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MDR bei Botrytis Einleitung

1. Einleitung
1.1. Allgemeine Biologie des Grauschimmelerregers Botrytis cinerea

Botrytis cinerea Pers.:Fries, der Erreger der Graufdule, stellt die anamorphe Form von
Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel dar. Dieses nekrotrophe Pflanzenpathogen aus der
Klasse der Ascomyceten gehort mit Sclerotinia sclerotiorum, dem Weillschimmel, zur
Familie der Sclerotiniaceae (van Kan, 2006). Das Wirtsspektrum von B. cinerea umfasst
mehr als 230 Pflanzenarten, wobei vor allem seneszente und geschwichte Pflanzengewebe
infiziert werden konnen (Jarvis, 1977; Edlich et al., 1989). Wichtige Kulturpflanzen wie
Tomaten, Paprika, Gurken, Bohnen, Erdbeeren oder Weintrauben werden von B. cinerea
befallen (Abb. 1; Coley-Smith et al., 1980; Elad und Shtienberg, 1995). B. cinerea verursacht
bei klimatisch forderlichen Umweltbedingungen jédhrlich einen betrachtlichen wirtschaftlichen

Schaden (Jarvis, 1977; Droby und Lichter, 2004; Pezet et al., 2004).

- ; o i
Abb. 1: Wiftsi)ﬂaliienspektrum und Vermehrung von B. cinerea. A: B. cinerea infizierte
Erdbeere; B: Sclerotien und Apothecien von Botrytis; C: B. cinerea infizierte Paprika; D: B.
cinerea infizierte Weintraube; E: Graufidule auf einer Weinbeere; F: Keimende Botrytis-
Konidien auf einer Weinbeere (Bild aufgenommen von Herrn H.H. Kassemeyer).

Bisher sind mehr als 20 Botrytis-Spezies bekannt, von denen besonders die Art B. cinerea

aufgrund ihres groen Wirtspflanzenspektrums als polyphages Pflanzenpathogen bezeichnet

werden kann (Jarvis, 1980; Beever und Weeds, 2004; Staats et al., 2005).

B. cinerea ist gekennzeichnet durch ein mehrkerniges somatisches Myzel (Grindel, 1979;

Shirane et al., 1988), das zur Verbreitung zahlreiche Makrokonidien an Konidiophoren bildet.

Die Konidien kénnen durch Insekten (Louis et al., 1996), den Menschen oder durch Wind und
1
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Regen groBfldchig verbreitet werden (Jarvis, 1962; Fitt et al., 1985; Fermaud und Le Menn,
1989). Vor allem die Verbreitung der Sporen durch die Luft fithrt zu einer ubiquitdren
Ausbreitung dieses Pathogens. Neben diesen kurzlebigen Makrokonidien (Moyano und
Melgarejo, 2002) kann B. cinerea jedoch auch Sklerotien, eine Anhdufung von Myzel zur
Uberdauerung ungiinstiger Witterungsverhiltnisse, bilden (Willetts, 1971; Willetts 1997).
Diese konnen in der darauffolgenden Vegetationsperiode als Inokulum fiir eine Neuinfektion
dienen (Thomas et al., 1983; Nair und Nadtotchei, 1987). Von Botrytis gebildete Spermatien,
die so genannten Mikrokonidien, konnen mit Zellen des Sklerotiums verschmelzen und nach
der Entstehung eines Apotheciums Ascosporen freisetzen (Abb. 1B, Abb. 2; Lorenz und
Eichorn, 1983; Fukumori et al., 2004). Dieses sexuelle Stadium wird als B. fuckeliana

bezeichnet. In freier Natur wird es nur selten beobachtet (Lorbeer, 1980).
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Abb. 2: Lebens- und Infektionszyklus von B. cinerea (Agrios, 2005).

Fiir eine erfolgreiche Infektion einer Pflanze oder eines Pflanzenteils, z.B. der Bliite, der
Blitter oder der Frucht, miissen sich Sporen von B. cinerea zuerst auf der Wirtsoberfldache
anheften (Verhoeff, 1980). Dies geschieht zunéchst iiber hydrophobe Wechselwirkungen mit
der Cuticula und nach Keimung der Spore durch die Sekretion eines Adhisions-Kissen (Doss,
et al., 1993; Doss et al., 1995). Wichtig fiir die Keimung der Sporen sind eine hohe relative
Luftfeuchtigkeit von mindestens 90% (Blakeman, 1980), eine harte Oberfliche, das
Vorhandensein von Nihrstoffen und die Hydrophobizitidt der Oberