. 1995).

Von den beiden in dieser Arbeit als Vertreter der Entylomatales charakterisierten

Arten gruppiert in der phylogenetischen Analyse der 26S rDNA-Partialsequenzen im Kon-
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text der Ustilaginomyceten nur Stamm PB 393 = RBF 1008 als Vertreter der RFLP-
Gruppe I/DNA-DNA-Homologie-Gruppe A direkt mit der dieser Ordnung angehodrenden
Tilletiopsis-Art, T. washingtonensis, die in der Analyse durch Stamm CBS 605.83 (Typus-
stamm von 7. cremea, AJ235279) vertreten ist. Diese Zuordnung erhalt bei den Distanz-
matrixverfahren 100% Jackknife-Unterstiitzung (Abb.3.4-2/-3) und auch in der Parsimony-
Analyse (Abb.3.4-1) wird diese Beziehung angezeigt. Nur in der Bayes’schen Analyse (Abb.
3.4-4) wird T. washingtonensis (= T. cremea) basal von den anderen Angehorigen der Ord-
nung abgegliedert. Die BLAST-Suche der Sequenz der Stamme der RFLP-Gruppe I (Tab.
3.2.1-1) zeigt 100% Ubereinstimmung mit der Sequenz von 7. washingtonensis Stamm
CBS 544.50 (Typusstamm von 7. washingtonensis, AJ235278). Fur die Entylomatales-Art
der RFLP-Gruppe I wird aus diesen Daten gefolgert, daf} es sich um einen Angehorigen des
Artkomplexes um 7. washingtonensis handelt, mit hoher Affinitat zu 7. washingtonensis
s.str. Allerdings kann mit den vorgelegten Sequenzdaten nicht zweifelsfrei geklart werden, ob
die von Exobasidium-infizierten Pflanzen isolierten Stamme 7. washingtonensis selbst ange-
horen oder ob hier u.U. eine weitere Tilletiopsis-Art isoliert wurde. Die Ubereinstimmung in
den Sequenzen der Domine I der 26S rDNA spricht zwar fur Konspezifitat, beweist diese
aber nicht, da auch bei nicht-konspezifischen Pilzen identische Sequenzen auftreten konnen
(KUurRTZMAN & BLANZ 1998, KURTZMAN & ROBNETT 1998, FELL et al. 2000). Jedoch spricht
auch die BLAST-Suche der ITS-Sequenz von Angehorigen dieser RFLP-Gruppe (Tab.3.6-3)
fur eine Konspezifitat der RFLP-Gruppe I mit 7. washingtonensis, denn es zeigt sich mit der
Sequenz von Stamm ATCC 96156 (AF294696) vollige Ubereinstimmung. Und auch die
ITS-Sequenz von Stamm JCM 7494 (AB025688) ist in nur sieben Basenpositionen ver-
schieden. Dieser gruppiert in der Analyse von HAMAMOTO et al. (2000) mit dem Typusstamm
von T. washingtonensis, und dessen ITS-Sequenz (AB025686) weist ebenfalls nur acht

unterschiedliche Positionen zu derjenigen der RFLP-Gruppe I auf.

Die zweite in dieser Arbeit als Vertreter der Entylomatales charakterisierte Art, die
RFLP-Gruppe VII/DNA-DNA-Homologie-Gruppe E, ist in der phylogenetischen Analyse
der 26S rDNA-Partialsequenz im Kontext der Ustilaginomyceten durch Stamm PB 2857¢
reprasentiert. Dieser gruppiert jedoch nicht mit 7. washingtonensis, sondern immer mit den
drei verrechneten Entyloma-Arten. Diese Beziehung erhilt eine zweifelsfreie statistische Ab-
sicherung mit 100% Werten bei allen vier angewandten Analyseverfahren (Abb.3.4-1 bis -4).
Auch die BLAST-Suche zeigt fur die selbst an zwei Basenpositionen unterschiedlichen
26S rDNA Partialsequenzen der Repriasentanten der RFLP-Gruppe VII jeweils die grofite
Ahnlichkeit mit nur zwei bzw. vier Basenpaaren Unterschied zu den Entyloma-Arten
E. holwayi und E. ficariae (Tab.3.2.1-1). Dies Bild bestatigt zusatzlich die BLAST-Suche der
ITS-Sequenz von Stamm PB 2857e (Tab.3.6-3), wo als nachst @hnlich ein von Bambus

(Chimonobambusa marmorea (Mitford) Makino) stammender, nicht naher identifizierter
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Pilz gefunden wird, gefolgt von Entyloma linariae mit 47 bp Unterschied und diversen ande-
ren Entyloma-Arten. Aus diesen Vergleichen ihrer 26S rDNA- und ITS-Sequenzdaten ergibt
sich, daf} die hefeartig wachsenden Stamme der RFLP-Gruppe I nicht nur als Vertreter der
Entylomatales anzusprechen sind, sondern wohl als Angehorige der Gattung Entyloma selbst
zu betrachten sind. Obwohl sowohl in den Entylomatales als auch in den Georgefischeriales
entsprechende Teleomorph-Anamorph-Beziehungen bekannt sind (BOEKHOUT 1991,
BOEKHOUT et al. 1992), war es bisher in keiner der beiden Ordnungen moglich mit Sequenz-
vergleichen und phylogenetischen Analysen eine direkte Beziehung zwischen Arten teleo-
morpher Gattungen und Tilletiopsis-artigen Anamorphen bzw. Vertretern der Hyphomy-
cetengattung Tilletiopsis zu belegen (BAUER et al. 2001a, BEGEROW et al. 2002b). Damit er-
folgt hier erstmals aufgrund von Sequenzdaten die Einordnung eines hefeartig wachsenden
Anamorphs in die teleomorphe Gattung Entyloma. Die Klarung der Frage, ob es sich hier um
eine rein anamorphe Entyloma-Art handeln konnte oder aber um die saprotrophe Phase im

Lebenszyklus einer bzw. welcher Entyloma-Art, bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.

Die Stamme PB 383, PB 3276 (RFLP-Gruppe I) und PB 2857¢ (RFLP-Gruppe VII)
wurden von BLANZ (1977, 1978) morphologisch-anatomisch untersucht, und in Submers-
kulturen wurde die Konidienbildung an ,,septierten Organen* dokumentiert. Die Bildung der
fur Tilletiopsis-Anamorphe typischen Ballistokonidien wurde jedoch nicht beobachtet. In
weiteren Arbeiten wurde das Fehlen von Ballistokonidien fur PB 2857¢ bestatigt und auch
fur PB 393, den dritten Stamm der RFLP-Gruppe I, wurden keine solchen beobachtet
(LAASER 1989, PRILLINGER et al. 1990b). Die Zeichnungen bei BLaNz (Fig.1b-d in 1977,
1978) haben ansonsten jedoch durchaus Ahnlichkeiten zu den spéter bei BOEKHOUT (1991,
1998) gezeigten Illustrationen von Tilletiopsis-Arten. Der fehlende Nachweis von Ballisto-
konidien widerspricht einer Zuordnung zu diesem Verwandtschaftskreis auch nicht, denn es
gilt nicht nur die Differenzierung zwischen Ballisto- und Blastokonidien als schwierig,
sondern gerade auch fur 7. washingtonensis, mit dem die RFLP-Gruppe I konspezifisch zu
sein scheint, ist die Fahigkeit zur Bildung eines Hefestadiums uiber Blastokonidien belegt
(BoekHOUT 1991). Und bei den ebenfalls Tilletiopsis-Anamorphe einschlieBenden George-
fischeriales wurde gezeigt, dafl asexuelle Vermehrungsstadien in Kultur bei Vertretern einer
Ordnung durchaus unterschiedliche Konidienbildungen zeigen konnen (BAUER et al. 2001a).
Weitergehende Untersuchungen zum Wuchsverhalten der hier als Entylomatales-Vertreter
charakterisierten Stimme unter unterschiedlichen Kulturbedingungen konnten interessante

Aspekte zur Konidienbildung in diesem Verwandtschaftskreis erbringen.

Tilletiopsis-Arten werden zwar meist auf Pflanzenblattern nachgewiesen, sie sind aber
auch von unterschiedlichsten Substraten bekannt (BOEKHOUT 1991, BOEKHOUT et al. 1992 -
siehe dort Tab.1 fur einen Uberblick). Pilzfruchtkorper (von Hirneola auricula-judae) sowie

mit pathogenen Pilzen (Mehltau, Taphrina sp., Entyloma sp.) infizierte Pflanzen dienten u.a.
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als Quelle fur Tilletiopsis-Kulturen und das 7. pallescens-Isolat ,,Darjeeling* wurde von mit
E. vexans infizierten Teebldttern gewonnen. Insbesondere fur 7. washingtonensis ist eine
ganze Reihe an Substraten nachgewiesen. Mit der RFLP-Gruppe I sind nun fur diese Art

auch verschiedene Exobasidium-infizierte Vaccinium-Arten der Substratliste hinzuzufugen.

Die in dieser Arbeit der Gattung Entyloma zugeordneten konspezifischen Stimme der
RFLP-Gruppe VII stammen von verschiedenen Exobasidium-infizierten Rhododendron-
Arten unterschiedlicher Herkunft (Stiddeutschland, Kanada). Handelt es sich bei diesen
Kulturen tatsachlich um die (vermutlich) haploide Phase in dem dimorphen Lebenszyklus
einer Entyloma-Art, so ist damit ein Lebensraum fur eine saprotrophe Vermehrungsform
dieser Pflanzenparasiten gefunden. Die haploiden Anamorphe und Hefestadien der Ustila-
ginomyceten werden zwar hdufig im Zusammenhang mit systematischen Fragestellungen
diskutiert, ihre 0kologische Bedeutung bei der Ausbreitung und Epidemiologie dieser Pilze
wird dabei aber selten erwahnt und uiber ihr Vorkommen als frei-lebende Hefen ist wenig be-
kannt (BOEKHOUT 1987, BOEKHOUT et al. 1998, BAUER et al. 2001b). Und so konnen auch
BEGEROW et al. (2002b) fur die Gattung Entyloma, fur die sie ein Artkonzept mit hoher
Wirtsspezifitat favorisieren, nur festhalten, da} die saprotrophe Lebensphase bisher kaum
verstanden ist. Das Wirtsspektrum der Gattung erstreckt sich uber unterschiedliche Gruppen
dikotyler Pflanzen, umfal3t aber nicht die Familie der Ericaceae (BEGEROW et al. 2002b Fig.1).
Die hier aufgezeigte Verbindung zwischen Hefen von Rhododendren und der Gattung Enty-
loma liefert einen deutlichen Hinweis darauf, dafl eine Vermehrung, Uberdauerung und wohl
auch Weiterverbreitung dieser Organismen auch auf anderen Substraten bzw. zumindest auf
anderen Pflanzen moglich ist als denen, die sie als Pathogene infizieren. Auch bei dem in der
BLAST-Suche der ITS-Sequenzen mit hoher Sequenzéhnlichkeit gefundenen Pilz, dessen
ITS-Sequenz gemeinsam mit verschiedenen anderen pilzlichen Sequenzen in PCR-Amplifi-
katen von Bambuspflanzen enthalten war (ZHANG et al. 1997), konnte es sich um ein ent-
sprechendes, saprotroph auf Blattern lebendes Anamorph handeln und nicht wie die Autoren

vermuten um ,,pathogens at a preinfection stage*.

Das Hervorrufen typischer Exobasidium-Gallen durch Pilze aus dem Verwandt-
schaftskreis der Entylomatales ist bisher nicht bekannt. Man kann wohl davon ausgehen, daf}
bei den Pflanzen, von denen pilzliche Isolate hier als Angehorige der Entylomatales charakte-
risiert wurden, die typischen Krankheitssymptome immer durch Befall mit Exobasidien aus-
gelost waren. Wie oben schon ausgefuhrt, wurden beim Anlegen der ‘Einsporkulturen’ von
PB 4898 neben den Isolaten der Entylomatales-Kontamination auch die entsprechenden Exo-
basidium-Isolate erhalten (sieche Tab.4.1-2). Bei den ubrigen gerade diskutierten Stimmen
sind allerdings nur einzelne Isolate in Kultur genommen worden, womit ein solch direkter
Nachweis nicht moglich ist. Es bleibt daher nur anzumerken, daf} in den meisten Féllen am

selben Standort unabhingig, wenn auch z.T. in deutlichem zeitlichen Abstand, jeweils auch
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ein Exobasidium-Isolat kultiviert wurde. PB 2857e wurde von Rhododendren in Tubingen
isoliert; sechs Jahre spiter wurde mit PB 5634 ein Stamm der ,,E. rhododendri b*“-Gruppe
von denselben Pflanzen in Kultur genommen. PB 383 wurde 1973 von V. uliginosum im
Haspelmoor gewonnen; im selben Gebiet wurde drei Jahre spater mit PB 4153 ein
E. pachysporum-Stamm isoliert. Und PB 393 = RBF 1008 wurde 1973 von V. vitis-idaea im
Durnbucher Forst isoliert; am selben Standort wurde ein Jahr spéter mit PB 1834 ein Stamm
der E. vaccinii-Gruppe in Kultur genommen. Damit ist zumindest fur diese drei Stamme das
Auftreten von entsprechenden, lokal infizierenden Exobasidien an den jeweiligen Standorten
belegt. Schon WORONIN (1867) wies auf die Notwendigkeit von Neuinfektionen zur Gall-
bildung bei V. vitis-idaea hin, und fur die auffilligen Gallen von Rh. indicum wurde dies
durch experimentelle Arbeiten eindeutig belegt (GOTTGENS 1959, GRAAFLAND 1960). In seiner
Zusammenfassung der von Exobasidien ausgelosten Erkrankungsbilder kommt NANNFELDT
(1981) dann auch zu dem Schluf3, daf} alle lokalen Infektionen (,,circumscribed* und ,,sur-
culicolous*®, siehe Kapitel 1.2) jahrlich bzw. jeweils an austreibenden Pflanzenteilen erneuert
werden miissen. Da eine Moglichkeit der Uberdauerung der Pilze in frisch infizierten jungen
Blattern bzw. Knospen zu bestehen scheint, kann die, wenn auch zeitlich versetzte Isolierung
von Exobasidien in den genannten Fallen zumindest als Hinweis auf die fur die fritheren Er-

krankungen verantwortlichen Exobasidien gewertet werden.

Stamm RBG 726 - ein Vertreter der Ustilaginales als Kontamination?

Verwandtschaftliche Beziehungen der in dieser Arbeit als Nicht-Exobasidien identifizierten
Stamme zu Tilletiopsis-Arten der Georgefischeriales, mit denen der oben schon erwihnte
Stamm ,,E. vexans* CBS 247.52 gruppiert (BOEKHOUT et al. 1995), konnten hier nicht ge-
funden werden. Neben den Angehorigen der Entylomatales wird hier aber mit RBF 726 ein
Isolat von V. vitis-idaea als Mitglied der Ustilaginales identifiziert, das im Gegensatz zu den
eben besprochenen Kontaminationen damit zur Verwandtschaft der graminicolen Brandpilze
gehort. In der phylogenetischen Analyse der 26S rDNA-Partialsequenzen im Kontext der
Ustilaginomyceten wird Stamm RBF 726 mit einer statistischen Absicherung von 100% bei
allen angewandten Analyseverfahren gemeinsam mit den drei verrechneten Arten der Ustila-
ginales gruppiert (siche Abb.3.4-1 bis -4). Sporisorium sorghi und Pseudozyma antarctica
formen immer eine monophyletische Gruppe, wihrend die genaue Position von RBF 726
nicht aufgelost wird. Dieser Stamm gruppiert entweder mit Ustilago maydis oder er steht
basal zu den drei Ustilaginales-Arten, wobei Doassansiopsis deformans als Vertreter der

Urocystales das Schwestertaxon zu diesen Ustilaginales-Arten bildet.

Die zuvor besprochenen Kontaminationen durch Angehorige der Entylomatales bzw.
auch Georgefischeriales entsprechen in ihrer phylogenetischen Position den in der Literatur

haufig erwdhnten Kontaminationen mit 7illetiopsis-Arten. Bei Isolierungsansitzen von Exo-
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basidien sind Kontaminationen, welche aus dem Umfeld der Ustilaginales stammen, jedoch
kaum bekannt. Ein Hinweis auf solche findet sich bei LAASER (1989), der wegen Uberein-
stimmungen in physiologischen Merkmalen zwei ,,Exobasidium*-Isolate den Ustilaginales
zuordnete - nicht jedoch Stamm RBF 726. Dieser war u.a. mit den Merkmalen ,,Starke-
abbau® und ,,Zusammensetzung der Zellwandzucker*, wie oben schon erlautert, nicht von
Exobasidium-Kulturen zu unterscheiden (LAASER 1989, DORFLER 1990, PRILLINGER et al.
1990b - als ,,Pr 1986/58/2*). Damit zeigt sich, da} diese Merkmale selbst bei relativ groflen
phylogenetischen Distanzen zwischen Angehorigen zweier Unterklassen der Ustilagino-

myceten nicht zwingend differenzieren.

Wenn auch keine Vertreter der polyphyletischen Gattung Tilletiopsis in den Ustila-
ginales angesiedelt sind, so ist doch das Vorkommen eines Tilletiopsis-artigen Anamorphs
bei Melanotaenium endogenum bekannt (BOEKHOUT 1991). Diese Art bzw. die Familie der
Melanotaeniaceae wurde inzwischen zu den Urocystales gestellt (BAUER et al. 1997, BEGEROW
et al. 1997). Diese durch ultrastrukturelle Synapomorphien gestutzte Zuordnung findet sich
auch bei BAUER et al. (2001b), wenn auch molekulare Stammbaume (BEGEROW et al. 2000,
FELL et al. 2000) diese Gruppe, allerdings ohne statistische Absicherung, basal zu den Ustila-
ginales zeigen. Konnte es sich bei Stamm RBF 726 somit um das Tilletiopsis-artige Ana-
morph einer Melanotaenium-Art handeln und dieser damit trotz seiner phylogenetischen
Stellung in den Ustilaginomycetidae auch zu den in der Literatur haufiger beschriebenen
Tilletiopsis-artigen Kontaminationen zihlen? Bei RBF 727 wurden zwar ebensowenig wie bei
den beiden hier als Entylomatales-Kontaminationen gezeigten Fallen Ballistokonidien gefun-
den (LAASER 1989, PRILLINGER ef al. 1990b), was aber eine Zugehorigkeit zu an sich Tille-
tiopsis-Anamorphe bildenden Gruppen bzw. Arten, wie oben schon diskutiert, nicht aus-
schlieBen muB. Doch zeigen hier die GENBANK-Vergleiche sowohl der 26S rDNA- also auch
ITS-Sequenz auffallende Ahnlichkeiten zu Vertretern der Anamorph-Gattung Pseudozyma
Bandoni und der Brandpilzgattung Ustilago, nicht aber zu Melanotaenium-Arten. Es ist fur
Stamm RBF 726 keine engere verwandtschaftliche Beziehung zu Tilletiopsis-artige Ana-

morphe bildenden Pilzen festzustellen.

Neben diesem Tilletiopsis-artigen Anamorph bei Melanotaenium gibt es innerhalb
der Ustilaginomycetidae eine Reihe hefeartig sprossender Anamorphe mit reiner Blastokoni-
dienbildung in den Ustilaginales, die der Gattung Pseudozyma angehoren. Schon 1987
(BoekHOUT) wurde aufgrund morphologisch-anatomischer Vergleiche und physiologischer
Eigenschaften eine enge verwandtschaftliche Beziehung verschiedener Hefen zu den Brand-
pilzen vorgeschlagen. Mit Partialsequenzen der 26S rDNA konnte diese spater belegt werden
(BOEKHOUT et al. 1995, FELL et al. 1995) und die entsprechenden Arten der Gattungen
Candida Berkhout, Sporobolomyces Kluyver & C.B.Niel, Stephanoascus M.T.Sm., van der

Walt & Johannsen, Sterigmatomyces und Trichosporon Behrend wurden demgemaf in einer
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Anamorph-Gattung, namlich in der Gattung Pseudozyma, vereint (BOEKHOUT 1995, BOEKHOUT
& FELL 1998). Diese umfafite somit sieben Arten, welche Hyphen bzw. Pseudohyphen
formen, mit Blastokonidien sprossend hefeartig wachsen und von so unterschiedlichen Sub-
straten wie Seesedimenten der Antarktis, frischen Reiskornern oder Pflanzen - auch mit
Mehltau oder Schimmelpilzen infizierten - bekannt sind. Jungst sind zusétzlich zwei neue
Arten beschrieben worden, die aus menschlichem Blut isoliert wurden (SuGITA et al. 2003).
Die phylogenetische Analyse der Domine I der 26S rDNA im Vergleich mit verschiedenen
teleomorphen Ustilaginales-Vertretern zeigt jedoch, daB3 Pseudozyma-Arten nicht mono-
phyletisch sind (BEGEROW et al. 2000). Sie gruppieren mit unterschiedlichen Brandpilzen und
bei den verglichenen Stammen wurde auch ein Ustilago-Pseudozyma-Paar mit identischen

26S rDNA-Partialsequenzen gefunden.

Die BLAST-Suche der 26S rDNA-Partialsequenz (sieche Tab.3.2.1-1) zeigt vollige
Ubereinstimmung der Sequenz von RBF 726 zu einer Sequenz von U. maydis (Stamm
MS 115), welche acht Basenpaare Unterschied (davon sieben Indels) zu der hier in der phy-
logenetischen Analyse verrechneten Sequenz von Stamm RH 521 aufweist. Diese Unter-
schiede durften dafur verantwortlich sein, daB RBF 726 nicht in allen Dendrogrammen mit
U. maydis zusammengruppiert wird. Die BLAST-Suche der ITS-Sequenz (sieche Tab.3.6-3)
hingegen zeigt als nachst ahnlich zu RBF 726 zweimal die Sequenz eines Stammes von
Pseudozyma prolifica (CBS 319.87 = JCM 10319). Diese beiden GENBANK-FEintrage sind in
ihren Sequenzen an sich identisch, sie weisen aber unterschiedliche Langen auf, weshalb drei
zu RBF 726 unterschiedliche Basenpositionen nur in dem ldngeren Sequenzeintrag feststell-
bar sind. Auch in der BLAST-Suche der 26S rDNA-Partialsequenz findet sich eine Sequenz
von P. prolifica CBS 319.87 (AJ235298) direkt nach U. maydis-Eintragen (,,Score* 813
statt 821). Sie weist nur ein Basenpaar Unterschied zu den ubereinstimmenden Sequenzen
von RBF 726 und U. maydis MS 115 auf. Umgekehrt folgt auch bei den ITS-Vergleichen
auf die P. prolifica-Eintrage eine Sequenz von U. maydis (keine Stammangabe in GENBANK)
mit nur sieben unterschiedlichen Basenpositionen. Stamm RBF 726 ist innerhalb der Ustila-
ginales offensichtlich in der Nahe des Maisbrandpilzes und der damit nachst verwandten
Hefe P. prolifica anzusiedeln, welche in den phylogenetischen Analysen von 26S rDNA-
Partialsequenzen bei BEGEROW et al. (2000) und SUGITA et al. (2003) als Schwestertaxa mit

nur geringfugigen genetischen Distanzen zusammengruppiert werden.

Die Basidiosporen vieler ustilaginaler Brandpilze konnen zu hefeartig wachsenden
Kolonien auskeimen, von denen kompatible Zellen spater miteinander verschmelzen miissen
bevor sie neue Wirtspflanzen als filamentdses Dikaryon infizieren konnen. Dies ist ein
gerade beim Maisbrandpilz gut belegter Mechanismus (CHRISTENSEN 1963, SNETSELAAR &
Mmvs 1992, SPELLIG et al. 1994). Die manchmal auch mit dem Begriff Anamorph bezeichnete

Haplophase im Lebenszyklus solcher dimorphen Brandpilze spielt sicherlich als asexuelles,
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saprotrophes Vermehrungs- und Ausbreitungsstadium in ihrer Epidemiologie eine be-
deutende Rolle, uiber die aber wenig bekannt ist (OBERWINKLER 1987, BOEKHOUT et al. 1998,
BAUER et al. 2001b). In diesem Zusammenhang wird daher auch die Frage erwogen, ob es
sich bei den Hefearten der Anamorph-Gattung Pseudozyma nicht einfach um Hefestadien
dimorpher Brandpilze handeln konnte statt um eigenstindige, frei-lebende Hefen (BOEKHOUT
1987, FELL et al. 2001). Die phylogenetische Analyse der Ustilaginomyceten-Anamorphe von
BEGEROW et al. (2000) und die hier vorgestellten Sequenzdaten legen eine solche Beziehung
nahe. Sowohl Stamm RBF 726 als auch P. prolifica CBS 319.87 konnen nach den analy-
sierten Sequenzdaten aufgrund der hohen Ubereinstimmungen konspezifisch mit U. maydis
und damit Hefestadien dieses Pflanzenparasiten sein. Bei vergleichenden Untersuchungen
sowohl an Ascomyceten- als auch Basidiomycetenhefen wurde festgestellt, da3 Stamme einer
Art maximal zwei bis drei Basenpaare Unterschied in der Domiane I der 26S rDNA auf-
weisen und die meisten Arten sich so auch differenzieren lassen (KURTZMAN & ROBNETT
1998, FELL et al. 2000). Die vollig ubereinstimmenden Sequenzen von U. maydis MS 511
und Stamm RBF 726 und das nur eine Basenpaar Unterschied zu P. prolifica CBS 319.87
werden hier als Hinweis auf Konspezifitat gewertet. Zumal da die beiden oben diskutierten
Stamme von U. maydis mit sieben Indels sogar mehr innerartliche Unterschiede aufzuweisen
scheinen. Fur die ITS-Region ist, teilweise auch im Vergleich mit DNA-DNA-Hybridisie-
rungsdaten, eine innerartliche Sequenzvariabilitat von bis zu 1% festgestellt worden (GARDES
et al. 1991b, MONCALVO et al. 1995b, SUGITA et al. 1999). Auch dem entsprechen die hier ge-
fundenen Unterschiede von drei bzw. sieben Basenpaaren von RBF 726 zu P. prolifica bzw.
U. maydis, womit die Zugehorigkeit der Stimme zu einer Art unterstutzt wird. Kreuzungs-
und eventuell anschlieBende Infektionsversuche mit definierten U. maydis-Hefen wéren eben-
so wie eine Bestimmung von DNA-DNA-Homologien geeignet, um in weiterfiihrenden
Untersuchungen die hier nach Sequenzdaten gefolgerte Konspezifitit dieser Stimme abzu-
sichern. Auch wenn fur P. prolifica und U. maydis hier Konspezifitat postuliert wird, muf3

offen bleiben, ob auch die tibrigen Pseudozyma-Arten Hefestadien der Brandpilze darstellen.

Pseudozyma spp. sind von einer Reihe von Substraten bekannt, und wegen ihrer
engen Beziehung zu Brandpilzen wurde ein Vorkommen entsprechender Hefen auf Grasern
vorhergesagt (BEGEROW et al. 2000). Fur U. maydis sind mit den beiden hier als kon-
spezifisch betrachteten Hefen alternative Substrate fur die saprotrophe Lebensphase nach-
gewiesen: P. prolifica CBS 319.87 stammt von verrottendem Scirpus microcarpus J.Presl &
C.Presl (BANDONI 1985) und RBF 726 von Exobasidium-infiziertem Vaccinium vitis-idaea.
Auch fur einige Hefeisolate aus Fruchtkorpern von Hymenomyceten wurde schon gezeigt,
daB} sie Hefestadien von U. maydis darstellen, wenn eine Kontamination der Isolierungs-
ansitze mit ubiquitdr verbreiteten Brandpilzsporen auch nicht ganz ausgeschlossen wurde
(LAASER 1989). Auch bei Stamm RBF 726 kann das Auskeimen von Brandpilzsporen auf der
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Agarplatte des Isolierungsansatzes nicht vollig ausgeschlossen werden. Gerade aber auch im
Zusammenhang mit den klinischen Isolaten anderer Pseudozyma-Arten (SUGITA et al. 2003)
sind zukiinftige Studien zur Verbreitung und Okologie der ustilaginalen Hefen daher sehr
wunschenswert, deren Nachweis mit den inzwischen vorliegenden Sequenzinformationen

uber spezifische PCR-Amplifikationen auch ohne aufwendige Isolationen moglich sein sollte.

Da Ustilago spp. jedoch an Ericaceen keine typischen exobasidialen Krankheitsbilder
hervorrufen, muf3 auch bei RBF 726 davon ausgegangen werden, dall hierfur ein Exo-
basidium-Befall ursachlich war; mit Stamm RBF 727 wurde auch in diesem Fall ein Mitglied

der E. vaccinii-Gruppe am selben Tag im selben Gebiet isoliert.

Die hier mit umfangreichen phylogenetischen Analysen aufgezeigte Zuordnung von
Stammen, die als Exobasidien isoliert worden waren, zu anderen Pilzgruppen und ihre damit
erfolgte Charakterisierung als Kontaminationen zeigt wie wichtig die Verfugbarkeit von
Material fur Referenzuntersuchungen ist (zu dieser Problematik siehe auch AGERER et al.
2000, Crous 2002). Stamm PB 393, ein Vertreter der Entylomatales, wurde in fritheren
Arbeiten, wie oben schon diskutiert, haufig als ein typischer Vertreter der Gattung Exobasi-
dium betrachtet. Auch in ersten phylogenetisch ausgerichteten Arbeiten (UNSELD 1988, BLANZ
et al. 1989), in denen ansonsten nur Microstroma juglandis und Ustilago hordei als Ver-
treter der Ustilaginomycetes enthalten waren, entsprachen die Ergebnisse durchaus den Er-
wartungen und war eine Interpretation als Kontamination nicht moglich. Erst die heute durch-
fuhrbaren Untersuchungen mit umfangreicheren Vergleichsdatensitzen ermoglichen dies.
Zwar sind auch Artefakte bei der Stammbhaltung nie ganzlich auszuschlieBen, jedoch legt die
groB3e Ubereinstimmung bei den molekularen Daten, wie sie sich in der Gruppierung der
Stamme der RFLP-Gruppen I und VII bei den fritheren DNA-DNA-Homologie- und GC-
Wert-Untersuchungen und den hier Jahre spater durchgefuhrten PCR-RFLP- und Sequenz-
analysen widerspiegelt, den Schlufl nahe, daf es sich nicht um Artefakte der Kulturhaltung
handelt. Daruber hinaus erwiesen sich hier auch die etwa 20 Jahre in getrennten Stamm-
sammlungen gehaltene Kulturen eines dieser Stamme (PB 393 = RBF 1008) immer noch als

1dentisch.

4.2 Introns in der 26S rDNA der Gattung Exobasidium

In den Amplifikaten des 5’-Bereichs der 26S rDNA der hier untersuchten Stimme sind
Uberlangen bis zu ca. 700 bp im Vergleich zu den kodierenden Sequenzen von Saccharo-
myces cerevisiae vorhanden (siehe Tab.3.1.2-1). Zwar galten die nukledren ribosomalen
Gene lange als intron-frei, jedoch sind mittlerweile bei vielen Organismen in ihnen Introns

gefunden worden. Bei Pilzen wurden in der 18S rDNA erstmals 1989 (SoGIN & EDMAN) und
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in der 26S rDNA 1992 (L1u et al.) Group-I-Introns nachgewiesen. Die weitere Analyse der
gefundenen Insertionen an den Positionen 929/930 und 1.127/1.128 in der 26S rDNA von
Exobasidien im Rahmen der Diplomarbeit von E. STEVANECZ (1998) hat die Sequenzmotive
der ,,Splicing Sites* und die typischen Sekundarstrukturelemente von Group-I-Introns
(BURKE et al. 1987, CEcH 1988) fur diese Insertionen bestétigt. Hinweise auf die in pilzlichen
rDNAs ebenfalls nachgewiesenen und in jungerer Zeit vermehrt diskutierten spliceosomalen
Introns (ROGERS et al. 1993, BHATTACHARYA et al. 2000, CUBERO et al. 2000) sind nicht fest-

zustellen.

Es treten funf unterschiedliche 26S rDNA-Typen im Hinblick auf Art und Verteilung
dieser Introns auf, die mit den PCR-ProduktgroBenklassen korrelieren (siehe Abb.3.3-1 und
Tab.3.3-1). An den beiden Insertionsorten treten dabei zwei voneinander verschiedene
Group-I-Introns auf und an Position 929/930 sind zusatzlich zwei durch ihre Lange unter-
schiedene Introns festzustellen. Die diskrete Insertion in dem lédngeren dieser beiden Introns
(Typ a2) konnte dabei auf das Auftreten eines proteinkodierenden ,,Open Reading Frames*
hindeuten, welches fur einige Group-I-Introns beschrieben ist (DuioN 1989, LAMBOWITZ &
BELFORT 1993). Alle funf 26S rDNA-Typen sind bei Vertretern der Gattung Exobasidium zu
beobachten, denn die im vorhergehenden Kapitel diskutierten Stimme, die nicht der Gattung

Exobasidium angehoren, haben alle intron-freie, 2.2 kb groBe PCR-Amplifikate.

Neben dem Auftreten von Kontaminationen bietet in einigen anderen Fallen das Auf-
treten dieser Group-I-Introns in der 26S rDNA eine Erklarung fur tiberraschende Ergebnisse
der PCR-RFLP-Analysen. Allerdings erklaren die unterschiedlichen 26S rDNA-Typen nicht
alle noch verbleibenden unerwarteten PCR-RFLP-Ergebnisse. Die Aufteilung in verschiedene
RFLP-Gruppen kann, wie im folgenden ausgefuihrt wird, bei den ‘Einsporkulturen’ von
PB 4864 und der DNA-DNA-Homologie-Gruppe F auf das Auftreten von Group-I-Introns
zuruckgefuhrt werden. Bei der DNA-DNA-Homologie-Gruppe B beruht sie jedoch dariiber

hinaus auf Unterschieden, die sich auch in den kodierenden rDNA-Bereichen widerspiegeln.

Die ‘Einsporkulturen’ von PB 4864 gehoren einer Art an - trotz unterschiedlicher

PCR-Produktgrofe zeigen die RFLP-Muster hohe Ubereinstimmung

Die ‘Einsporkulturen’ von Stamm PB 4864 verteilen sich in den PCR-RFLP-Analysen
ebenso wie die ‘Einsporkulturen’ von PB 4898 auf zwei Gruppen: Die RFLP-Gruppe XVII
(PB 4864-3, -4) in der durch ein Intron vom Typ al charakterisierten 2.6 kb PCR-Produkt-
groBenklasse und die RFLP-Gruppe X VIII (PB 4864-2) in der durch zwei Introns vom Typ
al und Typ b charakterisierten 2.9 kb PCR-Produktgroenklasse. In diesem Fall zeigen die
PCR-RFLP-Muster beider Gruppen jedoch grole Ubereinstimmungen. Die in der 0/1-
Matrix (Tab.3.1.3.3-1) kodierten Fragmentldngenpolymorphismen zwischen beiden RFLP-
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Gruppen haben ihre Ursache bei einigen der verwendeten Enzyme in einem einzigen Lingen-
polymorphismus zwischen zwei homologen Schnittstellen (Abb.4.2-1). Bei den beiden En-
zymen Hae 111 und Msp 1 ist die Groenverschiebung eines einzelnen Restriktionsfragmentes
zu beobachten wihrend bei Tag I ein solcher Langenpolymorphismus mit einer zusatzlichen
Restriktionsschnittstelle verbunden ist, so daf} hier statt eines groBeren zwei kleinere, aber in
Summe groBere Fragmente auftreten. Die Ubereinstimmung in den RFLP-Mustern spiegelt
sich auch in der Ahnlichkeitsanalyse wieder, wo beide RFLP-Gruppen gemeinsam gruppie-
ren (siehe Abb.3.1.3.4-1/-2). Die RFLP-Gruppen der ‘Einsporkulturen’ von PB 4864 unter-
scheiden sich in ihren Introns, wahrend sie in den kodierenden rDNA-Abschnitten keine
grofleren, uber die PCR-RFLP-Analyse erfabaren Unterschiede aufweisen. Das Auftreten
unterschiedlicher Introns mag die Ursache dafur sein, dal der Langenpolymorphismus bei
den uibrigen Enzymen nicht so eindeutig zu beobachten ist. Im Gegensatz zu den ebenfalls
auf zwei PCR-Produktgrofenklassen verteilten ‘Einsporkulturen’ von Stamm PB 4898 mit
ihren deutlich verschiedenen RFLP-Mustern, werden die ‘Einsporkulturen’ von PB 4864 mit

sehr dhnlichen RFLP-Mustern hier als Isolate einer einzigen Exobasidium-Art angesehen.

Hae lll Msp | Taql
a b a b a b

=2.230

_ — =1.100
= 650
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Abb.4.2-1: Die Restriktionsmuster dreier Enzyme zeigen bei ‘Einspor-
kulturen’ von Stamm PB 4864 trotz verschiedener PCR-Produkt-
groBenklassen hohe Ubereinstimmung. Unter a sind die Fragmente
von PB 4864-3 bzw. -4 (2.6kb) und unter b diejenigen von PB 4864-2
(2.9 kb) dargestellt (siehe auch Tab.3.1.3.3-1). Die GrofBe -einiger
Fragment (in bp) ist angegeben und Fragmente, die den Léangenpoly-
morphismus der 2.6 und 2.9 kb groBen PCR-Produkten widerspiegeln,
sind markiert.

Die DNA-DNA-Hybridisierung wurde auch bei Stamm PB 4864 mit einer ‘Einspor-
kultur’ durchgefuhrt (PB 4864-1, sieche Anhang IV), die fur PCR-Analysen nicht mehr ver-
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fugbar war. Dieses Isolat wurde aufgrund fehlender positiver Signale mit den Sonden der
DNA-DNA-Homologie-Gruppen E und F innerhalb der Rhododendron-Parasiten in die
DNA-DNA-Homologie-Gruppe x eingeordnet, fur deren Stimme untereinander aber keine
Konspezifitat nachgewiesen wurde (sieche dazu Anhang IV). In den hier durchgefihrten
PCR-RFLP-Analysen zeigt sich jedoch keine nahere Beziehung von PB 4864 von Menz.
ferruginea zu den ubrigen Stimmen der DNA-DNA-Homologie-Gruppe x (RFLP-
Gruppen X, XI und XIII, siche Abb.3.1.3.4-1/-2).

Die Stamme der DNA-DNA-Homologie-Gruppe F sind trotz unterschiedlicher
RFLP-Muster konspezifisch, wahrend parallel vom selben Ausgangsmaterial (von

FO 24040) angelegte Isolate heterogen sind

Bei den Stammen PB 4163, FO 24040-1, -2 und -3 handelt es sich um Exobasidium-Isolate,
die unabhédngig voneinander von derselben Rh. ferrugineum-Pflanze in Kultur genommen
wurden. Schon bei den DNA-DNA-Homologien hatten sich Unterschiede gezeigt (siehe An-
hang IV). FO 24040-1 und PB 4163 erwiesen sich als konspezifisch mit PB 5634 und
PB 4380 (DNA-DNA-Homologie-Gruppe F), wihrend FO 24040-3 in die DNA-DNA-
Homologie-Gruppe x eingeordnet wurde. Isolat FO 24040-1 stand fur PCR-Analysen nicht
mehr zur Verfugung, statt dessen wurde FO 24040-2 in die Untersuchungen einbezogen. In
der PCR-RFLP-Analyse verteilen sich die Stimme der DNA-DNA-Homologie-Gruppe F
und dieses parallelen Kultivierungsansatzes auf drei RFLP-Gruppen (VIII, IX und X) in den
2.2 und 2.6 kb GroBenklassen, die alle innerhalb des ,,Hauptclusters® der Exobasidium
s.str.-Gruppe stehen (siehe Abb.3.1.3.4-1/-2). Alle fur diese Stimme erhobenen molekularen

Daten sind in Tab.4.2-1 zusammengestellt.

Tab.4.2-1: Molekulare Daten der parallel von einer Pflanze angelegten Isolate
FO 24040-1, -2, -3 und PB 4163. Weitere Staimme der DNA-DNA-
Homologie-Gruppe F sind zum Vergleich hinzugenommen (fett). Das
nicht bearbeitete Isolat ist kursiv abgesetzt. DNA: Zugehorigkeit zu einer
DNA-DNA-Homologie-Gruppe, GC: GC-Wert, PCR: Grofle des 5°-
Bereichs der 26S rDNA, RFLP: Zugehorigkeit zu einer RFLP-Gruppe,
26S: Sequenzanalyse der Domine I der 26S rDNA (b = ,,E. rhododendri
b“-Gruppe), ITS: identische ITS-Sequenzen (+). . = keine Daten.

Stamm DNA GC PCR RFLP 26S ITS

PB 4163 F . 2.6 kb VI

FO 24040-1 F . : . . .

FO 24040-2 . . 2.6 kb Vil b ) in Exobasidium s.str.
PB 4380 F 471% 26kb VI b +

PB 5634 F 477% 22kb IX b +

FO 24040-3 X . 2.2 kb X . . in Exobasidium s.str.
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In der PCR-RFLP-Analyse bestdtigt sich die Abgrenzung von Isolat FO 24040-3
(RFLP-Gruppe X) von den anderen Stammen des Kultivierungsansatzes wie sie mit den
DNA-DNA-Hybridisierungen gefunden worden war. Bei diesem nicht mit der DNA-DNA-
Homologie-Gruppe F konspezifischen Stamm ist der 5’-Bereich der 26S rDNA ebenso wie
bei der RFLP-Gruppe IX intron-frei, so dafl die im PCR-RFLP-Muster von drei Restrik-
tionsenzymen erfaliten Unterschiede zwischen den RFLP-Gruppen IX und X (siehe Abb.
3.1.3.2.2-1) in den Sequenzen des kodierenden Bereichs der 26S rDNA begriindet liegen
miussen. Die genaue Stellung dieses Exobasidium-Isolates innerhalb der Gattung kann zwar
mit der PCR-RFLP-Analyse nicht geklart werden, aber mit den heute vorliegenden Daten
bleibt als SchluBfolgerung nur, daf hier von einer Rhododendron-Pflanze in parallelen An-
satzen - wohl von unterschiedlichen Gallen - zwei nicht-konspezifische ,,E. rhododendri*-
Arten isoliert worden sind. Folglich muB3 diese Pflanze gleichzeitig mit verschiedenen Exo-
basidium-Arten infiziert gewesen sein. Das Phanomen der ,,.Doppelinfektion® einer einzel-
nen Pflanze mit zwei verschiedenen Exobasidien ist durch das gleichzeitige Auftreten unter-
schiedlicher Krankheitsbilder an Preiselbeeren bekannt, wo typische, von E. vaccinii hervor-
gerufene Gallen an systemisch erkrankten Pflanzen beobachtet wurden und daraus auch
physiologisch unterscheidbare Exobasidium-Isolate gewonnen wurden (SUNDSTROM 1964).
Fur die Bildung von Blattgallen an Azaleen ist die Notwendigkeit der Neuinfektion junger
Blatter experimentell belegt (GOTTGENS 1959, GRAAFLAND 1960) und diese kann fur die
Gallen an Rh. ferrugineum wohl auch angenommen werden, womit auch eine gleichzeitige
Besiedelung durch genetisch differenzierte Exobasidium-Arten gut vorstellbar ist. Auch wenn
die DNA-DNA-Homologie-Gruppe E/RFLP-Gruppe VII in dieser Arbeit als Kontamination
erkannt und aus Exobasidium ausgeschlossen wird (siehe vorhergehendes Kapitel), so be-
statigen die rDNA-Daten hier trotzdem die frither mit den DNA-DNA-Hybridisierungen ge-
fundene Heterogenitat der Exobasidien auf europaischen Wirten der Gattung Rhododendron
(BLANZ 1986, BLANZ & DORING 1995, sieche Anhang IV).

Im Gegensatz zu der Abtrennung von FO 24040-3 ist die Aufteilung der ubrigen
Stamme der DNA-DNA-Homologie-Gruppe F auf zwei RFLP-Gruppen ein unerwartetes
Ergebnis der PCR-RFLP-Analysen. Diese Gruppen gehoren jedoch zwei verschiedenen
PCR-ProduktgrofSenklassen an und die Sequenzanalyse der Domine I der 26S rDNA grup-
piert sie bei nur maximal zwei unterschiedlichen Basen innerhalb dieses kodierenden rDNA-
Abschnittes eindeutig gemeinsam in eine Gruppe (,,E. rhododendri b*, siehe Abb.3.2.2-1/-2
und Anhang XIII). Die identischen, keine Differenzierung ergebenden, 506 bp langen ITS-
Regionen der Staimme PB 4380 und PB 5634 (siehe Tab.3.6-2), welche auch in ihren GC-
Werten uibereinstimmen, bestatigen die Zusammengehorigkeit dieser RFLP-Gruppen unter-
schiedlicher PCR-Produktgroflenklassen. Fur die Auftrennung in die RFLP-Gruppen VIII
und IX ist offensichtlich das Intron vom Typ al in der 26S rDNA der 2.6 kb Grofenklasse
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verantwortlich (siehe Tab.3.3-1). Die mit Msp I erhaltenen Restriktionsfragmente zeigen auch
einen dementsprechenden Langenpolymorphismus mit nur einem einzigen in seiner Grofle
verschobenen Fragment zwischen diesen beiden RFLP-Gruppen (vergleiche Tab.3.1.3.3-1).
Die hier erhobenen Daten widersprechen somit einer Konspezifitit der Stimme der DNA-
DNA-Homologie-Gruppe F trotz unterschiedlicher PCR-Produktgrofen und den damit ver-
bundenen unterschiedlichen PCR-RFLP-Mustern nicht.

Stammspezifische Group-I-Introns: Homothallismus oder Heterothallismus?

Die bei den ‘Einsporkulturen’ von PB 4864 und den Stimmen der DNA-DNA-Homologie-
Gruppe F verzeichneten Unterschiede im Auftreten von Introns zwischen konspezifischen
Stammen belegen das Vorkommen verschiedener rDNA-Typen innerhalb einzelner Exobasi-
dium-Arten. Group-I-Introns in der 26S rDNA treten bei Vertretern der Gattung Exobasi-
dium nicht artspezifisch auf; ihre Verteilung zeigt eine innerartliche Variabilitat. Eine Kon-
spezifitat von Stammen kann daher allein aufgrund von Grofenunterschieden der 26S rDNA-
Amplifikate bzw. der ausschlieBlich daraus resultierenden Unterschiede in ihren RFLP-
Mustern nicht ausgeschlossen werden. Frith wurden fur Introns, v.a. fur Group-I- und
Group-II-Introns, ihre Eigenschaften als optional im Genom auftretende, nicht in allen
Stammen oder Rassen einer Art vorhandene, mobile genetische Elemente diskutiert (PERLMAN
et al. 1990, LAMBOWITZ & BELFORT 1993). Bei einem Flechtenpilz, dem Ascomyceten
Cladonia chlorophaea (Florke ex Sommerf.) Spreng., konnten fur Group-I-Introns in der
18S rDNA schon 1992 (DEPRIEST & BEEN) individuelle Unterschiede in ihrem Auftreten und
ihrer Verteilung gezeigt werden. Und gerade bei der 26S rDNA werden so verursachte Varia-
tionen in jungster Zeit fur innerartliche Differenzierung und Charakterisierung von Pilzen ge-
nutzt, beispielsweise bei dem Pflanzenparasiten Gaeumannomyces graminis (Sacc.) Arx &
D.L.Olivier (TAN 1997) und den Insektenparasiten Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch
(NEUVEGLISE et al. 1997) und Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin (MAVRIDOU et al.
2000, PANTOU et al. 2003). Die hier nachgewiesenen unterschiedlichen rDNA-Typen konnten
auch bei Exobasidien die Moglichkeit eroffnen, iiber Group-I-Introns der 26S rDNA
intraspezifische Differenzierungen und Populationsstrukturen zu klaren. Thr Potential hierfur
mubf aber in weitergehenden Untersuchungen abgeklart werden. Fur Artidentifizierungen sind
entsprechende PCR-RFLP-Analysen bei Groflenunterschieden der Amplifikate aber sicher-
lich kritisch zu betrachten, wenn auch durchfuhrbar (z.B. DLAUCHY et al. 1999).

Die Stamme der DNA-DNA-Homologie-Gruppe F haben z.T. eine unterschiedliche
Herkunft. Sie sind unabhéngig voneinander isoliert worden, wenn auch z.T. von Gallen einer
Pflanze: FO 24040-1, -2 und PB 4163 stammen von einer Rh. ferrugineum-Pflanze in Grau-
buinden, PB 4380 jedoch von RhA. ferrugineum in Tirol und PB 5634 mit dem intron-freien
rDNA-Typ von Rh. x intermedium aus Baden-Wiurttemberg. Wahrend hier ein individueller
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Unterschied im Auftreten von Group-I-Introns festzustellen ist, finden sich bei den ‘Einspor-
kulturen” von PB 4864 zwei unterschiedliche rDNA-Typen bei Isolaten, die aus ein und der-
selben sporulierenden Galle isoliert wurden. Dafiir das zwei unabhingige Infektionen (eine
,Doppelinfektion*) gemeinsam eine Galle induzieren und in ihr sporulieren scheint es bis-
her keine Belege zu geben. Eine alternative Erklarungsmoglichkeit besteht darin, da3 meio-
tisch entstandene, haploide Basidiosporen (siehe hierzu MIMS et al. 1987) unterschiedliche
rDNA-Typen enthielten, womit das Dikaryon bezuglich dieses Markers heterogen (,,hetero-
zygot®) gewesen sein muite. Genetisch diverse Kerne konnten so auf einen Heterothallis-
mus dieses Pilzes hindeuten (,,Outcrossing*), da Homothallismus eher zu einer genetischen
Einheitlichkeit fuhrt (,,Inbreeding®). Eine solche Interpretation steht jedoch in Widerspruch
zu bisherigen Erkenntnissen zum Fortpflanzungsmodus der Exobasidien (siehe auch Kapitel
1.2). Fur einen Homothallismus spricht insbesondere die Tatsache, dafl Infektionsversuche,
die zur Ausbildung typischer Krankheitssymptome wie Gall- oder Blattfleckbildung fithren,
bei verschiedenen Exobasidium-Arten ohne einen Kreuzungspartner direkt mit von einer
Pflanze gewonnenem Pilzmaterial durchgefuihrt werden konnen. Diese konnen entweder mit
direkt von einer Pflanze abgenommen Sporenabstrichen durchgefithrt werden (WORONIN
1867, GOTTGENS 1959) oder mit von sporulierenden Pflanzenstiucken gewonnen Hefekulturen
(GRAAFLAND 1953) und auch mit Mono(basidio)sporkulturen (GRAAFLAND 1957, SUNDSTROM
1964, NICKERSON 1984, NICKERSON & VANDER KLOET 1997). In der Verwandtschaft der Exo-
basidien sind jedoch bei den Brandpilzen durchaus unterschiedliche Fortpflanzungstypen be-
kannt. Fur Arten der Gattung Anthracoidea Bref. ist sowohl ein homothallischer als auch ein
pseudohomothallischer Fortpflanzungsmodus bekannt (KUKKONEN & RAUDASKOSKI 1964)
und in der Gattung Ustilago finden sich heterothallische Arten mit verschiedenen Kreu-
zungstypen. So ist U. maydis zu einem Modellbeispiel fur heterothallische Basidiomyceten
mit tetrapolarem Kreuzungstyp geworden, wiahrend U. hordei nur ein bipolares Kreuzungs-
verhalten zeigt (KOTHE 1996). Molekulare Analysen an groBeren Zahlen von Sporen bzw.
Nachkommen haben bei filamentosen Basidiomyceten, bei denen eine Kreuzung an Myzelien
nicht morphologisch erkennbar ist, aussagekriftige Daten zum Fortpflanzungsmodus gelie-
fert (u.a. CALVO-BADO et al. 2001, KAUSERUD & SCHUMACHER 2001). Um das Fort-
pflanzungsverhalten einzelner Exobasidium-Arten und die Bedeutung genetischer Variationen
wie sie hier mit den Group-I-Introns der 26S rDNA bei Monosporkulturen eines Pilzes ge-

funden wurden zu klaren, sind entsprechende Untersuchungen notwendig.

Die Staimme der DNA-DNA-Homologie-Gruppe B sind nicht alle miteinander
konspezifisch - sie repriasentieren zwei nachst verwandte Exobasidium-Arten!

Aus der DNA-DNA-Homologie-Gruppe B standen vier Stamme zur Untersuchung zur Ver-
fugung. In der PCR-RFLP-Analyse sind auch diese unerwartet in zwei RFLP-Gruppen (II
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und III) in der 2.6 kb und der 2.8 kb Grofenklasse innerhalb des ,,Hauptclusters® von Exo-
basidium s.str. zu finden. Eine Aufgliederung fur die wiederum Group-I-Introns verantwort-
lich sein konnten, denn diese beiden PCR-Produktgroenklassen enthalten zwei unterschied-
liche Introns an derselben Position der 26S rDNA (Typ al bzw. a2, sieche Abb.3.3.1). Die
RFLP-Muster des 5’-Bereich der 26S rDNA weisen jedoch deutliche Unterschiede zwischen
diesen beiden Exobasidium-Gruppen auf, v.a. bei den Enzymen Ava II, Hae 111 und Hinf1
(vergleiche Tab.3.1.3.3-1). Sequenzvergleiche der Domiane I der 26S rDNA zeigen dement-
sprechend in diesem Fall auch Unterschiede in dem kodierenden rDNA-Abschnitt auf.
Stamm PB 1828 bildet hierbei eine Gruppe gemeinsam mit der Referenzsequenz von
E. arescens, wahrend die Stimme der RFLP-Gruppe II mit der Referenzsequenz von
E. rostrupii ubereinstimmen (siche Abb.3.2.2-1/-2). Innerhalb beider Gruppen findet sich
zwischen zwei Sequenzen hochstens eine unterschiedliche Base, wiahrend zwischen den
Stammen von E. rostrupii und von E. arescens sieben bzw. acht Basenunterschiede festzu-
stellen sind (siehe Abb.3.2.2-2 und Anhang XIII). Die Sequenzunterschiede zwischen beiden
Arten liegen damit deutlich iiber den im allgemeinen innerartlich festgestellten Werten
(KurRTZMAN & ROBNETT 1998, FELL et al. 2000). Zusatzlich wird die Differenzierung dieser
beiden Arten durch unterschiedliche ITS-Sequenzen unterstiitzt (siehe Tab.3.6-2). Die
Stamme der DNA-DNA-Homologie-Gruppe B, deren Charakteristika in Tab.4.2-2 ver-
gleichend gegeniibergestellt sind, bilden mit Markern aus dem Bereich der ribosomalen DNA
keine homogene Gruppe; Sequenzvergleiche charakterisieren sie als Angehorige zweier Exo-
basidium-Arten. Introns sind hier nicht die Hauptursache fur unterschiedliche RFLP-Muster,

sondern ein Zusatzfaktor zu Unterschieden in den kodierenden rDNA-Bereichen.

Tab.4.2-2: Gegenitberstellung der Charakteristika der Stamme von E. arescens
und E. rostrupii. DNA: Zugehorigkeit zu einer DNA-DNA-Homologie-
Gruppe, GC: GC-Wert, PCR: Grofle des 5’-Bereichs der 26S rDNA,
RFLP: Zugehorigkeit zu einer RFLP-Gruppe, 26S: Sequenzuiber-
einstimmung der Domiane I der 26S rDNA mit Referenzsequenzen
(E. arescens = ares, E. rostrupii = ro), Intron: Typ nach Tab.3.3-1, Wirt:
V. macrocarpum (= ma), V. oxycoccos (= ox), V. myrtillus (= myrt), ITS:
Lange der ITS-Region (in bp). . = keine Daten.

Stamm DNA GC PCR RFLP 26S Intron Wirt ITS

PB 3277 B 51,7% 2.8kb Il ro . ma

FO 31777 B 51,4% 2.8kb 1] ro . fe)'¢ . .
’ E. rostrupii

PB3275 B  505% 28kb Il o a2  ox 500 P

RBF 746 ) ) 2.8 kb Il ro a2 ox .

PB 1828 B 48,6% 2.6 kb 1] ares al myrt 509 E. arescens

Die unterschiedliche Eingruppierung der Angehorigen der DNA-DNA-Homologie-
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Gruppe B mit den PCR-RFLP-Analysen gab AnlaB3 zu einer kritischen Betrachtung der ur-
sprunglichen DNA-DNA-Hybridisierungsdaten (BLANZ 1986), welche bei BLANZ & DORING
(1995) ausgefuhrt ist (siche auch Anhang IV). Es zeigte sich, da3 die DNA-DNA-Homo-
logie-Gruppe B durch positive Signale mit der Sonde von Stamm PB 1828 charakterisiert
wurde. Keiner der ihr zugeordneten Staimme zeigte mit irgendeiner anderen Sonde positive
Signale, jedoch waren die Signale mit der Sonde von PB 1828 nicht immer gleich stark.
Neben starken Signalen (,,high DNA homology*) wurden teilweise auch etwas schwachere
Signale (,,significant DNA homology*) registriert. Solch ein schwicheres Signal zeigte die
Sonde PB 1828 aber zusatzlich auch noch mit Stamm FO 31778. Dieser wurde aufgrund
eines starken Signals mit der immer nur eindeutige Signale liefernden Sonde von Stamm
PB 4153 allerdings der DNA-DNA-Homologie-Gruppe C zugeordnet, was die PCR-RFLP-
Daten bestatigen (RFLP-Gruppe IV, E. pachysporum). Die phylogenetische Analyse von
Sequenzdaten zeigt nun, daf} die Auswertung der DNA-DNA-Hybridisierungssignale mit den
eingesetzten Sonden und Referenzorganismen wohl aufgrund der geringen phylogenetischen
Distanz zwischen den Schwestertaxa E. arescens und E. rostrupii (sieche Abb.3.4-1 bis -4)
problematisch ist. Die Bewertung eines signifikanten, aber nicht starken Hybridisierungs-
signals gilt generell als problematisch. So konnen die Signalstirken der DNA-DNA-
Hybridisierungen u.U. davon beeinflufit werden, ob homo- oder heterothallische Arten unter-
sucht werden, und die Relevanz mittlerer Signalstarke ist in unterschiedlichen Gattungen nicht
unbedingt gleich (siehe auch KurTZMAN 1985, 1998). Fur Pichia spp. wurden z.B. Werte von
unter 20-25% zwischen Stammen verschiedener Arten festgestellt (KURTZMAN et al. 1980b),
wahrend bei Issatchenkia spp. zwischen Stammen mit Werten von 15% eine Kreuzung noch
moglich war (KURTZMAN et al. 1980a). Allerdings wird auch die Bedeutung und Vergleich-
barkeit der Kriterien ,,Kreuzbarkeit* und ,,DNA-DNA-Homologie* fur Artdefinitionen teils
kritisch gesehen (VAN DER WALT & JOHANNSEN 1979, KURTZMAN et al. 1980a).

Die mit rDNA-Markern gefundene Auftrennung der vier hier untersuchten Staimme
der DNA-DNA-Homologie-Gruppe B in zwei Arten korrespondiert mit den Wirtspflanzen
entsprechend dem NANNFELDTschen Artkonzept (vergleiche Tab.4.2-2 mit Tab.1.2-1). Die
Stamme von V. myrtillus einerseits und von V. oxycoccos und V. macrocarpum andererseits
sind nicht konspezifisch. Auch zeigte die der DNA-DNA-Homologie-Gruppe B ent-
sprechende GC-Wert-Gruppe 2 mit 3,7% die hochste Spannbreite des GC-Wertes innerhalb
einer der GC-Wert-Gruppen (sieche Anhang III). Nachdem mit PB 1828 als E. arescens von
den untersuchten Staimmen dieser GC-Wert-Gruppe derjenige mit dem niedrigsten GC-Wert
ausgegliedert wurde, zeigen die hier E. rostrupii zugeordneten Stamme nur 1,2% Differenz
im GC-Wert, was im Rahmen der im allgemeinen fur eine Art akzeptierten Abweichung liegt
(KUrRTZMAN 1985, 1998).

Nach den unerwarteten Aspekten der PCR-RFLP-Auswertung, den damit verbun-
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denen Sequenzanalysen und der Struktur der 26S rDNA der Exobasidien werden im An-
schlufl Artkonzept und Evolution der Gattung Exobasidium sowie die Phylogenie der Ord-

nung Exobasidiales diskutiert.

4.3 Die Gattung Exobasidium - zum Artkonzept

Allein die Stamme des ,,Hauptclusters* der Ahnlichkeitsanalyse der RFLP-Muster (siehe
Abb.3.1.3.4-1/-2) gruppieren bei Vergleichen der Domiane I der 26S rDNA gemeinsam mit
Exobasidium-Referenzsequenzen aus GENBANK (siehe Abb.3.2.2-1 bis -3) und die um-
fassendere phylogenetische Analyse gruppiert sie gemeinsam mit weiteren Vertretern der
Ordnung Exobasidiales (sieche Abb-3.4-1 bis -4). Diese Beziehungen sind durch hohe Unter-
stiitzungswerte statistisch abgesichert. Nachdem die ubrigen, aullerhalb von Exobasidium
s.str. stehenden Stamme als Kontaminationen charakterisiert sind (siehe Kapitel 4.1), handelt
es sich nur bei den hier mit 26S rDNA-Sequenzdaten in den Exobasidiales angesiedelten
Stammen um Vertreter der Gattung Exobasidium. Die folgenden Uberlegungen zum Art-
konzept und die anschlieBenden Betrachtungen zur Phylogenie der Gattung Exobasidium

beriicksichtigen daher nur diese Exobasidium-Stamme.

Mit den hier angewandten molekularen Markern finden sich innerhalb des unter-
suchten Materials keine konspezifischen Exobasidium-Stamme und damit keine Arten,
welche Wirte aus unterschiedlichen Gattungen parasitieren. Dies bestétigt die Ergebnisse der
DNA-DNA-Hybridisierungen (BLANZ 1986, BLANZ & DORING 1995, siehe Anhang 1V), wo
es ebenfalls keinen Hinweis auf konspezifische Stimme von Wirten aus unterschiedlichen
Verwandtschaftskreisen gab, wenn man von der DNA-DNA-Homologie-Gruppe x absieht.
Allerdings vereinigt diese DNA-DNA-Homologie-Gruppe nur Stimme, fur die aufgrund des
Fehlens von Hybridisierungssignalen mit den eingesetzten Sonden keine Zuordnung zu kon-
spezifischen Gruppen vorgenommen werden konnte (sieche auch Anhang IV), und welche
sich mit den in dieser Arbeit vorgestellten Daten als heterogen erweisen (sieche Abb.3.2.2-1/-2
und auch Kapitel 4.3.2). Im Gegensatz dazu hatten die GC-Wert-Untersuchungen den Hin-
weis auf ein Exobasidium auf Wirtspflanzen aus verschiedenen Gattungen geliefert (BLANZ
& OBERWINKLER 1983, siche Anhang III). Die GC-Wert-Gruppe 2 umfafit neben Parasiten
von verschiedenen Vaccinium-Arten auch einen von Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.
isolierten Stamm. Bei den aus dieser GC-Wert-Gruppe (die der DNA-DNA-Homologie-
Gruppe B entspricht) hier zur Untersuchung zur Verfugung stehenden Stimmen zeigt sich
jedoch schon bei den Isolaten von Vaccinium spp. mit Hilfe der IDNA-Daten eine Aufglie-
derung in zwei Exobasidium-Arten, womit eine Konspezifitat aller Stamme der GC-Wert-
Gruppe 2 widerlegt ist (siehe Tab.4.2-2). Leider stand das Isolat von Arctostaphylos uva-ursi
nicht mehr fur Analysen zur Verfugung, auch liegen keine DNA-DNA-Hybridisierungsdaten
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fur diesen Stamm vor. Jedoch sind bei dem Merkmal ,,GC-Wert*“ Unterschiede aussage-
kraftiger als Ubereinstimmungen, die keinen Nachweis fur Konspezifitat darstellen
(KurTZMAN 1985, JAHNKE 1987, KURTZMAN 1998). So ist es auch nicht tiberraschend, daf die
rDNA-Analysen den Artstatus von E. pachysporum (RFLP-Gruppe IV) im Vergleich zu
E. karstenii (RFLP-Gruppe XIX) zweifelsfrei bestitigen, obgleich Staimme dieser Arten iden-
tische GC-Werte aufweisen (GC-Wert-Gruppe 3 bzw. 9). Wenn es auch zukinftigen
Sequenzanalysen an neuen Isolaten der beiden von Arctostaphylos uva-ursi beschriebenen
Arten, E. uvae-ursi (Maire) Juel und E. sydowianum Nannf., vorbehalten bleibt, deren Ab-
grenzung gegen Vaccinium-Parasiten endgultig abzuklaren, so legt die in dieser Arbeit aufge-
zeigte Heterogenitat der GC-Wert-Gruppe 2 gemeinsam mit der gefundenen Spezifitit von
Exobasidium-Arten fur kongenerische Wirte die Folgerung nahe, daf} auch der frither unter-
suchte, von der Barentraube isolierte Stamm mit anderen Markern als dem GC-Wert dif-
ferenzierbar gewesen wiére. Der uibereinstimmende GC-Wert dieses Stammes mit den hier
E. rostrupii zugeordneten Stammen 146t einen Vergleich der auf der Barentraube beschriebe-
nen Exobasidien mit dieser Art sinnvoll erscheinen, um zu sicheren Artabgrenzungen zu ge-
langen. In friheren Abhandlungen iiber Exobasidien sind unabhangig davon, ob enger oder
weiter gefalite Artkonzepte vertreten wurden, zumindest einzelne Arten - haufig E. vaccinii -
als Parasiten nicht-kongenerischer Wirte akzeptiert worden (z.B. JUEL 1912, BURT 1915,
SAVILE 1959a). Wahrend RICHARDS (1896) von positiven Ergebnissen bei Infektionsver-
suchen an Wirten verschiedener Gattungen berichtete, wurde in spateren Experimenten mit
anderen Arten keine Infektion uiber Gattungsgrenzen hinweg erzielt (GRAAFLAND 1960,
SUNDSTROM 1964). Diese Ergebnisse schlagen sich auch in dem NANNFELDTschen Artkonzept
nieder, welches eine hohe Wirtsspezifitat fur die Arten der Gattung Exobasidium beinhaltet
(NANNFELDT 1981). Dieser Ansicht wird heute im allgemeinen gefolgt und fur Exobasidium-
Arten nur die Infektion einer bzw. einiger nachst verwandter Wirtsarten angenommen, wobei
nicht-kongenerische Wirte in diesen Betrachtungen, wenn auch unausgesprochen, ausge-
schlossen werden (NICKERSON & VANDER KLOET 1997, GoMEz & Kisimova-HOroviTZ 1998,
BEGEROW et al. 2002a). Diese Ansicht wird mit den vorgelegten rDNA-Daten und der darauf
beruhenden Interpretation der GC-Wert- und DNA-DNA-Homologie-Daten gestutzt. Da
hier als konspezifisch charakterisierte Stimme immer von kongenerischen Wirten stammen,
sind die weiteren Ausfihrungen nach Wirtsgattungen gegliedert. Exobasidien von Wirten aus
den Gattungen Vaccinium und Rhododendron bilden den Schwerpunkt dieser Arbeit und

thnen wird daher spiter jeweils ein eigenes Kapitel gewidmet.

E. reticulatum von Thea sinensis (CBS 156.85) ist der einzige hier mir PCR-RFLPs
analysierte Exobasidium-Stamm, der nicht von einer Wirtspflanze aus der Familie Ericaceae
stammt. Er ist durch ein individuelles RFLP-Muster charakterisiert. In den Sequenzver-

gleichen der Domane I der 26S rDNA ist er durch relativ grole Distanzen von den ubrigen
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Exobasidien getrennt, was sich in der Lange der terminalen Aste bei beiden Analyseverfahren
widerspiegelt (sieche Abb.3.2.2-1/-2). Von Thea- bzw. Camellia-Arten sind mehrere Exobasi-
dium spp. beschrieben worden. Beide Gattungen werden seit langem als synonym betrachtet,
wobei Camellia der gultige Name auch fur den Teestrauch ist (‘http://www.bgbm.fu-
berlin.de/iapt/nomenclature/code/SaintLouis/0000St.Luistitle.htm’ INTERNATIONAL CODE OF
BOTANICAL NOMENCLATURE (ST. Louis Copg), Art.13.5). Auf Teepflanzen sind zwei Exobasi-
dien bekannt, die sich in mikroskopischen Merkmalen und dem Krankheitsbild unterscheiden
- neben dem ,,net blister blight* E. reticulatum noch der ,,blister blight* E. vexans (MASSEE
1898, ITo & SAWADA 1912). Da der dem GENBANK-Eintrag letzt genannter Art zugrunde lie-
gende Stamm CBS 247.52 eine Kontamination darstellt (sieche Kapitel 4.1) liegen von
E. vexans keine Daten zum Vergleich vor. Statt dessen ist mit E. gracile (Stamm DSM 4441
von Camellia spec.) aus GENBANK die Sequenz einer Art in den Vergleich einbezogen, die
von Camellia sasanqua Thunb. beschrieben wurde, urspriinglich als Varietat des Camellia
japonica L. infizierenden E. camelliae Shirai (SHIRAT 1896). Die umfassende phylogene-
tische Analyse (siche Abb.3.4-1 bis -4) bestdtigt die im Sequenzvergleich der Exobasidien
gefundene Stellung beider Arten als Schwestertaxon, welche immer hohe statistische Unter-
stutzungswerte erhalt, die jedoch immer durch vergleichsweise grole Distanzen getrennt sind.
Im Verhiltnis zu den uibrigen in dieser Arbeit analysierten Arten ist die Eigenstandigkeit von
E. reticulatum als Art bestétigt, und sie gruppiert eindeutig gemeinsam mit allen anderen

Exobasidium-Arten innerhalb der Gattung.

Mit Andromeda polifolia ist neben den Vaccinien und Rhododendren eine weitere
den Ericaceen angehorende Wirtsgattung hier vertreten. In Europa sind auf dieser Art zwei
Exobasidien beschrieben, die beide ganze Sprosse der Rosmarinheide infizieren (sieche Tab.
1.2-1). Ein Exobasidium-Befall von And. polifolia war frith bekannt (z.B. THomas 1877) und
wurde auch bald als durch eine eigenstindige Pilzart ausgelost betrachtet (KARSTEN 1882), die
schlieBlich unter dem Namen E. karstenii gultig beschrieben wurde (SACCARDO & TROTTER
1912). Durch SUNDSTROM (1964) wurde ein davon abweichendes Exobasidium auf And.
polifolia bekannt. Diese seltenere, schwerpunktmaBig in Skandinavien auftretende Art wurde
spater als E. sundstroemii beschrieben (NANNFELDT 1981). GC-Wert-Untersuchungen an
zwel aus Suddeutschland stammenden Stammen, die beide als E. karstenii angesprochen
worden waren, zeigten zwar um fast 10% auseinanderliegende Werte, aber uiber die Artzuge-
horigkeit dieser nicht-konspezifischen Stimme konnte keine Aussage getroffen werden
(BLANZ & OBERWINKLER 1983, siche Anhang III). Die hier untersuchten Stimme von And.
polifolia schlieBen den Stamm mit dem niedrigeren GC-Wert ein (PB 5635, GC-Wert-
Gruppe 9). Sie erweisen sich als einheitlich und bilden die RFLP-Gruppe XIX (sieche Abb.
3.1.3.4-1/-2). Der Vergleich mit Exobasidium-Sequenzen aus GENBANK charakterisiert sie,
und damit die GC-Wert-Gruppe 9, als Angehorige von E. karstenii, da die Sequenz von
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RBF 729 mit der entsprechenden Referenzsequenz identisch ist (sieche Abb.3.2.2-1/-2 und
Anhang XIII). Bei vier untersuchten Stimmen spiegelt dies Ergebnis sicherlich die weitere
Verbreitung und das haufigere Auftreten von E. karstenii wieder. Es ist damit hier kein
Stamm analysiert worden, welcher dem im GC-Wert abweichenden PB 4350 (GC-Wert-
Gruppe 8), der zur Untersuchung nicht mehr zur Verfugung stand, entsprechen konnte. Je-
doch ist der GENBANK-Eintrag von E. sundstroemii deutlich von den Sequenzen von
E. karstenii verschieden und in den umfassenderen phylogenetischen Analysen (sieche Abb.
3.4-1 bis -4) gruppieren diese zwei And. polifolia parasitierenden Arten auch nicht als
Schwestertaxa. Dies kann mit hohen GC-Wert-Unterschieden korrespondieren. Wenn auch
in diesem Zusammenhang die in Nordamerika beschriebenen, meist als eigene Arten gefuhr-
ten Exobasidien auf dortigen Andromeda spp. erwahnt werden sollten (siehe BURT 1915,
DonNk 1966), so gibt es keine Hinweise auf eine weitere Art auf And. polifolia in Europa,
weshalb hier gefolgert wird, dal die GC-Wert-Gruppe 8 E. sundstroemii entspricht.

4.3.1 Zu Exobasidium spp. auf Vaccinium-Wirten

In Europa sind auf den Vertretern der Gattung Vaccinium z.Z. 11 Exobasidium-Arten aner-
kannt (NANNFELDT 1981, siehe Tab.1.2-1). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Exo-
basidium-Stamme von diesen Wirten verteilen sich auf funf RFLP-Gruppen, die drei PCR-
ProduktgrofSenklassen angehoren (siehe Abb.3.1.3.4-1/-2). Diese Stamme weisen alle
Introns im 5°-Bereich der 26S rDNA auf. Die Sequenzen der Domane I der 26S rDNA aus-
gewahlter Stamme dieser Gruppen zeigen hohe Ubereinstimmungen mit Referenzsequenzen
aus GENBANK (siehe Abb.3.2.2-1/-2). Diese Ubereinstimmungen ermoglichen in einigen
Fallen eine Zuordnung der hier untersuchten Stimme bzw. Arten zu neueren Isolaten, die

gemal} dem NANNFELDTschen Konzept bestimmt wurden.

Charakteristika und molekulare Daten der untersuchten Exobasidium-Stimme von
Vaccinium spp. sind in Tab.4.3.1-1 aufgelistet. Die Exobasidium-Stamme von Vaccinien
werden mit den PCR-RFLP-Daten gemdf} ihren Wirtsarten differenziert. Nur die RFLP-
Gruppe II weist Stamme von zwei Vaccinium-Arten auf (V. macrocarpum und V. oxycoccos),
die jedoch nachst verwandt sind und z.T. von Vaccinium abgetrennt in einer eigenen Gattung
Oxycoccus gefuhrt werden (siehe z.B. INDEX KEWENSIS, ROYAL BOTANIC GARDENS KEW 1997).
In den GC-Wert-Untersuchungen und DNA-DNA-Hybridisierungen traten hingegen frither
zwei Gruppen auf, die jeweils Stimme von mehreren unterschiedlichen Vaccinium spp. bein-
halteten (BLANZ & OBERWINKLER 1983, BLANZ 1986, BLANZ & DORING 1995, siehe Anhang
III und IV). Fur die GC-Wert-Gruppe 1/DNA-DNA-Homologie-Gruppe A wurde hier
nachgewiesen, daf} es sich um einen Vertreter der Entylomatales handelt (sieche Kapitel 4.1),
und fur die hier untersuchten Stimme der GC-Wert-Gruppe 2/DNA-DNA-Homologie-
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Gruppe B wurde gezeigt, daf} sie zwei nachst verwandten Exobasidium-Arten angehoren und
diese Gruppe daher heterogene Stamme umfaft (siehe Kapitel 4.2 und Tab.4.3.1-1). Die vor-
liegenden rDNA-Daten sowie die daraus resultierende Bewertung der GC-Wert- und DNA-
DNA-Homologie-Daten stimmen mit der in dem NANNFELDTschen Konzept (vergleiche Tab.

1.2-1) dargelegten Wirtsspezifitit der Exobasidium-Pathogene auf Vaccinium spp. uiberein.

Tab.4.3.1-1: Uberblick uiber die RFLP-Gruppen mit Exobasidium-Stammen von
Vaccinium spp. GC: GC-Wert, DNA: Zugehorigkeit zu einer DNA-
DNA-Homologie-Gruppe, 26S: Affinitat der Sequenzen der Domane I der
26S rDNA zu Referenzsequenzen aus GENBANK (- = nicht sequenziert).
Zum Befallsbild: " nicht eindeutig - BLANZ & OBERWINKLER (1983 S.204):
,type of infection could not definitely be characterized, * keine Angaben
vorliegend, aber urspringlich als ,.E. myrtilli* bestimmt (siehe Kapitel
2.1), weshalb der Befall den fritheren Artumschreibungen entsprechend

systemisch gewesen sein muf3te.

RFLP Stamm Wirt Befallsbild GC DNA 26S
2.5 kb PCR-ProduktgroBenklasse
\' CBS 183.56 V. vitis-idaea unbekannt E. vaccinii
FO 31761 V. vitis-idaea systemisch 39,9% D -
PB 394 V. vitis-idaea systemisch 39,2% -
PB 1834 V. vitis-idaea lokal " 39,1% D -
PB 3385 V. vitis-idaea  systemisch ? D E. vaccinii
PB 4143 V. vitis-idaea systemisch 39,4% D E. vaccinii
RBF 727 V. vitis-idaea systemisch E. vaccinii
RBF 763 V. vitis-idaea lokal E. vaccinii
RBF 765 V. vitis-idaea lokal E. vaccinii
2.6 kb PCR-ProduktgroBenklasse
11 PB 1828 V. myrtillus lokal 48,6% B E. arescens
v FO 31778 V. uliginosum lokal 44,4% C -
PB 4153 V. uliginosum lokal 44,7% C E. pachysporum
XV RBF 737 V. uliginosum lokal -
2.8 kb PCR-ProduktgroBenklasse
1 PB 3277 V. macrocarpum lokal 51,7% B E. rostrupii
FO 31777 V. oxycoccos lokal 51,4% B E. rostrupii
PB 3275 V. oxycoccos  lokal 50,5% B E. rostrupii
RBF 746 V. oxycoccos lokal E. rostrupii

Die ein lokales Befallsbild mit Blattflecken auslosenden Stimme von V. macro-
carpum und V. oxycoccos sind nach dem NANNFELDTschen Artkonzept als E. rostrupii anzu-
sprechen. Wiahrend dieser lokale Befall der Moosbeeren lange Zeit unter E. vaccinii gefuhrt
und erst von NANNFELDT (1981) selbst als eigene Art beschrieben wurde, ist fur einen ver-

formte Sprosse hervorrufenden Parasiten auf V. oxycoccos schon 1885 (RosTRUP) der Name
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E. oxycocci eingefuhrt worden. Dementsprechend wurde Stamm PB 3275, der als E. vaccinii
in Kultur genommen worden war, dann auch bei PRILLINGER et al. (1990b) unter E. rostrupii
gefuhrt. Der Sequenzvergleich der Domane I der 26S rDNA zeigt, dal die Stimme der
RFLP-Gruppe II mit der E. rostrupii-Referenzsequenz aus GENBANK bis auf ein Basenpaar
identisch sind (sieche Abb.3.2.2-1/-2 und Anhang XIII). Die Stamme der RFLP-Gruppe 11
konnen damit eindeutig E. rostrupii zugeordnet werden, zumal ein GENBANK-Eintrag von
E. oxycocci mit groBleren Sequenzunterschiede deutlich getrennt steht (sieche Abb.3.4-1 bis -
4). E. rostrupii und E. oxycocci gehoren im NANNFELDTschen Konzept zu den wenigen Exo-
basidium-Arten, die auf mehreren, nah verwandten Wirtsarten vorkommen. Neben V. oxy-
coccos und dem z.T. nur als Unterart hiervon gefuhrten V. microcarpum wird auch vom Be-
fall der ursprunglich in Nordamerika heimischen groBfruchtigen Moosbeere (V. macro-
carpum) ausgegangen, wie dies auch schon SHEAR (1907) tat. Die Ubereinstimmung aller
vorliegenden molekularen Daten von Stamm PB 3277 von diesem Wirt mit den drei ubrigen
Stammen von V. oxycoccos bestatigt diese Annahme. Dasselbe Wirtsspektrum wird fur eine
weitere, jingst in Nordamerika beschriebene Exobasidium-Art angegeben, die ein von den

beiden oben genannten Arten abweichendes Befallsbild auslost (NICKERSON 1984).

Stamm PB 1828 von V. myrtillus, der die RFLP-Gruppe III bildet und einen lokalen
Befall auslost, wurde ebenfalls als E. vaccinii in Kultur genommen. Ahnlich wie bei
E. rostrupii auf den Moosbeeren wurden auch die begrenzten Blattflecken auf der Heidel-
beere lange Zeit als eine Form von E. vaccinii betrachtet und wiederum erst durch NANNFELDT
(1981) mit E. arescens eine eigenstindige Art hierfur beschrieben. Stamm PB 1828 ist nach
dem NANNFELDTschen Artkonzept als E. arescens anzusprechen. Im Bereich der Domine |
der 26S rDNA weist die hier bestimmte Sequenz zu dem GENBANK-Eintrag von E. arescens
auch nur eine Basenposition Unterschied auf (siehe Abb.3.2.2-1/-2 und Anhang XIII).
Wihrend neben der lokalen Blattinfektion auf den Moosbeeren mit E. oxycocci nur noch ein
surculicoler Befallstyp aus Europa bekannt ist, treten jedoch auf der Heidelbeere zusatzlich
ein surculicoles und auch ein systemisches Krankheitsbild auf. Eine besondere, keine Gall-
bildung hervorrufende Befallsform auf der Heidelbeere war schon von FUCKEL (1861) bei
seiner ursprunglichen Beschreibung von Fusidium vaccinii erwédhnt worden. Als eigen-
standige Art wurde E. myrtilli dann erstmals 1879 (SIEGMUND) gefuhrt. Bald wurden unter
dieser Art allerdings Exobasidien gefalt, welche Sprosse bzw. ganze Pflanzen verschiedener
Wirtsarten parasitieren und nicht nur die Form auf V. myrtillus (z.B. JUEL 1912 - wenn auch
dort als E. vaccinii-myrtilli bezeichnet). In dem NANNFELDTschen Konzept wurde E. myrtilli
wieder auf die systemischen Pathogene der Heidelbeere begrenzt, indem fur systemisch
infizierende Exobasidien auf weiteren Vaccinium spp. neue Arten beschrieben wurden. Die
Sequenz von E. myrtilli aus GENBANK weist deutliche Unterschiede zu den uibrigen hier ver-

rechneten Exobasidium-Sequenzen auf, auch zu E. arescens. Da von der dritten Heidelbeeren



SEITE 164 Diskussion

infizierenden Art, E. aequale, keine Vergleichsdaten vorliegen, muissen zukunftige Unter-
suchungen Aufschluf iiber die Eignstandigkeit dieser schon 1917 (SACCARDO) beschriebenen

Art geben, die den surculicolen Befall begrenzter Sproabschnitte verursacht.

Nach dem NANNFELDTschen Artkonzept sind alle an V. uliginosum lokale Blattinfek-
tionen auslosende Exobasidium-Isolate als E. pachysporum anzusprechen. Diese Befalls-
form auf der Rauschbeere wurde frither auch unter E. vaccinii gefuhrt bis sie ebenfalls durch
NANNFELDT (1981) Artrang erhielt. Daher waren auch zwei der hier untersuchten Stimme von
dieser Wirtspflanze als E. vaccinii und nur Stamm RBF 737 schon als E. pachysporum in
Kultur genommen worden. Von dem urspriinglich als E. vaccinii isolierten Stamm PB 4153
konnte die Sequenz der Doméne I der 26S rDNA bestimmt werden; sie ist mit der Referenz-
sequenz von E. pachysporum aus GENBANK identisch (siehe Anhang XIII). Von den beiden
auf der Rauschbeere andere Befallsbilder auslosenden Exobasidien, E. vaccinii-uliginosi und
E. expansum, liegen keine molekularen Vergleichsdaten vor. E. vaccinii-uliginosi wurde
schon fruhzeitig auch aufgrund von anatomischen Merkmalen als eigene Art beschrieben
(BouDIER & FisSCHER 1894) und infiziert einzelne Sprosse. Hingegen wurde auch
E. expansum erst von NANNFELDT (1981) als Art umschrieben, nachdem diese systemische
Form zuvor unter E. myrtilli (,,E. vaccinii-myrtilli ) gefuhrt wurde. Die RFLP-Muster der
aufgrund des Befallsbildes E. pachysporum zuzuordnenden Stamme von V. uliginosum
weisen allerdings geringfugige Unterschiede auf, weshalb sie sich auf zwei RFLP-Gruppen
(IV und XV, siehe Abb.3.1.3.4-1/-2) aufteilen, aber in der Ahnlichkeitsanalyse der RFLP-
Muster gemeinsam clustern und eine der wenigen Gruppierungen mit Unterstiitzung in dem
»Enzym-Jackknifing* der PCR-RFLP-Daten bilden (siehe Abb.3.1.3.4-3). Beide RFLP-
Gruppen weisen PCR-Produkte der 2.6 kb GroBenklasse auf, deren Restriktionsmuster bei
funf von sechs Enzymen identisch sind (siche Abb.3.1.3.2.2-1) und welche ein Intron vom
Typ al enthalten (siche Abb.3.3-1). Wie im folgenden Kapitel auch fur Exobasidien von
Azaleen erlautert wird, kann in dieser PCR-Produktgrofenklasse die Ursache fur geringe
Unterschiede in den Restriktionsmustern, wie sie hier zwischen den RFLP-Gruppen 1V und
XV bei Taq I auftreten, auBerhalb der kodierenden rDNA-Sequenzen in den Group-I-Introns
vermutet werden. Da das Auftreten der Introns nicht artspezifisch ist (siehe Kapitel 4.2),
durften auch geringe Sequenzunterschiede in diesem Bereich einer Konspezifitat der Stimme
kaum widersprechen. Die Stamme der RFLP-Gruppen IV und XV werden daher hier als

E. pachysporum angesprochen.

Blattgallen und begrenzte Blattflecken hervorrufende Exobasidien auf verschiedenen
Wirten wurde lange Zeit innerhalb der Typusart E. vaccinii gefuhrt, unabhangig davon ob an-
sonsten enger oder weiter gefalite Artkonzepte vertreten wurden. Wahrend dabei meist ein
Wirtsspektrum verschiedener Vaccinium spp. bzw. Angehoriger der Vaccinioideen ange-

nommen wird (JUEL 1912, LAUBERT 1932, DoONK 1966), finden sich auch Auffassungen, die
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dartiber hinaus u.a. auch Rhododendron spp. als Wirte einschlieBen (LiNnD 1913, BurT 1915,
SAVILE 1959a). Erst NANNFELDT (1981) grenzte in seiner Bearbeitung der europaischen Exo-
basidien, wie oben geschildert, die Formen auf anderen Wirtsarten konsequent von E. vaccinii
als eigenstandige Arten ab, wobei er sich auch auf die Ergebnisse der physiologischen Unter-
suchungen von SUNDSTROM (1964) stutzt. Die Abtrennung dieser Arten findet in den hier
vorgestellten Sequenzvergleichen der Doméne I der 26S rDNA ihre Bestitigung, denn in der
phylogenetischen Analyse (siehe Abb.3.4-1 bis -4) ist E. vaccinii deutlich von den oben be-
sprochenen lokal infizierenden Exobasidien anderer Vaccinien getrennt; entweder steht die

Typusart sehr basal innerhalb der Exobasidiales oder aber als Schwestertaxon zu E. karstenii.

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit zeigen keinen Fall, welcher der Wirts-
spezifitat der europdischen Exobasidien auf Vaccinium spp. gemall dem NANNFELDTschen
Artkonzept widersprechen wiirde. Im Gegensatz dazu stellen sich aber die Verhiltnisse im
Hinblick auf das ausgeloste Befallsbild, ein zweites wichtiges Kriterium im NANNFELDTschen
Konzept, komplizierter dar. Mit den rDNA-Daten konnen die von V. vitis-idaea isolierten
Exobasidium-Stamme nicht entsprechend den ausgelosten Symptomen differenziert werden.
Sie zeigen identische RFLP-Muster (sieche Abb.3.1.3.4-1/-2) und maximal ein Basenpaar
Unterschied innerhalb der Domine I der 26S rDNA (siehe Abb.3.2.2-1/-2 und Anhang XIII),
unabhédngig davon ob sie lokale Gallbildungen oder systemische Infektionen verursachen.
Wenn auch bei einzelnen Stammen das Befallsbild unbekannt bzw. ungeniigend charakteri-
siert ist, so wurden andere Stamme schon bei ihrer Kultivierung entsprechend dem
NANNFELDTschen Kriterien angesprochen, so RBF 763 und RBF 765 als E. vaccinii und
RBF 727 als E. juelianum (siehe Tab.4.3.1-1 und auch die Auflistung in Kapitel 2.1). Die
bisher angewandten molekularen Marker vermogen es aber nicht, solche Stamme von V. vitis-
idaea zu differenzieren. In Relation zu den in den Sequenzen der 26S rDNA sich wider-
spiegelnden genetischen Distanzen zwischen den anderen Exobasidium-Arten von Vaccinien
spricht die gemeinsame Gruppierung bei GC-Wert-, DNA-DNA-Homologie-, RFLP- und
Sequenz-Daten fur eine Konspezifitat zwischen den hier untersuchten Stimme von Preisel-
beeren sowie auch mit den Stimmen, die den aus GENBANK hinzugenommen Referenz-
sequenzen zugrunde liegen. Dies ist umso erstaunlicher als sich eine Unterscheidung von
Exobasidien als Formen und auch Arten, welche mit den Befallsformen korrelieren, wesent-
lich eher durchsetzte als eine solche nach Wirtspflanzen, da dabei teilsweise auch anato-
mische Unterschiede festgestellt wurden (u.a. THOMAS 1897, JUEL 1912, LinD 1913, DONK
1966). Andererseits kann das Befallsbild manchmal schwierig zuzuordnen sein. Selbst
WORONIN (1867) beschreibt schon untypische und seltene Infektionsverldufe durch
E. vaccinii, wenn nicht typische Blattgallen gebildet werden, sondern Sprofteile, Triebspitzen
oder Verzweigungsstellen hypertroph und geschwollen-deformiert sind. BEGEROW et al.
(2002a) schlossen daher auch zwei Formen (Stamm RB 945, AF009858 - Gallbildung,
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Stamm RB 2073, AF487398 - hypertrophierte Spro3spitze) in ihre molekulare Analyse der
Exobasidiales ein, welche beide gemeinsam und hier in der E. vaccinii-Gruppe clustern.
Unterschiede in den Symptomen konnen von dulleren Parametern wie beispielsweise dem
Infektionszeitpunkt und -ort abhangen. Eine Abhangigkeit des Erscheinungsbildes der Infek-
tion von Andromeda ligustrina Muhl. mit E. andromedae Peck vom jahreszeitlichen Verlauf
ist experimentell belegt, denn bei kiinstlichen Infektionen konnten sonst im Freiland auf dem-
selben Wirt zu anderen Zeiten auftretende Formen hervorgerufen werden (RICHARDS 1896).
Auch kdnnen mit E. japonicum nur zu einem bestimmten Zeitpunkt der Blattentwicklung
experimentell Infektionen ausgelost werden (GRAAFLAND 1960). Konspezifitat von gall-
bildenden Formen einerseits und systemisch infizierenden Formen andererseits bedeutet dar-
uber hinaus, dal auf die Auspragung unterschiedlicher Krankheitsbilder bei der Preiselbeere
Faktoren einen Einfluf} ausuiben, der sonst durch unterschiedliche Arten angehorende Patho-
gene hervorgerufen wird. Da E. juelianum in speziellen Habitaten vorkommt (NANNFELDT
1981), wiren hier gezielte Infektionsversuche und Freilanduntersuchungen zur Klarung des
Verhaltnisses von Symptomatik und Standortparametern wiltnschenswert. Der Komplex der
Stamme von V. vitis-idaea in der RFLP-Gruppe V, der ,.E. vaccinii - E. juelianum-Gruppe®,

ist trotz der unterschiedlichen Krankheitsbilder unter der Art E. vaccinii zu fuhren.

NANNFELDT (1981) unterscheidet neben den gallbildenden und systemisch infizieren-
den Form allerdings mit E. splendidum noch eine dritte Art, die begrenzte Infektionen des
surculicolen Typs auf Preiselbeeren verursacht und in den hier bearbeiteten Stimmen wohl
nicht vertreten war. In fruheren Untersuchungen waren zwei sich abweichend verhaltende
Stamme von V. vitis-idaea enthalten, die leider nicht mehr zur Verfugung standen: FO 23898
in der DNA-DNA-Homologie-Gruppe B (BLANZ 1986, siche Anhang IV) und PB 4162 in
der GC-Wert-Gruppe 2, der auch einen E. splendidum entsprechenden Befallstyp aufwies
(BLANZ & OBERWINKLER 1983, siche Anhang III). Da fur andere Stamme der GC-Wert-
Gruppe 2/DNA-DNA-Homologie-Gruppe B hier gezeigt ist, dal sie zwei Exobasidium-
Arten zusammenfalten (siehe Kapitel 4.2 und Tab.4.3-1), konnen die Stimme von V. vitis-
idaea mit einem GC-Wert von 48%, der gut 8% uber demjenigen von E. vaccinii liegt,
tatsachlich einer weiteren, Preiselbeeren parasitierenden Art angehoren und somit E. splendi-
dum reprasentieren. Nach den vorliegenden molekularen Daten waren damit von zwei
Exobasidium-Arten auf der Preiselbeere auszugehen, was auch mit anatomischen Befunden
korreliert. Wahrend namlich E. vaccinii und E. juelianum hauptsachlich viersporige Basidien
und etwa gleich grofle Sporen bilden, weist E. splendidum nur zweisporige Basidien auf und
bildet wesentlich grolere Sporen (SUNDSTROM 1964, NANNFELDT 1981).

Die Artabgrenzung der Exobasidien auf V. vitis-idaea kann mit den hier untersuchten
Stammen nicht abschlieBend geklart werden und dieser Artkomplex bedarf weiterer Unter-

suchungen. Hierzu wird es auch notwendig sein, Material aus anderen Verbreitungsgebieten
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dieser Wirtspflanzengruppe einzubeziehen. So wurden in Amerika einerseits weitere Exo-
basidium-Arten auf Vaccinium spp. beschrieben, aber andererseits auch Befallsformen auf
anderen Wirtsarten E. vaccinii zugeordnet, v.a. in Nordamerika (BURT 1915, HoTsoN 1927,
SAVILE 1959a, NICKERSON 1984, NICKERSON & VANDER KLOET 1997), aber auch in tropischen
Gebieten (GoMEz & KisiMovAa-HoroviTz 1997, 1998). Da bei Infektionsversuchen mit Exo-
basidium spec. isoliert von V. angustifolium an nordamerikanischen Vaccinium-Arten typi-
sche Symptome an nah verwandten Wirtsarten sowie daruber hinaus untypische Lasionen
auch bei weiteren Arten auftraten (NICKERSON & VANDER KLOET 1997) und neuere molekular-
systematische Analysen zudem belegen, daf} die Gattung Vaccinium nicht monophyletisch ist
(KRON et al. 2002), sollten Vertreter aus der Tribus Vaccinieae aus dem amerikanischen

Raum und ihre Exobasidium-Pathogene in zukiinftigen Analysen beruicksichtigt werden.

4.3.2 Zu Exobasidium spp. auf Rhododendron-Wirten
(inklusive Azalea indica und Menziesia ferruginea)

Die Umgrenzung der artenreichen Gattung Rhododendron, v.a. auch die Einordnung der
laubabwerfenden Azaleen, wurde lange Zeit kontrovers gehandhabt (fur einen historischen
Uberblick siehe KRON & JupD 1990). Kladistische Analysen morphologisch-anatomischer
Merkmale und auch molekularsystematische Analysen zeigen jedoch eindeutig, dall die
Gattung Rhododendron bei Anerkennung einer eigenstandigen Gattung Azalea L. poly-
phyletisch wire, da Azaleen an mehreren Stellen innerhalb der Rhododendren clustern (KRON
& Jupp 1990, KURASHIGE et al. 2001). Azaleen finden sich daher heute in mehreren Rhodo-
dendron-Untergattungen, wobei Rh. indicum, der Wirt von E. japonicum, in der Untergattung
Tsutsusi (Sweet) Pojark. gefuhrt wird (CHAMBERLAIN & RAE 1990). Auch fur die Gattung
Menziesia Sm., die in wenigen, aber auffalligen morphologisch-anatomischen Charakteristika
von Rhododendron s.str. unterschieden ist, wird aufgrund der molekularen Daten eine syste-
matische Einordnung innerhalb der Gattung Rhododendron vorgeschlagen (KURASHIGE ef al.
2001). Die hier untersuchten Exobasidium-Staimme von Wirtspflanzen aus diesem Ver-
wandtschaftskreis finden sich in insgesamt 10 RFLP-Gruppen (siche Abb.3.1.3.4.-1/-2).
Wihrend sich bei den Ahnlichkeitsanalysen der RFLP-Daten ein deutlicher Einflu3 der
PCR-Produktgrofen und damit der innerhalb der 26S rDNA vorhandenen Introns zeigt
(siehe auch Kapitel 4.2), ergeben die Sequenzvergleiche der Doméne I der 26S rDNA inner-
halb einer monophyletischen Gruppe der Rhododendron-Parasiten eine Gliederung ent-
sprechend der systematischen Zuordnung und dem geographischen Ursprung der Wirts-
pflanzen. Wirte asiatischer und nordamerikanischer Herkunft treten bei E. yoshinagai und
innerhalb der E. japonicum - E. shiraianum-Gruppe auf, wiahrend Exobasidien europdischer
Wirte die verschiedenen E. rhododendri-Gruppen bilden (siehe Abb.3.2.2-1 bis -3).
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Auf europidischen Rhododendron-Arten sind nur wenige Exobasidien beschrieben,
die aufgrund der unterschiedlichen Verbreitungsgebiete ihrer Wirtspflanzen in verschiedenen
Arealen vorkommen (NANNFELDT 1981, siehe Tab.1.2-1). Fur die im Alpenraum verbreiteten
Rh. ferrugineum, Rh. hirsutum und deren Hybriden Rh. x intermedium, von denen hier Exo-
basidium-Isolate untersucht wurden, ist als einzige infizierende und auffallige Gallen hervor-
rufende Exobasidium-Art E. rhododendri beschrieben. Zwei weitere Arten werden auf dem
im Kaukasus und Anatolien vorkommenden Rh. luteum akzeptiert, wobei E. horvathianum
ebenfalls Gallen hervorruft. Und schlieft man die Gattung Ledum L. in Rhododendron ein
(wie bei KRON & JUDD 1990, KURASHIGE et al. 2001), so kommen noch zwei weitere Exo-
basidien in Nordeuropa hinzu (sieche NANNFELDT 1981). Hingegen sind im asiatischen Raum
und Nordamerika fur die dort mit wesentlich groBBerer Artenvielfalt vertretene Gattung
Rhododendron auch viele Exobasidium-Arten beschrieben (LAUBERT 1932, DONK 1966,
OtaNI 1976, NAGAO et al. 2003).

Die Gallen auf der Alpenrose wurden zwar zunéchst als eine Form von E. vaccinii be-
schrieben (FUCKEL 1873/1874), aber schon bald als eigenstandige Art betrachtet (CRAMER
1875), welche bei Bearbeitungen der europaischen Exobasidien im allgemeinen auch Aner-
kennung fand (LAUBERT 1932, DONK 1966, NANNFELDT 1981). Es finden sich in der Literatur
keine Hinweise auf morphologische oder anatomische Unterschiede zwischen Exobasidium-
Gallen auf Alpenrose und Almrausch. So ist dann in der Arbeit von SUNDSTROM (1964) auch
nur ein einziges Isolat von Rh. ferrugineum zum physiologischen Vergleich mit Exobasidien
von anderen Wirten enthalten, und auch NANNFELDT (1981) erkennt E. rhododendri als Para-
siten auf den nah verwandten alpenlandischen Rhododendren an. Erste Unterschiede zwi-
schen verschiedenen E. rhododendri-Stammen lieferte die GC-Wert-Analyse von BLANZ &
OBERWINKLER (1983, sieche Anhang III), in der zwei Gruppen mit um 8% auseinander-
liegenden GC-Werten auftreten. Dies bestatige spater die DNA-DNA-Homologie-Unter-
suchung, in der sogar mindestens drei nicht-konspezifische Gruppen auf diesen Rhodo-
dendron-Arten nachgewiesen wurden (BLANZ 1986, BLANZ & DORING 1995, siehe Anhang
IV). Die hier vorgelegte phylogenetische Analyse zeigt zwar, daf} es sich bei einer dieser
Gruppen um einen Vertreter der Entylomatales handelt (siehe Kapitel 4.1), aber trotzdem be-
statigen die 26S rDNA-Daten eine Heterogenitit von E. rhododendri und zeigen sogar ein
erhebliches Mal} an genetischer Differenzierung. Bei den Exobasidium-Stimmen von euro-
paischen Rhododendren werden hier zwar vier verschiedene RFLP-Muster unterschieden
(siche Abb.3.1.3.4-1/-2), aber die Ahnlichkeitsanalysen der 26S rDNA-Partialsequenzen der
Domaine I (siehe Abb.3.2.2-1/-2) und Vergleiche mit den DNA-DNA-Homologie-Daten zei-
gen, daB zwei dieser RFLP-Gruppen (VIII und IX) nur aufgrund eines Introns differenziert
werden und daher trotz der unterschiedlichen RFLP-Muster konspezifisch sind; sie werden

als ,,E. rhododendri b* angesprochen (siehe hierzu auch Kapitel 4.2). Bei den hier unter-
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suchten Exobasidien von europaischen Rhododendren konnen damit nach molekularen

Merkmalen (Tab.4.3.2-1) drei nicht miteinander konspezifische Taxa differenziert werden.

Tab.4.3.2-1: Gegenuberstellung der drei nicht-konspezifischen Gruppierungen
der Exobasidium-Stamme von europaischen Rhododendron spp. Bei
vier unterschiedlichen RFLP-Mustern bilden drei Arten den E. rhodo-
dendri-Komplex. RFLP: Zugehorigkeit zu einer RFLP-Gruppe, PCR:
GroBe des 5’-Bereichs der 26S rDNA, DNA: Zugehorigkeit zu einer
DNA-DNA-Homologie-Gruppe, 26S: Sequenzanalyse der Doméne I der
26S tDNA (a =,,E. rhododendri a*“, b = ,,E. rhododendri b*), ITS:
Lange der ITS-Region (in bp). . = keine Daten.

RFLP PCR Stamm Wirt DNA 26S ITS

Xl 22kb FO 31767 Rh. ferrugineum X a 516 .
XI  22kb PB4381  Rh. hirsutum x a B5ig »C rhododendria
X 2.2kb PB 5634 Rh. x intermedium  F b 506

Vil 2.6 kb FO 24040-2 Rh. ferrugineum . b

VIII  2.6kb PB4163 Rh. ferrugineum F . »E. rhododendri b*
Vil 2.6 kb PB 4380 Rh. ferrugineum F b 506

Vil 2.6 kb CBS 240.50 Rh. hirsutum . . .

X 2.2 kb FO 24040-3 Rh. ferrugineum X . . . E. rhododendri c*

Die beiden intron-freien RFLP-Gruppen X und XI sind von ,,E. rhododendri b *
durch fehlende DNA-DNA-Hybridisierungssignale mit der Sonde von Stamm PB 5634
unterschieden (siehe zur Erklarung auch Anhang IV). Diese beiden intron-freien RFLP-
Gruppen der DNA-DNA-Homologie-Gruppe x mit unterschiedlichen RFLP-Mustern wer-
den als ,,E. rhododendri a* und ,,E. rhododendri c** der uber positive Hybridisierungs-
signale mit der Sonde PB 5634 charakterisierten Gruppe ,.E. rhododendri b* gegenuiber-
gestellt, denn die abweichenden RFLP-Muster zwischen ,,E. rhododendri a* und ,,E. rhodo-
dendri c* bei allen sechs verwendeten Enzyme (sieche Abb.3.1.3.2.2-1) konnen bei dem
intron-freien rIDNA-Typ nur mit deutlichen Unterschieden in der kodierenden rDNA erklart
werden. Der Vergleich der Restriktionsmuster der drei intron-freien RFLP-Gruppen IX, X
und XI weist sogar auf minimale GroBenunterschiede der PCR-Amplifikate in der 2.2 kb
GroBenklasse hin. Die RFLP-Gruppen IX und X haben bei drei Enzymen identische Muster
und damit gleich grole PCR-Produkte. Bei einigen Enzymen zeigt RFLP-Gruppe XI im
Vergleich zu RFLP-Gruppe X jedoch ein einzelnes in seiner Grofle verschobenes Restrik-
tionsfragment (vergleiche in Tab.3.1.3.3-1 Hinf1 und Msp I). Dies deutet einen gering-
fugigen Langenpolymorphismus der PCR-Produkte an, der bei der Analyse der PCR-
Produkt-Gelbilder nicht feststellbar war.

Der GENBANK-Eintrag AF009856 von E. rhododendri (Stamm RB 2050 von
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Rh. ferrugineum, BEGEROW et al. 1997) ist in seiner Sequenz von den Vertretern von
»E. rhododendri a* und ,,E. rhododendri b* deutlich verschieden. Die Frage, ob ein viertes
eigenstandiges Taxa innerhalb dieses E. rhododendri-Komplexes vorliegt oder ob dieser
Stamm in die hier nicht sequenzierte ,,E. rhododendri c*“-Gruppe gehort, kann mit den vor-
liegenden Daten nicht geklart werden. In der Sequenzanalyse bilden jedoch alle analysierten
E. rhododendri-Vertreter eine monophyletische Gruppe (siche Abb.3.4-1 bis -4). Die Auf-
teilung auf zwei Cluster in der Ahnlichkeitsanalyse der RFLP-Daten (siche Abb.3.1.3.4-1/-2)

ist auf die PCR-Produktgrofenunterschiede und somit auf die Introns zuriickzufuhren.

Die Unterschiede zwischen verschiedenen E. rhododendri-Sequenzen innerhalb der
Domaine I der 26S rDNA betragen bis zu 16 bp (sieche Anhang XIII). Sie liegen damit erheb-
lich uber dem fur konspezifische Stamme im allgemeinen akzeptierten Umfang (KURTZMAN
& ROBNETT 1998, FELL et al. 2000). Die 2 bp Differenz innerhalb der ,,E. rhododendri b* -
Gruppe liegen hingegen innerhalb dieses Bereiches. Vergleicht man daruiber hinaus die gene-
tischen Distanzen zwischen den verschiedenen Gruppen des E. rhododendri-Komplexes mit
den zwischen anderen Exobasidium-Arten auftretenden Distanzen, so zeigt sich eine ver-
gleichbare GroBenordnung (vergleiche in Abb.3.2.2-1/-2 E. arescens, E. bisporum,
E. pieridis-ovalifoliae und E. rostrupii). Wahrend oben gezeigt wurde, dal nah verwandte
Exobasidium-Arten mit DNA-DNA-Homologie-Daten nicht immer zu differenzieren waren
(DNA-DNA-Homologie-Gruppe B, siehe Kapitel 4.2), korrelieren bei den Exobasidium-
Stammen von europaischen Rhododendren mangelnde DNA-DNA-Hybridisierungssignale
mit eindeutigen Sequenzunterschieden. Die hier durchgefuhrten phylogenetischen Vergleiche
der 26S rDNA-Sequenzen in Zusammenschau mit den DNA-DNA-Homologie-Daten zeigen
das Auftreten mehrerer, molekular unterscheidbarer Exobasidium-Arten auf europaischen
Rhododendren an. Dies entspricht dem Phianomen der ,kryptischen Speziation®, das in
jungster Zeit bei Pilzen vermehrt beschrieben wird (TAYLOR et al. 2000, CRUSE et al. 2002,
STEENKAMP et al. 2002, CHAVERRI et al. 2003). Morphologisch-anatomische Differenzierun-
gen innerhalb E. rhododendri sind bisher nicht bekannt. Geographische Differenzierungen
scheinen in diesem Artkomplex, in dem Stamme von ,,E. rhododendri b* und ,,E. rhodo-
dendri c* ja sogar von derselben Pflanze isoliert wurden, hochstens eine untergeordnete
Rolle zu spielen. Und mit den Wirtsarten korreliert die Auftrennung ebenfalls nicht, womit
sie auch in Widerspruch zu dem NANNFELDTschen Artkonzept steht.

Die Exobasidium-Stamme von asiatischen und nordamerikanischen Rhododendren
werden ebenfalls in mehrere RFLP-Gruppen untergliedert (sieche Abb.3.1.3.4-1/-2), wobei die
vier mit Stimmen von Rh. indicum und Rh. degronianum eine der wenigen stabilen beim
»~Enzym-Jackknifing* der RFLP-Daten auftretenden Gruppierungen bilden (siehe Abb.
3.1.3.4-3). Die Ahnlichkeitsanalyse der 26S rDNA-Parialsequenzen der Doméne I vermag

zwischen einzelnen Vertretern nicht zu differenzieren; sie bilden die E. japonicum - E. shirai-
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anum-Gruppe (siehe Abb.3.2.2-1/-2). Die RFLP-Muster dieser vier Gruppen in der 2.6 kb
PCR-ProduktgroBenklasse sind sich sehr @hnlich, bei drei Enzymen sogar identisch (siehe
Abb.3.1.3.2.2-1). Da in der Domine I der 26S rDNA keine Sequenzunterschiede zu finden
sind, konnten die unterschiedlichen RFLP-Muster auf solche innerhalb der in der 2.6 kb
PCR-ProduktgroBenklasse vorhandenen Introns vom Typ al (siehe Abb.3.3-1) zuriick-
zufuhren sein. Tab.4.3.2-2 listet die der E. japonicum - E. shiraianum-Gruppe zugeordneten
Stamme auf. Nur von Stamm PB 3684 liegen molekulare Vergleichsdaten vor; er gehort der
DNA-DNA-Homologie-Gruppe x an und weist einen GC-Wert von 40,3% auf.

Tab.4.3.2-2: Die Stamme der E. japonicum - E. shiraianum-Gruppe von nicht-
europiischen Rhododendron spp. Die vier RFLP-Gruppen gehoren der
2.6 kb GroBenklasse an. Mit Sequenzen der Domane I der 26S rDNA
werden sie nicht differenziert. RFLP: Zugehorigkeit zu einer RFLP-
Gruppe, DNA: Zugehorigkeit zu einer DNA-DNA-Homologie-Gruppe,
26S: Sequenzanalyse der Domiane I der 26S rDNA (+ = identische
Sequenzen, o = 1 bp Sequenzunterschied dazu). . = keine Daten. Siehe zu
den ‘Einsporkulturen’ von PB 4898 auch Tab.4.1-2.

RFLP Stamm Wirt Art DNA 26S

X1l CBS 157.85 Rh. degronianum E. shiraianum : +

X PB 3684 Rh. indicum cult.  E. japonicum X + E. japonicum -
PB 4898-17/-18 Rh. spec. E. rhododendri . O E. shiraianum-

XIV  RBF 724 Rh. indicum E. japonicum + Gruppe

XVI CBS 153.85 Rh. indicum E. japonicum

Die identischen Sequenzen der Domine I der 26S rDNA stimmen mit der fur die
E. japonicum-Stamme zu erwartenden Konspezifitiat uberein. Die geringe Differenzierung
der gallbildenden E. japonicum-Stamme mit drei Enzymen bei den RFLP-Analysen wird hier
als innerartliche Variabilitat interpretiert. Bei allen anderen in dieser Arbeit analysierten Exo-
basidium-Arten stammen die untersuchten Stdimme aus einem relativ begrenzten Gebiet, meist
aus dem Alpenraum. Bei E. japonicum hingegen sind zwei Stimme in Japan isoliert worden
und Stamm PB 3684 in einer Gartnerei in Deutschland. E. japonicum kam gemeinsam mit
Zierazaleen aus Asien nach Europa (sieche GRAAFLAND 1960). Die mit den PCR-RFLP-

Analysen gefundene Variabilitat konnte daher mit geographischen Aspekten verbunden sein.

Erstaunlicherweise ist aber auch der E. shiraianum-Stamm CBS 157.85 weder in
seinen RFLP-Mustern noch in den Sequenzen der Domiane I der 26S rDNA von den
E. japonicum-Stammen abgesetzt. Besonders auffallend ist das Unvermogen der Sequenzen
der Domine I der 26S rDNA hier zu differenzieren, wenn man an die gerade besprochenen
Unterschiede in dem E. rhododendri-Komplex denkt. Vergleicht man die E. japonicum -

E. shiraianum-Gruppe mit den in den Sequenzanalysen zwischen allen Uibrigen verrechneten
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Exobasidium-Arten gefundenen Distanzen, so erscheint der taxonomische Status der beiden
Arten E. japonicum und E. shiraianum fraglich. E. shiraianum wurde als ein Blatter infizie-
rendes, aber nicht nennenswert deformierendes Exobasidium auf Rh. metternichii Siebold &
Zucc. beschrieben (HENNINGS 1902 ("1903")). Rh. metternichii wird heute als synonym mit
einer Varietiat von Rh. japonicum (Blume) C.K.Schneid. betrachtet und in der Untergattung
Hymenanthes (Blume) K.Koch gefuhrt (CHAMBERLAIN 1982). Auch Rh. degronianum, der
Wirt des hier untersuchten E. shiraianum-Stammes, wird als synonym zu einer anderen
Rh. japonicum-Varietat angesehen. Die Wirte von E. shiraianum und E. japonicum gehoren
somit verschiedenen Untergattungen an. Hier gruppieren also nicht Exobasidien von néchst
verwandten Wirten zusammen, wie es entsprechend den im vorigen Kapitel besprochenen
Exobasidien von Vaccinium spp. und nach dem NANNFELDTschen Artkonzept zu erwarten
wire. Auch das Befallsbild ist unterschiedlich. Wenn auch beide Arten einen lokalen Befall
verursachen, so ruft nur E. japonicum eine Gallbildung hervor. Von beiden Wirtsarten ist je-
weils noch eine zweite Exobasidium-Art bekannt. E. hemisphaericum Shirai verursacht weil3-
liche Gallbildungen an Rh. metternichii und E. pentasporium fuhrt zur Bildung von Hexen-
besen bei Rh. indicum (SHIRAI 1896). Von diesen beiden Exobasidien liegen jedoch keine
Vergleichsdaten vor. Sie dirften fur eine Bewertung dieser Artengruppe aber interessant sein.
In zukiinftigen Untersuchungen sollte gepriift werden, ob diese Gruppe auch mit unabhangi-
gen molekularen Markern Bestand hat. Nur mit den vorliegenden 26S rDNA-Sequenzen
kann eine verglichen mit anderen Exobasidium-Arten rezentere Speziation oder auch das
Auftreten geringerer Substitutionsraten nicht ausgeschlossen werden. Unterschiede in den
Substitutionsraten verschiedener phylogenetischer Linien treten nicht nur zwischen GroB3-
gruppen auf (BRUNS et al. 1992, KURTZMAN & BLANZ 1998, VAN DE PEER et al. 2000), sie wer-
den auch bei nah verwandten Taxa gefunden (MONCALVO et al. 1995b, HIBBETT et al. 1998).

Zusatzlich befinden sich in der E. japonicum - E. shiraianum-Gruppe auch noch die
Exobasidium-Stamme der ‘Einsporkulturen’ von PB 4898 (-17 bzw. -18), die als E. rhodo-
dendri von einer nicht naher bestimmten Rhododendron-Art in Kanada isoliert worden
waren. Diese zeigen ein ubereinstimmendes RFLP-Muster mit einem der E. japonicum-
Stamme, und auch die Sequenzanalyse ergibt nur 1 bp Unterschied zu den E. japonicum-
bzw. E. shiraianum-Stammen (siehe Anhang XIII). In Nordamerika werden gallbildende
Exobasidien an verschiedenen Rhododendron spp. haufig unter E. vaccinii gefuhrt (BURT
1915, SAVILE 1959a). Die hier vorgestellten molekularen Daten von vorwiegend aus dem
europaischen Raum stammenden Exobasidien liefern, wie oben schon beschrieben, keinerlei
Hinweis auf ein solches Gattungsgrenzen uiberschreitendes Wirtsspektrum. Jedoch sind auch
Exobasidium-Arten auf nordamerikanischen Rhododendren zusitzlich beschrieben worden,
so mit E. azalea Peck und E. discoideum Ellis auch zwei Arten auf Azaleen (siche LAUBERT
1932, DoNk 1966). Da der nicht naher bestimmte Wirt von PB 4898-17/-18 in einem bota-
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nischen Garten wuchs und da das Auftreten der asiatischen Art E. japonicum auf Zierazaleen
in Europa (sieche GRAAFLAND 1960) belegt, dal Exobasidium-Arten ihren Wirten in neue
Areale folgen konnen, kann auch die Einordnung von PB 4898-17/-18 in die E. japonicum -
E. shiraianum-Gruppe auf einen solchen Effekt hindeuten und nicht auf eine verwandtschaft-

liche Nihe nordamerikanischer zu asiatischen Exobasidium-Arten.

Ebenfalls aus Nordamerika stammen die von Menziesia ferruginea isolierten
‘Einsporkulturen’ von PB 4864. Diese bilden zwar zwei RFLP-Gruppen, welche aber in den
Ahnlichkeitsanalysen der RFLP-Daten trotz unterschiedlicher PCR-ProduktgroB3en gemein-
sam gruppieren (siche Abb.3.1.3.4-1/-2) und hier einer Art zugeordnet werden (siehe Kapitel
4.2). Je nach Auswertverfahren finden sie Anschlu} an andere RFLP-Gruppen, ohne beson-
dere Affinitaten zu Staimmen der E. japonicum - E. shiraianum-Gruppe zu zeigen. Sie stellen
damit wohl ein weiteres, eigenstindiges Taxa innerhalb der DNA-DNA-Homologie-
Gruppe x dar. Die hier vorgestellten Analysen belegen, dafl diese DNA-DNA-Homologie-
Gruppe x (BLANZ 1986, BLANZ & DORING 1995, sieche Anhang IV) mit Stimmen von ver-
schiedenen Rhododendron spp. in sich nicht homogen ist und Vertreter mehrerer Exobasi-
dium-Arten umfaflt. In Zukunft wird eine weitere Bearbeitung amerikanischen Materials fur

ein besseres Verstandnis der auf Rhododendren lebenden Exobasidien notwendig sein.

In den Sequenzvergleichen ist neben E. japonicum mit dem GENBANK-Eintrag von
E. yoshinagai eine zweite Exobasidium-Art von einem Wirt aus der Untergattung Tsutsusi
vertreten. Diese Art ruft lokal Blattflecken hervor und wurde ursprunglich auf Rh. tosaense
Makino beschrieben (HENNINGS 1902), wahrend der dem GENBANK-Eintrag zugrunde lie-
gende Stamm DSM 4524 von Rh. reticulatum stammt (AF487399, BEGEROW et al. 2002a),
ebenfalls einem Angehorigen dieser Untergattung (CHAMBERLAIN & RAE 1990). Diese
Sequenz ist deutlich von der E. japonicum - E. shiraianum-Gruppe unterschieden (siche
Abb.3.2.2-1/-2), was die verwandtschaftliche Nahe der Stimme von E. japonicum und
E. shiraianum unterstreicht. Mit den hier vorgestellten molekularen Analysen an einigen Exo-
basidium-Arten von Rhododendron spp. erscheinen die Artabgrenzungen in dieser Gruppe
komplizierter und keinem so einheitlichen Prinzip folgend wie bei den Exobasidien von

Wirten der Gattung Vaccinium.

4.3.3 Molekulare Marker und die Charakterisierung von
Exobasidium-Arten

In der Gattung Exobasidium liegen zur molekularen Charakterisierung von Stimmen neben
GC-Werten (BLANZ & OBERWINKLER 1983) und DNA-DNA-Homologien (BLANZ 1986,
BrLANzZ & DoORING 1995) nun PCR-RFLP-Daten des 5’-Bereichs der 26S rDNA (diese
Arbeit, BLANZ & DORING 1995) sowie Sequenzen der Domiane I der 26S rDNA (diese Arbeit,
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BEGEROW et al. 2002a) vor. Der umfangreichste Datensatz mit der groBten Anzahl an
Stammen liegt mit den PCR-RFLP-Daten vor. Wie in den vorhergehenden Kapiteln ausge-
fuhrt, spricht eine Ubereinstimmung in den RFLP-Mustern des 5’-Bereichs der 26S rDNA
bei allen sechs Enzymen fur die Zugehorigkeit zu einer Exobasidium-Art, da Stimme mit
identischem PCR-Fingerprint homologe DNAs und einen gleichen GC-Gehalt aufweisen. Im
Gegensatz dazu konnen ungleiche RFLP-Muster die Zugehorigkeit zu einer Art nicht wider-
legen. Wie die Sequenzdaten zeigen, kann eine Exobasidium-Art in mehrere RFLP-Gruppen
zerfallen, wenn dies dem Verteilungsmuster der Group-I-Introns entspricht. In ersten Arbei-
ten mit PCR-RFLPs der 26S rDNA wurde haufig nur ein die Dominen I und II umfassendes
Amplifikat analysiert, das allerdings z.T. auch noch den zweiten internen transkribierten
Spacer umfafBite (VILGALYS & HESTER 1990, CUBETA et al. 1991, HIBBETT & VILGALYS 1991).
Der hier mit PCR-RFLPs analysierte Teil der 26S rDNA umfafit hingegen den gesamten 5’-
Bereich der 26S rDNA bis hinein in die Doméne IV und enthalt mit den beiden divergieren-
den Regionen D2 und D8 (siche Anhang II) zwei der variabelsten Abschnitte der 26S rDNA
(vergleiche ALI et al. 1999). Dieser Bereich zeigt eine ausreichende Variabilitat zur Differen-
zierung von Stimmen der Gattung Exobasidium. Die PCR-RFLP-Analyse der 26S rDNA
erweist sich als einfacher Weg, um genetisch einheitliche Stimme zu erkennen, nicht jedoch
um in allen Féllen Konspezifitat zu beweisen. Diese Art eines PCR-Fingerprintings ist eine
schnelle Methode, um genetisch unterschiedliche, d.h. in threm RFLP-Muster abweichende
Stamme zu differenzieren. Die Auswertung der PCR-RFLP-Gelbilder zur Feststellung uiber-
einstimmender Muster ist einfach, und dabei kann auf die aufwendigen Auswertungen zur

Homologisierung von Fragmenten in einer 0/1-Matrix verzichtet werden.

Bei BLANZ & DoRING (1995) wurden die RFLP-Gruppen I bis XIV nach Restrik-
tionsmustern von funf Enzymen aufgestellt. Auch mit den zusétzlichen Daten von Cfo I bleibt
die Zuordnung der Stamme gleich. Die hier neu vorgestellten RFLP-Gruppen XV bis XX be-
ruhen auf der Analyse zusitzlicher Stamme. Jedoch fuhrt die Vergroerung der Datenmatrix
zu Anderungen in den RFLP-Dendrogrammen. Eine phylogenetische Auswertung von PCR-
RFLP-Mustern und die Bestimmung von Schwestertaxa ist nicht ungewohnlich (z.B.
HIBBETT & VILGALYS 1991, BUNYARD et al. 1995, EDEL ef al. 1996, FISCHER 1996), wenn auch
kritische Aspekte der phylogenetischen Interpretation von Restriktionsenzymdaten, wie der
EinfluB} ungleicher Basenzusammensetzungen oder die Erfassung konvergenter Anderungen,
schon frithzeitig erkannt wurden (u.a. UpHOLT 1977, NEI & L1 1979, TEMPLETON 1983, BRUNS
et al. 1991). Die hier vorgestellten PCR-RFLP-Daten sind fur eine phylogenetische Inter-
pretation zusatzlich wegen der durch die Group-I-Introns verursachten Langenpolymorphis-
men schlechter geeignet. Denn diese bewirken, da3 auch ungleich grofe Fragmente einem
zwischen homologen Restriktionsschnittstellen gelegenen Genabschnitt entsprechen konnen.

Zumal trotz der aufwendigen Analysen die Erstellung der O/1-Matrix nicht problemlos ist, be-
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ruhen in dieser Arbeit phylogenetische Interpretationen ausschlieBlich auf Sequenzdaten,
wiahrend die RFLP-Dendrogramme nur der Veranschaulichung der Ahnlichkeiten zwischen
den verschiedenen RFLP-Mustern dienen. So enthélt die 0/1-Matrix bei Taqg I und bei Cfo 1
z.B. keine Fragmente unter 100 bp GroBe, da solche trotz der CAM-Hilfsmittel praktisch
nicht detektiert werden konnten. Und bei den RFLP-Gruppen IV und XV sind die RFLP-
Muster bei funf Enzymen identisch, wahrend bei Tag I ein einziges in seiner Grofle verscho-
benes Fragment vorhanden zu sein scheint (vergleiche Tab.3.1.3.3-1). Eventuell nicht detek-
tierte, kleinste Fragmente konnten solche Effekte verursachen. Da sie bestehende Unter-
schiede zwischen den Restriktionsmustern jedoch hochstens verstirken, ist die hier vorge-

nommene Differenzierungen der Stamme nach den PCR-RFLP-Daten davon nicht betroffen.

Auch sind die Sequenzdaten der Domine I der 26S rDNA, die divergierenden Regio-
nen D1 und D2 enthaltend (siehe Anhang II), zur Artabgrenzung in der Gattung Exobasi-
dium gut geeignet, da sie nicht durch die Group-I-Introns beeinfluft sind. Uber einen Ver-
gleich mit Sequenzen neuer Isolate oder mit Referenzsequenzen aus GENBANK ist damit eine
Zuordnung von frither angelegten Exobasidium-Kulturen zu solchen moglich, die spéter nach
dem NANNFELDTschen Artkonzept bestimmt wurden. Wenn eine Ubereinstimmung von
Sequenzen der Domine I der 26S rDNA alleine ebenfalls nur ein Hinweis auf Konspezifitit
ist (KuRTZMAN & BLANZ 1998, KURTZMAN & ROBNETT 1998, FELL et al. 2000), so zeigt der
Vergleich mit qualitativen Merkmalen wie der DNA-DNA-Homologie, dal in der Gattung
Exobasidium damit eine gute Differenzierung erreicht wird. Die PCR-RFLP-Analyse erweist
sich hiermit als eine mogliche Screening-Methode, um genetisch verschiedene Stimme fur
weitergehende Sequenzanalysen auszuwihlen. Mit den nun vorliegenden Sequenzdaten wird
zukunftig auch eine spezifische PCR-Amplifikation direkt aus Exobasidium-befallenem

Pflanzengewebe ohne aufwendige Kultivierungen moglich sein.

Die hier vorgestellten Analysen fithren zwar zu einer neuen Interpretation der DNA-
DNA-Hybridisierungssignale und zu einer kritische Betrachtung der GC-Wert-Unterschiede,
jedoch ermoglicht gerade auch der Vergleich mit diesen beiden Merkmalskomplexen eine
schlussige Interpretation der hier erhobenen Daten. Wahrend abweichende GC-Werte einen
differenzierenden Charakter haben, bieten DNA-DNA-Hybridisierungen die Moglichkeit
konspezifische Stamme tiber positive, signifikante Signale zu definieren (KURTZMAN 1985,
JAHNKE 1987, BRUNS et al. 1991, KurRTZMAN 1998). Die mehrfach angesprochene Hetero-
genitat der GC-Wert-Gruppe 2 bzw. DNA-DNA-Homologie-Gruppe B belegt die Proble-
matik der Interpretation einzelner, solch qualitative Daten liefernder Marker. Jedoch zeigt aber
die DNA-DNA-Homologie-Gruppe F mit den beiden RFLP-Gruppen VIII und IX auch die
VerlaBlichkeit dieser qualitativen Daten auf. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, wie
wichtig Vergleichsmoglichkeiten auch bei molekularen Markern zur Artumgrenzung sind
(siehe auch VANDAMME et al. 1996). So wurden z.B. GC-Werte, DNA-DNA-Homologien
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und 26S rDNA-Partialsequenzen auch erfolgreich zur Charakterisierung von Hefen der
Gattung Malassezia Baill. eingesetzt (GUILLOT & GUEHO 1995). Aus der Charakterisierung
und Klassifizierung so merkmalsarmer Pilze wie den Exobasidien, die keine Fruchtkorper
produzieren und kaum taxonomisch verlaBliche Merkmale aufweisen, sind molekulare
Merkmale nicht mehr wegzudenken, und die Sequenzen der Domine I der 26S rDNA und

deren Vergleich mit phylogenetischen Methoden erweist sich hierzu als duferst hilfreich.

Die durchgefuhrten molekularen Untersuchungen liefern Einblicke in das Artkonzept
der pflanzenpathogenen Gattung Exobasidium. Auch in der Gattung Entyloma wird mit
26S rDNA-Partialsequenzen ein Konzept hoherer Wirtsspezifitat favorisiert als es morpho-
logische Merkmale nahelegen (BEGEROW et al. 2002b). Im allgemeinen geht man heute von
einem starken Einflu3 der Wirte in der Evolution der Brandpilze aus (BAUER et al. 2001b).
Wirtsarten und das ausgeloste Befallsbild sind seit den Bearbeitungen europaischer Exobasi-
dien durch SUNDSTROM (1964) und NANNFELDT (1981) Hauptmerkmale zur Klassifizierung in
dieser Gattung. Sie sind heute auch Bestandteil taxonomischer Diagnosen (NICKERSON 1984,
GoMEz & KisiMmova-HOROVITZ 1998). Das von NANNFELDT vertretene Konzept wirtspezi-
fischer Exobasidium-Arten stutzt sich v.a. auf physiologisch und serologisch differenzierte
,»Wirtsrassen® (SUNDSTROM 1964). Es wurde durch die Ergebnisse der Bearbeitungen der
Brandpilzgattung Anthracoidea beeinfluft, fur deren Arten eine Spezifitat fur Wirte aus je
einem Verwandtschaftskreis angenommen wird (KUKKONEN 1972, NANNFELDT 1979, VANKY
1979). Die Wirtspflanzen spielten in fritheren Arbeiten uber Exobasidien meist nur eine un-
tergeordnete Rolle, wihrend die Beschreibung spezifischer Befallsformen frih stattfand
(THOMAS 1897, LIND 1913). Als taxonomisches Kriterium in systematischen Abhandlungen
gewann aber auch die Befallsform nur eingeschriankt Bedeutung (JUEL 1912, DoNK 1966),
wahrend lange Zeit anatomische Merkmale in den Mittelpunkt der Artbeschreibungen gestellt
wurden (BURT 1915, SAVILE 1959a, MCNABB & TALBOT 1973). Die in dieser Arbeit mit
molekularsystematischen Methoden gefundenen Gruppierungen von Exobasidium-Stammen
entsprechen weitgehend, aber nicht in allen Féllen, einem Artkonzept mit hoher Wirts-
spezifitat unter Beruicksichtigung der ausgeldsten Befallsbilder. Unterschiede zur Artauf-
fassung bei NANNFELDT (1981) sind festzustellen, so bei den Vaccinium vitis-idaea parasitie-
renden Exobasidien und der Diversitat europaischer Rhododendron-Parasiten. Experimen-
telle Erkenntnisse zur Wirtswahl der Exobasidien und zum Infektionsverlauf liegen nur in
sehr begrenztem Umfang vor (RICHARDS 1896, HOTSON 1927, GRAAFLAND 1960, SUNDSTROM
1964, NICKERSON & VANDER KLOET 1997). Mit den hier gezeigten Schwierigkeit der Identifi-
zierung kontaminierender Pilze (siehe Kapitel 4.1) ist auch nicht auszuschielen, da3 unein-
deutige Resultate solcher Experimente durch bisher nicht differenzierbare Kontaminationen
verursacht sind. Die in der vorliegenden Untersuchung bearbeiteten Stamme (siehe Kapitel

2.1) stammen ebenso wie die den GENBANK-Eintriagen zugrunde liegenden Stimme
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(R. BAUER, pers.Mitt.) iiberwiegend aus Suiddeutschland und dem Alpenraum. Die Artum-
grenzungen in der Gattung Exobasidium werden nur iiber eine molekulare Bearbeitung von
Pathogenen moglichst vieler Wirte und Befallsbilder, die auch das Verbreitungsgebiet der
Gattung abdecken, umfassend zu charakterisieren sein. Vergleichende Sequenzanalysen meh-
rerer Gene (,,lineage sorting*) werden heute auch bei Pilzen zunehmend zur Abgrenzung
von Arten auf phylogenetischer Grundlage eingesetzt (AVISE & WOLLENBERG 1997,
KouropaNoU et al. 1997, TAYLOR et al. 2000, KROKEN & TAYLOR 2001, CRUSE et al. 2002) -

ein fur problematische Arten der Gattung Exobasidium vielversprechender Ansatz.

4.4 Zur Phylogenie exobasidialer Pilze und zur Frage der
Koevolution mit ihren Wirtspflanzen

Die phylogenetischen Analysen der Sequenzen der Doméne I der 26S rDNA im Kontext der
Ustilaginomycetes (siche Abb.3.4-1 bis -4) bestatigen eine Stellung der Gattung Exobasi-
dium in der Unterklasse Exobasidiomycetidae wie sie in anderen Untersuchungen mit dem-
selben molekularen Marker gefunden worden ist (BEGEROW et al. 1997, BEGEROW 1998, FELL
et al. 2000). Morphologisch-anatomische Ahnlichkeiten mit den Dacrymycetales (heute in
der Klasse Hymenomycetes bzw. Basidiomycetes - SWANN & TAYLOR 1995a, 1995b, KIRK et
al. 2001) wurden frither ebenso wie ultrastrukturelle Ubereinstimmungen mit den Uredinales
(heute in der Klasse der Urediniomycetes - SWANN & TAYLOR 1995a, SWANN & TAYLOR
1995b, KirK et al. 2001) diskutiert (z.B. BLANZ 1978, OBERWINKLER 1978, KHAN et al. 1981,
Miwms et al. 1987). Die phylogenetische Analysen von 26S rDNA Partialsequenzen zeigen
keinerlei solche Verwandtschaftsbeziehungen. Jedoch bestatigten sie die fruher schon mit
biochemisch-physiologischen Merkmalen (LAASER 1989, DORFLER 1990, PRILLINGER et al.
1990b) und 5S rRNA-Sequenzen (WALKER & DOOLITTLE 1983, GOTTSCHALK & BLANZ 1985)
hervorgehobene Nihe zu monokotylen Brandpilzen oder auch den Tilletiales. Die moderne
Systematik der Brandpilze (Ustilaginomycetes) wurde neben molekularen Markern stark
durch Vergleiche ultrastruktureller Merkmale gepragt (BAUER et al. 1997) und die Zuge-
horigkeit der Gattung Exobasidium zu diesem Verwandtschaftskreis ist heute unumstritten
(BAUER et al. 2001b, FELL et al. 2001, KIRK ef al. 2001). Hier erstmals analysierte Sequenzen
der 18S rDNA von zwei Exobasidium-Arten (siehe Abb.3.5.3-1/-2) bestdtigen dies Bild mit

einem weiteren molekularen Marker.

Die Ordnung der Exobasidiomycetidae - Schwestergruppenbeziehungen konnen mit

26S rDNA-Sequenzdaten nicht aufgelost werden

Bei den unterschiedlichen Verfahren zur Stammbaumrekonstruktion finden sich in den phy-

logenetischen Analysen der 26S rDNA-Partialsequenzen die sieben Ordnungen der Exobasi-
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diomycetidae (BAUER et al. 2001b) als monophyletische Gruppen (sieche Abb.3.4-1 bis -4).
Sie erhalten dabei i.d.R. eine hohe Unterstutzung durch Jackknife- bzw. Wahr-
scheinlichkeitswerte. Jedoch werden die Beziehungen der Ordnungen zueinander je nach
Analyseverfahren unterschiedlich wiedergegeben, und den entsprechenden basalen Teilen der
Dendrogramme fehlt eine statistische Absicherung. Kollabiert man in diesen Dendrogram-
men basale Aste ohne statistische Unterstiitzung, so ergibt sich jeweils dieselbe unaufgeloste
Topologie (Abb.4.4-1), in der die Ordnungen der Exobasidiomycetidae gleichberechtigt
nebeneinander stehen. Die Beziehungen der Ordnungen zueinander werden in Abhangigkeit
von den jeweils analysierten Taxa und angewandten Analyseverfahren auch in anderen phy-
logenetischen Analysen von Sequenzen der Doméne I der 26S rDNA unterschiedlich aufge-
lost. Dies zeigt sich bei einer vergleichenden Betrachtung von Analysen verwandtschaftlicher
Beziehungen innerhalb der Ustilaginomycetes (BEGEROW 1998, BEGEROW et al. 2000, FELL et
al. 2000), zur Klarung der phylogenetischen Position einzelner Taxa innerhalb der Exobasi-
diomycetidae (BAUER et al. 1999, BEGEROW et al. 2001) und auch zu den Beziehungen von
Anamorph-Gruppen in diesem Verwandtschaftskreis (BOEKHOUT et al. 1995, SUGITA et al.
2003). Auch zeigen auf 26S rDNA-Datensidtzen beruhende Analysen zur Phylogenie der
Brandpilze mit einem groSeren Umfang an Taxa z.T. erhebliche Unterschiede in den Be-
ziehungen der Ordnungen in dieser Unterklasse zueinander (vergleiche z.B. BAUER et al.
2001b, FELL et al. 2001).

— Tilletiales

L Entylomatales
L Doassansiales
—1  Malasseziales
——— Georgefischeriales

L Microstromatales

L Exobasidiales

Abb.4.4-1: Die phylogenetischen Beziehungen der Ordnungen der Exobasidio-
mycetidae werden mit Sequenzen der Doméane I der 26S rDNA nicht
aufgelost. Consensus-Topologie fur die in Abb.3.4-1 bis -4 gezeigten
Dendrogramme: basale Aste ohne statistische Absicherung sind kollabiert
und die Vertreter der Ordnungen zusammengefaf3t (Tilletiopsis albescens
und 7. pallescens sind hier nicht beruicksichtigt).
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Bei Parsimony-Analysen ist neben der schlechten statistischen Absicherung auch ein
niedriger Consistency-Index festzustellen, was einen hohen Gehalt an Homoplasien anzeigt.
In der hier vorgestellten Parsimony-Analyse werden weniger als 40% der Daten der Matrix in
dem sparsamsten Dendrogramm auch individuell optimal nach Parsimony-Kriterien wieder-
gegeben (CI = 38 bzw. 34%). Auch bei FELL et al. (2000) werden nur 36% erreicht. Und bei
den Distanzanalysen treten hier im Neighbor-Joining-Verfahren sogenannte ,,ties* auf, d.h.
es existieren alternative Clusterwege. Auch ist in den Distanzanalysen auffallig, da die basa-
len Aste ausgesprochen kurz sind, welche die einzelnen Ordnungen miteinander verknupfen.
Dies durfte zu den unterschiedlichen Topologien der mit verschiedenen Distanzkoeffizienten
erstellten Dendrogramme beitragen. Die Auswertung der 26S rDNA-Datensitze ist sehr
sensitiv auf unterschiedliche Analysemethoden (sieche auch BEGEROW 1998, BAUER et al.
1999). Die unterschiedliche Handhabung uneindeutiger Alignmentbereiche, wie der hier und
in anderen Arbeiten (BEGEROW et al. 2002a, BEGEROW et al. 2002b) vorgenommene Aus-
schluB selbiger, verstarkt diese Problematik. Ahnliches zeigt sich auch bei Untersuchungen
anderer Pilzgruppen mit Sequenz der Domiéne I der 26S rDNA auf dhnlichem systema-
tischen Niveau, beispielsweise bei den Hymenomyceten (WEIS & OBERWINKLER 2001).

Auch wenn mit Sequenzen der Domine I der 26S rDNA die Beziehungen der Ord-
nungen der Exobasidiomycetidae zueinander nicht sicher aufgelost werden, so liegt ein Vor-
teil dieses molekularen Markers in der mittlerweile groBen Verfugbarkeit von Vergleichsdaten
aus dem Verwandtschaftskreis der Brandpilze. Fur die Klarung der Schwestergruppenbe-
ziehungen sind weitergehende Analysen notwendig, aber eine Zuordnung zu den Ordnungen
der Exobasidiomycetidae ist gut moglich. In der hier vorgestellten Distanzanalyse von
18S rDNA-Daten (siche Abb.3.5.3-1), die in den Exobasidiomycetidae weitestgehend fehlen,
sind die sehr ungleichen Distanzen zwischen den Graphiola-Arten im Vergleich zu den-
jenigen zwischen den beiden Exobasidien oder gar den beiden Ustilago-Arten auffallend.
Dies last die Eignung der 18S rDNA als Marker in dieser Gruppe kritisch erscheinen.
Neuere Analyseansitze versuchen jedoch einige der Probleme bei der Auswertung von
rRNA-Daten zu reduzieren, wie beispielsweise ungleiche Substitutionsraten zwischen
Sequenzpositionen (VAN DE PEER & DE WACHTER 1997, TOURASSE & Gouy 1999, vaN DE PEER
et al. 2000) und auch der Einflul kompensatorischer, nicht-unabhangiger Basenaustausche
wird immer wieder diskutiert (WHEELER & HONEYCUTT 1988, DixoN & HiLLIS 1993, TILLIER
& CoLLINS 1995, HANCOCK & VOGLER 2000). 18S rDNA-Analysen wurden in der Pilz-
systematik gerade auch deshalb von 26S rDNA-Analysen abgelost, weil interne bzw. basale
Beziehungen zwischen hoheren Taxa in auf 18S rDNA-Sequenzen beruhenden Dendro-
grammen haufig ohne statistische Absicherung blieben, was sich auch in neueren Arbeiten
immer wieder zeigt (GARGAS et al. 1995, SWANN & TAYLOR 1995a, SWANN et al. 1999,
BERBEE et al. 2000, TEHLER et al. 2003). Zumindest innerhalb der Brandpilze scheint jedoch
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die 26S rDNA alleine keine wesentlich bessere Absicherung zu bringen. Alternativ zur
nukledaren rDNA werden in jungster Zeit proteinkodierende und auch mitochondriale riboso-
male Gene analysiert. So wurde bei verschiedenen Pilzen gezeigt, da3 das 16S rRNA-Gen
der Mitochondrien langsamer evolviert als die 26S rDNA oder gar die ITS-Region der
nuklearen rDNA (MONCALVO et al. 2000, PRYOR & GILBERTSON 2000), aber schneller als die
18S rDNA (BRUNS & SzarO 1992). Allerdings weist dies Gen hypervariable Regionen auf,
die selbst bei phylogenetischen Analysen nah verwandter Taxa nicht aligniert werden kdnnen
(BrRUNS & SzARO 1992, HIBBETT & DONOGHUE 1995, Ko & JUNG 1999). Eine Vergleich von
rRNA-Genen (1685, 188, 23S und 26S rRNA) in einer umfassenden Analyse der Homobasi-
diomyceten gezeigt, da} je nach Gruppe eine unterschiedliche Genkombinationen eine bes-
sere Unterstutzung und Auflosung ergibt. Zwar liefert der Zusammenschluf} aller vier Gene
die besten Ergebnisse, ist aber ob der zu sequenzierenden Nukleotidmenge unpraktikabel
(BINDER & HIBBETT 2002). Auch die Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Exobasi-
diomycetidae konnen wohl nur iiber die Gewinnung erganzender Sequenzdaten besser auf-
gelost werden. Unabhéangig davon, ob die Domine I der 26S rDNA als Marker eine nicht
ideale Variabilitit zeigt, oder ob sich die Gruppen der Exobasidiomycetidae zu schnell in zu
kurzen Zeitabstanden entwickelt haben (BAUER et al. 2001b), ein mehr an Daten sollte in Zu-
kunft eine bessere Auflosung und Absicherung ermoglichen (sieche BERBEE & TAYLOR 2001).

Die Entylomatales und Georgefischeriales bilden in den hier vorgestellten Analysen
nie Schwestertaxa, womit die diesen beiden Ordnungen angehorenden Tilletiopsis-Arten
phylogenetisch voneinander getrennt stehen. 7. albescens und T. pallescens konnen hier ge-
nauso wenig wie bei BEGEROW et al. (2000) einer Ordnung sicher zugeordnet werden.
T. pallescens zeigt allerdings hier Affinititen zu den Microstromatales. Die Art gruppiert ba-
sal zu ihnen oder zu einer Gruppe aus Microstromatales und Exobasidiales. T. albescens
weist gewisse Affinitaten zu den Doassansiales auf. Die Art gruppiert basal zu diesen oder
sie bildet gemeinsam mit den Entylomatales das Schwestertaxon zu ihnen. Diese Affinitaten
sind von den bei BEGEROW et al. (2000) fur T. pallescens wiedergegebenen verschieden,
welches dort eine basale Stellung zu allen Ordnungen der Exobasidiomycetidae einnimmt.
T. albescens zeigt hingegen auch in anderen Analysen eine zumindest entfernte Beziehung zu
den Doassansiales (BEGEROW et al. 2000, FELL et al. 2000). Auch bei Sequenzvergleichen der
18S rDNA von Tilletiopsis-Arten (TAKASHIMA & NAKASE 1996) ergab sich eine engere
Beziehung zwischen den mittlerweile den Georgefischeriales zugeordneten Arten 7. flava,
T. fulvescens und T. minor, die von den ubrigen Tilletiopsis-Anamorphen abgesetzt sind. Da
fur die Analyse der 18S rDNA-Daten hier nur von Vertretern zweier anderer Ordnungen der
Exobasidiomycetidae, von Tilletia caries (Tilletiales) und der Anamorphart Sympodio-
mycopsis paphiopedili (Microstromatales, siche BEGEROW et al. 2001), Sequenzen verfugbar
waren, sind Vergleiche mit den 26S rDNA-Ergebnissen nur begrenzt moglich.
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Neben den Entylomatales und Georgefischeriales umfassen die Tilletiales und
Doassansiales Taxa, welche frither meist in den Ustilaginales bzw. Tilletiales gefuihrt wurden
(siche z.B. OBERWINKLER 1982, HAWKSWORTH ef al. 1995, BOEKHOUT et al. 1998). Die
Doassansiales, Entylomatales und Georgefischeriales wurden aufgrund ultrastruktureller
Unterschiede, v.a. im Septenbau und im Interaktionsbereich, als eigenstindige Ordnungen
erst in neuerer Zeit beschrieben (BAUER et al. 1997). Die phylogenetischen Analysen bestati-
gen hier die Figenstandigkeit dieser Ordnungen, die 1.d.R. eine gute statistische Absicherung
erhalten. Es zeigt sich bei allen Analyseverfahren aber auch, daf sie keine monophyletische
Gruppe bilden. Wie auch in einigen anderen Analysen (BAUER et al. 1999, BEGEROW et al.
2002b) nehmen die Tilletiales hier bei der Parsimony- und der Bayes’schen Analyse eine

basale Stellung in den Exobasidiomycetidae ein.

Seit der Beschreibung der Malasseziales und ihrer Zuordnung in diesen Verwandt-
schaftskreis mit Partialsequenzen der 26S rDNA werden sieben Ordnungen in der Unter-
klasse Exobasidiomycetidae gefuhrt (BEGEROW et al. 2000, BAUER et al. 2001b). Diese lipo-
philen, von Tieren und Menschen isolierten Hefen, die keine Pflanzenparasiten sind (GUILLOT
& GUEHO 1995), nehmen innerhalb der Exobasidiomycetidae aufgrund ihrer Lebensweise
eine gesonderte Stellung ein. Thre Zuordnung zu dieser Unterklasse ist daher auch nicht un-
umstritten, zumal eine unabhédngige Analyse eines 26S rDNA-Datensatzes eine andere
Auflosung der Beziehungen innerhalb der Ustilaginomyceten brachte und diese Gattung als
eigenstandige Linie neben Exobasidio- und Ustilaginomycetidae ansieht (FELL et al. 2000,
FELL et al. 2001). Die hier vorgestellte 26S rDNA-Analyse mit Schwerpunkt auf Exobasi-
dium spp. gruppiert die Malasseziales problemlos innerhalb der Exobasidiomycetidae, eben-

so wie dies die phylogenetische Untersuchung von Pseudozyma spp. tut (SUGITA et al. 2003).

Die Microstromatales zeigen, wie schon erwahnt, zwar eine Affinitat zu 7. pallescens,
aber in der Bayes’schen Analyse gruppieren sie als Schwestertaxa zu den Exobasidiales.
Microstroma galt frither u.a. aufgrund der Lebensweise als ein moglicher nachster Ver-
wandter von Exobasidium und wurde daher auch in die Familie bzw. Ordnung der Exobasi-
diaceae/Exobasidiales gestellt (HENNINGS 1900, BLANZ 1978, JuLICH 1981). Schon mit der
Analyse von 5S rRNA-Sequenzen, wo Microstroma in ein eigenes Cluster gestellt wird,
wurde eine sehr nahe Beziehung zu Exobasidium widerlegt (GOTTSCHALK & BLANZ 1984).
Und mit den 26S rDNA-Daten werden die Microstromatales, welche als Ordnung aufgrund
ultrastruktureller Merkmale beschrieben worden war (BAUER et al. 1997), unabhangig von
den Schwestergruppenbeziehungen, immer deutlich als eigenstindige Linie, unabhiangig von
den Exobasidiales bestatigt. Auch zu den Cryptobasidiaceen, die heute ebenfalls in den Exo-
basidiales angesiedelt sind, zeigen die Microstromatales damit in den Sequenzvergleichen
keine nahere verwandtschaftliche Beziehung, welche aufgrund der gastroiden Basidien ange-

nommen worden war (OBERWINKLER 1978, 1982, BANDONI 1995).
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Als Schwestergruppe der Exobasidiales stellen sich in der Bayes’schen Analyse die
Microstromatales, in der Parsimony-Analyse jedoch die Entylomatales dar. Keine dieser
Alternativen bestatigt sich in den Distanzanalysen, wo im Gegenteil die Exobasidiales als
Schwestertaxon zu allen uibrigen Ordnungen und damit eher als basale Gruppe erscheinen.
Damit werden hier mit den unterschiedlichen Analyseverfahren sehr verschiedene phylogene-
tische Hypothesen wiedergegeben. Aufgrund der Ausbildung eines Interaktionsbereiches mit
Interaktionsappart werden nach ultrastrukturellen Untersuchungen die Exobasidiales mit den
Entylomatales und Doassansiales in den Exobasidianae zusammengefalit (BAUER et al.

1997). Eine entsprechende Gruppierung wird hier in der Parsimony-Analyse gestutzt.

Die Beziehungen in der Ordnung Exobasidiales werden je nach Analyseverfahren
mit unterschiedlichen phylogenetischen Hypothesen wiedergegeben

Innerhalb der Exobasidiales, werden heute vier Familien pflanzenparasitischer Pilze gefuihrt
(BAUER et al. 2001b, KIRK et al. 2001). Auch ihre Beziehung zueinander werden mit ver-
schiedenen Analyseverfahren der 26S rDNA-Sequenzdaten in unterschiedlichen phylogene-
tischen Hypothesen wiedergegeben (Abb.4.4-2). Einige dieser Moglichkeiten lassen sogar
die Familiengliederung fragwiirdig erscheinen, da nur in den Distanzanalysen die Vertreter
der Cryptobasidiaceae, Brachybasidiaceae und Graphiolaceae aullerhalb der Exobasidiaceae
clustern. Ebenso werden die Beziehungen der Exobasidium-Arten zueinander nicht einheit-
lich wiedergegeben. Die Gattung erscheint hier immer paraphyletisch, wenn man Arctico-

myces und Muribasidiospora als eigenstandige Gattungen akzeptiert.

Eine unterschiedliche Darstellung der phylogenetischen Beziehungen innerhalb der
Exobasidiales je nach Analyseverfahren ergibt sich auch in anderen, neueren Untersuchungen
dieser Verwandtschaftsgruppe mit diesem Marker (BEGEROW 1998, BEGEROW et al. 2002a -
Distanz-, Parsimony- und Maximum Likelihood-Verfahren). Auch zeigt sich in der Arbeit
von BEGEROW (1998) dabei ein deutlicher Einflufl der Taxa-Auswahl, denn die Beziehungen
innerhalb der Exobasidiales werden im Kontext unterschiedlicher Vergleichsdaten (Ustila-
ginomycetes, Exobasidiomycetidae bzw. Exobasidiales) verschieden aufgelost. Parsimony-
Analysen mit den beiden umfassenderen Datensitzen gruppieren die exobasidialen Taxa dort
sogar polyphyletisch. Diese Effekte sind sicherlich nicht nur auf die zusatzlich enthaltenen
Taxa (d.h. den EinfluB} der Anzahl an Taxa auf Clusterwege oder den Gehalt an parsimony-
informativen Merkmalen), sondern wohl vielmehr auf die bei verschiedenen Taxa resultieren-
den unterschiedlichen Alignments mit einer unterschiedlichen Verteilung von Gaps bzw.
Indels zuruckzufuhren. So wurde in der vorliegenden Arbeit beispielsweise auf eine Aus-
wertung der Sequenz von Coniodictyum chevalieri Har. & Pat. (AF487384) verzichtet, da
diese Sequenz die Einfuhrung vieler zusatzlicher Indel-Positionen in dem Alignment bewirkt

hitte (Daten hier nicht gezeigt). Die auffallenden Sequenzunterschiede dieser Art resultieren
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auch in einer groen Astlange dieses Taxons in der Distanzanalyse bei BEGEROW et al.
(2002a). In der vorliegenden Arbeit und bei BEGEROW et al. (2002a) sind problematische
Alignmentbereiche von den phylogenetischen Analysen ausgeschlossen, wihrend im Gegen-
satz dazu bei BEGEROW (1998) das gesamte Alignment verrechnet wurde, um den Informa-
tionsgehalt nicht zu verringern (zu dieser Problematik siehe auch GATESY et al. 1993). Die
unterschiedliche Handhabung uneindeutiger Alignmentbereiche hat hier offenbar keinen star-
ken Einflu} auf die Abhéngigkeit der Dendrogramme von den jeweiligen Analyseverfahren.
Ebenso wie in der Arbeit hier finden sich auch in den beiden gerade genannten keine statisti-
schen Absicherungen fur die Beziehungen innerhalb der Exobasidiales. Die gerade geschil-
derte Problematik verdeutlicht die Sensibilitat mit welcher hier dieselben Daten auf Align-
mentstrategien und Auswertverfahren reagieren. Auch wenn die 26S rDNA ein in der
Pilzsystematik haufig eingesetzter Marker ist (siehe auch FEinleitung), so zeigen die hier
aufgezeigten Probleme doch, wie wichtig die Auswahl der angewandten Verfahren (siche

Kapitel 2.3.4) fur die Ergebnisse und ihre detaillierte Angabe fur eine Vergleichbarkeit ist.

Die Familie der Cryptobasidiaceae umfalit die Gattungen Botryoconis Syd. & P.Syd.,
Clinoconidium, Coniodictyum Har. & Pat. und Drepanoconis J.Schrot. & Henn. (BAUER et
al. 2001b, KirK et al. 2001). Diese Pilze leben uberwiegend auf Wirten aus der Familie der
Lauraceae, nur Coniodictyum chevalieri tritt auf einer Rhamnaceen-Art (Zizyphus macronata
Willd.) auf. Die Familie wurde von MALENCON (1953) vorgeschlagen, wobei eine phylogene-
tische Nahe zu den Exobasidiaceen diskutiert wurde. Spater wurde diese Gruppe teils als eine
unabhingige Ordnung Cryptobasidiales angesehen (OBERWINKLER 1978, HAWKSWORTH et al.
1995). Neuerdings wird auch Laurobasidium lauri in dieser Familie gefuhrt, die durch
gastroide Basidien von den uibrigen exobasidialen Familien unterschieden ist (BAUER et al.
2001b, BEGEROW et al. 2002a). Dieser Parasit von Laurus canariensis wurde urspriinglich
als Exobasidium-Art beschrieben (GEYLER 1874) und erst 1982 in eine eigene Gattung ge-
stellt (JuLicH), die jedoch zunichst in den Exobasidiaceae/-ales verblieb (BANDONI 1995,
HAWKSWORTH et al. 1995, BOEKHOUT et al. 1998, KirRK et al. 2001). Zwar zeigte die Zu-
sammensetzung der Zellwandzucker im Vergleich zur Gattung Exobasidium relativ niedrige
Glucose- und hohe Mannose-Anteile, widersprach aber einer verwandtschaftlichen Nédhe
nicht (PRILLINGER et al. 1993).

Abb.4.4-2: Hypothesen zu den phylogenetischen Beziehungen innerhalb der
Ordnung Exobasidiales. Ausschnitte aus den Dendrogrammen der
phylogenetischen Analyse der Sequenzdaten der Doméane I der 26S rDNA
(Abb.3.4-1 bis -4). Die Familienzugehorigkeit der Pilze ist angegeben und
die systematische Stellung der Wirtspflanzen ist farbig hervorgehoben. Die
unterschiedlichen Analyseverfahren stellen die verwandtschaftlichen Be-
ziehungen der Pilze und die Verhiltnisse mit den Wirtspflanzen ver-
schieden dar.
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Diskussion

A. Distanzanalyse nach Maximum Likelihood-Modell
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C. Marjority-Conensus der Parsimony-Analyse
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In den hier vorgestellten phylogenetischen Analysen der 26S rDNA-Partialsequenzen
gruppiert Laurobasidium lauri eindeutig mit Clinoconidium bullatum, in allen vier Analysen
mit Unterstutzungswerten von 100%. Zugleich stellen sie meist die basale Linie innerhalb der
Exobasidiales bzw. die Schwestergruppe zu allen anderen Gattungen dar. Lediglich in der
Distanzanalyse nach dem Maximum Likelihood-Modell bilden sie das Schwestertaxa zu den
Exobasidiaceen, wahrend eine Gruppe aus Graphiolaceen und Brachybasidiaceen parallel
dazu steht. Eine basale Stellung der Cryptobasidiaceae innerhalb der Exobasidiales zeigte
auch die 26S rDNA-Sequenzanalyse von BEGEROW et al. (2002a), wo drei Clinoconidium-
Arten, Laurobasidium lauri und Coniodictyum chevalieri diese Familie reprasentieren. Die
Zuordnung von Laurobasidium zu den Cryptobasidiaceen wird bei einer anderen Taxa-
Auswahl mit der hier vorgestellten Analyse unterstiitzt. In der ebenfalls auf 26S rDNA-
Sequenzdaten beruhenden Parsimony-Analyse der Exobasidiales von BOEKHOUT et al. (2003),
welche neu beschriebene, mit Milben assoziierte Hefen in diesen Verwandtschaftskreis pflan-
zenparasitischer Pilze einordnet, finden sich jedoch erstaunlicherweise Vertreter der Crypto-
basidiaceae (Coniodictyum chevalieri, Clinoconidium bullatum) innerhalb der Exobasidiaceae

wieder, was mit den hier vorliegenden Analysen nicht bestatigt werden kann.

Die Gattungen Brachybasidium Gaum., Ceraceosorus B.K.Bakash, Dicellomyces,
Exobasidiellum Donk, Kordyana und Proliferobasidium J.L..Cunn. sind heute in der Familie
der Brachybasidiaceae angesiedelt (KIRK ef al. 2001), wobei die Zuordnung von Ceraceo-
sorus strittig ist (BAUER et al. 2001b). Die Mitglieder dieser Familie parasitieren auf mono-
kotylen Wirtspflanzen. Sie wurde von GAUMANN (1926) fur die Gattung Brachybasidium
eingefuhrt, ohne dabei systematisch in die Ndhe der Familie der Exobasidiaceae gesetzt zu
werden, die in dem System von GAUMANN in einer anderen Ordnung angesiedelt war und
neben Exobasidium nur noch die Gattung Kordyana enthielt, welche lange in den Exobasi-
diaceen gefuhrt wurde (GAUMANN 1926, DONK 1956, SAVILE 1959a, MCNABB & TALBOT
1973, HAWKSWORTH et al. 1995). Nachdem Dicellomyces schon in die Brachybasidiaceen ge-
stellt worden war (MCNABB & TALBOT 1973 - dort als Ordnung Brachybasidiales), umfalite
die Familie mit der Neubeschreibung und Eingliederung von Ceraceosorus und Prolifero-
basidium vier Gattungen und morphologische Ahnlichkeiten mit Exobasidium und Kordyana
wurden nun diskutiert (CUNNINGHAM et al. 1976). Spater wurden die Brachybasidiaceen ge-
meinsam mit den Exobasidiaceen in eine Ordnung gestellt, wobei die verdickten Probasidien
der Brachybasidiaceen als Unterschied hervorgehoben sind (OBERWINKLER 1987,
HAWKSWORTH et al. 1995, BOEKHOUT et al. 1998). Der Ausschlull von Kordyana aus den
Exobasidiaceen und eine Zuordnung zu den Brachybasidiaceen wurde erst iber Sequenz-
analysen in neueren Untersuchungen gezeigt, womit der im Gegensatz zu den Exobasidiaceen
adaxial gelegenen Hilaranhang der Basidiosporen als gemeinsames morphologisches Merk-
mal der Fammilie hervorgehoben wird (BAUER et al. 2001b, BEGEROW et al. 2002a).
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In der vorliegenden Arbeit sind die Brachybasidiaceen in den Analysen der
26S rDNA-Partialsequenzen mit je einer Art der Gattungen Dicellomyces und Kordyana ver-
treten, die bei allen vier Analyseverfahren gemeinsam gruppieren, wenn sie auch nur in der
Bayes’schen Analyse eine statistische Absicherung erhalten. Wéhrend sich bei BOEKHOUT et
al. (2003) auch in der Parsimony-Analyse beide Gattungen gemeinsam mit einer der neu
beschriebenen, Milben-assoziierten Hefen in einer monophyletischen Gruppe finden, zeigte
sich in fritheren Arbeiten, wo sie nur manchmal eine monophyletische Gruppe bildeten, eine
Abhéngigkeit von den Analyseverfahren und der Taxa-Auswahl (BEGEROW 1998, BEGEROW et
al. 2002a). Bei den hier verrechneten Taxa bilden Dicellomyces und Kordyana unabhingig
von den angewandten Analyseverfahren eine monophyletische Gruppe und die Stellung in

einer Familie wird bestatigt.

Die Familie der Graphiolaceae beinhaltet heute die beiden Gattungen Stylina Syd. und
Graphiola, die auf Palmen parasitieren (BAUER ef al. 2001b, KIRK et al. 2001). Die systema-
tische Stellung von Graphiola phoenicis war lange strittig. Nachdem sowohl Beziehungen zu
den Rost- als auch Brandpilzen oder sogar die Zugehorigkeit zu Gruppen auBlerhalb der
Basidiomyceten diskutiert wurden, schlug DONK (1973) eine eigene Ordnung fur diese un-
gewoOhnlichen Pilze vor. In elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden u.a. die
karyologischen Verhaltnisse und die Basidienstruktur aufgeklart und die Eigenstandigkeit der
Graphiolales in den Basidiomyceten bestatigt (OBERWINKLER et al. 1982), die spéter allgemein
Akzeptanz fand (BANDONI 1995, HAWKSWORTH et al. 1995). Graphiola bildet in einfachen
Fruchtkorpern Basidien in Ketten, an denen seitlich Basidiosporen gebildet werden. Analysen
von 5S rRNA-Sequenzen legten eine verwandtschaftliche Nahe zu Exobasidium nahe, denn
beide Gattungen stehen nicht nur in einem Cluster, sondern haben sogar vollig uberein-
stimmende Sequenzen (GOTTSCHALK & BLANZ 1985). Bei BEGEROW (1998) und auch bei
BEGEROW et al. (2002a) stellt Graphiola je nach Analyseverfahren entweder das Schwester-

taxon zu den Brachybasidiaceen oder aber zu den Exobasidiaceen dar.

Die Graphiolaceen sind in den hier vorgestellten phylogenetischen Analysen ebenfalls
durch zwei Graphiola-Arten reprasentiert. G. cylindrica und G. phoenicis gruppieren immer
gemeinsam und bilden in den Analysen der 26S rDNA-Sequenzdaten immer die Schwester-
gruppe zu den Brachybasidiaceen, womit die beiden auf monokotylen Wirtspflanzen leben-
den Familien der Exobasidiales eine monophyletische Gruppe bilden. Eine enge verwandt-
schaftliche Ndhe zwischen Graphiola und den uibrigen Exobasidiales, die aufgrund der bei
ultrastrukturellen Untersuchungen gefundenen komplexen Interaktionsapparate mit Inter-
aktionsring gefolgert worden war (BAUER et al. 1997), wird durch die Sequenzvergleiche der
Domaine I der 26S rDNA bestatigt. Die hier vorgestellten Sequenzvergleiche zeigen eindeutig,
daf die Graphiolaceen als Familie innerhalb der Exobasidiales anzusiedeln sind. Sie bilden

keine eigenstandige Ordnung, wie dies nach ersten Analysen von 26S rDNA-Daten noch
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akzeptiert wurde, wo ansonsten nur Exobasidium spp. als Vertreter der Exobasidiales ver-
rechnet wurden (BEGEROW et al. 1997). Auch eine basale Stellung als Schwestertaxon zu allen
anderen exobasidialen Gattungen wie bei BOEKHOUT et al. (2003) findet hier mit keinem der
Analyseverfahren eine Unterstiitzung. Wahrend bei neueren 26S rDNA-Analysen von
BEGEROW et al. (2000, 2002b), welche nur Graphiola phoenicis und Exobasidium spp. als
Vertreter der Exobasidiales beinhalten, G. phoenicis durchaus das Schwestertaxon zu den
Exobasidien bildet, gruppiert G. phoenicis bei einer vergleichbaren Taxa-Auswahl in der
Parsimony-Analyse bei FELL et al. (2000) aber innerhalb der Exobasidium-Vertreter. Auch
mit den hier analysierten Taxa findet sich in Parsimony- und Bayes’scher Analyse die mono-
phyletische Gruppe aus Graphiolaceen und Brachybasidiaceen innerhalb der so para-
phyletisch erscheinenden Exobasidiaceen, wahrend die Distanzverfahren sie aulerhalb dieser
Familie ansiedeln. Die phylogenetische Stellung der Parasiten monokotyler Wirte im Ver-

haltnis zu den Uibrigen exobasidialen Pilzen scheint mit 26S rDNA nicht aufgelost zu werden.

Neben Exobasidium (inklusive Arcticomyces) werden in der Familie der Exobasi-
diaceae bei KirK et al. (2001) die Gattungen Endobasidium Speschnew, Laurobasidium und
Muribasidiospora gefuhrt. Da Laurobasidium, wie oben erldutert, in die Cryptobasidiaceen
transferiert wurde, ist bei BAUER et al. (2001b) in den Exobasidiaceen neben Exobasidium
(ebenfalls inklusive Arcticomyces) nur noch Muribasidiospora akzeptiert. Uber Endobasi-
dium, dessen systematische Stellung als duBlerst fraglich gilt (DONK 1956, SAVILE 1959b), gibt
es keinerlei neuere Untersuchungen, die die Zugehorigkeit zu den Exobasidiaceen belegen
wiirden. Wahrend Exobasidium-Arten uberwiegend Wirtspflanzen aus dem Verwandt-
schaftskreis der Ericales parasitieren, kommen die Muribasidiospora-Arten auf Anacar-
diaceen (Rhus spp.) und Ulmaceen (Celtris tetrandra Roxb.) vor, womit die Exobasidiaceen
ausschlieBlich dikotyle Wirtspflanzen besiedeln. Gemeinsames Merkmal dieser Exobasi-
diaceen-Gattungen ist der typische exobasidiale Sporenansatz an den Basidien mit dem
abaxial liegenden Hilaranhang. Wie gerade geschildert gruppieren in den hier vorgestellten
Analysen der 26S rDNA-Sequenzdaten die Graphiolaceen/Brachybasidiaceen bei einigen
Analyseverfahren innerhalb der Exobasidiaceen. Auch in der Parsimony-Analyse von
BOEKHOUT et al. (2003) sind die Exobasidiaceen paraphyletisch, wenn dies dort auch durch
Vertreter der Cryptobasidiales verursacht wird. Von den hier vorgestellten, auf 26S rDNA-
Sequenzdaten basierenden Dendrogrammen gruppieren nur die Distanzanalysen die Exo-
basidiaceae monophyletisch. Dies spiegelt die heute akzeptierte familiare Aufgliederung der
Exobasidiales wieder, die auch auf den genannten morphologisch-anatomischen Charakteri-
stika der Basidien beruht (BAUER et al. 1998, BAUER et al. 2001b). Die 26S rDNA-Sequenz-
daten stiitzen eine enge verwandtschaftliche Beziehung der Brachybasidiaceae zu den
Graphiolaceae und die Cryptobasidiaceae erscheinen als basale Abzweigung innerhalb der

Ordnung. Eine Auflosung und uibereinstimmende Darstellung der genauen phylogenetischen
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Stellung der Familien der Exobasidiales ist mit Sequenzdaten der Doméne I der 26S rDNA
im Gegensatz zur systematischen Zuordnung von Gattungen zu einzelnen Familien an-

scheinend nicht zu erzielen.

Die Gattung Exobasidium - ein paraphyletische Gruppierung?

Die Vertreter der Gattung Exobasidium selbst bilden in den hier vorgestellten 26S rDNA-
Analysen im Kontext der Ustilaginomyceten nie eine monophyletische Gruppe. Selbst wenn
man die gerade diskutierte Stellung der Familien der Graphiolaceen und Brachybasidiaceen
auBerhalb der Exobasidiaceae in den Distanzanalysen als phylogenetische Hypothese an-
nimmt (siche Abb.4.6-2A und B), so gruppieren doch immer die Vertreter der Gattungen
Arcticomyces und Muribasidiospora zwischen den Exobasidium spp. und lassen diese

paraphyletisch erscheinen.

SAVILE (1959b) begriindet die Ausgliederung von Exobasidium warmingii, welches
Saxifraga spp. befillt, in eine eigene Gattung Arcticomyces mit morphologisch-anatomischen
Unterschieden. So bilde A. warmingii Basidien in Buscheln, ausgehend von Stromata, wih-
rend bei Exobasidium die Basidien einzeln an nicht speziell differenzierten Hyphen ent-
stehen. Diese Unterschiede wurden haufig nicht als ausreichend fur eine Abtrennung be-
trachtet und die Eigenstiandigkeit der Gattung wurde schon bald angezweifelt (DONK 1966).
Die von dem Spektrum der ubrigen Exobasidium spp. abweichende Wirtsgattung wurde aber
zusatzlich als Argument fur die Beibehaltung einer eigenstandigen Gattung gewertet und so
wurde Arcticomyces von einigen Autoren anerkannt (RAJENDREN 1968, MCNABB & TALBOT
1973, JuLicH 1982). Auch NANNFELDT (1981) behandelte diese Art auf Saxifraga nicht in
seiner Bearbeitung der europaischen Exobasidien, wahrend in jungerer Zeit Arcticomyces
auch wieder als Synonym in Exobasidium eingeordnet wird (HAWKSWORTH et al. 1995,
BAUER et al. 2001b, KIRK et al. 2001). Die phylogenetische Stellung nach den hier vorge-
stellten 26S rDNA-Daten spricht gegen eine eigenstandige Gattung Arcticomyces.

Die Gattung Muribasidiospora wurde fur die neu entdeckte Art M. indica beschrie-
ben (RAJENDREN 1968). Als Unterscheidungsmerkmal zu Exobasidien dienen auch hier in
Biischeln gebildete Basidien und v.a. die mauerformig septierten Sporen. Daher wurden von
RAJENDREN gleichzeitig auch zwei frithere Exobasidium spp. in die neu aufgestellte Gattung
transferiert, die im allgemeinen Anerkennung fand (MCNABB & TALBOT 1973, HAWKSWORTH
et al. 1995, BAUER et al. 2001b, KIRK et al. 2001). Allerdings wurde spater auch eine Exo-
basidium-Art auf Camellia japonica beschrieben, deren reife Basidiosporen ebenfalls als
mauerformig septiert dargestellt sind (E. giganteum, HIRATA 1981b Fig.2). Auch wurden
Zweifel gedubert, da neben unseptierten Sporen auch transvers septierte Sporen und damit

zwei verschiedene Sporentypen in der Gattung Exobasidium auftreten (DONK 1974). In den
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hier vorgestellten Analysen im Kontext der Ustilaginomyceten ist die Gattung Muribasidio-
spora durch ihre Typusart vertreten. Die Figenstandigkeit der Gattung Muribasidiospora

gegenuiber allen Ubrigen Exobasidium-Arten wird durch die 26S rDNA-Daten nicht gestiitzt.

Mit keinem der Analyseverfahren bilden die Exobasidium spp. eine geschlossene,
monophyletische Gruppe. Hierfur gibt es verschiedene Erklarungsmoglichkeiten. Aufgrund
der geringen Artenzahl in den Gattungen Arcticomyces (1) und Muribasidiospora (3) ist bei
Stammbaumrekonstruktionen ein Ungleichgewicht zwischen der Anzahl verrechneter Arten
der einzelnen Gattungen der Exobasidiaceae nicht zu vermeiden. Eine zahlenmafig ungleiche
Repriasentation wird hier nicht nur durch eine subjektive Taxa-Auswahl hervorgerufen. Die
Auswabhl der Taxa hat aber ebenso wie die Uberreprasentation einzelner Gruppen Einfluf} auf
die Stammbaumrekonstruktion (HiLLis 1998, Purvis & Acarow 2002). Wenn man die
Phylogenie der Exobasidium-Arten in umfassenderen Analysen untersuchen mochte, laBt
sich dies Problem nicht vermeiden. In einer Studie uiber die Gattung Muribasidiospora von
BEGEROW et al. (2001) gruppiert M. indica in molekularen Analysen als Schwestertaxon zu
den Exobasidium-Arten, von denen aber auch nur drei in der Analyse verrechnet sind. Hinge-
gen sind auch in dem mehr Arten umfassenden Sequenzvergleich bei BEGEROW et al. (2002a)
die Verhiltnisse nicht eindeutig und in Abhingigkeit vom Analyseverfahren verschieden.

Dort gruppiert M. indica in der Distanzanalyse ebenfalls innerhalb von Exobasidium.

Die hier gefundene phylogenetischen Beziehungen zeigen an, dal Merkmale wie die
Sporenseptierung und Aggregation von Basidien in Buscheln alleine keine guten Merkmale
zur Trennung von Gattungen innerhalb der Exobasidiaceen sind. Die Gattung Exobasidium
weist jedoch hohe Unterschiede im GC-Gehalt der DNA zwischen einzelnen Arten auf
(BLANZ & OBERWINKLER 1983, siche Anhang III). Auch wenn fur ,,E. vexans* und die GC-
Wert-Gruppen 1 und 5 nachgewiesen ist, da} es sich um kontaminierende Pilze handelte
(siehe Kapitel 4.1) und die entsprechenden Stimme bei Bewertungen der GC-Werte inner-
halb der Gattung Exobasidium nicht mehr beruicksichtigt werden, so verbleibt doch im GC-
Gehalt mit 13% eine ungewohnlich hohe Spannbreite. Unterschiede im GC-Gehalt von uiber
10% werden vielfach als Indiz fur die Heterogenitit einer Gattung betrachtet (NAKASE &
KoMAGATA 1971, KURTZMAN 1998). Auch wird das Auftreten unterschiedlicher Typen des
Ubichinons Coenzym Q so interpretiert (BOEKHOUT et al. 1993). Bei Exobasidium-Stimmen
sind zwei Typen nachgewiesen, das Q9- und das Q10-System, wobei sich zwei Stamme von
Rhododendron spp. von den uibrigen untersuchten Exobasidien unterscheiden (YAMADA et al.
1987). Trotz solcher molekularsystematischen Befunde wurde eine kongenerische Stellung
der gerade auch auf europdischen Ericaceen parasitierenden Exobasidium-Arten nie ange-
zweifelt, da ihre Lebensweise und ihre mikroskopischen Merkmale zu einheitlich erschienen.
Bei den untersuchten Exobasidium-Arten ist keine Korrelation der Hohe des GC-Gehalts mit

den Wirtspflanzen oder der phylogenetischen Stellung der Arten offensichtlich. Elektronen-
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mikroskopische Untersuchungen haben jedoch jungst gezeigt, dal der Interaktionsbereich
zwischen Pilz und Wirt je nach Art unterschiedlich lokalisiert sein kann - in speziellen Haus-
torien oder einfach in interzellularen Hyphen - und so weitere Merkmalskomplexe erschlos-
sen werden konnen (BAUER et al. 1997). Mit den Ergebnissen der vorliegenden Sequenz-
analysen bieten gezielte Untersuchungen nun die Moglichkeit relevante morphologisch-
anatomische Unterschied zu finden und zu einer besseren Umgrenzung der Gattung Exo-
basidium zu gelangen. Hierbei spielen sicherlich auch die Wirtspflanzen, auf die im folgen-
den noch eingegangen wird, eine Rolle. Die vorliegenden Daten legen im Moment eine weit-
gefalite Gattung Exobasidium nahe, da die heute normalerweise der Gattung zugerechneten
Arten keine monophyletische Gruppe bilden. Fur eine eventuelle Aufgliederung und sinnvolle

Abgrenzung sind weitere Untersuchungen notwendig.

Die Evolution der Gattung Exobasidium und die Beziechung zu ihren Wirtspflanzen

Die Wirtsspezifitat der Exobasidium-Arten wird im Zusammenhang mit dem Artkonzept
schon langer diskutiert (siehe auch Kapitel 4.3). Jedoch finden sich kaum Uberlegungen zur
Evolution dieser Pflanzenparasiten und der Rolle die ihre Wirtspflanzen dabei spielen. Dies
steht im Gegensatz zu anderen Gruppen obligater Pflanzenparasiten, wo diese Aspekte frith
ausfuhrlich erortert wurden, insbesondere bei Rostpilzen, aber auch bei den Brand- und den
Mehltaupilzen (z.B. LEPPIK 1955, SAVILE 1961, KUKKONEN & TIMONEN 1979, SAVILE 1979,
VANKY 1979, HUWEGEN 1988). Ahnliches gilt auch fur andere Bereiche der Interaktion
zwischen Pilz und Wirt, wie beispielsweise der Evolution der von Exobasidien ausgelosten,
unterschiedlichen Befallsbilder. Dies liegt sicherlich daran, da3 solche Fragen erst mit dem
relativ eng gefaliten Artkonzept von NANNFELDT (1981) fur die Gattung Exobasidium relevant
wurden. NANNFELDT selbst au3ert die Vorstellung, daf} die in den Wirtspflanzen tiberdauern-
den, systemisch infizierenden Parasiten die weiter entwickelten Formen mit einer besseren
Anpassung an ihre Wirte darstellen. Zuvor hatte SAVILE (1959a) eine Vorstellung zur Phylo-
genie der Gattung geduBert. Da sein Artkonzept fur die nordamerikanischen Exobasidien
aber anatomische Merkmale wie die Sporengrofle betont und den Wirten sowie Befalls-
bildern keine groB3e Bedeutung zuerkennt, ist ein Vergleich nur schwer moglich. Aber bei der
Umgrenzung naturlicher Einheiten in den Exobasidiomycetidae 1997 (BAUER et al.) fanden
die Beziehungen zu den Wirtspflanzen Beriicksichtigung und sie spiegeln sich auch in mole-
kularen Phylogenien wieder (u.a. BAUER et al. 1999, BAUER et al. 2001a, BEGEROW et al.
2001). BEGEROW et al. (2002a) stellten jungst eine erste molekulare Analyse zur Evolution
exobasidialer Pilze vor, die mit den Ergebnissen der hier erarbeiteten phylogenetischen

Hypothesen verglichen werden soll.

Konzepte und Aspekte der Evolution obligater, spezialisierter Parasiten und ihrer
Wirte - besonders im Hinblick auf Pilze - werden bei PARLEVLIET (1986) und HUWEGEN
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(1988) erortert. Dabei werden zwei prinzipiell unterschiedliche Phanomene in der Evolution
solcher Pilze aufgezeigt. Zum einem ist dies die Spezialisation eines Parasiten auf verschie-
dene Wirte, wobei die Evolution der Parasiten entweder derjenigen der Wirte folgt (Ko-
speziation) oder aber eine wechselseitige Beeinflussung stattfindet (Koevolution). Zum ande-
ren ist es der Wirtswechsel (,,host jumping* oder ,,host switch®), der Abweichungen von
den ansonsten vorhandenen Wirt-Parasit-Assoziationen in einem Verwandtschaftskreis und
das Auftretens von Parasiten auf nicht naher verwandten Wirten erklart. Solche evolutiven
Vorgange fuhren zu unterschiedlichen Effekten beim Vergleich der Phylogenien von Para-
siten und ihren Wirt. Im ersten Fall stimmen sie Giberein, wahrend sich in letzterem Wider-
spruche ergeben (,,association by descent® versus ,,association by colonization® im Sinne

von BROOKS 1988).

Die hier vorgestellten phylogenetischen Hypothesen zur Evolution der exobasidialen
Pilze konnen mit den heutigen Erkenntnissen zur Phylogenie ihrer Wirte in Bezug gesetzt
werden. Auch die Systematik der hoheren Pflanzen hat sich in den letzten Jahren durch
molekularsystematische und phylogenetische Untersuchungen verandert. 1998 (APG) er-
schien eine zusammenfassende groBsystematische Gliederung der Angiospermen, die auf den
Analysen mehrerer molekularer Marker aufbaut (KALLERSJO ef al. 1998, SoLTIS et al. 2000).
Fur die Wirtspflanzen der Exobasidiales ergibt sich hieraus ein teilweise verandertes Bild ge-
genuber fritheren systematischen Gliederungen. Die Familien der Exobasidiales und ihre Be-
ziehungen zueinander, wie sie sich hier in den Distanzanalysen darstellen (siche Abb.4.4-2A
und B), korrespondieren mit diesen, wie auch schon die Analysen von BEGEROW et al. (2002a)
gezeigt haben. So bilden die Lauraceae (Laurales), neben einigen wenigen anderen dikotylen
Pflanzen die Wirte der meisten Cryptobasidiaceen, eine eigenstindige phylogenetische Linie
neben den zwei Hauptgruppen der Angiospermen, den Monocots bzw. Eudicots. Dies ent-
spricht der basalen Stellung der Cryptobasidiaceen innerhalb der Exobasidiales. Innerhalb
der Monocots finden sich die Familien mit Wirtspflanzen der Graphiolaceen und Brachy-
basidiaceen zwar in verschiedenen Ordnungen, diese sind jedoch monophyletisch in der
Gruppe der Commelinoids vereint. Dies entspricht der Gruppierung dieser beiden exobasi-
dialen Familien als Schwestertaxa. Hingegen sind alle Wirte der Exobasidiaceae in der Kern-
gruppe der Eudicots angesiedelt. Die Saxifragaceae (Saxifragales), den Wirt von Arctico-
myces beinhaltend, bilden eine eigenstindige Linie neben den beiden Gruppen der Rosids
und Asterids. Innerhalb der Rosales (Eurosids I) finden sich die Ulmaceae und innerhalb der
Sapindales (Eurosids II) die Anacardiaceae, womit die Wirte der Muribasidiospora-Arten
sich auf verschiedene Gruppen der Eurosids verteilen. Die Wirte von Exobasidium selbst
werden heute in einer einzigen Ordnung gefuhrt, da die Theales als Synonym der Ericales
gelten. Die Ericales bilden innerhalb der Asterids neben den beiden Gruppen der Euasterids

eine eigenstandige Linie. Aufgrund dieser Verteilung der systematischen Zugehorigkeit der
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Wirtspflanzen und einer Besiedlung von Wirten uiber das gesamte Spektrum der Angio-
spermen kann man davon ausgehen, daf} die Vorfahren der Exobasidiales als Parasiten schon

in der frithen Evolution der Angiospermen auftraten.

Allerdings mull erwahnt werden, daB8 bei hier nicht analysierten Arten auch Ab-
weichungen von diesen systematischen Assoziationen zwischen Pilzen und Wirten festzu-
stellen ist. So befinden sich die Rhamnaceae ebenso wie die Ulmaceae in den Rosales, womit
der Wirt von Coniodictyum chevalieri, einer Cryptobasidiaceen-Art, in derselben Ordnung
angesiedelt ist wie Wirte von Muribasidiospora-Arten, aber nicht in der Ndhe der Laurales.
Und die Wirte der Muribasidiospora spp. selbst verteilen sich, wie gerade erwahnt, auf zwei
nah, aber nicht nichst verwandte Ordnungen der Rosids. Dies gibt Anlal} die systematische
Zuordnung dieser Pilze kritisch zu hinterfragen, denn hier erfolgte offensichtlich keine Ko-
speziation/Koevolution mit den Wirten. Fur diese Verteilung muite ein Wirtswechsel auf ein
entfernt verwandtes Wirtstaxon stattgefunden haben. Wiahrend Coniodictyum in der Arbeit
von BEGEROW et al. (2002a) als Schwestertaxon zu Cryptobasidiaceen-Arten auf Lauraceen
erscheint, wurde Muribasidiospora celtidis (T.S.Ramakr. & K.Ramakr.) Kamat & Rajendren
bisher nicht untersucht. Wirtswechsel in der Evolution pflanzenpathogener Pilze sind mit
phylogenetischen Analysen heute relativ sicher belegt. Bei Puccinia spp. auf Brassicaceen
werden in der Evolution Wirtswechsel eher zwischen raumlich verfugbaren denn nah ver-
wandten Wirtsarten dieser Rostpilze angenommen (Roy 2001). Auch bei Mehltaupilzen der
Gattung Golovinomyces (U.Braun) V.P.Gelyuta wird gefolgert, daf} auf eine Phase der Ko-
speziation/Koevolution eine Phase mit Wirtswechseln zwischen Wirten verschiedener Angio-
spermenfamilien folgte (MATSUDA & TAKAMATSU 2003). In der Gattung Entyloma scheinen
hingegen innerhalb der beiden Hauptgruppen der Wirte (Asteridae bzw. Ranunculales) vor-
rangig Kospeziations-/Koevolutionsmechanismen eine Rolle gespielt zu haben (BEGEROW et
al. 2002b).

Selbst innerhalb der Exobasidiaceen spiegeln die Gruppierungen in den hier vorge-
stellten phylogenetischen Hypothesen die verwandtschaftlichen Beziehungen der Wirts-
gattungen zum Teil wieder. So gruppieren die beiden Wirte der Theaceae parasitierenden
Arten immer gemeinsam. Auch die Rhododendron-Parasiten bilden eine monophyletische
Gruppe, wobei die Exobasidien von europdischen Wirten in einem E. rhododendri-Komplex
clustern. Nur bei den Exobasidium spp. von Wirten der Vaccinioideae ergibt sich in der
Bayes’schen Analyse eine Aufteilung auf zwei Gruppen und in der Parsimony-Analyse so-
gar eine paraphyletische Verteilung basal zu allen uibrigen Arten. Bei keinem der Analysever-
fahren finden sich die Vaccinium-Parasiten in einer monophyletischen Gruppe. Dies ist auch
in den Parsimony-Analysen von BEGEROW et al. (2002a) und BOEKHOUT et al. (2003) der Fall.
Da nach jungsten phylogenetischen Untersuchungen jedoch die Gattung Vaccinium auch

keine monophyletische Gruppe darstellt (KRON ef al. 2002), wére es wohl notwendig die
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Phylogenie der entsprechenden Wirtstaxa zu untersuchen, um zu genaueren Aussagen uber
Kospeziations-/Koevolutionsereignisse zu gelangen. Nur in der Distanzanalyse nach dem
Jukes/Cantor-Modell (siche Abb.4.6-2B) bilden die Exobasidien von Wirten der Ericaceae
eine monophyletische Gruppe. In Zusammenschau mit den besprochenen Vorstellungen zur
familidaren Aufgliederung der Exobasidiales und der systematischen Zugehorigkeit der
Wirtspflanzen stellt dieses Dendrogramm wohl eine gute Hypothese zur Phylogenie der
exobasidialen Pilze dar. Folgt man dem Konzept der Kospeziation oder Koevolution, also
einer ,,association by descent®, so sollte der gemeinsame Vorfahre der Exobasidiaceen auf

einem urspriinglichen Vertreter aus der Kerngruppe der Eudicots gelebt haben.

Abschlielend ist festzustellen, daf} in den Analysen hier, ebenso wie bei BEGEROW et
al. (2002a), die von einer Wirtsart der Vaccinioideae stammenden, unterschiedliche Befalls-
bilder hervorrufenden Exobasidien nicht gemeinsam gruppieren, sondern voneinander ge-
trennt stehen: E. karstenii / E. sundstroemii auf A. polifolia, E. oxycocci | E. rostrupii auf
V. oxycoccos und V. macrocarpum, E. arescens | E. myrtilli auf V. myrtillus. Bei der Art-
bildung der Exobasidien scheinen daher neben den Wirtspflanzen auch die Befallsformen
eine Rolle gespielt zu haben. Die Evolution der Gattung stellt ein Wechselspiel zwischen den
beiden Faktoren ,,Wirtswahl* und ,,Infektionsform* dar, das mit den evolutiven Vorgiangen
der ,,association by descent* und ,,association by colonization* erklart werden kann. Von
besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang E. vaccinii, die Typusart der Gattung.
Denn mit der in der vorliegenden Arbeit gefundenen Umschreibung mit verschiedenen Be-
fallsformen (siehe Kapitel 4.3.1) konnte sie ein besonderes Potential fur die Entwicklung
spezialisierter Arten enthalten. Zusitzlich scheinen aber auch innerhalb der Rhododendron-
Parasiten kryptische Arten aufzutreten (siehe Kapitel 4.3.2). Dies setzt die Differenzierung
auf einer einzigen Wirtsart ohne eine Anderung der Befallsform voraus und laBt sich nur mit
einem weiteren Phanomen in der Evolution der Exobasidien erklaren, namlich einer ,,within
host speciation (oder ,,duplication* im Sinne von PAGE & CHARLESTON 1998). Die Evo-
lution der Gattung Exobasidium ist somit sehr komplex verlaufen. Die Analyse eines mog-
lichst umfassenden Artenspektrums, daf} auch eine Bearbeitung von zusatzlichen Wirts-
gruppen wie den Epacridaceen (MCNABB 1962) oder amerikanischen Gattungen der Erica-
ceae (BURT 1915, SAVILE 1959a, GoMEz & KisiMovAa-HOROVITZ 1998) einschlief3t, durfte in
Zukunft weiteres Interessantes zur Phylogenie dieser Pflanzenparasiten erbringen. Da von
solchen Exobasidien frither keine Kulturen verfugbar waren, wurden sie bisher nicht mit
molekularen Markern untersucht. Mit den nun vorliegenden Sequenzinformationen sollte
zukunftig aber auch ein direkter Zugang uber pilzspezifische PCR-Amplifikationen moglich

sein.
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5 Zusammenfassung

Phylogenie und Artabgrenzungen in der pflanzenparasitischen Pilzgattung Exobasidium
wurden mit molekularen Merkmalen untersucht. Das allgemein akzeptierte Artkonzept fur die
europaischen Arten der Gattung basiert auf Wirtsspezifitat und den hervorgerufenen Befalls-
bildern. Vergleiche der Basenzusammensetzung der DNA und DNA-DNA-Homologien in
ersten molekularen Studien bestétigten dies nicht in allen Fallen. Daher wurden in der vorlie-
genden Arbeit mit modernen Methoden der Molekularsystematik Artabgrenzungen im Kon-
text phylogenetischer Zusammenhange untersucht. Restriktionsfragmentlangenpolymorphis-
men und DNA-Sequenzdaten wurden hierzu verwendet und der Schwerpunkt dieser Arbeit
liegt auf Pilzstimmen, die von europdischen Wirtsarten der Gattungen Vaccinium und Rho-
dodendron stammen. Hefeartig wachsende Kulturen der saprotrophen Lebensphase dieser
Parasiten aus verschiedenen Stammsammlungen wurden bearbeitet, insgesamt 51 Stamme.
Fur einige dieser Stamme lagen aus friheren Untersuchungen Angaben zum GC-Gehalt oder
auch zu DNA-DNA-Homologien vor, die vergleichend genutzt werden konnten. Die Stimme
stammen von folgenden Wirtsarten: Andromeda polifolia, Menziesia ferruginea, Rhododen-
dron degronianum, Rh. ferrugineum, Rh. hirsutum, Rh. indicum, Rh. x intermedium, Thea

sinensis, Vaccinium macrocarpum, V. myrtillus, V. oxycoccos, V. uliginosum, V. vitis-idaea.

Fur eine molekulare Charakterisierung der Stimme wurden mit funf Restriktions-
enzymen Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen eines mittels PCR amplifizierten Ab-
schnittes des 26S rRNA-Gens ermittelt (PCR-RFLPs). Der amplifizierte 5’-Bereich kodiert
fur einen rund 2.2 kb groen Abschnitt der 26S rRNA. Stimme mit uibereinstimmenden
RFLP-Mustern wurden in Gruppen zusammengefal3t, wozu eine Auswertung der PCR-
RFLP-Bilder mit Hilfe spezieller Bildanalysesoftware erfolgte, die auch densitometrische
Messungen ermoglichte. Zur Darstellung der Ahnlichkeiten dieser RFLP-Muster wurden
ausgehend von einer 0/1-Matrix Dendrogramme erstellt. Insgesamt werden 20 Gruppen mit
unterschiedlichen RFLP-Mustern nachgewiesen, wobei die Ubereinstimmung in den RFLP-
Mustern des 5’-Bereichs der 26S rDNA Konspezifitat anzeigt, da Staimme mit uberein-
stimmendem RFLP-Muster einen dhnlichen GC-Gehalt haben und hohe DNA-DNA-
Homologien aufweisen. Jedoch finden sich auch Stimme mit hoher DNA-DNA-Homologie
oder solche von einer Wirtspflanze (‘Einsporkulturen’) in verschiedenen RFLP-Gruppen.
Zusitzlich zeigen die Dendrogramme zwischen einzelnen RFLP-Gruppen auffallend ungleich
grofe Distanzen. Eine nachfolgende Analyse der Sequenzen der Domiane I der 26S rDNA
bestatigte, dal Stimme einer RFLP-Gruppe Angehorige einer Pilzart sind, daf} aber Stimme
einer Art durchaus unterschiedlichen RFLP-Gruppen angehoren konnen. Unterschiede in

den RFLP-Mustern der analysierten Genregion konnen daher Konspezifitat nicht widerlegen.
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Fur die unerwarteten Ergebnisse der PCR-RFLP-Analysen lieBen sich zwei Grunde fest-
stellen. Erstens kann die amplifizierte Region des 26S rRNA-Gens Insertionen enthalten,
deren Auftreten nicht artspezifisch ist. Zweitens gruppieren einige der untersuchten Stimme
in phylogenetischen Analysen in anderen Verwandtschaftskreisen der Ustilaginomyceten,

wodurch sie als kontaminierende Pilze identifiziert werden.

Die Insertionen, die typische Charakteristika von Group-I-Introns aufweisen, liegen
an Position 929/930 bzw. 1.127/1.128 der 26S rDNA (bezogen auf Saccharomyces cere-
visiae). Die PCR-Produkte der Exobasidium-Stamme bilden funf GroBenklassen (2.2, 2.5,
2.6, 2.8 und 2.9 kb), wihrend diejenigen der als Kontaminationen identifizierten Stimme
intron-frei sind. Die vier verschiedenen GroBlen intron-haltiger PCR-Produkte bei nur zwei
Insertionsorten erklaren sich durch unterschiedliche Introns an einer Insertionsstelle und eine
Kombination von Introns an beiden Insertionsstellen. An Position 929/930 kann ein Intron
von ca. 300 bp oder von ca. 400 bp Lange vorhanden sein oder an Position 1.127/1.128 ein
Intron von ca. 600 bp Lange. Die Kombination eines ca. 300 bp groflen Introns an der vor-
deren mit einem ca. 400 bp groBen Intron an der hinteren Insertionsstelle erklart die grofite
PCR-ProduktgroBenklasse. Die Verteilung der Group-I-Introns zwischen Stimmen, welche
aufgrund hoher Ubereinstimmungen in den fur die Doméne I der 26S rRNA kodierenden
Bereichen und ihrer nachgewiesenen DNA-DNA-Homologie als konspezifisch anzusehen
sind, zeigt, daB das Auftreten von Group-I-Introns innerhalb der Exobasidium spp. nicht art-

spezifisch ist.

Fur phylogenetische Analysen wurden die Sequenzen der Doméne I der 26S rDNA
ausgewahlter Stamme untereinander und mit Sequenzen aus GENBANK verglichen, die noch
zusatzliche Wirtsarten reprasentieren (Eubotryoides grayana, Lyonia neziki, Symplocus
spec.). 46 Sequenzen wurden uiber 599 homologe Nukleotidpositionen aligniert. Bei Beriick-
sichtigung der verfugbaren Daten zu DNA-DNA-Homologien kann beim Auftreten von we-
niger als drei Basenpaaren Unterschied in der Domane I der 26S rDNA Konspezifitit festge-
stellt werden. Durch diesen Vergleich werden auch Stimme, die vor Einfuhrung des z.Z. ak-

zeptierten Artkonzeptes isoliert worden waren, den jeweils entsprechenden Arten zugeordnet.

Die Mitglieder dreier RFLP-Gruppen zeigen auffallende Sequenzunterschiede zu
allen anderen Staimmen im Bereich der Doméne I der 26S rDNA und Datenbankvergleiche
ergaben Affinititen zu den Entylomatales bzw. Ustilaginales. Die phylogenetische Analyse
der Partialsequenzen der 26S rDNA im Kontext der Ustilaginomyceten bestitigt dies ebenso
wie Sequenzanalysen der 18S rDNA und ITS-Region ausgewihlter Stimme. Stamm
RBF 726 gruppiert gemeinsam mit Vertretern der Ustilaginales (u.a. Ustilago maydis und
der anamorphen Hefe Pseudozyma antarctica). Die Stamme PB 2857e¢ und PB 4898-9
gruppieren hingegen mit Entyloma spp. (Entylomatales). Die Stimme PB 383, PB 393 und
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PB 3276 zeigen hohe Affinititen zu Tilletiopsis washingtonensis (Entylomatales) und kon-
nen mit dieser anamorphen Hefe konspezifisch sein. Diese hier als kontaminierende Pilze
nachgewiesenen Stimme, die mit biochemischen oder physiologischen Merkmalen frither
nicht von Exobasidium-Stammen zu differenzieren waren, stammen von verschiedenen
Wirtspflanzen und hatten damit frither einem auf hoher Wirtsspezifitat basierenden Artkon-

zept widersprochen.

Mit verschiedenen molekularen Merkmalen und ihrer Gruppierung in phylogene-
tischen Analysen wird hier Konspezifitit zwischen Exobasidium-Stammen nachgewiesen.
Exobasidium spp. korrespondieren dabei gut mit den Wirtspflanzen, d.h. sie zeigen ein hohes
Maf an Wirtsspezifitat. Normalerweise losen konspezifische Stimme auch dasselbe Befalls-
bild aus, jedoch scheint Exobasidium vaccinii hier eine Ausnahme zu bilden. Weder mit
PCR-RFLP- noch Sequenzvergleichen der 26S rDNA lassen sich Stamme, die auf Vacci-
nium vitis-idaea eine lokale Gallbildung hervorrufen, von Stammen differenzieren, welche
eine systemische Infektion verursachen. Auch zeigt sich, dal von europaischen Rhododen-
dren isolierte Stamme, die traditionell Exobasidium rhododendri zugeordnet werden, bei

diesen Vergleichen distinkte Gruppen bilden, die nicht konspezifisch zueinander sind.

Phylogenetische Analysen im Kontext der Ustilaginomyceten erbringen einen Ein-
blick in die Evolution dieser Pflanzenparasiten. Die Exobasidiales bilden eine gut gestiitzte
Gruppe neben den sechs ubrigen Ordnungen der Exobasidiomycetidae. Innerhalb der Ord-
nung werden mit verschiedenen Verfahren zur Stammbaumrekonstruktion (Parsimony-,
Distanzmatrix- und Bayes’sche Analyse) unterschiedliche phylogenetische Hypothesen
wiedergegeben. Jedoch bilden die Brachybasidiaceae und Graphiolaceae, die auf mono-
kotylen Wirten auftreten, immer eine monophyletische Gruppe. Die Cryptobasidiaceae, die
uberwiegend Arten der Laurales parasitieren, bilden meist eine basale Linie. Die Exobasi-
diaceae, deren Angehorige alle auf Arten der Eudicots leben, bilden nur in den Distanz-
analysen eine monophyletische Gruppe. Mit den hier verrechneten Daten gruppieren daruiber
hinaus die Gattungen Arcticomyces und Muribasidiospora immer innerhalb der Exobasi-
dium-Arten und die Eigenstiandigkeit dieser Gattungen erscheint fraglich. Die Exobasidium-
Arten auf Wirten der Theaceae formen ebenso immer eine monophyletische Gruppe wie die-
jenigen auf Rhododendren. In Distanzanalysen gruppieren auch die Exobasidien von Wirten
aus den Vaccinioideae gemeinsam. Insgesamt legen die phylogenetischen Analysen damit
eine Kospeziation oder Koevolution zwischen exobasidialen Pilzen und ihren Wirten nahe.
Innerhalb der Exobasidien von Vaccinioideae ergeben sich jedoch komplizierte Evolutions-
muster, welche nur mit Wirtswechseln erklarbar sind. Und innerhalb des Exobasidium rho-
dodendri-Komplexes muf} sogar von der Speziation auf einer Wirtsart ohne Veranderung des
Befallsbildes ausgegangen werden. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen somit komplexe

Speziationsprozesse in der Evolution dieser Gattung pflanzenparasitischer Pilze auf.
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6 Summary

Species delimitation and phylogeny in the plant parasitic fungal genus Exobasidium have
been studied using molecular data. The traditionally accepted species concept for the
European taxa is based on host specificity and the disease symptoms caused by the parasites.
The first molecular studies on DNA base composition and DNA homologies, however, were
not fully in agreement. Therefore, in this investigation modern tools of molecular systematics
have been used to test species delimitations and relationships in a phylogenetic context by
utilizing restriction fragment length polymorphisms as well as DNA sequence data. This
investigation is focussed on fungal strains from European hosts species of the genera
Vaccinium and Rhododendron. Cultures of the saprotrophic, yeast-like stage of these para-
sites were obtained from different collections. A total of 51 fungal strains was investigated.
Some of them were included in previous studies and thus data on DNA base composition and
DNA homologies were available for comparison. The strains originated from the following
host species: Andromeda polifolia, Menziesia ferruginea, Rhododendron degronianum,
Rh. ferrugineum, Rh. hirsutum, Rh. indicum, Rh. X intermedium, Thea sinensis, Vaccinium

macrocarpum, V. myrtillus, V. oxycoccos, V. uliginosum, V. vitis-idaea.

For a molecular characterization restriction fragment length polymorphisms of PCR
amplified fragments (PCR-RFLPs) of the 26S rRNA gene were produced with five
restriction enzymes. The amplified 5 part of the 26S rRNA gene is coding for a ca. 2.2 kb
fragment of the 26S rRNA. PCR-RFLP data were obtained using images analysis software
including densitometric analysis, and thus groups of strains with identical RFLPs patterns are
established. Dendrograms calculated from a binary matrix are used as a similarity measure
between different RFLP patterns. In total 20 clusters with different RFLP patterns are found.
Strains with identical RFLP patterns possess a similar G+C content and show high DNA
homologies. Thus, identity of the PCR-RFLP patterns of the 5’part of the 26S rRNA gene
indicates conspecificity. Unexpectedly, some strains with high DNA homology as well as
some strains originating form the same host individual (‘monospore cultures’) are separated
in two distinct RFLP groups. Furthermore, the dendrograms show unequal genetic distances
between certain RFLP groups. Subsequent sequence analyses of the domain I of the 26S
rDNA confirmed that strains belonging to the same RFLP group are likely to be members of
a single species, but one fungal species can compromise strains from more than one RFLP
group. Therefore, differences in RFLP-PCR patterns of the 5’part of the 26S rRNA gene can
not contradict conspecificity. Two different reasons for the unexpected results of the PCR-
RFLP analyses were found. First, the amplified region of the 26S rDNA contains larger

insertions which are not species specific. Second, by phylogenetic analyses some of the
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sequenced strains cluster elsewhere in the Ustilaginomycetes, and could thus be identified as

contaminating fungi.

The insertions possess typical characteristics of group I introns. They are located at
position 929/930 and 1.127/1.128 compared to the 26S rDNA of Saccharomyces cerevisiae.
PCR products of Exobasidium strains can be grouped in five distinct sizes classes (2.2, 2.5,
2.6, 2.8 and 2.9 kb) whereas those of strains identified as contaminations lack introns. With
only two insertions sites the four intron containing size classes are explained by the presence
of different introns at the same insertion site as well as a combination of introns at both sites.
At position 929/930 an intron of either ca. 300 bp or ca. 400 bp length can be present. At
position 1.127/1.1.28 an intron with ca. 600 bp can occur. The largest PCR product size
results from a combination of a ca. 300 bp long intron at the first and a ca. 400 bp long one at
the second site. The distribution of these group I introns among strains, which are conspecific
according to similarity of their coding regions for the domain I of the 26S rRNA and their
DNA homology, clearly shows that introns are not specific for a given Exobasidium species,
but their distribution varies within species.

For phylogenetic analyses the domain I of the 26S rDNA of selected strains was
sequenced and compared with Exobasidium sequences retrieved from GENBANK covering
also additional hosts (Eubotryoides grayana, Lyonia neziki, Symplocus spec.). A total of 46
sequences where aligned over 599 homologous nucleotide positions. Conspecificity between
strains could be established utilizing the available data on DNA homology and a high degree
of sequence homology, i.e. less than three nucleotides difference. This also allowed fungal
cultures, obtained previous to the introduction of the currently accepted species concept, to be

assigned to the appropriate taxa.

Members of three RFLP groups showed major sequence divergence compared to the
other strains in the domain I of the 26S rDNA. Databank search revealed affinities to the
orders Entylomatales and Ustilaginales, respectively. Phylogenetic analysis of these 26S
rDNA partial sequences in a broader context of ustilaginomycetous fungi confirmed this as
well as did 18S and ITS rDNA sequence comparisons of selected strains. Strain RBF 726
groups together with members of the Ustilaginales (e.g. Ustilago maydis and the anamorphic
yeast Pseudozyma antarctica). Strains PB 2857¢ and PB 4898-9 show affinities to Entyloma
species (Entylomatales). Strains PB 383, PB 393 and PB 3276 have high affinities to Tille-
tiopsis washingtonensis (Entylomatales) and may very well be conspecific with this ana-
morphic yeast. These strains originate from different host plants. As they could not be
separated from members of the genus Exobasidium by biochemical or physiological
characters in previous studies, they had earlier questioned a species concept based on host

specificity.
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According to several molecular characters and placement in phylogenetic analyses,
conspecificity between Exobasidium strains could be establishes. Exobasidium species
correspond well with host plants, i.e. they show a high degree of host specificity. Usually,
conspecific strains also cause a specific type of infection. Exobasidium vaccinii, however,
seems to be an exception. Strains from Vaccinium vitis-idaea which either caused a systemic
infection or the formation of local leaf galls can not be separated by PCR-RFLP patterns or
sequence comparisons of the 26S rDNA. In addition, strains from European Rhododendron
species traditionally assigned to Exobasidium rhododendri form distinct groups with PCR-
RFLPs as well as with sequence data contradicting conspecificity. Cryptic speciation within

the E. rhododendri complex seems to be likely.

Finally, from phylogenetic analyses in a broader context of ustilaginomycetous fungi
insight into the evolution of this plant parasitic genus is gained. The Exobasidiales form a
well supported group among to the other six orders of the Exobasidiomycetidae. Within
Exobasidiales different phylogenetic hypotheses are obtained by different methods of phylo-
genetic reconstruction (maximum parsimony, distance matrices and Bayesian analysis). How-
ever, the families Brachybasidiaceae and Graphiolaceae, parasites on Monocots, form always
a monophyletic group. Cryptobasidiaceae which parasite mainly on Laurales occur mostly as
basal lineage within the order. The Exobasidiaceae as parasites of Eudicots form a mono-
phyletic group only in distance based inference. Furthermore, with the data analysed here the
genera Arcticomyces and Muribasidiospora are always nested within the Exobasidium
species. Exobasidium species on Theaceae, however, form a monophyletic group as well as
species from Rhododendron hosts. The parasites of the Vaccinioideae appear only in the
distance based phylogenies monophyletic. In general the phylogenetic analyses suggest
cospeciation or coevolution between exobasidialean fungi and their hosts. Within the species
from Vaccinioideae the evolutionary pattern is more complex as host jumps must be
considered in order to explain the phylogeny of the parasites. Within the Exobasidium
rhododendri complex even within-host speciation has to be considered. Thus, the results
presented here suggest complex speciation processes in the evolution of this genus of plant

pathogenic fungi.
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7.2 Zitierte Internet-Seiten

Die in dieser Arbeit aufgefiihrten Internet-Seiten in der Reihenfolge ihrer Nennung:

THE INTERNATIONAL PLANT NAMES INDEX - AUTHOR QUERY
‘http://www.ipni.org/ipni/query_author.html’

CLASSIFICATION FROM THE 9™ EDITION OF THE DICTIONARY OF FUNGI
‘http://194.131.255.3/cabipages/Names/fundic.asp’

DATABASE OF FUNGAL NAMES: INDEXFUNGORUM, FUNINDEX
‘http://194.131.255.3/cabipages/Names/Names.asp’

THE INTERNATIONAL PLANT NAMES INDEX QUERY
‘http://www.ipni.org/ipni/query_ipni.html’

CONSERVED PRIMER SEQUENCES FOR PCR AMPLIFICATION AND SEQUENCING FROM NUCLEAR
RiBosoMAL RNA
‘http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm’

CoMPARATIVE RNA WEB SITE
‘http://www.rna.icmb.utexas.edu’

RiBOSOMAL DATABASE PROJECT 11
‘http://rdp.cme.msu.edu/html’

THE RRNA WwWW SERVER
‘http://rrna.uia.ac.be’

CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES (CBS)
‘http://www.cbs.knaw.nl’

INSTITUTE FOR FERMENTATION OSAKA (IFO)
‘http://www ifo.or.jp/index_e.html’

16S-LIKE/18S EUKARYOTIC RNA SEQUENCING PRIMERS
‘http://www.mbl.edu/labs/Sogin/Pages/primers.html’

GENBANK
‘http://www.ncbi.nlm.nih.gov’

EMBL
‘http://www.ebi.ac.uk’

INTERNATIONAL CODE OF BOTANICAL NOMENCLATURE (ST. Louis CODE)
‘http://www.bgbm.fu-berlin.de/iapt/nomenclature/code/SaintLouis/0000St.Luistitle.htm’
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rRNA/rDNA-Sequenzen von Saccharomyces cerevisiae

Datenbankeintrige aus GENBANK bzw. EMBL (online unter ‘http://www.ncbi.nlm.nih.gov’
und ‘http://www.ebi.ac.uk’, BENSON et al. 2002, STOESSER et al. 2002) von Saccharomyces
cerevisiae werden als Referenzsequenzen fur Positionsangaben der rRNA- bzw. rDNA-
Sequenzen in dieser Arbeit verwendet: Accessionnummer JO1353 (RUBTSOV et al. 1980) fur
die 18S rRNA, K01048 (RuBIN 1973) fur die 5.8S rRNA, J01355 (GEORGIEV et al. 1981) fur
die 26S rRNA. In dem 26S rRNA-Datenbankeintrag sind die nicht-kodierenden Bereiche
durch Kursiv-Druck abgesetzt und die erste und letzte Base der 26S rRNA durch Fett-Druck
hervorgehoben.

18S rDNA

ID SCRGEA standard; DNA; FUN; 1798 BP.

AC J01353; M27607;

SV J01353.1

DT 10-JUL-1990 (Rel. 24, Created)

DT 04-MAR-2000 (Rel. 63, Last updated, Version 6)
DE Yeast (S.cerevisiae) 18S ribosomal RNA gene.
KW 18S ribosomal RNA; ribosomal RNA.

oS Saccharomyces cerevisiae

oC Eukaryota; Fungi; Ascomycota; Saccharomycotina; Saccharomycetes;
ocC Saccharomycetales; Saccharomycetaceae; Saccharomyces.

RN [1]

RP 1-1798

RX MEDLINE; 87031580.

RA Mankin A.S., Skryabin K.G., Rubtsov P.M.;

RT "Identification of ten additional nucleotides in the primary
structure of

RT yeast 18S rRNA";

RL Gene 44 (1):143-145(19806) .

RN [2]

RP 1-1798

RX MEDLINE; 95076707.

RA James S.A., Collins M.D., Roberts I.N.;

RT "Genetic interrelationship among species of the genus
Zygosaccharomyces as

RT revealed by small-subunit rRNA gene sequences";

RL Yeast 10(7):871-881(1994).

RN [3]

RP 1-1798
RX MEDLINE; 81124299.
RA Rubtsov P.M., Musakhanov M.M., Zakharyev V.M., Krayev A.S., Skryabin

K.G.,

RA Bayev A.A.;

RT "The structure of the yeast ribosomal RNA genes. I. The complete
nucleotide

RT sequence of the 18S ribosomal RNA gene from Saccharomyces
cerevisiae";

RL Nucleic Acids Res. 8(23):5779-5794(1980) .

CC [2] revises [1].

FH Key Location/Qualifiers

FT source 1..1798

FT /db_xref="taxon:4932"

FT /organism="Saccharomyces cerevisiae"

FT rRNA 1..1798

FT /note="18S ribosomal RNA"




S0 Sequence 1798 BP; 480 A; 348 C; 459 G; 511 T; 0O other;

tatctggttg atcctgccag tagtcatatg cttgtctcaa agattaagcc atgcatgtct 60
aagtataagc aatttataca gtgaaactgc gaatggctca ttaaatcagt tatcgtttat 120
ttgatagttc ctttactaca tggtataacc gtggtaattc tagagctaat acatgcttaa 180
aatctcgacc ctttggaaga gatgtattta ttagataaaa aatcaatgtc ttcggactct 240
ttgatgattc ataataactt ttcgaatcgc atggccttgt gctggcgatg gttcattcaa 300
atttctgccc tatcaacttt cgatggtagg atagtggcct accatggttt caacgggtaa 360
cggggaataa gggttcgatt ccggagaggg agcctgagaa acggctacca catccaagga 420
aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatcct aattcaggga ggtagtgaca ataaataacg 480
atacagggcc cattcgggtc ttgtaattgg aatgagtaca atgtaaatac cttaacgagg 540
aacaattgga gggcaagtct ggtgccagca gccgcggtaa ttccagctcc aatagcgtat 600
attaaagttg ttgcagttaa aaagctcgta gttgaacttt gggcccggtt ggccggtccg 660
attttttcgt gtactggatt tccaacgggg cctttccttc tggctaacct tgagtccttg 720
tggctcttgg cgaaccagga cttttacttt gaaaaaatta gagtgttcaa agcaggcgta 780
ttgctcgaat atattagcat ggaataatag aataggacgt ttggttctat tttgttggtt 840
tctaggacca tcgtaatgat taatagggac ggtcgggggc atcggtattc aattgtcgag 900
gtgaaattct tggatttatt gaagactaac tactgcgaaa gcatttgcca aggacgtttt 960
cattaatcaa gaacgaaagt taggggatcg aagatgatct ggtaccgtcg tagtcttaac 1020
cataaactat gccgactaga tcgggtggtg tttttttaat gacccactcg gtaccttacg 1080
agaaatcaaa gtctttgggt tctgggggga gtatggtcgc aaggctgaaa cttaaaggaa 1140
ttgacggaag ggcaccacta ggagtggagc ctgcggctaa tttgactcaa cacggggaaa 1200
ctcaccaggt ccagacacaa taaggattga cagattgaga gctctttctt gattttgtgg 1260
gtggtggtgc atggccgttt ctcagttggt ggagtgattt gtctgcttaa ttgcgataac 1320
gaacgagacc ttaacctact aaatagtggt gctagcattt gctggttatc cacttcttag 1380
agggactatc ggtttcaagc cgatggaagt ttgaggcaat aacaggtctg tgatgccctt 1440
agaacgttct gggccgcacg cgcgctacac tgacggagcc agcgagtcta accttggccg 1500
agaggtcttg gtaatcttgt gaaactccgt cgtgctgggg atagagcatt gtaattattg 1560
ctcttcaacg aggaattcct agtaagcgca agtcatcagc ttgcgttgat tacgtccctg 1620
ccctttgtac acaccgcccg tcgctagtac cgattgaatg gcttagtgag gcctcaggat 1680
ctgcttagag aagggggcaa ctccatctca gagcggagaa tttggacaaa cttggtcatt 1740
tagaggaact aaaagtcgta acaaggtttc cgtaggtgaa cctgcggaag gatcatta 1798//
5.8S rDNA

ID SCB standard; RNA; FUN; 158 BP.

AC K01048;

SV K01048.1

DT 13-JUN-1985 (Rel. 06, Created)

DT 04-MAR-2000 (Rel. 63, Last updated, Version 2)

DE Yeast (S.cerevisiae) 5.8S ribosomal RNA.

KW 5.8S ribosomal RNA; ribosomal RNA.

oS Saccharomyces cerevisiae

oC Eukaryota; Fungi; Ascomycota; Saccharomycotina; Saccharomycetes;
oC Saccharomycetales; Saccharomycetaceae; Saccharomyces.

RN [1]

RP 1-158

RX MEDLINE; 73187374.

RA Rubin G.M.;

RT "The nucleotide sequence of Saccharomyces cerevisiae 5.8 S ribosomal
RT ribonucleic acid";

RL J. Biol. Chem. 248:3860-3875(1973).

CC Feature table cross reference is made to Erdmann et al. 'Collection
cC of published 5S and 5.8S ribosomal RNA sequences' in Nucleic Acids
CC Res. 11, r105-r133 (1983).

FH Key Location/Qualifiers

FT source 1..158

FT /db xref="taxon:4932"

FT /organism="Saccharomyces cerevisiae"

FT rRNA 1..158

FT /note="5.8S rRNA (NAR: 98)"

S0 Sequence 158 BP; 41 A; 36 C; 37 G; 44 T; 0 other;



aaactttcaa caacggatct cttggttctc gcatcgatga agaacgcagc gaaatgcgat

acgtaatgtg aattgcagaa ttccgtgaat catcgaatct ttgaacgcac attgcgcccce 120

ttggtattcc agggggcatg cctgtttgag cgtcattt 158//

26S rDNA

ID SCRGIHS standard; DNA; FUN; 3911 BP.

AC J01355;

SV J01355.1

DT 02-JUL-1986 (Rel. 09, Created)

DT 04-MAR-2000 (Rel. 63, Last updated, Version 12)

DE S.cerevisiae 255 rRNA gene and flanks.

KW 25S ribosomal RNA; ribosome inactivating protein.

0s Saccharomyces cerevisiae

ocC Eukaryota; Fungi; Ascomycota; Saccharomycotina; Saccharomycetes;

ocC Saccharomycetales; Saccharomycetaceae; Saccharomyces.

RN [1]

RP 1-243, 3364-3911

RX MEDLINE; 81198935.

RA Bayev A., Georgiev 0.I., Hadjiolov A.A., Nikolaev N., Skryabin K.G.,

RA Zakharyev V.M.;

RT "The structure of the yeast ribosomal RNA genes. 3. Precise mapping
of the

RT 18 S and 25 S rRNA genes and structure of the adjacent regions";

RL Nucleic Acids Res. 9(4):789-799(1981).

RN [2]

RP 114-3505

RX MEDLINE; 82150279.

RA Georgiev O0.I., Nikolaev N., Hadjiolov A.A., Skryabin K.G., Zakharyev
V.M.,

RA Bayev A.A.;

RT "The structure of the yeast ribosomal RNA genes. 4. Complete
sequence of

RT the 25 S rRNA gene from Saccharomyces cerevisiae";

RL Nucleic Acids Res. 9(24) :6953-6958(1981) .

RN [3]

RP 1-3911

RX MEDLINE; 83135781.

RA Swanson M.E., Holland M.J.;

RT "RNA polymerase I-dependent selective transcription of yeast
ribosomal DNA.

RT Identification of a new cellular ribosomal RNA precursor";

RL J. Biol. Chem. 258(5):3242-3250(1983).

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..3911

FT /db xref="taxon:4932"

FT /organism="Saccharomyces cerevisiae"

FT /clone="clone pylra3"

FT rRNA 114..3505

FT /note="25s rrna"

FT old sequence 3448

FT /citation=[1]

S0 Sequence 3911 BP; 1044 A; 734 C; 1077 G; 1056 T; 0 other;

aattccgtga tgggccttta ggttttacca actgcggcta atcttttttt atactgagcg 60

tattggaacg ttatcgataa gaagagagcg tctaggcgaa caatgttctt aaagtttgac 114120

ctcaaatcag gtaggagtac ccgctgaact taagcatatc aataagcgga ggaaaagaaa 180

ccaaccggat tgccttagta acggcgagtg aagcggcaaa agctcaaatt tgaaatctgg 240

taccttcggt gcccgagttg taatttggag agggcaactt tggggccgtt ccttgtctat 300

gttccttgga acaggacgtc atagagggtg agcatcccgt gtggcgagga gtgcggttct 360

ttgtaaagtg ccttcgaaga gtcgagttgt ttgggaatgc agctctaagt gggtggtaaa 420

ttccatctaa agctaaatat tggcgagaga ccgatagcga acaagtacag tgatggaaag 480

60



atgaaaagaa
tttgatcaga
cactgggcca
taagtattat
ggatgctggc
tctatgcgag
cctcgcaaga
atagctgttg
ctctggtgga
ggcgaaagac
cagaagctcg
gaccttgacc
ggacatttga
gatgaaccga
gttagttcat
taacaactca
tatactctac
gacgaagcct
agcaaatatt
agttggacgt
ttatgcaggc
tcacggtaac
cttcttaaca
agaggccagc
aggaatagtt
ctctagttga
ataaggattg
tgtggactgc
cggccttggt
tggtacggac
gtgatgttga
accaagcgcg
tcatctaatt
tctagcgaaa
gttgagcttg
gcttcggcgce
agctggaatt
gaagacattg
atgtcctaag
cttagtttga
ccctcggaat
cagtcaagcg
accgaagcag
gtttagaccg
aattgaactt
tcaggcattg
ccatgctaga
tccttgtggce
gggtgcttge
ttagatgtac
attaagcctt
cggggcctag
gaattctatg
atgatagtgt
tctttttatt
ctttcacaaa
ttttttccge
aaagctcatt

ctttgaaaag
catggtgttt
gcatcagttt
agcctgtggg
ataatggtta
tgtttgggtg
ggtgcacaat
ggacccgaaa
ggctcgtagce
taatcgaacc
tatcagtttt
tattctcaaa
atgaagagct
acgtagagtt
ctagacagcc
ccggccgaat
cgtcagggtt
agaccgtaag
caaatgagaa
gggttagtcg
caccatcgaa
gtaactgaat
gcttatcacc
acctttgctg
ttcatgctag
tagaataatg
gctctaaggg
ttggtggggc
aggtctcttg
aaggggaatc
cgcaatgtga
agtaaacggc
agtgacgcgc
ccacagccaa
actctagttt
cagtgaaata
cattttccac

tcaggtgggg
gggggctcat
tttcagtgtg
ttgaggctag
ttcatagcga
aattcggtaa
tcgtgagaca
agtacgagag
ccgcgaagca
acgcggtgat
gtcgctgaac
tggcgaattg
aacggggtat
tgttgtctga
tttagagaga
atccgggtaa
gtaagagtgt
ttttatttett
gcttccecgag
accatcagag
t

agagtgaaaa
tgtgccctet
tggtggcagg
aatactgcca
tatgccgcecc
taaaacccat
cgaccgatcc
gatggtgaac
ggttctgacg
atctagtagce
atgaggtaaa
ctttaaatat
tttagtgggc
aaggtgccgg
ggacggtggc
gaactagccc
gatatgatgc
gtcgggtcga
ctttgaagac
atcctaagag
agggaatccg
gtggagacgt
ccggaattgg
gctccggtgce
gtcgtactga
tagataaggg
tcgggtagtg
ttgctctgcet
tagaccgtcg
tgactgtcta
tttctgccca
gggagtaact
atgaatggat
gggaacgggce
gacattgtga
ccactacctt
gttctagcat
agtttggctg
ggagaacaga
aatacaaacc
aggtgccaga
cattgctttt
gcgttggatt
ggttagtttt
gaacagttca
ccatccgctg
ttctttgctce
catagcaggc
caatgtcatt
tgtaagcggt
tttgttttet
agtagactca
aaacatgtat
accatttact
ttttettett
cgtgaaagga
cggcaaacat

agtacgtgaa
gctccttgtg
ataaatccat
gctgggactg
gtcttgaaac
acgcgtaatg
tgatgtcttc
tatgcctgaa
tgcaaatcga
tggttcctgce
gcgaatgatt
gtaagaagtc
catttttggt
aatacacgct
catggaagtc
tgaaaatgga
cctgacgagt
acggcctcta
tgaagtgggg
atggggaagc
gtaagattcc
cggcgcgagce
tttatccgga
gcttgtgacg
taaccgcagc
aagtcggcaa
agggccttgg
aggcggacta
cttgctacaa
attaaaacat
gtgctctgaa
atgactctct
taacgagatt
ttggcagaat
agagacatag
tatagtttct
tcaaggtccc
gggcggcaca
aatctccagt
attgaaagtg
aaagttacca
tgattcttcg
gttcacccac
accctactga
ttcggataat
gattatggct
cacacaatat
tagcaacggt
ttgcgtgggg
agagtagcct
atttctttct
acaagtctct
tgtatatatc
aatgtatgta
tcgttgcaaa
tttgcccgga
gagtgcttgt

attgttgaaa
ggtaggggaa
aggaatgtag
aggactgcga
acggaccaag
aaagtgaacg
ggatggattt
tagggtgaag
tcgtcgaatt
cgaagtttcc
agaggttccg
cttgttactt
aagcagaact
catcagacac
ggaatccgct
tggcgctcaa
aggcaggcgt
gtgcagatct
aaaggttcca
tccgtttcaa
ggaacttgga
cctgggagga
gatggggtct
gcccgtgaaa
aggtctccaa
aatagatccg
tcagacgcag
cttgcgtgece
ttaacagatc
agcattgcga
tgtcaaagtg
taaggtagcc
cccactgtcecc
cagcggggaa
agggtgtaga
ttacttattc
attcggggct
tctgttaaac
agaacaaaag
tggcctatcg
cagggataac
atgtcggctc
taatagggaa
tgaatgttac
tggtttttgc
gaacgcctct
agatggatac
gcacttggcg
ataaatcatt
tgttgttacg
aagtgggtac
ataaatttta
tattataata
agttactatt
gatgggttga
cagtttgctt
ataagtttag

gggaagggca 540
tctcgcattt 600
cttgcctcgg 660
cgtaagtcaa 720
gagtctaacg 780
taggttgggg 840
gagtaagagc 900
ccagaggaaa 960
tgggtatagg 1020
ctcaggatag 1080
gggtcgaaat 1140
aattgaacgt 1200
ggcgatgcgg 1260
cacaaaaggt 1320
aaggagtgtg 1380
gcgtgttacc 1440
ggaggtcagt 1500
tggtggtagt 1560
cgtcaacagc 1620
aggcctgatt 1680
tatggattct 1740
gttatctttt 1800
tatggctgga 1860
atccacagga 1920
ggtgaacagc 1980
taacttcggg 2040
cgggcgtgct 2100
ttgttgtaga 2160
aacttagaac 2220
tggtcagaaa 2280
aagaaattca 2340
aaatgcctcg 2400
ctatctacta 2460
agaagaccct 2520
ataagtggga 2580
aatgaagcgg 2640
gatccgggtt 2700
gataacgcag 2760
ggtaaagccc 2820
atcctttagt 2880
tggcttgtgg 2940
ttcctatcat 3000
catgagctgg 3060
cagcaatagt 3120
ggctgtctga 3180
aagtcagaat 3240
gaataaggcg 3300
gaaaggcctt 3360
tgtatacgac 3420
atctgctgag 3480
tggcaggagc35053540
tttgtcttaa 3600
tacgatgagg 3660
tactatttgg 3720
aagagaaggg 3780
catggagcag 3840
agaattgaga 3900
3911//



Anhang Il

Sekundarstrukturmodell der 26S rBRNA von Saccharomyces cerevisiae

Das in zwei Teile, den 5’-Bereich und den 3’-Bereich, untergliederte Sekundarstrukturmodell
der 26S rRNA stammt aus der Datenbank des RDP, Release 2.1, Dezember 1994 (GUTELL et
al. 1993, MAIDAK et al. 1994).

In diesen Modellen wurden zusitzliche Informationen eingetragen: Die Numerierung
der Basenpositionen aufgrund des EMBL-Eintrages JO1355 ist angegeben, und die sechs
strukturellen Doménen I bis VI nach NOLLER ef al. (1981) sowie die 13 bei MICHOT et al.
(1984) und HASSOUNA et al. (1984) beschriebenen divergierenden Regionen D1 bis D12 sind
gekennzeichnet. Auch die Lage der in dieser Arbeit verwendeten PCR-Primer LROR und LR9
ist eingetragen. Beginn und Ende des Alignments der Doméne I (sieche Anhang XIII) sind mit
Pfeilen gekennzeichnet.
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Anhang lii

GC-Werte von Exobasidium-Stammen nach BLANZ & OBERWINKLER (1983)

Zusammenstellung der Daten aus den Tabellen des Artikels. Die dort vorgenommene
Gruppierungen richteten sich nach GC-Werten und Wirtsarten, sowie Befallsbild. Hier folgt
die Auflistung der zehn in dem Artikel gefundenen Gruppen nur abnehmenden GC-Werten.

Gruppe Stamm GC-Wert Wirt
1 PB 3276 68,1% V. oxycoccos L.
PB 383 68,1% V. uliginosum L.
PB 393 67,1% V. vitis-idaea L.
PB 3278 65,8% V. uliginosum L.
5 PB 4898 " 55,9%  Rh. spec.
PB 2857e 55,5%  Rh. x intermedium Tausch
10 CBS 247.52 53,2%  Camellia spec.
8 PB 4350 52,8%  And. polifolia L.
2 PB 3277 51,7% V. macrocarpum Aiton
FO 31777 51,4% V. oxycoccos L.
PB 3275 50,5% V. oxycoccos L.
FO 24018 50,4%  Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.
PB 1828 48,6% V. myrtillus L.
PB 4162 48,0% V. vitis-idaea L.
6 PB 5634 47.7%  Rh. x infermedium Tausch
PB 4380 47,1%  Rh. ferrugineum L.
3 PB 4153 44,7% V. uliginosumL.
FO 31778 44,4% V. uliginosumL.
FO 31678 43,7% V. uliginosumL.
9 PB 5635 43,7%  And. polifolia L.
7 PB 3684 40,3%  Rh. indicum (L.) Sweet (= Azalea indica L.)
4 FO 31761 39,9% V. vitis-idaea L.
PB 41432 39,4% V. vitis-idaea L.
PB 394 39,2% V. vitis-idaea L.
PB 1834 39,1% V. vitis-idaea L.

" Bei der GC-Wertbestimmung wurden keine Strichnummern publiziert. Es handelt sich
wie bei den DNA-DNA-Hybridisierungen um PB 4898-1, P. BLANZ pers.Mitt.

? Der Wirt von Stamm PB 4143 ist V. vitis-idaea und nicht wie im Artikel angegeben
V. myrtillus (siehe dazu auch Kapitel 2.1).



Anhang IV

DNA-DNA-Homologien von Exobasidium-Stammen nach BLANZ (1986) und
BLANZ & DORING (1995)

Ausschnitt aus Tab.1 des Artikels von BLANZ & DORING (1995), ergianzt um Angaben nach
BLANZ (1986). In dem Artikel von 1995 beruhte die Aufteilung in insgesamt 14 Gruppen auf
einer Kombination aus RFLP-Mustern, DNA-DNA-Hybridisierungssignalen und GC-
Werten sowie Wirtsarten. Allerdings sind nur fur Vertreter aus acht dieser Gruppen DNA-
DNA-Homologie-Daten (,,A* bis ,,H*) beschrieben. Fur einige zusatzliche Stamme liegen
Hybridisierungsdaten von 1986, welche ebenfalls diesen acht DNA-DNA-Homologie-
Gruppen zugeordnet werden konnen. In der nachfolgenden Tabelle sind alle Exobasidium-
Stamme aufgelistet, fur die DNA-DNA-Homologie-Daten vorliegen. Die als Sonden einge-
setzten Stimme sind dabei durch Fettdruck hervorgehoben.

Die Trennung der Gruppen G und H in den zitierten Arbeiten erfolgte nur aufgrund
der Wirte (Rhododendron spp. bzw. Azalee). Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit
werden die funf betroffenen Stimme fur die DNA-DNA-Homologien durch eine gemein-
same Buchstabenkennung ,,x*“ gekennzeichnet. Diese Gruppe x ist nur dadurch
charakterisiert, daf} die ihr zugeordneten Stimme mit keiner der beiden getesteten von
Rhododendron-Parasiten stammenden Sonden (PB 2857e, PB 5634), welche die Gruppen E
und F charakterisieren, Hybridisierungssignale ergaben. Es ist fur diese Stimme keine
Konspezifitat durch positive Hybridisierungssignale nachgewiesen, und es sind daher auch
keinerlei Aussagen uber eine eventuelle Konspezifitit moglich. Die Auftrennung
ausschlieBlich aufgrund der DNA-DNA-Homologie ist in der nachfolgenden Tabelle damit
in sieben Gruppen wiedergegeben, von denen die letzte nur durch fehlende
Hybridisierungssignale von den ubrigen unterschieden, aber nicht in sich als einheitlich
nachgewiesen ist.

In den zitierten Arbeiten sind zusitzlich noch die Starken der einzelnen
Hybridisierungssignale wiedergegeben. Darauf wurde in dieser Zusammenfassung verzichtet.
Allerdings ist zu Sonde PB 1828, welche die Gruppe B charakterisiert, anzumerken, daf} die
Stamme PB 3275 und FO 31777 mit ihr nur schwache Signale ergaben. Allerdings zeigten
diese zwel Stamme auch mit keiner der anderen Sonden irgendwelche Signale. Auflerdem
ergab die Sonde PB 1828 auch mit Stamm FO 31778 aus Gruppe C, der ein eindeutiges
Signal mit Sonde PB 4153 zeigte, ein zusitzliches schwaches Signal.



Gruppe Stamm Wirt

A PB 3276 V. oxycoccos
PB 383 V. uliginosum
PB 393 V. vitis-idaea

B PB 3277 V. macrocarpum
PB 1828 V. myrtillus
FO 31777 V. oxycoccos
PB 3275 V. oxycoccos
FO 23898 V. vitis-idaea

C FO 31778 V. uliginosum
PB 4153 " V. uliginosum

D FO 31761 V. vitis-idaea
PB 1834 V. vitis-idaea
PB 3385 V. vitis-idaea
PB 4143 V. vitis-idaea

E PB 2857e Rh. x intermedium
PB 4898-1 Rh. spec.

F FO 24040-1 Rh. ferrugineum
PB 4163 Rh. ferrugineum
PB 4380 Rh. ferrugineum
PB 5634 Rh. x intermedium

X PB 3684 Rh. indicum (= Azalea indica)
PB 4864-1 Menz. ferruginea
FO 24040-3 Rh. ferrugineum
FO 31767 Rh. ferrugineum
PB 4381 Rh. hirsutum

Y PB 4153 wurde in dem Artikel in der Tabelle als ,,PB 415 abgedruckt.

Anhang V

Mit CAM 2.0 bestimmte GroBen der 26S rDNA PCR-Produkte (LROR/LR9)

Die PCR-Produktgrofen (in bp) in 13 ausgewdhlten Gelen (Agarosekonzentrationen 0,6 -
1,5%) wurden mit CAM 2.0 bestimmt. Die Gelbilder wurden geometrisch korrigiert, z.T.
kontrastiert. Die Gele 1 bis 3 waren mit langer Trennstrecke fur Grolenbestimmungen und
direkte Vergleiche angefertigt worden, alle tibrigen hatten eine kurze Trennstrecke. Es diente
die 1kb DNA-Leiter als Standard. Die Stimme sind nach den manuell bestimmten PCR-
Produktgroflenklassen aufgelistet. Sind fur einen Stamm bei einem Gel mehrere Werte einge-
tragen, so sind mehrere PCR-Amplifikate in diesem Gellauf analysiert worden (z.B. von ver-
schiedenen DNA-Verdinnungen). Fur jeden Stamm ist der minimale und maximale Wert
uber alle Gele gesehen fett hervorgehoben. A = Differenz zwischen diesen Minimum- und
Maximumwerten (in bp), A/Min = Differenz/Minimumwert (,,prozentualer Unterschied*).



Stamm Gell Gel2 Gel3 Geld Gel5 Gel6 Gel7 Gel8 Gel9 Gel10 Gel11 Gel12 Gel 13 A  AMin
0,8% 0,8% 0,8% 0,6% 0,6% 0,8 0,8% 1,5% 0,7% 1,0% 0,8% 0,8% 0,8% (bp) (%)
2.2 kb ||FO 24040-3 2.201 2219 2229 2.167 92 43
2.259
FO 31767 2.201 2.167 2.341 2.267 2.194 2.201 174 8
PB 383 2.274 2.236 2.167 2.380 2.201 213 9,8
2.264 2.197
PB 393 = 2274 2195 2.167 2.248
RBF 1008 2.249 2.236 2.332 2.248 206 95
2373 2.201
PB 2857e 2225 2178 2.236 2332 2.248 154 71
2.251
PB 3276 2.249
PB 4381 2.201 2178 2.207 2.156 51 2,4
2.201
PB 4898-7 2.223 28 1,3
2.251
PB 4898-19 2.212 2219 2.267 55 25
2.259
PB 5634 2.249 2144 2.139 2.341 2.267 2.223 241 11,3
2.380
RBF 726 2299 2178 2.264 2.288 121 5,6




Stamm Gell Gel2 Gel3 Geld Gel5 Gelé6 Gel7 Gel8 Gel9 Gell0 Gel11l Gel12 Gel 13 A AMin
0,8% 0,8% 0,8% 0,6% 0,6% 08% 0,8% 1,5% 0,7% 1,0% 0,8% 0,8% 0,8% (bp) (%)
2.5 kb [[CBS 183.56 [[2.535 2.571 2.685 150 6
FO 31761 2.477 2.697 220 89
PB 394 2.697
PB 1834 2.749 2.640 109 4,1
2.685
PB 3385 2.535 2512 2538 2.638 2.548 126 5
2.592
PB 4143 2.511 2.700 2.640 189 7,5
RBF 727 2.510 2.640 130 5,2
RBF 763 2.538 2.640 102 4
RBF 765 2510 2532 2.511 2.640 2.548 130 5,2
2.6 kb [[CBS 153.85 = 2.595 2.807 2.640
2.855
RBF 725 2.566 2.760 2.640 2658 2.816 289 11,3
CBS 157.85 |2.598 2749 2.685 201 7,7
2.799
CBS 240.50 |2.598 2.700 2.685 151 5,8
2.749
FO 24040-2 2.573 2.731 158 6,1
FO 31778 2.598 2.671 2.811 213 8,2
PB 1828 2.544 2.624 80 31
PB 3684 2598 2595 2573 2.637 64 25
PB 4153 2.566 2.511 2.601 145 5,8
2.656
PB 4163 2598 2.595 2.855 2.685 260 10
PB 4380 2.624
PB 4864-3 2.727
PB 4864-4 2.727 35 13
2.692
PB 4898-17 2.615 2.658 43 16
RBF 724 2.598 2.671 2.807 2.685 209 8
RBF 737 2.671 2.623 48 1,8




Stamm Gell Gel2 Gel3 Geld Gel5 Gel6 Gel7 Gel8 Gel9 Gell0 Gel11l Gel12 Gel 13 A  AMin
0,8% 08% 08% 0,6% 06% 08% 08% 15% 0, 7% 1,0% 0,8% 0,8% 0,8% (bp) (%)
2.8 kb ||FO 31777 2.798 2.744 2.957 2.921 213 7,8
PB 3275 2.798 2775 2.846 2.756 2.828 90 3,3
PB 3277 2.833 2.756 77 2.8
RBF 746 2.833 2775 2.768 2.810 2.882 166 6
2.831
2.934
2.9 kb [[CBS 156.85 2.995 3.086 91 3
3.014
PB 4864-2 3.106
PB 5635 2.868 3.161 2.971 293 10,2
RBF 729 2940 2.839 2884 2995 2.869 156 5,5
RBF 732 2.904 3.161 2.971 257 8,9
RBF 733 2.940 2.919 21 0,7




Anhang VI

Mit CAM 2.0 nachbestimmte GroBen von Fragmenten der DNA-
GroBenstandards in PCR-Agarosegelen

Mit CAM 2.0 wurden die Fragmente der DNA-Grofenstandards in Agarosegelen nachbe-
stimmt. Jeweils eine Markerspur pro Gel wurde als Standard definiert, und die GroBen der
Banden in weiteren Markerspuren wurden nachbestimmt. Représentative Beispiele sind hier
aufgelistet, wobei nur die Werte der Fragmente wiedergegeben werden, die im Bereich der
26S rDNA PCR-Produktgrofien liegen. Angegeben sind die mit CAM bestimmten Werte (in
bp), die Abweichung zur bekannten GroBle der Markerbande (A, in bp) und die ,,prozentuale
Differenz® zwischen tatsachlichem und ermitteltem Wert (% = A/Fragmentgrofe).

Tab.1: Gele mit langer Trennstrecke und je 3 Markerspuren (1kb DNA-Leiter, Gibco BRL).

1kb- || Gel | A % | Gell A % | Gelll|] A % | Gel lI| A %
Leiter| links rechts links rechts

4.072 |4.016 |-56 |1,384.119 |+47 |1,15]4.053 [-19 (0,47 ]4.053 |-19 |0,05

3.054 |2.972 |-82 |2,69]3.006 [-48 |1,57]3.058 [+4 [0,13]3.032 [-22 [0,72

2.036 |2.019 |-17 ]0,84]2.041 |+5 |0,25]2.046 [+10 (0,49]2.030 |-6 |0,29

1.636 ||1.648 [+12 [0,73]1.665 [+29 (1,77 ]|1.660 |+24 [1,47]1.647 |+11 |0,67

1.018 [[1.030 |+12 [1,18]1.042 [+24 [2,36]1.026 [+8 |0,79]1.026 |+8 |0,79

Tab.2: Gele mit kurzer Trennstrecke und je 2 oder 3 Markerspuren (1kb DNA-Leiter, Gibco

BRL). —= Bande konnte nicht nachbestimmt werden.
1ikb- || Gel A A % | Gel B A % | GelC A %
Leiter || links links links

4.072 4.035 [-37 |09 4242 |+170 |417 |— — —

3.054 3.021 [-33 |1,08 |13.078 |+24 |0,79 |3.117 |+63 [2,06

2.036 2010 [-26 |1,28 ]2.031 -5 0,25 11.994 |[-42 |2,06

1.636 1.625 |-11 [0,67 |1.653 [+17 |1,04 |1.623 |-13 0,79

1.018 1.012 |-6 0,59 11.024 [+6 0,59 ]1.010 |-8 0,79

Gel D A % Gel E A % Gel E A % Gel F A %
links links rechts links

4109 [+37 |0,91 ]4.063 |-9 0,22 ]4.063 |-9 0,22 14240 |+ 168 |4,13

3.102 |+48 [1,57 |3.011 [-43 [1,4 |3.075 |+21 ]0,69 |3.209 [+ 155 [5,08

2022 [-14 10,69 |]2.024 |-12 ]0,59 |2.024 |-12 [0,59 |2.098 [+62 |3,05

1.609 |-27 1,65 |1.633 |-3 0,18 |1.633 |-3 0,18 ]1.695 |+59 |3,61

1.015 |-3 0,29 11.022 [+4 0,39 996 -22 12,16 |1.031 |+13 [1,28




Tab.3: Gele mit kurzer Trennstrecke und je 2 Markerspuren (Standard Nr. VII, Boehringer).
In Gel b waren die 1.850 und 1.900 bp-Banden nicht getrennt.

Marker [ Gel a A % Marker | Gel b A %
Vil rechts VIl rechts
3.500 3.530 +30 (0,86 |3.500 3.631 +131 (3,74
2.700 2.691 -9 0,33 [2.700 2.806 +106 (3,93
1.900 1.887 -13 0,68 |1.875 1.913 +38 (2,03
1.850 1.807 -43 2,32
1.500 1.463 - 37 2,46 |1.500 1.489 - 11 0,73
1.400 1.360 -40 2,86 |1.400 1.364 - 36 2,57
1.150 1.142 -8 0,7 1.150 1.145 -5 0,43
1.000 979 - 21 2,1 1.000 977 - 23 2,3
Anhang VII

Mit CAM 2.0 nachbestimmte GroBen von Fragmenten des DNA-

GroBenstandards in PCR-RFLP-Gelen (VisiGel-Matrix)

Fragmente der 1kb DNA-Leiter wurden mit CAM 2.0 in PCR-RFLP-Gelen (VisiGel-Matrix)
nachbestimmt. Bei diesem reprasentativen Beispiel wurde die mittlere von funf Markerspuren
als Standard definiert, die Eichkurve uber die Banden von 75 bis 2.036 bp erstellt. Die
GroBen der Fragmente in den uibrigen Markerspuren wurden ermittelt. Angegeben sind die
mit CAM ermittelten Werte (in bp), die Abweichung zur bekannten Grofle der Bande (A, in
bp) und die ,,prozentuale Differenz* zwischen tatsichlichem und ermitteltem Wert (% =

A/Fragmentgrofe).
1kb ([ Marker| A % |Marker| A % | Marker % |Marker| A %
DNA | links mitte mitte rechts
Leiter|| auBen links * rechts auBen
1.018| 1.042| +24| 2,4 1.070( + 52| 5,1 1.099( +81( 8 1.042( + 24| 2,4
1.010| -8 [ 079
517 521 +4 10,78 516 -1 | 1,8 530 +13| 2,5 521 +4 10,78
506 498 -8 | 1,6 477 - 29| 5,7 486 -20( 4 498 -8 | 1,6
396 401 +5 1| 1,3 395| -110,25 398| +2 (0,51 401 +5( 1,3
344 343 -1 (0,29 340 -4 1,2 340 -4 1,2 343( -1 (0,29
298 297| -1 10,34 297 -1 10,34 294 -4 1 1,3 294 -4 11,3
220 219| -1 10,45 219( -1 (0,45 218 -2 | 0,91 218| -2 10,91
201 202 +1 | 0,5 201 O 0 199 -2 1 199| -2 1
154 154 O 0 153| -1 0,65 153| -1 0,65 153 -1 | 0,65
134 136] +2 | 1,5 135 +1 (0,75 135 +1 (0,75 135 +1 (0,75
75 75| O 0 73| -2 | 2,7 75 0 751 O 0

" In dieser Markerspur wurde das 1.018 bp groBe Fragment nicht gut getrennt und von CAM

wegen des schlechten Laufverhaltens mit zwei Intensititsmaxima als zwei Banden erkannt.




Anhang Vi

Vergleich der mit CAM 2.0 bestimmten GroBen der Fragmente zweier
interner Standards in PCR-RFLP-Gelen

Mit CAM 2.0 wurden die GroBen der Fragmente zweier interner Standards (RBF 729 und
PB 1834) bestimmt. Hier sind beispielhaft zwei Gellaufe fur alle sechs Restriktionsenzyme
aufgelistet. Es wurden nur die Banden in den Vergleich einbezogen, die in beiden Gelen von
CAM automatisch erkannt wurden. Uber den ,,Set“-Modus definierte Banden wurden
wegen eventueller Ungenauigkeiten der manuellen Festlegung nicht beriicksichtigt. Ange-
geben sind die mit CAM bestimmten Werte (in bp), die Differenz beider Werte (A, in bp) und
A/Min = Differenz/Minimumwert (,,prozentualer Unterschied*).

RBF 729 | Gel a| Gel b| A (bp) [ A/Min (%)| |PB 1834 | Gel a| Gel b| A (bp) [ A/Min (%)
Ava ll 527 511 16 3,13 Avalll 1.471| 1.376 95 6,9
Cfol 884| 877 7 0,8 515 516 1 0,19
815 783 32 4,09 Cfol 893| 898 5 0,56
453 434 19 4,38 630 646 16 2,54
320 314 6 1,91 Hae lll 559 549 10 1,82
269| 264 5 1,89 315 311 4 1,29
144 146 2 1,39 227] 231 4 1,76
Hae Il 584 595 11 1,88 Hinf1 921 930 9 0,98
551 559 8 1,45 492| 486 6 1,23
486| 476 10 2,1 420| 424 4 0,95
374 368 6 1,63 308| 306 2 0,65
306| 308 2 0,65 Msp | 1.530( 1.668( 138 9,02
229 227 2 0,88 573| 548 25 4,56
101 100 1 1,0 241 240 1 0,42
Hinf 1 476 486( 10 2,1 157] 163 6 3,82
410( 418/ 8 1,95 Taq| 587| 59| 9 1,53
322 330 8 2,48 508 501 7 1,4
297 308 11 3,7 391 361 30 8,31
193 192] 1 0,52 333| 306| 27 8,82
128] 119 9 7,56
Msp | 1.140| 1.068( 72 6,74
940| 872 68 7,8
560 573 13 2,32
247 241 6 2,49
163 157 6 3,82
Tag| 791 775] 16 2,06
520| 516 4 0,77
389 391 2 0,51
200| 206 6 3,0
137 140 3 2,19




Anhang IX

Mit CAM 2.0 bestimmte GroBen ausgewahlter Restriktionsfragmente unter

unterschiedlichen Eichkurven

Mit CAM 2.0 wurden die GroBen von 15 ausgewihlten Fragmenten in einem PCR-RFLP-
Gel (Restriktionsansatz mit Hae III) unter drei unterschiedlichen Eichkurven vergleichend
bestimmt. Die Abbildung zeigt die linke Halfte des geometrisch korrigierten PCR-RFLP-
Gelbildes (VisiGel-Matrix) in Inversdarstellung und Kontrast verstarkt - gespeicherter tif-File
mit nachtraglich eingefugten Markierungen der Banden (o). Die mittlere Spur der DNA-
GroBenstandards (M) = 1kb DNA-Leiter (im Bildausschnitt rechts, mit — gekennzeichnet)
wurde als Standard fur die Eichkurven definiert. Die Stammnummern sind angegeben.

Drei Eichkurven wurden uber unter-

0]

&ggwk Roo® w0 . 1
QUIBSIN NaIIZIJ schiedliche 'F}ragmentberelche des
ONFIL® OO <+ O / Standards definiert: Banden von 75 bp

sPOOONAO 00N BOmA_ bis 2.036 bp, Banden von 134 bp bis
- 1 2.036 bp und Banden von 75 bp bis
- 2 l - E: %8%8 1.636 bp. Die unter diesen Eichkurven
i *hadiling PN we— 1018 in CAM ermittelten Groflen der ausge-
- 4 wihlten Fragmente (in bp) sind aufge-
- o 4 - g(% li§tet, die maximale.Differenz zwisqhen
s k6 5 & - 396 diesen Werten (A, in bp) und A/Min =
- 7 . ..
- - i -— 344 Differenz/Minimumwert (,,prozentualer
il 2 9 T 2% Unterschied*) sind angegeben.
10 - ° — 220
-— o - — 201
12 11, — 14
- . — 13#4
14° 13 | -
15
Bande | Eichkurve Eichkurve Eichkurve A A/Min
75 - 2.036 134 - 2.036 75 - 1.636 (bp) | (%)
1 1.584 1.584 1.668 84 |53
2 1.143 1.145 1.174 31 2,71
3 857 858 866 9 1,05
4 619 621 619 2 0,32
5 481 482 478 4 0,84
6 385 385 382 3 0,79
7 317 317 314 3 0,96
8 248 248 246 2 0,81
9 227 227 226 1 0,44
10 189 189 189 0 0,0
11 142 141 142 1 0,71
12 124 124 125 1 0,81
13 92 o1 94 3 3,3
14 65 64 68 4 6,25
15 47 49 53 6 12,77




Mit CAM 2.0 bestimmte GroBen aller Fragmente zweier interner Standards

Anhang X

Um die Summen der GroBen der Restriktionsfragmente zu errechnen, wurden die Groflen
aller Fragmente mit CAM 2.0 bestimmt - unabhéngig davon ob die Banden im ,,Search*-
oder ,,Set“-Modus definiert wurden. Fur die zwei internen Standards RBF 729 und
PB 1834 sind die bestimmten Fragmentgroen (in bp) hier als Beispiel vergleichend aufge-

listet. Mehrfachbanden sind entsprechend gekennzeichnet.

44

RBF 729 PB 1834
Ava ll 1.964 1471
527 515
195 195
156 156
2x 146 2x 149
Crol 884 893
815 630
453 584
320 320
269 100
144
100
Hae Il 584 2X 559
551 476
486 315
374 227
306 138
229 104
2x 101 91
89 44

RBF 729 PB 1834
Hinf1 476 921
3x 410 492
322 420
297 308
193 192
128 77
88 51
64
Msp | 1.140 1.530
940 573
560 241
247 157
163 39
49
Taq | 791 587
2x 520 508
389 391
200 333
137 176
125 141
100 128

111




Distanzmatrix aus den RFLP-Daten der 0/1-Matrix (Tab.3.1.3.3-1). Die paarweisen Distanz-

Anhang XI

Distanzmatrix der RFLP-Daten

werte wurden mit dem DICE-Koeffizienten in NTSYS errechnet.

XTI IX X VII I VI
XTI | 1.0000000
IX | 0.8108108 1.0000000
X | 0.7368421 0.8421053 1.0000000
VII | 0.4691358 0.4444444 0.4337349 1.0000000
I | 0.3809524 0.3809524 0.3488372 0.7472527 1.0000000
VI | 0.2857143 0.2857143 0.2784810 0.3095238 0.3678161 1.0000000
v | 0.6493506 0.6233766 0.7341772 0.2857143 0.2758621 0.2500000
IIT | 0.6097561 0.6585366 0.7619048 0.3370787 0.2826087 0.2823529
Iv | 0.6153846 0.6153846 0.6500000 0.2588235 0.2500000 0.2716049
Xv | 0.6410256 0.6410256 0.6750000 0.2823529 0.2500000 0.2716049
VIII | 0.6750000 0.7250000 0.6341463 0.3678161 0.2888889 0.2650602
XIII | 0.6666667 0.6410256 0.5750000 0.3764706 0.3181818 0.2716049
X1V | 0.7088608 0.6582278 0.5925926 0.3488372 0.2921348 0.2682927
XVI | 0.6923077 0.6666667 0.6000000 0.3529412 0.2954545 0.2716049
XII | 0.7012987 0.6753247 0.6075949 0.3571429 0.2988506 0.2750000
XVII | 0.7435897 0.6666667 0.6000000 0.4235294 0.3409091 0.2962963
II | 0.6024096 0.6506024 0.7294118 0.3111111 0.2795699 0.2790698
XIX | 0.5476190 0.5952381 0.6744186 0.2637363 0.2978723 0.2528736
XX | 0.5609756 0.5365854 0.5952381 0.3146067 0.3478261 0.3058824
XVIII | 0.6923077 0.6153846 0.5500000 0.3764706 0.2727273 0.2222222
v III v Xv VIII XIII
v | 1.0000000
III | 0.6823529 1.0000000
v | 0.6172840 0.7209302 1.0000000
Xv | 0.6419753 0.7441860 0.9756098 1.0000000
VIII | 0.6024096 0.6363636 0.6428571 0.6666667 1.0000000
XIII | 0.6172840 0.5581395 0.6097561 0.6341463 0.7619048 1.0000000
X1V | 0.6341463 0.5977011 0.6024096 0.6265060 0.7529412 0.8915663
XVI | 0.6419753 0.6279070 0.6341463 0.6585366 0.7380952 0.8536585
XII | 0.6500000 0.5882353 0.6666667 0.6913580 0.7469880 0.8888889
XVII | 0.6172840 0.6279070 0.5853659 0.6097561 0.6666667 0.7317073
II | 0.6744186 0.7252747 0.6666667 0.6896552 0.6067416 0.5747126
XIX | 0.6436782 0.6739130 0.6136364 0.6136364 0.5777778 0.5454545
XX | 0.6352941 0.6222222 0.6046512 0.6046512 0.5227273 0.5348837
XVIII | 0.6172840 0.5581395 0.5365854 0.5609756 0.6190476 0.6341463
XIV XVI XII XVII II XIX
XIV | 1.0000000
XVI | 0.9397590 1.0000000
XII | 0.9268293 0.9629630 1.0000000
XVII | 0.7951807 0.8048780 0.7901235 1.0000000
II | 0.5909091 0.5977011 0.6046512 0.5977011 1.0000000
XIX | 0.5393258 0.5454545 0.5517241 0.5909091 0.6666667 1.0000000
XX | 0.5517241 0.5581395 0.5647059 0.5581395 0.5934066 0.7173913
XVIII | 0.6506024 0.6585366 0.6666667 0.7804878 0.5287356 0.5681818
XX XVIII
XX | 1.0000000
XVIITI | 0.5348837 1.0000000



Anhang Xii

UPGMA-Dendrogramme der RFLP-Daten mit ,,Enzym-Jackknifing*

Mit Hilfe des Dice-Koeffizienten wurden aus der 0/1-Matrix (Tab.3.1.3.3-1) verschiedene
UPGMA-Dendrogramme aus den Datensétzen von jeweils funf der sechs Enzyme errechnet.
Es wurde bei jedem Dendrogramm der Datensatz eines Enzyms nicht beruicksichtigt
(,,Enzym-Jackknifing®).
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Anhang Xlii

Alignment der Domane | der 26S rDNA der untersuchten Stamme mit
Exobasidium-Referenzsequenzen aus GENBANK

In der vorliegenden Arbeit erstellte Partialsequenzen der 26S rDNA wurden in diesem Align-
ment mit 19 Referenzsequenzen von Exobasidium-Arten aus GENBANK homologisiert. Das

Alignment entspricht, bezogen auf Saccharomyces cerevisiae, der 26S rDNA von Position 57
bis 612.

Die hier erstellten Sequenzen sind mit den Stammnummern gekennzeichnet, fur die
GENBANK-Eintrage (siehe Kapitel 2.3.4.3.1) sind die Artnamen angegeben. Alignment-
positionen, die mit der Sequenz von E. japonicum identisch sind = ,,**, fehlende Daten =
»1 Gap =,,-“. Direkt untereinander stehende Sequenzen, die durch Schattierung in einem
Block zusammengefal3t sind, zeigen beim Vergleich zweier Sequenzen maximal zwei unter-
schiedliche Alignmentpositionen.
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150%* 200*
E.japonicum CGAGAGATGT TTTCCGCGTT GGACCACGTA CAAGTTCCTT GGAATAGGAT GTCATAGAGG GTGAAAATCC CGTACTTGAT GTGGA-CGCC CAGT-GCTTT
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Anhang XIV

Alignment der Domane | der 26S rDNA der Ustilaginomycetes

Ausgewidhlte Vertreter von in der vorliegenden Arbeit erstellten Partialsequenzen der
26S rDNA von Exobasidium-Stammen und von Exobasidium-Referenzsequenzen aus
GENBANK (siehe dazu Kapitel 3.4) wurden mit weiteren GENBANK-Eintragen von Vertretern
der Ustilaginomycetes (siche Kapitel 2.3.4.3.2) homologisiert. Dies Alignment umfafit den
Bereich von Position 41 bis 559 des in Anhang XIII abgedruckten Alignments der
Exobasidium-Sequenzen.

9

Alignmentpositionen, die mit der Sequenz von E. japonicum identisch sind = ,,*”,
fehlende Daten = ,,?”, Gap = ,,-”. Alignmentpositionen, die von der phylogenetischen
Analyse ausgeschlossen wurden, sind durch * gekennzeichnet.
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E. japonicum GAGTTGTTTG GGAATGCAGC TCAAAATGGG TGGTAAATTC CATCTAAAGC TAAATATTGG
E. shiraianum et e eeeeee seessaases eeeessesses sessseseee seeesssees seseseeens
E. rhod.AF009856 it ieieeeees teceeeeeee sooossssce sosesencens sosscsssee sesensnnss
E. rhododendri @ = = ceteeeeeee ceteeecene cossssncne cosssscccs sessssccce sesssscens
E. rhododendri b et eeeeees seessaases eeeesssses sessssseee seesesssess seseseeens
E. yoshinagal = = = @ .ttt titttnnnee seeetttete seseeennes sesesscces sessessans
E. OXYCOCCL = iitteieeee oeeecceass soseesaseee ssescsasce sosessceas sasecsnens
E. rostrupii S et eeeses seeeeecses sesesesses sesesecssss sesescsses sessscsens
E. GQreSCENS = (i ceeeeeee ceoecccces scccscscse soscscssscs sessssscscs sessssecsas
E. PaChySPOTUM = = i ieieeeee cocesecces soesesosse sssesssses ssssssssse sssesssses
E. bisporum S et eeeses seeeeecses sesesesses sesesecssss sesescsses sessscsens
E. pieridis-oval. @ .ttt tiiittttne seeettteee seseseecees sesesscces sessessans
E. vaccinii = = it iiiiit teteeeieee ceseseeene cessseceee eessssecce sessessenn
E. karstenii et eeeeees seessaases eeeesssses sessssseee seesesssess seseseeens
E. SUNAStrOEMil = titetueieee ceseeeeeee eossssceees sossssscse sassssccse sassssncns
E. myrtilli i i it et teeiececes cesecesees seesecases seecesscess seseessens
E. gracile St e eeeeses seeeeeccses sesesesses sesesecsess sesescsses sessscsens
E. reticulatUm = = = t.ietiiiee ceteeeeeee cosssscees sassssccse sasssscccs sassssccns
E. SYMPlOCi—JAP. = = ceeeeeesee oseeecceass eosesaseee ssasesasee sosasscacs sosecsscns
Arcticomyces St e eeeeses seeeeeccses sesesesses sesesecsess sesescsses sessscsens
MuribasidioSpora = @ ciiiiiiiie ciiiiiiiee teeeeeeees teeeeenaee seseseseee seseeceans
Graphiola PhOEN. = tiitiiiiee teeeeeeees coseeaseee ssasesasae sosesscass sasecsnens
Graphiola cylind. S et eeeeses seeeecesses sesesessss sesesecssss sesescsscs sessscsens
KOXrdyana = 0 ciieeeeeee cececccece cesesccecs eesssessce sessscssce seesssssns
DicellomyCeS = = cieeeeasee seecesceccas casen Geete teeteentee secesccaas sesecasens
Clinoconidium e
Laurobasidium = = ..iiiiiiee ceeeeeennn T
EDAlliStra = = it iiiiet ceteeeceee cessseeene cesssecece eesssseece sesssssenn
Tilletiopsis min. St e eeeeses seeeeeccses seeeecesses sesesecsess sesescsscs sesssssens
Georgefischeria = @ it tiiiiittnee seeettteee seseeenees sesesscces sesseesans
Tilletiopsis fUl. = ciiiiiiiee teieeeeeee eoseeaseee soesceasee sosesscacs sasecsscns
Tilletiopsis fla. St e eeeeses seeeeeccses seeeecesses sesesecsess sesescsscs sesssssens
Tilletiaria = 0 ceeeiiiiee et eeececs cessseeccs sesssecece sesssseece sesssseenn
JamesdiCKSONia = = @ tiiiiiiiee tetececeee ceeecasees sesecesess sesecessss sesens G...
Rhamphospora C e e eceeese eeeeeesees seeseceses sesessecess sssesssese seessceses
DOASSANS1A 0 it eieiiee eseeeeecse esssseccse sssssccsee sessescsee sesseen C..
DOBSSINGA = ceeeeeesce seeesseces cesecasecs seesecasce seecsscses ceseeas C..
Nannfeldtiomyces St eeeeeses seeeeeccses sesececsses sesescssss sessccssss sesseesCas
Erratomyces = = = = @ ciiiiiiiet cieeceacece cececcsces seseeas Cee teteeeceee cocecnnnns
CONidiOSPOTrOMYCES ~  ceeeeeesee soeecceass eosesasese ssasesasce sosesscacs saseecssces
Tilletia et eeeeees seessaases eeeesesesses sesssesese seseesessess seseseeens
Ingoldiomyces = = ciiiiiiien ceeeeeaees eeeen Gever teeeeenses sessnensss sosncnsens
Malassezia fur. = .......... e GeChuv teennnenne sonnnes C..
Malassezia sym. ceeecccnes soeTiieeee sevececnes s000eGCat tevnneneee seeeessCus
Tilletiopsis Alb.  tieieieiitt titennnnne soeeecseee sonesennnes sesesacces sesseesans
Microstroma alb. = ceieiiiiiies teteiecces ceeececees seeececess seseesssess seseescenn
Rhodotorula ettt eetes seeeeecees sesesesess sesesesess sessssssss seseescesnes
MiCroStroma JUQG. = = ceeeeeeeee seeeescsce sossssssss sossscssse ssssssssse sessnccnns
SympodiOomyCOPSIS = ceeeeeeeee coeesasoee sosesassse sosessssse sossssssse sosscasens
Volvocisporium S et eeeeses seeeececses sesesesses sesesecsess sesesscsscs sessscseas
TilletiopSisS PaAl.  tieieeeeees teteennnns sesettteee seseesenees sesesscces sessessans
Entyloma POLYSP. = ceeeeeeece coseccases ssessasess sessesesces sssesecscas seesene G..
Entyloma calend. C e e eceeese eeeeeesees seeseceses sesessecsss sssesssese seeseceses
Entyloma ficari@E @ .ttt tiiiiiiiee seeeteteee seseeenees sesesseces sessessans
PB 2857€@ it iiitet teeeeceees cesecesnes sessscesee seseesesces sesesesseen
Tilletiopsis was. S et eeeeses seeeeeccses sesesesses sesesecsess sesescssss sessscsens
PB 393  iiiieeiets teceeceeee sesssssece seseecececs sesecsccee seeecssssns
SPOriSOrium = iiiiieieee ceeececeee ceeceasene seeeesns Ge cevenn. Gee teeennnnns
Ustilago A P Y
RBF 726 = iiieeeesse cesescsses ssesecsscse sesesses Ge ceeenns Gee teveeennns
PSeudOZyma = =0 tiieeeeece cesesccses seescsccse seseaces Ge cevennn Gee teenennnne
Doassansiopsis et eecceses sesecccses sesecccses seseceesGe teeeeesGes teee...C.A
Entorrhiza caspa. @ cieeeeeees cettennnnn O A..
Entorrhiza asch. = ...ciiiiie ciiiiinn. e A..
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E. japonicum GGAGAGACCG ATAGCGAACA AGTACCGTGA GGGAAAGATG AAAAGCACTT TGGAAAGAGA
E. shiraianum Gt eeeeees sesseestee seeesceees sessseseces sesessessss sesesseens
E. rhod.AF009856 tiieeeeees teeeeeeeee sooossseees sosesccnns sossssanns R ¢ JN
E. rhododendri @ = = teieeeeeee ceeeceeeee sosssoscee sossssscee sessssscce seessssens
E. rhododendri b Gt eeeeees sesseestee seeesceees sessseseces sesessessss sesesseens
E. yoshinagal = = = ceieeeiiitt tittttenee settttteee seeseensees sesesccces sesssssans
E. OXYCOCCL = tiittiieee eoeeaseeas sasecasces sessscecse sssesscecas sasesascns
E. rostrupii S e eeeces sessescces sesseeccees sesesecsess sesssecsess sessscsens
E. Qre@SCENS = i ieeeceee sececccces ssosscscssce ssssscscce sossssssccs ssssssssns
E. pacChySpOTUM = = i itieeeee coceecases soessesssse sosesssses ssesssssecs sesssseacs
E. bisporum S e eeeces sesseecses sesssecsess sesesesess sesssecsess sesssccens
E. pieridis-—oval. @ ceieeeiiitt titttnnnee settttteees sesecssaas sesesccnes sesesssens
E. vaccinii = = ittt tiieieiiee ceeeeeeeee seessssees sesssssees seessssens
E. karstenii Gt eeeseee sesseestee seceseseees sessseseees sesessessss sesessenns
E. sundstroemii = =  .iiiieiiit ceeececeee ceesseecce seesssccce sesssssenn R ¢
E. myrtilli i ettt tteieiecas cesecaseens seesseccace ssecssccas sesecasenn
E. gracile S e eeeces sesseecses sesssesess sesesecsess sssssecsess sssssscens
E. reticulatuUm = = = tiiiteeieee teeeooeeee sessssscee sossssssee sessssscee seessssnns
E. SYMPloCi—Jap. = = ceeeeeeece ooeeeseees sasecasoees sesssccace ssecssccas sasecascns
Arcticomyces S e eeeces sesseecses sesssesess sesesecsess sssssecsess sssssscens
MuribasidioSPpOra = @ ciiiiiiiee tiiiiiieee teeeeeeaes teeeeenaee sesesssees seseeeeees
Graphiola phoen. = ....ciieee ceenen Bttt tteeetetes ceseecesees sesssccase sseeasecas
Graphiola cylind. ceeeeccces seeeeBiiit st teeces sesececceas sesesccens sssesccens
Kordyana = = = ciiieieieieee eeenn Attt tieiiietes teeeeeceee ceeeccseeee seeeseceas
Dicellomyces = ceieeecene eeeen Blitte teeeetetes ceseecesces sessscecse sseessecas
Clinoconidium Gt eeeeeee sesseeetee sesesseses sessseseees sesessessss sesesseens
Laurobasidium = = ciiiiiiiee teeeeeeeee seeeccssce sssececcssce ssseecssse sesseccnnn
EDAlliStra = = i teeiee ceeeceeeee sesssseees seessssees sesssssecs seessssens
Tilletiopsis min. S e eeeces sesseecces sesesesess sesesecsess ssssscsess sessscssns
Georgefischeria = @ .ttt tiitititee teitttteee seeeensaes stesescenes sesesssans
Tilletiopsis ful. @ ciiiiiiiie tiiiereees cesecasoees seasscacce ssecssccas sasecasens
Tilletiopsis fla. S e eeeces sesseecces sesesesess sesesecsess ssssscsess sessscssns
Tilletiaria = = ceeeteiiit teeeeeeece seesseeece seessssces secssssees seessssens
JamesdiCcKkSOnia = = iiieieiiie ceeeceeeee ceesseeeee seessssees seessssees seessssens
Rhamphospora S et eeeeees seseeceseese seesecesse seeesseses sesecescecs sessseccase
DOASSANSI1A 0 tiieteeeee seesseeece seessssccs seessssecs sesssssces seessssens
DOASSINGA 0 teeeceecse seecasecas seseceseecs seesseccsse ssecssccas sesecasenn
Nannfeldtiomyces S e eeeces sesseecces sesesesess sesesecsess ssssscsess sessscssns
ErratomyCes = = = e iceceiee ceeececccs ssccscsces sesscscecs sescscsces sesscscens
CONidiOSPOYrOMYCES ceeeeeeece soeeaseeas sasecasaes sessscaase sssesscecas sasesasans
Tilletia Gt eeesees sesseestee seeesseees sessseseces sesssessss sesessenns
INgOldiOmMYyCES = tiiittnenee seeecetses sesencnncs sessseseees sesssssses seeessennn
Malassezia fUT. = = ceiiiiiiiee teteteneee teeeeencee seseecncce seseesnace seseecnons
Malassezia sym. S e eeeces sessescses sesseecsess sesesecsess sssssecssss sssssccens
Tilletiopsis @lb. .ttt tittnnnnee seeeeeneee sesecnsccs sesesccnns sesssssans
Microstroma alb. = teiiiiiiet teteiettes seeecenees sesececseee seseessees sessessons
Rhodotorula G et eeeeees seeeescees sesesesece sesesesesess sesssesecss sessseecns
MiCrostroma JUQg. = = ceeeeeeeee seeeesccee sessssssss sesecnsces sesssssecs seseecssees
SympodiomyCOPSIS  ceeeeereee cevecesece sosscassss sosscessss sessssssss sessccsans
Volvocisporium S e eeeces sessescses sesseecsess sesesecsess sssssecssss sssssccens
TilletiopSis PaAl. ceeeeeette tetennnnee sesessseees seeseessaas sesescanes sesesssans
Entyloma POLYSP. = ceeeeecece soseacssees ssescssosse sesssscscs sssssesscss sesssses A.
Entyloma calend. C et eeeeees seseceseee seesecesse seessseses seseceseces sesssecsse
Entyloma ficari@e @ .ttt tiiiiiiiee ceeettteee seeeensaas seeecccces sesssssens
PB 2857€@ ittt teeeeteees seeeeesees sesesecess ssseessces sessesseen
Tilletiopsis was. S e eeeces sessescces sesseecees sesesecsess sessscscss sessscsens
PB 393  iiiiiiiies teeeeeseeee sesssececs seeeececcss sececsccee sesssssans
SPOrisorium 0 iiiiieeeee ceeeesceee seeen . ) R
Ustilago N e - W - S
RBF 726 = iiieeseses cssesesces ssese P A.... ..A..NN...
Pseudozyma = = =0 tiieeecece cesesceces esese Aceee Toveeeeeee eaens S
Doassansiopsis e - W - W
Entorrhiza caspa. Cateeennne teeeeennee eoseaonnee sossannnee sasas A.... Al
Entorrhiza asch. Covereennee eoneoennee sonssnnnee sosssnnnee sanos ) S
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Anhang XV

Alignment von Sequenzen der 18S rDNA

Die drei in der vorliegenden Arbeit erstellten Sequenzen der 18S rDNA wurden in diesem
Alignment mit 21 Sequenzen von Vertretern der Basidiomycota aus GENBANK homologisiert.
Das Alignment entspricht, bezogen auf Saccharomyces cerevisiae, der 18S rDNA von
Position 51 bis 1760.

Die hier erstellten Sequenzen sind mit den Stammnummern gekennzeichnet und
durch GROSSBUCHSTABEN hervorgehoben, fur die GENBANK-Eintrage (siche Kapitel
2.3.4.3.3) sind die Artnamen angegeben. Gap = ,,-“.

Von der phylogenetischen Analyse wurden folgende nicht eindeutig homologisier-
baren Alignmentpositionen ausgeschlossen: 23-26, 126-130, 141-145, 179-197, 452-460,
604-666, 676-711, 757+758, 801+802, 806+807, 1.035-1.048, 1.155-1.159, 1.350-1.369,
1.398-1.401, 1.485-1.491, 1.681-1.682, 1.704-1.706.



Schizoph.commune atgcatgtct aagtataaac aagtttgtac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag 60
Agaricus bisporus atgcatgtct aagtataaac aaatttgtac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Boletus satanas atgcatgtct aagtataaac aagtttgtac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Russula compacta atgcatgtct aagtataaac aagtttgtcc tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Hirneo.auricula atgcatgtct aagtataaac aaatttatac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Dacry.stillatus atgcatgtct aagtataagc aac-t-atac ggtgaaactg cgaatggctc attatatcag
Tremella foliacea atgcatgtct aagtataaac aaattcatac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Ustilago maydis atgcatgtct aagtatacgc aaatt-atac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Ustilago hordei atgcatgtct aagtatacgc aaatt-atac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
PB 4381 ATGCATGTCT AAGTATAAGC WA-TTATTAC TGTGAAACTG CGAATGGCTC ATTAAATCAG
PB 3275 ATGCATGTCT AAGTATAAGC AA-TTATTAC TGTGAAACTG CGAATGGCTC ATTAAATCAG
Gra.cylindrica atgcatgtct aagtataagc aa-ttt-tac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Gra.phoenicis atgcatgtct aagtataagc aa-ttt-tac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
RBF 1008 ATGCATGTCT AAGTATAAAC AACTTTGTAC TGTGAAACTG CGAATGGCTC ATTAAATCAG
Tilletiopsis palles.atgcatgtct aagtataaac aaatttgtac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Tilletiopsis albes. atgcatgtct aagtataaac aactttgtac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Tilletia caries atgcatgtct aagtataagc aactttatac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Tilletiaria anomala atgcatgtct aagtataaac aacgttatac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Tilletiopsis minor atgcatgtct aagtataaac aactttatac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Tilletiopsis flava atgcatgtct aagtataaac aaatt-atac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Ery.hasegawianum atgcatgtct aagtataaac aaattcatac tgtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Crona.ribicola atgentgtct aagtataaac aa-tt-atac agtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Rhodo.toruloides atgcatgtct aagtttaagc aa--taa-ac agtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Microb.violaceum atgcatgtct aagtttaagc aa--taa-ac ggtgaaactg cgaatggctc attaaatcag
Schizoph.commune ttataattta tttgatgata ccttgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata 120
Agaricus bisporus ttatagttta tttgatgata ccttgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Boletus satanas ttatagttta tttgatgatg acttgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Russula compacta ttatagttta tttgatgata cctttctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Hirneo.auricula ttatagttta tttgatggta ccttgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Dacry.stillatus ttatagttta tttgatggta tattgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Tremella foliacea ttatagttta tttgatggta acttgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Ustilago maydis ttatagttta tttgatg-tt tcttgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Ustilago hordei ttatagttta tttgatg-tt tcttgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
PB 4381 TTATAGTTTA TTTGATGGTA CCTTACTACA TGGATAACTG TGGTAATTCT AGAGCTAATA
PB 3275 TTATAGTTTA TTTGATGGTA CCTTACTACA TGGATAACTG TGGTAATTCT AGAGCTAATA
Gra.cylindrica ttatagttta tttgatggta cctcactaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Gra.phoenicis ttatagttta tttgatggta cttcactaca tggataactg tggtaattct agagctaata
RBF 1008 TTATAGTTTA TTTGATGGTA TCTTGCTACA TGGATAACTG TGGTAAATCT AGAGCTAATA
Tilletiopsis palles.ttatagttta tttgatggta tctcgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Tilletiopsis albes. ttatagttta tttgatggta ccttgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Tilletia caries ttatagttta tttgatggta ctttgctaca tggataactg tggtaaatct agagctaata
Tilletiaria anomala ttatagttta tttgatggta -cttgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Tilletiopsis minor ttatagttta tttgatggta -cttgctaca tggataactg tggaaattct agagctaaca
Tilletiopsis flava ttatagttta tttgatggta -cttgctaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Ery.hasegawianum ttatagttta tttgatggta ccttactaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Crona.ribicola ttatagttta tttgatgata ccttactaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Rhodo.toruloides tcatagtcta tttgatggta ccttactaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Microb.violaceum ctatagttta tttgatggta ccttactaca tggataactg tggtaattct agagctaata
Schizoph.commune catgcaatc- aagccccgac ttc-tggaag gggtgtattt attagataaa aaacc-aacg 180
Agaricus bisporus catgcaatc- aagccccgac ttc-cggaag gggtgtattt attagataaa aaacc-aacg
Boletus satanas catgcaatc- aagccccgac ttg-tggaag gggtgtattt attagataaa aaacc-aacg
Russula compacta catgcaatc- aagccccgac tcc-tgggag gggtgtattt attagataaa aaacc-aacg
Hirneo.auricula catgcat-ca aagccccgac ttc-cggaag gggtgtattt attagataaa aaacc-aacg
Dacry.stillatus catgcatga- aagccccgac ttg-tggaag gggtgtattt attagataca aaacc-agtg
Tremella foliacea catgc-tgaa aagccccgac ttc-tggaag gggtgtattt attagataaa aaacc-aatg
Ustilago maydis catgcgtaaa aagccccgac ttc-tggaag gggtgtattt attagata-a aaacc-a-tc
Ustilago hordei catgcgtaaa aagccccgac ttc--ggaag gggtgtattt attagata-a aaacc-a-tc
PB 4381 CATGCTTAC- AAGCCCCGAC TTTATGGAAG GGGTGTATTT ATTAGGTA-A AAACC-AAC-
PB 3275 CATGCTTAC- AAGCCCCGAC TCTATGGAAG GGGTGTATTT ATTAGGTA-A AAACC-AAC-
Gra.cylindrica catgcgtac- aagccccgac ttttcggaag gggtgtattt attaggta-a aaacc-aac-
Gra.phoenicis catgcgtac- aagccccgac ttttcggaag gggtgtattt attaggta-a aaacc-aac-
RBF 1008 CATGCTTAA- AAGCCCCGAC TTC-TGGAAG GGGTGTATTT ATTAGATA-A AAACC-AAC-
Tilletiopsis palles.catgcttaa- aagccccaac ttc--ggaag gggtgtattt attagataaa aaacccaa--
Tilletiopsis albes. catgcttaa- aagccccgac ttc-tggaag gggtgtattt attagata-a aaacc-aat-
Tilletia caries catgcttac- aagccccgac ttcttggaag gggtgtattt attagata-a aaacc-aac-
Tilletiaria anomala catgcttaa- aagggccaac t-cac-ggag gctcgtactt attagata-a gaacccaa--
Tilletiopsis minor catgcttaa- aagcctcgac ttc--ggaag aggtgtacat gttaggta-a aaacc-aat-
Tilletiopsis flava catgcttaa- aagggctgac t-tac-gaaa gcccgtactt attagata-a gaacc-aatc
Ery.hasegawianum catgc-tgaa aagccccgac ttc-cggaag gggtgtattt attagataaa aaacc-aatg
Crona.ribicola catgc-tgaa aagccccaac ttt-tggaag gggtgcattt attagataaa aaacc-aatg
Rhodo.toruloides catgc-tgaa aaatcccgac ttc-tggaag ggatgtattt attagatcca aaacc-aacg
Microb.violaceum catgc-tgaa aaatcccgac ttc-tggaag ggatgtattt attagatcca aaacc-aatg



Schizoph.commune -cggctcgee gctcacttg- gt-gattcat aataacttct cgaatcgcat ggeccttgege 240
Agaricus bisporus -cggttcgece gectceccttg- gt-gattcat aataacttct cgaatcgcat ggeccttgtge
Boletus satanas -cggctcgec gctcgtttg- gt-gattcat aataactgct cgaatcgcat ggecttgtge
Russula compacta -cggctcgcce gctccattg- gt-gattcat aataacttct cgaatcgcat ggeccttgege
Hirneo.auricula -cggttcgecec gctceccttg- gt-gattcat aataacttct cgaatcgcat ggecttgege
Dacry.stillatus -c-cttcgg- gcttg-ccg- gt-gattcat aataactgct cgaatcgcat ggccttgtge
Tremella foliacea -ggtgcaagc ccttc-ttg- gt-gattcat aataacttct cgaatcgcat ggccttgtge
Ustilago maydis -ctcctcgga gtt----tg- gt-gattcat aataacttct cgaatcgcac ggccttgtge
Ustilago hordei -ctcctcgga gtt----tg- gc-gattcat aataacttct cgaatcgcac ggeccttgtge
PB 4381 -CGCTTCGGC G-TCCTTTG- GT-GAATCAT AATAACTTTT CTAATCGCAT GGCCTTGTGC
PB 3275 -CGCTTCGGC G-TCCTTTG- GT-GAATCAT AATAACTTTT CTAATCGCAT GGCCTTGTGC
Gra.cylindrica -cgcttcgge g-tcctttg- gt-gaatcat aataacttct ctaatcgcat ggecttgcege
Gra.phoenicis -cgcttcgge g-tcctttg- gt-gaatcat aataacttct ctaatcgcat ggeccttgege
RBF 1008 -C-CTTCGG- G-TCCCTTG- GT-GAATCAT AATAACTTCT CGAATCGCAT GGCCTTGCGC
Tilletiopsis palles.-c-cttcgg- g-tcccttg- gt-gaatcat aataacttct cgaatcacat ggccttgtge
Tilletiopsis albes. -c-cttcgg- ggtcccttg- gt-gaatcat aataacttct cgaatcgcat ggccttgtge
Tilletia caries -c-cttcgg- g-tcccttg- gt-gaatcat aataactttt ctaatcgcat ggccttgtge
Tilletiaria anomala -a-cttcgg- ggtcccttg- gt-gaatcat aataatttct ctgatcgcat ggcctagege
Tilletiopsis minor -t-cttcgg- ggtcccttg- gt-gaatcat gacattttct cgaatcgcat ggcctagtge
Tilletiopsis flava -c-cttcgg- ggtcccttg- gt-gaatcat aataatttct ctgatcgcat ggcctagtge
Ery.hasegawianum gcgggcaacc gtc---ttga gttgaatcat gataacttct cgaatcgcat ggccttgcge
Crona.ribicola gc-tttcgg- gtcttcttg- gt-gattcat aataactttt caaatcgtat agccttgtge
Rhodo.toruloides gc-cttcgg- gtctccttg- gt-gaatcat gataactgct cgaatcgcat ggecttgege
Microb.violaceum g--cttcgg- -tctctttg- gt-gaatcat gataactgct cgaatcgcat ggccttgcge
Schizoph.commune cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac 300
Agaricus bisporus cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Boletus satanas tggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Russula compacta cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Hirneo.auricula cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Dacry.stillatus cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Tremella foliacea cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agtggcctac
Ustilago maydis tggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactgtcg atggtaggat agaggcctac
Ustilago hordei tggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactgtcg atggtaggat agaggcctac
PB 4381 CGGCGATGCT TCATTCAAAT ATCTGCCCTA TCAACTCT-G ATGGTAGGAT AGAGGCCTAC
PB 3275 CGGCGATGCT TCATTCAAAT ATCTGCCCTA TCAACTCT-G ATGGTAGGAT AGAGGCCTAC
Gra.cylindrica cggcgatgcet tcattcaaat atctgcccta tcaacttt-g atggtaggat agaggcctac
Gra.phoenicis cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaacttt-g atggtaggat agaggcctac
RBF 1008 CGGCGATGCT TCATTCAAAT ATCTGCCCTA TCAACTGTCG ATGGTAGGAT AGAGGCCTAC
Tilletiopsis palles.cggtgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Tilletiopsis albes. cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactgtcg atggtaggat agaggcctac
Tilletia caries cggcgatget tcattcaaat atctgcccta tcaactgtcg atggtaggat agaggcctac
Tilletiaria anomala cggcgacgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Tilletiopsis minor cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Tilletiopsis flava cggcgacgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Ery.hasegawianum cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Crona.ribicola tgacgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Rhodo.toruloides cggcgatgct tcattcgaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Microb.violaceum cggcgatgct tcattcaaat atctgcccta tcaactttcg atggtaggat agaggcctac
Schizoph.commune catggtttca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa 360
Agaricus bisporus catggtttca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Boletus satanas catggtttca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Russula compacta catgtttttg ncgg-taacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagana
Hirneo.auricula catggtttca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagagggga gcctgagaaa
Dacry.stillatus catggtttca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Tremella foliacea catggtatca acgggtaacg gggaattagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Ustilago maydis catggttgca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Ustilago hordei catggttgca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
PB 4381 CATGGTTGCA ACGGGTAACG GGGAATAAGG GTTCGATTCC GGAGAGGG-A GCCTGAGAAA
PB 3275 CATGGTTGCA ACGGGTAACG GGGAATAAGG GTTCGATTCC GGAGAGGG-A GCCTGAGAAA
Gra.cylindrica catggttgca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Gra.phoenicis catggttgca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
RBF 1008 CATGGTTGCA ACGGGTAACG GGGAATAAGG GTTCGATTCC GGAGAGGG-A GCCTGAGAAA
Tilletiopsis palles.catggttgca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Tilletiopsis albes. catggttgca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Tilletia caries catggttgca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Tilletiaria anomala catggttgca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Tilletiopsis minor catggttgca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Tilletiopsis flava catggttgca acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagaggg-a gcctgagaaa
Ery.hasegawianum catggtgatg acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagagag-g gcctgagaaa
Crona.ribicola catggtgatg acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagagag-g gcctgagaaa
Rhodo.toruloides catggtgatg acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagagag-g gcctgagaaa
Microb.violaceum catggtgatg acgggtaacg gggaataagg gttcgattcc ggagagag-g gcctgagaaa



Schizoph.commune cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg 420
Agaricus bisporus cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Boletus satanas cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatcct gattc---gg
Russula compacta cggctaccac atccacgga- aggcagnagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Hirneo.auricula cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---g-
Dacry.stillatus cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Tremella foliacea cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Ustilago maydis cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Ustilago hordei cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
PB 4381 CGGCTACCAC ATCCAAGGA- AGGCNGCAGG CGCGCAAATT ACCCAATCCC GACAC---GG
PB 3275 CGGCTACCAC ATCCAAGGA- AGGCAGCAGG CGCGCAAATT ACCCAATCCC GACAC---GG
Gra.cylindrica cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Gra.phoenicis cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
RBF 1008 CGGCTACCAC ATCCAAGGA- AGGCAGCAGG CGCGCAAATT ACCCAATCCC GACAC---GG
Tilletiopsis palles.cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Tilletiopsis albes. cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Tilletia caries cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Tilletiaria anomala cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatc-c gacac---gg
Tilletiopsis minor cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Tilletiopsis flava cggctaccac atccaagga- aggcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc gacac---gg
Ery.hasegawianum cggccctcag tcctaaggg- acgcagcagg cgcgcaaatt atcccatccc gacac---gg
Crona.ribicola cggccctcaa atctaaggat -tgcagcagg cgcgcaaatt acccaatccc aacac---gg
Rhodo.toruloides cggccctcag gtctaaggac acgcagcagg cgcgcaaatt atcccctgge aacactttge
Microb.violaceum cggccctcag gtctaaggac acgcagcagg cgcgcaaatt atcccctgge aacactttge
Schizoph.commune ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gctctttcgg gtcctataat tggaatgagt 480
Agaricus bisporus ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gctctttcgg gtcttataat tggaatgagt
Boletus satanas ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gctcttttgg gtcttataat tggaatgagt
Russula compacta ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gcccttttgg gtcttataat tggaatgagt
Hirneo.auricula ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gctcttttgg gtcttataat tggaatgagt
Dacry.stillatus ggaggtagtg acaataaata acaatacagg gctcttacgg gtcttgtaat tggaatgagt
Tremella foliacea ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gctctattgg gtcttataat tggaatgagt
Ustilago maydis ggaggtagtg acaataaata acaatgcagg gcccttttgg gtcttgtaat tggaatgagt
Ustilago hordei ggaggtagtg acaataaata acaatgcagg gcccttttgg gtcttgtaat tggaatgagt
PB 4381 GGAGGTAGTG ACAATAAATA ACAATATAGG GCTTTCATAG GTCTTATAAT TGGAATGAGT
PB 3275 GGAGGTAGTG ACAATAAATA ACAATATAGG GCTTTCATAG GTCTTATAAT TGGAATGAGT
Gra.cylindrica ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gccttta-ag gtcttataat tggaatgagt
Gra.phoenicis ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gccttta-ag gtcttataat tggaatgagt
RBF 1008 GGAGGTAGTG ACAATAAATA ACAATATAGG GCTTTTATAG GTCTTATAAT TGGAATGAGT
Tilletiopsis palles.ggaggtagtg acaataaata acaatata-g gcttt-atag gtcttataat tggaatgagt
Tilletiopsis albes. ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gtctt-acag gccttataat tggaatgagt
Tilletia caries ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gctttta-aa gtcttataat tggaatgagt
Tilletiaria anomala ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gcc-t-acag gtcttataat tggaatgagt
Tilletiopsis minor ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gcttt--cag gtcttataat tggaatgagt
Tilletiopsis flava ggaggtagtg acaataaata acaatatagg gccttt-cag gtcttataat tggaatgagt
Ery.hasegawianum ggagatagtg acaataaata acaatatagg gctcttttgg gtcttataat tggaatgagt
Crona.ribicola ggaggtagtg acaataaata acaatgtatg gctctttagg gtcttacaat tggaatgagt
Rhodo.toruloides cgagatagtg acaataaata acaatgcagg gctcttacgg gtcttgcaat tggaatgagt
Microb.violaceum cgagatagtg acaataaata acaatgcagg gctcttacgg gtcttgcaat tggaatgagt
Schizoph.commune acaatttaaa tcccttaacg aggatcaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgegg 540
Agaricus bisporus acaatttaaa tcccttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Boletus satanas acaatttaaa tctcttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Russula compacta acaatttaaa tccgttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgegg
Hirneo.auricula acaatttaaa tcccttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Dacry.stillatus acaatttaaa tcccttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Tremella foliacea acaatttaaa tcccttaacg aggaacaact ggagggcaag tctggtgcca gcagccgegg
Ustilago maydis acaatttaaa tcccttaacg aggaacgatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Ustilago hordei acaatttaaa tcccttaacg aggaacgatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgegg
PB 4381 ACAATTTAAA TCCCTTAACG AGGAACAATT GGAGGGCAAG TCTGGTGCCA GCAGCCGCGG
PB 3275 ACAATTTAAA TCCCTTAACG AGGAACAATT GGAGGGCAAG TCTGGTGCCA GCAGCCGCGG
Gra.cylindrica acaatttaaa tcccttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Gra.phoenicis acaatttaaa tcccttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
RBF 1008 ACAATTTAAA TCCCTTAACG AGGAACAATT GGAGGGCAAG TCTGGTGCCA GCAGCCGCGG
Tilletiopsis palles.acaatttaaa tcccttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Tilletiopsis albes. acaatttaaa tcccttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Tilletia caries acaatttaaa tcccttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Tilletiaria anomala acaatttaaa tcccttaacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Tilletiopsis minor acaatttaaa tccctttacg aggaacaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Tilletiopsis flava acaatttaaa tcccttaacg agga-caatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Ery.hasegawianum acaatttaaa tctcttaacg aggatcaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Crona.ribicola acaatttaaa tctcttaacg aggatcaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Rhodo.toruloides acaatttaaa tcccttaacg aggatcaatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg
Microb.violaceum acaatttaaa tcccttaacg aggatccatt ggagggcaag tctggtgcca gcagccgcgg



Schizoph.commune taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaac 600
Agaricus bisporus taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagccc gtagttgaac
Boletus satanas taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaac
Russula compacta taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaac
Hirneo.auricula taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaac
Dacry.stillatus taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgctgcagt taaaacgctc gtagtcgaaa
Tremella foliacea taattccagc tccagtagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagtcgaac
Ustilago maydis taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaag
Ustilago hordei taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaag
PB 4381 TAATTCCAGC TCCAATAGCG TATATTAAAG TTGTTGCAGT TAAAAAGCTC GTAGTTGAAC
PB 3275 TAATTCCAGC TCCAATAGCG TATATTAAAG TTGTTGCAGT TAAAAAGCTC GTAGTTGAAC
Gra.cylindrica taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaat
Gra.phoenicis taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaat
RBF 1008 TAATTCCAGC TCCAATAGCG TATATTAAAG TTGTTGCAGT TAAAAAGCTC GTAGTTGAAC
Tilletiopsis palles.taattccagc cccaataacg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaac
Tilletiopsis albes. taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaac
Tilletia caries taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaac
Tilletiaria anomala taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaac
Tilletiopsis minor taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaac
Tilletiopsis flava taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgcagt taaaaagctc gtagttgaac
Ery.hasegawianum taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgccgt taaaaagctc gtagtcgaat
Crona.ribicola taattccagc tccaatagcg tatattaaaa ttgttgacgt taaaaagctc gtagtcgaac
Rhodo.toruloides taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgccgt taaaaagctc gtagtcgaac
Microb.violaceum taattccagc tccaatagcg tatattaaag ttgttgccgt taaaaagctc gtagtcgaac
Schizoph.commune ttcaggcc-t ggccgggegg t-ctgcecta- ac-ggtat-- gtactgtct- ggeccgggtct 660
Agaricus bisporus  ttcaggcc-t ggtggggtgg t-ccgctta- ac-ggcgt-- gtactgctc- tgetgggtcet
Boletus satanas tttgggecc-t ggacgggcgg t-ccgccgc- aa-ggcgt-t gtactgtct- ggccgggect
Russula compacta ttcagacc-t gaccgggcgg t-ccgccta- ac-ggtgt-- gtactgtct- ggccgggect
Hirneo.auricula ttcagacc-t ggccgggecgg t-ccge-tc- ac-ggtgt-- gtactgtct- ggctg-gect
Dacry.stillatus ctcaggcggt gtte-tgtgg t-ccgectc- ac-ggcga-- gtactgttge -—-acgeccgect
Tremella foliacea ttcagge-tc gatgggatgg t-ctgcctt- ac-ggtat-- gtactgtctc g-tcgggtct
Ustilago maydis ttt-ggtctc ggacgctggg t-ctgctta- at-tgcat-- gtacttga-c ggtccgagac
Ustilago hordei ttt-ggtctc ggacgctggg t-ctgcttc- at-tgcat-- gtacttgg-c ggtccgagac
PB 4381 TTCAGGCC-T GGTCGTTCGG T-CCGCCTC- AC-GGCGTGT TTACTGTATC GACTGGGCC-
PB 3275 TTCAGGCC-T GGTCGTTCGG T-CCGCCTC- AC-GGCGTGT CTACTGTATC GACTGGGCC-
Gra.cylindrica ttcaggccet gg-cgaccgg t-ccgectc- ac-ggcgt-- gaactgtgtc ggttgggec-
Gra.phoenicis ttcaggccect gg-cgatcgg t-ccgectc- ac-ggcgt-- gaactgcgtc ggttgggec-
RBF 1008 TTCAGGCC-T GGCCGGTCGG T-CCGCTTC- AC-AGCGT-- GTACTGCTT- GGCCGGGCC-
Tilletiopsis palles.ttcggatc-t ggccaggcgg t-ccgtctt- ac-ggcgt-- gtactgtca- ggctggatc-
Tilletiopsis albes. ttcaggcc-t ggccggtcgg t-cc-ctta- ac-agcga-- gtactgttt- ggccgggec-
Tilletia caries ttcagacc-t ggccggtcgg t-ccgectc- ac-ggegt-- gtactgett- ggccgggtce-
Tilletiaria anomala ttcaggcc-t ggccggtcgg t-ccgcttc- ac-ggegt-- gtactgttt- ggccgggec-
Tilletiopsis minor ttcaggcc-t ggctggtcgg -gtt-cctc- ac-ggecgt-- gtactgttt- ggccgggec-
Tilletiopsis flava ttcaggcc-t ggccggtcgg tgccgcttec- ac-ggegt-- gtactgtct- ggctgggec-
Ery.hasegawianum ttc-ggectt tgeccgecccgg t-ccgectat ttgggtgt-- gtactggage ggtggagget
Crona.ribicola ttc-ggctte tgatgattgg t-ctgecctt- tt-ggtgt-- gtactggttt gttggaagcet
Rhodo.toruloides ttcggget-c tgcag-ccgg t-ccgectte tt-ggtgt-- gtacttgttt ggtggagect
Microb.violaceum ttcgggtcee tgtaageccgg t-ccgectte tt-ggtgt-- gtacttgctc tgecggggact
Schizoph.commune tacc--tctt ggtgaac-cg gcgtgect-ct ttactgggeg c--gtcggcg -aaccaggac 720
Agaricus bisporus tacc--tctt ggtgagc-cg gcgtggc-ct tcactggttg c--gtcgggg —-aaccaggac
Boletus satanas ttce--tctt ggtgaat-cg gtgtgcec-ct tcactgggtg c--atcgggg -aaccaggac
Russula compacta tacc--tctt ggtgagc-cg gcatgcc-ct tcactgggtg t--gtcgggg —aaccaggac
Hirneo.auricula tacc--tctt ggtgagc-cg gcatgcc-ct tcgctgggtg t--gtcgggg —-aaccaggac
Dacry.stillatus tacc--tctt ggtgagc-cc gtatgcec--t tcatt-ggtg t--gcggagg -aaccaggac
Tremella foliacea  tacc--tctt ggtgagc-cc gtatgcc-ct tcactgggtg t--gecggtgg -aaccaggaa
Ustilago maydis ttcect-tett ggtgaac--g gec-cgcc-ct -c---gggtg ---gtc-cgg -aaccaggac
Ustilago hordei ttcect-tecct ggtgaac--g ge-cgece-tt -c---gggtg ---gtc-cgg -aaccaggac
PB 4381 TTCCTTTCTT GGTGAGCTCT GCATGCC-CT TTATTGGGTG TGTGGATGTC TGGCCAGGAC
PB 3275 TTCCTTTCTT GGTGAGCTCT GCATGCC-CT TTATTGGGTG TGTGGATGTC TGGCCAGGAC
Gra.cylindrica ttcecttteet ggtgagecect gtatgec-gt ttattcggtg tgcaggtgtc tggccaggac
Gra.phoenicis ttcctttecet ggtgagectce gtatgec-gt ttactcggtg tgcggatgtc tggccaggac
RBF 1008 TTCCC-TCTA GGTGATCC-G GCATGCT-CT TTACTGGGTG T--GTCGGGG -AACCTGGAC
Tilletiopsis palles.ttccc-tctt ggtgagcc-a gcatgtc-ct ttactgggtg t--gttggta -aaccaggac
Tilletiopsis albes. ttccc-tctt ggtgatcc-g gcatgcc-ct ttactgggtg t--gtcgggg -aaccaggac
Tilletia caries ttcte-tctt ggtgatcc-g gcatget-ct ttactgggtg t--gtcgggg -aaccaggat
Tilletiaria anomala ttccc-ccct ggtgatcc-g gcatgtc-ct taattgggtg t--gtcgggg -aaccaggac
Tilletiopsis minor tttcc-tctt ggtgatcc-g gcatgcc-ct tcattg-gtg tgtgtcgggg -aaccaggac
Tilletiopsis flava ttccc-tcct ggtgatcc-g gcatgtCect ttactgggtg t--gtc-ggg -aaccaggac
Ery.hasegawianum tacc--tcgt ggtgagct-g ttatgcc-ct ttactgggtg t--ggcaggg -aaccatgat
Crona.ribicola tacc--tctt ggtgaact-t caatgca-ct ttactgggtg t-tgaa-ggg -aaccaggac
Rhodo.toruloides tacc--tcct ggtgaaca-g cgatgtc-ct tcactgggtg t-cgtt-gca -aaccaggac
Microb.violaceum tacc--tcct ggtgaact-g ccatgtc-ct ttactgggtg t-ggta-gca -aaccaggac



Schizoph.commune ttttaccttg agaaaattag agtgttcaaa gcaggc-tta cgcccgaata cattagcatg 780
Agaricus bisporus ttttaccttg agaaaattag agtgttcaaa gcaggcc-ta tgcctgaata cattagcatg
Boletus satanas gtttaccttg agaaaattag agtgttcaaa gcaggcgttt cgcccgaata cattagcatg
Russula compacta ctttaccttg agaaaattag agtgttcaaa gcaggc-tta cgccggaata cattagcatg
Hirneo.auricula ttttaccttg agaaaattag agtnttcaaa gcaggcc-ta tgcctgaata cgttagcatg
Dacry.stillatus ttttaccttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggc-ttg cgcccgaata cattagcatg
Tremella foliacea ttttactttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggc-ata tgcccgaata cattagcatg
Ustilago maydis tattactttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggccata ggcccgaata tattagcatg
Ustilago hordei cattactttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggccata ggcccgaata tattagcatg
PB 4381 TTTTACTTTG AAAAAATTAG AGTGTTCAAA GCAGGCC-TA TGCCCGAATA TATTAGCATG
PB 3275 TTTTACTTTG AAAAAATTAG AGTGTTCAAA GCAGGCC-TA TGCCCGAATA TATTAGCATG
Gra.cylindrica ttttactttg agaaaattag agtgttcaaa gcaggcc-ta tgcccgaata tattagcatg
Gra.phoenicis ttttactttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggcc-ta tgcccgaata tattagcatg
RBF 1008 TTTTACTTTG AAAAAATTAG AGTGTTCAAA GCAGGCC-TA TGCCCGAATA TATTAGCATG
Tilletiopsis palles.ttttactttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggcc-ta tgcccgaata tattagcatg
Tilletiopsis albes. ttttactttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggcc-ta tgcccgaata tattagcatg
Tilletia caries ttttactttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggcc-ta tgcccgaata tattagcatg
Tilletiaria anomala ttttactttg aaaaaatcag agtgttcaaa gcaggcc-ta cgcccgaata tattagcatg
Tilletiopsis minor ttttaccttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggcc-ta cgcccgaata tattagcatg
Tilletiopsis flava ttttactttg aaaaaatcag agtgttcaaa gcaggc--ta cgcccgaata tattagcatg
Ery.hasegawianum ttttactttg aaaaaattag agtgttcaaa gca--cgtta cgcccgaata cattagcatg
Crona.ribicola ttttactttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggc-ttt tgcctgaata cattagcatg
Rhodo.toruloides gtttactttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggcc-tt tgcccgaata cattagcatg
Microb.violaceum gtttactttg aaaaaattag agtgttcaaa gcaggcc-ta cgcccgaata cattagcatg
Schizoph.commune gaat-aataa aa-taggacg t-gcggtcct attttgttgg tttctaggat cgccgtaatg 840
Agaricus bisporus gaat-aataa aa-taggacg t-gcggttct attttgttgg tttctagagt cgccgtaatg
Boletus satanas gaat-aatga aa-taggacg t-gcggttct attttgttgg tttctagagt cgccgtaatg
Russula compacta gaat-aataa aa-taggacg c-gcggttct attttgttgg tttctagagt cgccgtaatg
Hirneo.auricula gaat-aataa aaataggacg t-gcgg-tct attttgttgg tttctagagt cgccgtaatg
Dacry.stillatus gaat-aatag aa-taggacg t-gcgtctct attttgttgg tttctagtga cgcggtaatg
Tremella foliacea gaat-aatag aa-taggacg t-gcggttct attttgttgg tttctaggat cgccgtaatg
Ustilago maydis gaat-aacag aa-taggacg t-gcggttct attttgttgg tttctagaac tgccgtaatg
Ustilago hordei gaat-aacag aa-taggacg t-gcggttct attttgttgg tttctagaac tgccgtaatg
PB 4381 GAAT-AATAG AA-TAGGACG TTGCGGTCCT ATTTTGTTGG TTTCTAGGAT CGCCGTAATG
PB 3275 GAAT-AATAG AA-TAGGACG TTGCGTTCCT ATTTTGTTGG TTTCTAGGAT CGCCGTAATG
Gra.cylindrica gaat-aatag aa-taggacg tcgcggtcct attttgttgg tttctaggac cgccgtaatg
Gra.phoenicis gaat-aatag aa-taggacg ttgcgatcct attttgttgg tttctaggac cgccgtaatg
RBF 1008 GAAT-AATAA AA-TAGGACG T-GCGTTTCT ATTTTGTTGG TTTCTAGAAT CGCCGTAATG
Tilletiopsis palles.gaat-aataa aa-taggacg t-gcggttct attttgttgg tttctaggat cgtcgtaatg
Tilletiopsis albes. gaat-aataa aa-taggacg t-gcggttct gttttgttgg tttctagaat cgccgtaacg
Tilletia caries gaat-aataa aa-taggacg t-gcggttct attttgttgg tttctaggat cgccgtaatg
Tilletiaria anomala gaat-aataa aa-taggacg t-gcggttct attttgttgg tttctagaac tgccgtaatg
Tilletiopsis minor gaat-aataa aa-taggacg t-gcggttct attttgttgg tt-atagaac cgccgtaatg
Tilletiopsis flava gaattaataa aa-taggacg t-gcgggtct aatgtggtgg tttctagaac tgccgtaatg
Ery.hasegawianum gaat-aataa aa-taggacg t-gcggtcct attttgttgg tttctaggat cgccgtaatg
Crona.ribicola gaat-aataa aa-taggatg t-gtgatcct attttgttgg tttctaggat caccgtaatg
Rhodo.toruloides gaat-aatag aa-taggacg c-gcgttccc attttgttgg tttctgagat cgccgtaatg
Microb.violaceum gaat-aatag aa-taggacg c-gcgttccc attttgttgg tttctgagat cgccgtaatg
Schizoph.commune attaataggg atagttgggg gcattggtat tgagtcgcta gaggtgaaat tcttggattg 900
Agaricus bisporus attaataggg atagttgggg gcattggtat tgagtcgcta gaggtgaaat tcttggattg
Boletus satanas attaataggg acagttgggg gcattagtat tcagtcgcta gaggtgaaat tcttggattg
Russula compacta attaataggg atagttgggg gcatttgtat tgcgttgcta gaggtgaaat tcttggattt
Hirneo.auricula attaataggg atagttgggg gcattcgtat tgcgttgcta gaggtgaaat tcttggattt
Dacry.stillatus atgaataggg acagttgggg gcatttgtat tcggttgcta gaggtgaaat tcttggattt
Tremella foliacea attaataggg acggtcgggg gcattagtat tccgttgcta gaggtgaaat tcttagattt
Ustilago maydis attaaaaggg acagccgggg gcattagtat ttgcacgcta gaggtgaaat tcttggattg
Ustilago hordei attaaaaggg acagccgggg gcattagtat ttgcacgcta gaggtgaaat tcttggattg
PB 4381 ATTAATAGGG ATAGTCGGGG GCATTAGTAT TCACATGCTA GAGGTGAAAT TCTTGGATTT
PB 3275 ATTAATAGGG ATAGTCGGGG GCATTAGTAT TCACATGCTA GAGGTGAAAT TCTTGGATTT
Gra.cylindrica attaataggg atagtcgggg gcattcgtat tcacatgcta gaggtgaaat tcttggattt
Gra.phoenicis attaataggg atagtcgggg gcattcgtat tcacatgcta gaggtgaaat tcttggattt
RBF 1008 ATTAATAGGG ATAGTTGGGG GCATTAGTAT TCACATGCTA GAGGTGAAAT TCTTGGATTT
Tilletiopsis palles.attaataggg acagttgggg gcattagtat tcacatgcta gaggtgaaat tcttggattt
Tilletiopsis albes. attaataggg atagttgggg gcattagtat tcacatgcta gaggtgaaat tcttggattt
Tilletia caries attaataggg atagttgggg gcattagtat tcacatgcta gaggtgaaat tcttggattt
Tilletiaria anomala attaataggg acgattgggg gcattagtat tcacatgcta gaggtgaaat tcttggattt
Tilletiopsis minor attaataggg acgattgggg ccattagtat tcacatgcta gaggtgaaat tcttggattt
Tilletiopsis flava attaataggg acgattgggg gcattagtat tcacatgcta gaggtgaaat tcttggattt
Ery.hasegawianum attaataggg atagttgggg gcattcgtat tcaattgcta gaggtgaaat tcttggattt
Crona.ribicola attaataggg tcagttgggg gcatttgtat tacatcgtca gaggtgaaat tcttggattg
Rhodo.toruloides attaataggg atagttgggg gcatttgtat tccgtcgtca gaggtgaaat tcttggattg
Microb.violaceum attaataggg atagttgggg gcatttgtat tccgtcgtca gaggtgaaat tcttggattg



Schizoph.commune actcaagacc gactactgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattaat caagaacgaa 960
Agaricus bisporus actcaagacc gactactgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattaat caaggacgaa
Boletus satanas actgaagact aactactgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattaat caagaacgaa
Russula compacta acgcaagaca aactattgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattaat caagaacgaa
Hirneo.auricula acgcaagacg aacttctgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattaat caagaacgaa
Dacry.stillatus accgaagaca aactactgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattgat caagaacgaa
Tremella foliacea acggaagact aacttctgcg aaagcatttg ccaaggacgt tttcattgat caagaacgaa
Ustilago maydis tgcaaagact tcctactgcg aaagcatttg ccaagaatgt tttcattaat caagaacgaa
Ustilago hordei tgcaaagact tcctactgcg aaagcatttg ccaagaatgt tttcattaat caagaacgaa
PB 4381 TGTGAAGACT AACTTCTGCG AAAGCATTTG CCAAGGATGT TTTCATTAAT CAAGAACGAA
PB 3275 TGTGAAGACT AACTTCTGCG AAAGCATTTG CCAAGGATGT TTTCATTAAT CAAGAACGAA
Gra.cylindrica tgtgaagacg aactactgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattaat caagaacgaa
Gra.phoenicis tgtgaagacg aactactgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattaat caagaacgaa
RBF 1008 TGTGAAGACT AACTTCTGCG AAAGCATTTG CCAAGGATGT TTTCATTAAT CAAGAACGAA
Tilletiopsis palles.tgtgaagact aacttctgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattaat caagaacgaa
Tilletiopsis albes. tgtgaagact aacttctgcg aaagcatttg ccaaggatgt cttcattaat caagaacgag
Tilletia caries tgtgaagact aactactgcg aaagcgtttg ccaaggatgt tttcattaat caagaacgaa
Tilletiaria anomala tgtgaagact aactactgcg aaagcatctg ccaagggcgt tttcattaat caagaacgaa
Tilletiopsis minor tgtgaagact aactactgcg aaagcatttg gcaagggcgt tttcattaat caagaacgaa
Tilletiopsis flava tgtgaagact aactgatgcg aaagcgtttg ccaagggcgt tctcattaat caagaacgaa
Ery.hasegawianum attgaagacg aactactgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattgat caagaacgaa
Crona.ribicola atgtaagaca aactactgcg aaagcatctg ccaaggatga cttcattgat caagaacgaa
Rhodo.toruloides ccggaagaca aactactgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattgat caagaacgaa
Microb.violaceum ccggaagaca aactactgcg aaagcatttg ccaaggatgt tttcattgat caagaacgaa
Schizoph.commune ggttagggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact 1020
Agaricus bisporus ggttagggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Boletus satanas ggttagggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Russula compacta ggttagggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Hirneo.auricula ggttagggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Dacry.stillatus ggttagggga tcgaaaacga ttagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Tremella foliacea ggttagggga tcaaaaacga ttagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Ustilago maydis ggttagggta tcgaaaacga ttagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Ustilago hordei ggttagggta tcgaaaacga ttagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
PB 4381 GGTTAGGGGA TCGAAAACGA TTAGATACCG TTGTAGTCTT AACAGTAAAC TATGCCGACT
PB 3275 GGTTAGGGGA TCGAAAACGA TTAGATACCG TTGTAGTCTT AACAGTAAAC TATGCCGACT
Gra.cylindrica ggttagggga tcgaaaacga ttagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Gra.phoenicis ggttagggga tcgaaaacga ttagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
RBF 1008 GGTTAGGGGA TCGAAAACGA TCAGATACCG TTGTAGTCTT AACAGTAAAC TATGCCGACT
Tilletiopsis palles.ggttagggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Tilletiopsis albes. ggttagggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Tilletia caries ggttagggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Tilletiaria anomala ggttagggga tcgaaaacga ttagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Tilletiopsis minor ggttagggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Tilletiopsis flava ggttagggga tcgaaaacga ttagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Ery.hasegawianum ggttagggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac gatgccgact
Crona.ribicola ggttaagggt tcaaaaacga tcagataccg ttgtagtctt aacagtaaac tatgccgact
Rhodo.toruloides ggaaggggga tcgaaaacga ttagataccg ttgtagtctc ttctgtaaac tatgccaatt
Microb.violaceum ggaaggggga tcgaaaacga tcagataccg ttgtagtctc ttctgtaaac tatgccaatt
Schizoph.commune agggatcgga cgacc-tcaa ttat-tatgt gtcgttcggc accttacgag aaatcaaagt 1080
Agaricus bisporus agggatcggg cgacc-tcaa attt-gatgt gtcgctcggc accttacgag aaatcaaagt
Boletus satanas agggatcggg cgacc-tc-t tttt-gatgt gtcgctcggc accttacgag aaatcaaagt
Russula compacta agggatcgga cgacc-tc-a gtat-tatgc gtcgttcggc accttacgag aaatcaaagt
Hirneo.auricula agggatcggg cgacc-tc-t tttt-tatgt gtcgctcggc accttacgag aaatcaaagt
Dacry.stillatus agggatcggg cgggg-ttca t-tt-aatga cccgttcggc accttgcgag aaatcaaagt
Tremella foliacea agggatcggg ccacg-tt-a tttt---tga ctggctcggc accttacgag aaatcaaagt
Ustilago maydis ccgaatcggt cgatg-ctca t-ttcactgg ctcgatcggc gcggtacgag aaatcaaagt
Ustilago hordei ccgaatcggt cgatg-ctca t-ttcactgg ctcgatcgge gecggtacgag aaatcaaagt
PB 4381 AGGGATCGGG CGATG-TTAT TTTTTTTTGA CTCGCTCGGC ACCTTGCGAG AAATCAAAGT
PB 3275 AGGGATCGGG CGATG-TTAT TTTT-T-TGA CTCGCTCGGC ACCTTGCGAG AAATCAAAGT
Gra.cylindrica agggatcgga cgatg-ttat ttttct-tga ctcgttcggec accttgcgag aaatcaaagt
Gra.phoenicis agggatcgga cgatg-ttat ttttct-tga ctcgttcggc accttgcgag aaatcaaagt
RBF 1008 AGGGATTGGG CGATG-TTAT T-TTCT-TGA CTCGCTCAGC ACCTTGCGAG AAATCAAAGT
Tilletiopsis palles.agggattgga cgatg-ttat t-ttct-tga ctcgttcagc accttacgag aaatcaaagt
Tilletiopsis albes. agggatcggg cgagg-ttat t-tt-aatga ctcgctcggc accttacgag aaatcaaagt
Tilletia caries agggattgga cgatg-ttta t---ct-tga ctcgttcagc accttacgag aaatcaaagt
Tilletiaria anomala agggatcggg cgatg-ttat tttt-t-tga ctcgctcggc acctttcgag aaatcaaagt
Tilletiopsis minor agggatcggg cgatg-ttat tttt-t-tga ctcgctcggc acctttcgag aaatcaaagt
Tilletiopsis flava agggatcggg cgatg-ttat tctt-t-tga ctcgctcggec acctttcgag aaatcaaagt
Ery.hasegawianum agggatcgga cgaggatttt t----aatga ctcgttcggc acctgaagag aaatctttaa
Crona.ribicola ggggatcaga caaggattta t----aatga cttgtttggc acccaaaggg aaacc-ttaa
Rhodo.toruloides ggggatcggc acaggatttt t----aatga ctgtgtcggc acccgaagag aaatctttaa
Microb.violaceum ggggattagc tcaggatttt t----aatga ctgagttagc acccgaagag aaatctttaa



Schizoph.commune ctttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaaggaatt gacggaaggg 1140
Agaricus bisporus ttttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaaggaatt gacggaaggg
Boletus satanas ctttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaaggaatt gacggaaggg
Russula compacta ctttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaaggaatt gacggaaggg
Hirneo.auricula ctttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaaggaatt gacggaaggg
Dacry.stillatus ctttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaaggaatt gacggaaggg
Tremella foliacea ctttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaaggaatt gacggaaggg
Ustilago maydis tttt-ggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg
Ustilago hordei ttttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg
PB 4381 TTTTGGGTTC TGGGGGGAGT ATGGTCGCAA GGCTGAAACT TAAAGAAATT GACGGAAGGG
PB 3275 TTTTGGGTTC TGGGGGGAGT ATGGTCGCAA GGCTGAAACT TAAAGAAATT GACGGAAGGG
Gra.cylindrica ttttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg
Gra.phoenicis ttttgggttc tggggggagt nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nNNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
RBF 1008 CTTTGGGTTC TGGGGGGAGT ATGGTCGCAA GGCTGAAACT TAAAGAAATT GACGGAAGGG
Tilletiopsis palles.ctttgggttc t-gggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg
Tilletiopsis albes. ctttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg
Tilletia caries ctttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg
Tilletiaria anomala ctttgggttc t-gggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg
Tilletiopsis minor ctttgggttc t-gggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg
Tilletiopsis flava ctttgggttc tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg
Ery.hasegawianum gtctaggttc gggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg
Crona.ribicola gtttaggttc gtgggggagt acggtcacaa ggctgaaact taaaggaatt gacggaaggg
Rhodo.toruloides atg-aggttc gggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaaggaatt gacggaaggg
Microb.violaceum atg-aggttc gggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaaggaatt gacggaaggg
Schizoph.commune caccacca-g gtgtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag 1200
Agaricus bisporus caccacca-g gtgtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Boletus satanas caccacca-g gagtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Russula compacta caccacca-g gagtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Hirneo.auricula caccacca-g gagtg--gcg tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Dacry.stillatus caccacca-g gagtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Tremella foliacea caccacca-g gtgtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Ustilago maydis caccacca-g gagtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggaa aactcaccgg
Ustilago hordei caccacca-g gagtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggaa aactcaccgg
PB 4381 CACCACCA-G GAGTGGAGCC TGCGGCTTAA TTTGA--CTC AACACGGGGA AACTCACCAG
PB 3275 CACCACCA-G GAGTGGAGCC TGCGGCTTAA TTTGA--CTC AACACGGGGA AACTCACCAG
Gra.cylindrica caccacca-g gagtggagcc tncggcttaa tttga--ctc aacacgggga aacncaccag
Gra.phoenicis nnnnnnnnnn NNNNNNnnnn nNNNNNNNNn Nnnnnnnnnn nacacgggga aactcac-ag
RBF 1008 CACCACCA-G GAGTGGAGCC TGCGGCTTAA TTTGA--CTC AACACGGGGA AACTCACCAG
Tilletiopsis palles.caccacca-g gagtgggac- tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Tilletiopsis albes. caccacca-g gagtggagc- tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Tilletia caries caccacca-g gagtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Tilletiaria anomala caccacca-g gagtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Tilletiopsis minor caccacca-g gagta-agcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Tilletiopsis flava caccacca-g gagtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Ery.hasegawianum caccaccatg gtgtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Crona.ribicola caccacca-g gtgtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Rhodo.toruloides caccacca-g gtgtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Microb.violaceum caccacca-g gtgtggagcc tgcggcttaa tttga--ctc aacacgggga aactcaccag
Schizoph.commune gtccagacat aactaggatt gacagattga tagctctttc atgattttat gggtggtggt 1260
Agaricus bisporus gtccagacat aactaggatt gacagattga tagctctttc atgattttat gggtggtggt
Boletus satanas gtccagacat gactaggatt gacagattga tagctctttc atgattttat gggtggtggt
Russula compacta gtccagacat aactaggatt gacagattga tagctctttc ttgattttat gggtggtggt
Hirneo.auricula gtccagacat gactaggatt gacagattga tagctctttc ttgattttat gggtggtggt
Dacry.stillatus gtccagacat agtaaggatt gacagattga gagctctttc atgattctgt gggtggtggt
Tremella foliacea gtccagacat agtaaggatt gacagattga tagctctttc ttgattctat gggtggtggt
Ustilago maydis gtccggacat agtaaggatt gacagattga tggcgectttc atgattctat gggtggtggt
Ustilago hordei gtccggacat agtaaggatt gacagattga tggcgctttc atgattctat gggtggtggt
PB 4381 GTCCAGACAT AGTAAGGATT GACAGATTGA TAGCTCTTTC TTGATTCTAT GGGTGGTGGT
PB 3275 GTCCAGACAT AGTTAGGATT GACAGATTGA TAGCTCTTTC TTGATTCTAT GGGTGGTGGT
Gra.cylindrica gtccagacat agtaaggatt gacagattga tagctctttc ttgattctat gggtggtggt
Gra.phoenicis gtc-agacac gacaaggatt gacagattga tagctctttc ttgatttcgt ggctggtggt
RBF 1008 GTCCAGACAT AGTAAGGATT GACAGATTGA TAGCTCTTTC TTGATTCTAT GGGTGGTGGT
Tilletiopsis palles.gtccagacat agtaaggatt gacagattga tagctctttc ttgattctat gggtggtggt
Tilletiopsis albes. gtccagacat agtaaggatt gacagattga tagctctttc ttgattctat gggtggtggt
Tilletia caries gtccagacat agtaaggatt gacagattga tagctctttc ttgattctat gggtggtggt
Tilletiaria anomala gtccagacat agtaaggatt gacagattga tagctctttc ttgattctat gggtggtggt
Tilletiopsis minor gtccagacat agtaaggatt gacagattga tagctctttc ttgattctat gggtggtggt
Tilletiopsis flava gtccagacat agtaaggatt gacagattga tagctctttc ttgattctat gggtggtggt
Ery.hasegawianum gtccagacac gacaaggatt gacagattga tagctctttc ttgatttcgt ggttggtggt
Crona.ribicola gtccagacac agtaaggatt gacagattga tagctttttc ttgattttgt ggttggtggt
Rhodo.toruloides gtccagacac aataaggatt gacagattga tagctctttc ttgatcttgt ggttggtggt
Microb.violaceum gtccagacac aataaggatt gacagattga tagctctttc ttgatcttgt ggttggtggt



Schizoph.commune gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga 1320
Agaricus bisporus gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Boletus satanas gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Russula compacta gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Hirneo.auricula gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Dacry.stillatus gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Tremella foliacea gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Ustilago maydis gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Ustilago hordei gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
PB 4381 GCATGGCCGT TCTTAGTTGG TGGAGTGATT TGTCTGGTTA ATTCCGATAA CGAA-CGAGA
PB 3275 GCATGGCCGT TCTTAGTTGG TGGAGTGATT TGTCTGGTTA ATTCCGATAA CGAA-CGAGA
Gra.cylindrica gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaagcgaga
Gra.phoenicis gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccganaa cgaa-cgaga
RBF 1008 GCATGGCCGT TCTTAGTTGG TGGAGTGATT TGTCTGGTTA ATTCCGATAA CGAA-CGAGA
Tilletiopsis palles.gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Tilletiopsis albes. gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Tilletia caries gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Tilletiaria anomala gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Tilletiopsis minor gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Tilletiopsis flava gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Ery.hasegawianum gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Crona.ribicola gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Rhodo.toruloides gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Microb.violaceum gcatggccgt tcttagttgg tggagtgatt tgtctggtta attccgataa cgaa-cgaga
Schizoph.commune cc-ttaacct gctaaatagc caggccggct t-ttgctggt c--ttatgge ttcttagagg 1380
Agaricus bisporus cc-ttaacct gctaaatagc caggccggct t-ttgectggt c---gcaggc ttcttagagg
Boletus satanas cc-ttaacct gctaaatagc caggccggct t-ttgctggt c---ttcggc ttcttagagg
Russula compacta cc-ttaacct gctaaatagc ctggccgget c-ttgetggt c---accgge ttcttagagg
Hirneo.auricula cccttaacct gctaaatagc caggccggct t-cgcgtggt c---gccgge ttcttagagg
Dacry.stillatus cc-ttaacct gctaaatagc caggccggct t-tggctggt c---gacggc ttcttagagg
Tremella foliacea cc-ttaacct gctaaatagt caggccggcc t-tggctggt c---gtaggce ttcttagagg
Ustilago maydis cc-ttgacct gctaaataga cgggttgaca ttttgttggc cccttatgtc ttcttagagg
Ustilago hordei cc-ttgacct gctaaataga cgggttgaca atttgttggc cccttatgtc ttcttagagg
PB 4381 CC-TTAACCT GCTAAATAGC CGGGTCGACT T-TGGTTGAC TTTTTTAGGC TTCTTAGAGG
PB 3275 CC-TTAACCT GCTAAATAGC CGGGTCGACT T-TGGTTGAC TTTTTTAGGC TTCTTAGAGG
Gra.cylindrica cc-ttaacct gctaaatagc cgagtcgact t-tcgttgge t---tctggec ttcttagagg
Gra.phoenicis cn-ttaacct gctaaatagc ccggccgact t-tggttggt c---gctggc ttcttagagg
RBF 1008 CC-TTAACCT GCTAAATAGC CCGGCCGACT A-TGGTTAGC C---GCTGGC TTCTTAGAGG
Tilletiopsis palles.cc-ttaacct gctaaatagc ccggccgact t-tggttagc c---gctgge ttcttagagg
Tilletiopsis albes. cc-ttaacct gctaaatagc ccggccgact t-tggttagec c---gctgge ttcttagagg
Tilletia caries cc-ttaacct gctaactagc ccggccgact t-tggttage t---gctgge ttcttagagg
Tilletiaria anomala cc-ttaacct gctaaatagc ccggccgact t-tggttggt c---gctgge ttcttagagg
Tilletiopsis minor cc-ttaacct gctaactagc ccggccgact t-tggttggt c---gctgge ttcttagagg
Tilletiopsis flava cc-ttaacct gctaaatagc ccggccgact t-tggttggt c---gctgge ttcttagagg
Ery.hasegawianum cc-ttaacct gctaaatagc ccggccgact t-tggttggt c---gctggce ttcttagagg
Crona.ribicola cc-ttctcect gctaaatagt ctagctggct a-cggctggc t---attggc ttcttagagg
Rhodo.toruloides cc-ttaacct gctaaataga ccagccggct t-tggctage t---gctgtc ttcttagagg
Microb.violaceum cc-ttaacct gctaaatagt cccgeccggect t-tggectgge g---gctgac ttcttagagg
Schizoph.commune gactgtaggc -gtctagctt acggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag 1440
Agaricus bisporus gactgtcagc -gtctagctg acggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Boletus satanas gactgtcggce -gtctagccg acggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Russula compacta gactgtcggc -gtctanccg acggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Hirneo.auricula gactatcagc -gtctagt-- atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Dacry.stillatus gactgtcagc -gactagctg acggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Tremella foliacea gactaacagc -gtttagctg ttggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Ustilago maydis gacaatcgac cgtctaggtg atggaggcaa aaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Ustilago hordei gacaatcgac cgtctaggtg atggaggcaa aaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
PB 4381 GACTATCTGC -GTTTAGCAG ATGGAAGTTT GAGGCAATAA CAGGTCTGTG ATGCCCTTAG
PB 3275 GACTATCTGC -GTTTAGCAG ATGGAAGTTT GAGGCAATAA CAGGTCTGTG ATGCCCTTAG
Gra.cylindrica gactatctac -gtttagtag atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Gra.phoenicis gactatcgac -gtctagtcg atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
RBF 1008 GACTATTGGC -GTTTAGCTA ATGGAAGTTT GAGGCAATAA CAGGTCTGTG ATGCCCTTAG
Tilletiopsis palles.gactattagc -gtttagcta atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Tilletiopsis albes. gactattggc -gtttagcta atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Tilletia caries gactattggc -gtctagcta atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Tilletiaria anomala gactattagc -gtgtagcta atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Tilletiopsis minor gactattggc -gtttagcta atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Tilletiopsis flava gactattagc -gtgtagcta atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Ery.hasegawianum gactatcagc -gtttagctg atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Crona.ribicola gactatcaac -gtttagttg atggaagttg gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Rhodo.toruloides gactatcagc -gtttagctg atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag
Microb.violaceum gactatcagc -gtttagctg atggaagttt gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag



Schizoph.commune atgttctggg ccgcacgcge gctacactga cagaggcagc gagttct-tt tccttggecg 1500
Agaricus bisporus atgttctggg tcgcacgcgc gctacactga cagagccagc gagtttt-tc accttggccg
Boletus satanas atgttctggg ccgcacgcgc gctacactga cagagccagc gagttct-tt tccttggccg
Russula compacta atgttctggg ccgcacgcge gctacactga cagagccage gagttce-tt tccttggecg
Hirneo.auricula atgttctggg ccgcacgcgce gcnacactga cagagccagc gagtttt-ta accttggccg
Dacry.stillatus atgttctggg ccgcacgcgec gctacactga cggagccagc gagttct--a accttggccg
Tremella foliacea atgttctggg ccgcacgcge gctacactga ctgagccagc gagtata-cc accttggecg
Ustilago maydis atgttccggg ctgcacgcgc gctacactga cagagacaac gagtgga-gc cccttgtccg
Ustilago hordei atgttccggg ctgcacgcgc gctacactga cagagacaac gagtggt-tc cccttgtccg
PB 4381 ATGTTCTGGG CCGCACGCGC GCTACACTGA CAGAGCCAAC GAGTTTt-TT TCCTTGTCCG
PB 3275 ATGTTCTGGG CCGCACGCGC GCTACACTGA CAGAGCCAAC GAGTTTT-TT TCCTTGTCCG
Gra.cylindrica atgttctggg ccgcacgcgc gctacactga cagagccagc gagnttt-tt tccttgtccg
Gra.phoenicis atgttctggg ccgcacgcge gctacactga ccgaaccage gagttta-nt tccttggecg
RBF 1008 ATGTTCTGGG CCGCACGCGC GCTACACTGA CGGAGCCAGC GAGTTTA-TC ACCTTGTCCG
Tilletiopsis palles.atgttctggg ccgcacgcgc gctacactga cggagccagc gagttta-tc accttgtccg
Tilletiopsis albes. atgttctggg ccgcacgcgc gctacactga cggagccagc gagttta-tc accttgtccg
Tilletia caries atgttctggg ccgcacgcgc gctacactga cggagccaac gagttta-tc accttgtccg
Tilletiaria anomala atgttctggg c-gcacgcgc gctacactga cggagccagc gagtaatttc accttgtccg
Tilletiopsis minor atgttctggg ccgcacgcgc gctacactga cggagccagc gagttta-tc accttgtcecg
Tilletiopsis flava atgttctggg cggaacgcgc gctacactga cggagccagc gagtaatttc accttgtccg
Ery.hasegawianum atgttctggg ccgcacgcgc gctacactga ccgaaccagc gagttta-tc accttagccg
Crona.ribicola atgttctggg ccgcacgcge gctacactga ccaagccagce gagtata-tc accttatccg
Rhodo.toruloides atgttctggg ccgcacgcgec gctacactga cagagccagc gagtcta-cc acctttgccg
Microb.violaceum atgttctggg ccgcacgcgc gctacactga cagagccagc gagtattttc accttggccg
Schizoph.commune gaaggtc-cg ggtaatcttg tgaaactctg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt 1560
Agaricus bisporus gaaggtc-tg ggtaatcttg tgaaactctg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Boletus satanas gaaggtc-tg ggtaatcttg tgaaactctg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Russula compacta gaaggtcatg ggtaatcttg tgaaactctg tcgtgctggg gataaagcat tgcaattatt
Hirneo.auricula gaa-gtc-tg ggtaatcttg tgaaactctg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Dacry.stillatus gaaggtc-cg ggtaatcttg tgaaacttcg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Tremella foliacea aaaggcc-tg ggtaatcttg tgaaactcag tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Ustilago maydis aaatgac-tg ggtaaacttg tgaaactttg tcgtgctggg gatggagctt tgtaattttt
Ustilago hordei aaatgac-tg ggtaaacttg tgaaactttg tcgtgctggg gatggagctt tgtaattttt
PB 4381 GAAGGAC-TG GGTAATCTTG TGAAACTTTG TCGTGCTGGG GATAGAGCAT TGCAATTATT
PB 3275 GAAGGAC-TG GGTAATCTTG TGAAACTCTG TCGTGCTGGG GATAGAGCAT TGCAATTATT
Gra.cylindrica gaaggac-tg ggtaatcttg ttaaactctg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Gra.phoenicis gaaggacatg ggtaatcntg tnaaantcng tcgtgntggg gatagagcat tgcaattatt
RBF 1008 GAAGGAC-TG GGTAATCTTG TGAAACTTTG TCGTGCTGGG GATAGAGCAT TGCAATTATT
Tilletiopsis palles.gaaggac-tg ggtaatcttg tgaaactttg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Tilletiopsis albes. gaaggac-tg ggtaatcttg tgaa-cttcg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Tilletia caries aaaggac-tg ggtaatcttg tgaaactttg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Tilletiaria anomala gaaggac-tg ggtaatcttg tgaaactctg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Tilletiopsis minor gaaggac-tg ggtaatcttg tgaaactttg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Tilletiopsis flava gaaggac-tg ggtaatcttg tgaaactctg tcgtgctggg gatagagcat tgcaattatt
Ery.hasegawianum gaaggct-tg ggtaatcttg tgaaactcgg tcgtgatggg gatagagcat tgcaattatt
Crona.ribicola aaaggat-tg ggtaatcttg tgaaacttgg tcgtgatggg gatagagcat tgcaattatt
Rhodo.toruloides gaaggc-atg ggtaatcttg tgaaactctg tcgtgatggg gatagagcat tgcaattatt
Microb.violaceum gaaggcc-cg ggtaatcttg tgaaactctg tcgtgatggg gatagaacat tgcaattatt
Schizoph.commune gctcttcaac gaggaa-tac ctagtaagcg tgagtcatca gctcgegttg attacgtcce 1620
Agaricus bisporus gctcttcaac gaggaa-tac ctagtaagcg tgagtcatca gctcgcgttg attacgtcce
Boletus satanas gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaagcg tgagtcatca gctcgegttg attacgtccce
Russula compacta gctctncaac naggaaattc ctagtaagcg tgantcatca gctcgegttg attacntccc
Hirneo.auricula gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaggcg tgagtcatca gctcgcgtcg attacgtccce
Dacry.stillatus gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaggcg tgagtcatca gctcgegtcg attacgtccce
Tremella foliacea gctcttcaac gaggaa-tac ctagtaagcg tgagtcatca gctcgegttg attacgtccce
Ustilago maydis gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaagcg caagtcatca gcttgcgttg actacgtccc
Ustilago hordei gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaagcg caagtcatca gecttgegttg actacgtccc
PB 4381 GCTCTTCAAC GAGGAA-TTC CTAGTAAGCG TAAGTCATCA GCTTGCGTTG ATTACGTCCC
PB 3275 GCTCTTCAAC GAGGAA-TTC CTAGTAAGCG TAAGTCATCA GCTTGCGTTG ATTACGTCCC
Gra.cylindrica gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaagcg taagtcatca gcttgcgttg attacgtccc
Gra.phoenicis gctcttcaac gaggaa-tac ctagtaagcg tgagtcatca gctcgcgttg aattcgtccce
RBF 1008 GCTCTTCAAC GAGGAA-TTC CTAGTAAGCG TAAGTCATCA GCTTGCGTTG ATTACGTCCC
Tilletiopsis palles.gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaagcg tgagtcatca gctcgegttg attacgtcce
Tilletiopsis albes. gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaagcg tgagtcatca gctcgcegttg attacgtccc
Tilletia caries gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaagcg tgagtcatca gctcgcgttg attacgtccce
Tilletiaria anomala gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaagcg taagtcatca gcttgcgttg attacgtccc
Tilletiopsis minor gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaagcg taagtcatca gcttgcgttg attacgtccc
Tilletiopsis flava gctcttcaac gaggaa-ttc ctagtaagcg taagtcatca gcttgcgttg attacgtccc
Ery.hasegawianum gctcttcaac gaggaa-tac ctagtaagcg tgagtcatca gctcgcgttg aatacgtccce
Crona.ribicola gctcttcaac gaggaa-tac ctagtaagcg tatgtcatca gcatgcgttg attacgtccc
Rhodo.toruloides gctcttcaac gaggaa-tac ctagtaagcg tgattcatca gatcgcgttg attacgtccc
Microb.violaceum gttcttcaac gaggaa-tac ctagtaagcg tgattcatca gatcgcgttg attacgtccc



Schizoph.commune tgccetttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggtcttcgg 1680
Agaricus bisporus tgccectttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggtctccgg
Boletus satanas tgccctttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggtctccgg
Russula compacta tgccctttgt acacaccgecc cgtcgctact accgattgaa tggcttattg agacctccgg
Hirneo.auricula tgccectttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggtctccgg
Dacry.stillatus tgccectttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggtcttcgg
Tremella foliacea tgccetttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg agatctccgg
Ustilago maydis tgccectttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggacttggg
Ustilago hordei tgccectttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggacttggg
PB 4381 TGCCCTTTGT ACACACCGCC TGTCGCTACT ACCGATTGAA TGGTTTAGTG AG-CCTTTGG
PB 3275 TGCCCTTTGT ACACACCGCC TGTCGCTACT ACCGATTGAA TGGTTTAGTG AG-CCTTTGG
Gra.cylindrica tgccctttgt acacaccgcc tgtcgctact accgattgaa tggcttagtg ag-tccttgg
Gra.phoenicis tgccctttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg ag-tecttttg
RBF 1008 TGCCCTTTGT ACACACCGCC TGTCGCTACT ACCGATTGAA TGGCTTAGTG AG-CCCTTGG
Tilletiopsis palles.tgccctttgt acacaccgcc tgtcgctact accgattgaa tggcttagtg ag-cctttgg
Tilletiopsis albes. tgccctttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg ag-tccttgg
Tilletia caries tgccectttgt acacaccgecc tgtcgctact accgattgaa tgacttagtg ag-cctttgg
Tilletiaria anomala tgccctttgt acacaccgcc tgtcgttact accgattgaa tggcttagtg ag-tccttgg
Tilletiopsis minor tgccctttgt acacaccgcc tgtcgttact accgattgaa tggcttagtg ag-tccttgg
Tilletiopsis flava tgccctttgt acacaccgcc tgtcgttact accgattgaa tggcttagtg ag-tccttgg
Ery.hasegawianum tgccctttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggtctccgg
Crona.ribicola tgccctttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggcgttcgg
Rhodo.toruloides tgccectttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggcctccgg
Microb.violaceum tgccctttgt acacaccgcc cgtcgctact accgattgaa tggcttagtg aggcctccgg
Schizoph.commune -atcggcttt ggggagccgg caacggca-c ctcattgctg agaagttgat caaacttggt 1740
Agaricus bisporus —attggcttt ggggaaccgg caacggcg-c cctattgctg agaagctgat caaacttggt
Boletus satanas —-attggcttc ggggagccgg cgacggca-c cctgttgctg agaagctgat caaacttggt
Russula compacta -attggcttt ggaaagtcgg cnacnacn-c cccgttgcca anaagttggt caaacttggt
Hirneo.auricula —atcggcagec ggggagccgg caacggca-c cttgttgectg agaagctgat caaacttggt
Dacry.stillatus -attggcttt ggggaaccgg caacggta-c gctattgctg aaaagttgat caaacttggt
Tremella foliacea -attggcgtt gggaagccgg caacggca-t cccttggccg agaagctgat caaacttggt
Ustilago maydis agagtacatc ggggagccag caatggca-c cctgacggct caaactctta caaacttggt
Ustilago hordei agagtacatc ggggagccag cgatggca-c cctgacggct caaactctta caaacttggt
PB 4381 GATTGGCGTT TGGGAGCCGG CAACGGCA-C CTAATTGCTG AAAACTTATG CAAACTTGAT
PB 3275 GATCGGCGTT TGGGAGCTGG CAACAGCA-C CTGAGTGCTG AAAACTTATG CAAACTTGAT
Gra.cylindrica gactggcggt cgggagccgg caacggca-c ctggctgctg gaaacttggg caaacttggt
Gra.phoenicis gattgacatg ttactgctgg caacggcggt ttctttgtcg agaagttagg caaacttggt
RBF 1008 GACTGGCGTC TGGGAGCCGG CAACGGCA-C CTGGATGCTG GGAACTTGTG CAAACTTGGT
Tilletiopsis palles.gattggcgtt cgggagccgg caac-gca-c ctgattgctg aaaacttatg caaacttggt
Tilletiopsis albes. gattggcgat cgggagccgg caac-gca-c ctgattgctg agaacttggg caaacttggt
Tilletia caries gaggggcgtt tcggagctgg caacggca-c ctgaacgccc ccaacttatg caaacttgge
Tilletiaria anomala gattggcctt cgcgagcccg caagcaca-- atgagggctg aaaacttggg caaacttggt
Tilletiopsis minor gattgatcgc cgcgagcccg caagggca-c atggtggtcg aaaacttggg caaacttggt
Tilletiopsis flava gattggcctt cgcgagccgg aaacggca-c atgagggctg aaaacttggg caaacttggt
Ery.hasegawianum -attggcttc tgggagccgg caacggca-c ctagtcgctg agaagttgaa cgaacttggt
Crona.ribicola —-agagcctat aaagagctgg caacagca-c tttactggtt caaagttcta caaacttggt
Rhodo.toruloides -attggctat tgggagctcg cgagagca-c ctgactgccg agaagttgta cgaacttggt
Microb.violaceum -attggctat ggggatccct tgcgggaa-t cccactgctg agaagttgta cgaacttggt
Schizoph.commune catttagagg aagtaaaagt cgta 1764

Agaricus bisporus catttagagg aagtaaaagt cgta

Boletus satanas catttagagg aagtaaaagt cgta

Russula compacta catttanagg aagtaaaant cnta

Hirneo.auricula catttagagg aagtaaaagt cgta

Dacry.stillatus catttagagg aagtaaaagt cgta

Tremella foliacea catttagagg aagtaaaagt cgta

Ustilago maydis catttagagg aagtaaaagt cgta

Ustilago hordei catttagagg aagtaaaagt cgta

PB 4381 CATTTAGAGG AAGTAAAAGT CATA

PB 3275 CATTTAGAGG AAGTAAAAGT CATA

Gra.cylindrica catttagagg aagtaaaagt cata

Gra.phoenicis catttagagg aagtgaaagt cgta

RBF 1008 CATTTAGAGG AAGTAAAAGT CATA

Tilletiopsis palles.catttagagg aagtaaaagt cata

Tilletiopsis albes. catttagagg aagtaaaagt cgta

Tilletia caries catttagagg aagtaaaagt cata

Tilletiaria anomala catttagagg aagtacaagt cata

Tilletiopsis minor catttagagg aagtacaagt cata

Tilletiopsis flava catttagagg aagtacaagt cata

Ery.hasegawianum catttagagg aagtaaaagt cgta

Crona.ribicola catttagagg aagtaaaagt cgta

Rhodo.toruloides catttagagg aagtaaaagt cgta

Microb.violaceum catttagagg aagtaaaagt cgta



Anhang XVI

Sequenzen der ITS-Region ausgewahiter Stamme

Die in dieser Arbeit erstellten Sequenzen der ITS-Regionen fur die Stimme mit rund 600 bp
lagen ITS-Regionen sind in Alignment 1 zusammengestellt und diejenigen fur die Stimme
mit rund 700 bp groBen ITS-Regionen in Alignment 2. Die rund 800 bp lange Sequenz von
Stamm RBF 726 ist separat angegeben.

Alignmentpositionen, die mit der jeweils ersten Sequenz (PB 5634 bzw. RBF 1008)
identisch sind = ,,**, fehlende Daten = ,,7”, Gap = ,,-“. Die flankierenden Primer-
bindungsstellen ITS5 und ITS4 sind angegeben (Kleinbuchstaben), die kodierenden Bereiche

der 188S, 5.8S und 26S rDNA sind durch Unterstreichung gekennzeichnet.

Alignment 1:

PB 5634 ggaagtaaaa gtcgtaacaa ggTTTCNGTA GGTGAACCTG CAGAAGGATC ATTATTGAAT
PB 4380 A O S i O B i O i B
PB 4381 P
FO 31767 ceee it ittt ittt teieieeees teeeeeeann
PB 3275 N
PB 1828 22222222 2 ieiieeees cecccccene secssscncs
PB 4153 D
FO 31778 P
PB 3385 P
PB 5634 TG--T-AAAA TGGGGAGTCG CTTTCGAGCA CTCCTCTACT TTC-TTTATT CCT-AAACAC
PB 4380 = tiiiiieeee sesscccces sessesssss sesecccces sessssscce secccssens
PB 4381 = iiiiiieeee sesecccses sessssssss sesececeses sessssssee secscssees
FO 31767 = tieeeeeece eooesesoes sossesosse sssesssssss ssssessssse sessessssas
PB 3275 eo TTeBeecee ccescceses scvcscvsse ssosasosne A ceiieeeens P P
PB 1828 eo T eceees cooosccoses scvsscvsse ssossscscse £ eoseeTecees
PB 4153  ..... Aceee Covennnn L A ceeeienens cecemccons
FO 31778 ..... Aceee Covennnn To tevennnnee sonencnns A teeeeennns O
PB 3385 = ..... ) S eeTeeeeenn I T € U
PB 5634 CTGTGAATCG TTGCTGAGTT CGCTCAGTGG CA-CA-ATTT ATACACAC-T ATA-TA-AGT
PB 4380 = tiiiiieeee secceccces seeseecesss sesecccses sesssssses eessecccens
PB 4381 = iiiiiiieee seeescttce ceeseccees sesesecnns oAl AL ..C.nnn
FO 31767 = teeeeeeeee soooscssee sosssnnnne sossssssns eeA.. AL ..Ciinnn
PB 3275 = ciieieiiee ceeeennnen [ e e TTTeee eeeenenn AC .C.C..TC

PB 1828 = tiiiiceees cscescsces sesscscnss ..C.TTT... .Cevo... AC .CTT..T

PB 4153 = iiiiiieees cseesese Ce ceeocncosne ..C.TTT... «ee=e...AC ...A-.....
FO 31778 = tiiieeeeee coeecene Co cevecennsne C.TTT. ee=eeeAC LL.A-.....
PB 3385 = tiieiiiiee ceeeccnnen Teeeoonsos C..TT. o= .AC .CTA..AT

PB 5634 TTAGAACGTA AAAAAAAC-A -AAAAACAAA AATATAACTT TTGACAACGG ATCTCTTGGT
PB 4380 Y e teeueneee toveseceee sosessssas sesscsnnne sessssssse sesesseens
PB 4381 eeTeeeennn e e eeesceee secesssees sesesseces seessseees seessscess
FO 31767 eeTeeennnn St eeceee ceeecasese sesecasess sesecessss seseesssas
PB 3275 = ciieieee.. ComemeeeP= T=.TeeTeee =ceeCueteee ceeeccccce scccocccns
PB 1828 = ciieieeenn ——ee=ee=T= T..TeeTeee =ceeCuteee teveeneeee cocecnnnns
PB 4153 = ciieieeenn m—eemee=T= T=.Teee=te =ceeChitier teteenceee soceonncns
FO 31778  ciieeennnn mmeeme =T T=iTueiemee =eeeChittne tennnnnnee sonennnnns

PB 3385 Covennennn - TT..T...T. Teeeeenon. P
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eeeAcia..
eeeAlia.

GGTCCTTGGG

eeeecccc e
eeeccccc e
eeeccccc e
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RN TR
cees Al
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ceeee.G.AL

CATATTCATT

-AAC...T..
.AAC...T..
.AACA..T.G
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PB
PB
PB
FO
PB
PB
PB
FO
PB

5634
4380
4381
31767
3275
1828
4153
31778
3385

Alignment 2:

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

RBF 1008
PB 383
PB 2857e

CAAATCAGGT AGGACTACCC

GCTGAACTTA

ggaagtaaaa

—-ACACCGGGG

CACACACAC-

eeesToes A

CAACTTTTGA

gtcgtaacaa

AACCCACTCT

TT......A.
GATG-CCGCT

CTGAGTTCTA

.AA..-.AA.

CAACGGATCT

ggTTTCTGTA

GGTGAACCTG

CAGAAGGATC

Agcatatcaa taagcggagg a

ATTAGTGAAT

Al

GTGGGCCCCA

A...GCAA..
TGAATGTTAA

ceees..C.C

CTTGGTTCTC

eecccccccee

A-CCCTTCA-

.Ceee.eelC

ACGGTTTGCA

.-TC..GT.T
TTTTACTTGC

.G.A..-.-A

CCATCGATGA

P

CCATATCCTC

Y .

GCTGCTGGCA

...A..A...
CTTCGGGCAG

.-G.AA.T..

AGAACGCAGC

ACACCTGTGC

AACTAAAATA

..AC......

GAAATGCGAT

AAGTAATGTG

AATTGCAGAA

TTCAGTGAAT

CATCGAATCT

TTGAACGCAC

CTTGCGCTCG

eecccccc e

TTGGTATTCC

eecccccco e

GACGAGCATG

D Y

CCTGTTTGAG

eeccccccc e

TGTCATGAAT

TGTCACCAAA

e=e=TT=—-

ACAGGCTTGC

eee—...CA.

CGTGATAAGT

ATAGTCTGCT

TGT..eu...

GGCCTCAAAT

GGACGTGCTT

eecccccco e

CTTAAAAGTA

..C...T...

TCATTCGTTG

TCTAACCCGG

P L

CAGGTAGGAT

GGGGCGGGTC

ee..TT....

TTAGCTGGA-

eeccccco e

ceeeeee..C

AGGACGGC-T

CG-CGGAGTG

..AAA..C.C

TACCCGCTGA

CAT-GG-GCA

.T.G..T..T

CTGCATCTGC

.C.T.CA.A.
TC-ACGGCCG

CCTGCACTCC

TT....G..T

ACTTAAgcat

ceccccccc e

TCTCCACCCC

....A....T

T-CT-TTGCC

.G..G...—

GATGCATTGG

A...TG.A..
GCCAAGCTAC

AACCCA--AC

G.....TG..

atcaataagc

ceeeeee..C

C-ATGTCTTT

AGTC-TTCGG

.—..AC..-.

TTCTACTCAA

-CG.C.....
AATGCGATCA

TTAACGCTCT

eessAiae.

ggagga



RBF 726:

726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726

ggaagtaaaa
AAAACCTTTT
TTATATAACA
GTCTGGGGAA
ACAAAAATCA
ACAACTTTTG

gtcgtaacaa
TTTTCTGAGG
CGGTTGCATC
AGACGGGTCG
TTTTTTTGAT
GCAACGGATC

ggTATCTGTA

GGTGAACCTG

CAGATGGATC

ATTTTGATGA

TGTGGCTCGC
GGTCGGTCTG
GCGCTTCTTA
GATGGAAGCG
TCTTGGTTCT

ACCTGTCCAA
TCGAAACCAG
CCAACACTTT
ACTGGTAATG
CCCATCGATG

CTAAACCTGA
TAGCGCTCAT
TGAACACTAG
CGGTCGTCTA
AAGAACGCAG

GCTACCTTTT
AGCGAGCAGC
GATTGGAAGG
AATTGAAAAA
CGAATTGCGA

TAAGTAATGT

GAATTGCAGA

AGTGAATCAT

CGAATCTTTG

AACGCACCTT

GCGCTCCCGG

CAGATTTAAT

CTGGGGAGCA

TGCCTGTTTG

AGGGCCGCGA

TTTTTTCTTG
GCTCCCTCGA
TTTTTTTGCC
AGGGCGGGAG
TGCCTCTGCT
TAGGACTACC

TTGAGAAAGA
AATGCATTAG
CTCGCTTCCC
CTGGACGCAA
TTAACCACAG
CGCTGAACTT

GCTGGCGGAT
CGCATCCATT
TGCCGGGTTT
CGACTTTTCT
AGGAAGGGAT
AAgcatatca

CGGTAGTGAG
GGAAGGCGGA
TGATAATGTC
GCTGTTTGGC
TTATTTTTCA
ataagcggag

ATTGTTTCGA
GGTCTCTGCC
AAGACGGACG
AGGACTTCGG
GTGCTTCTGA
ATTCATCGGC

ACGACAGCTT
ATTTACCGTG
AAAGCTCGAG
AGGCGAAGAG
ACcCccGeeea
CTCAGATTGG

ga
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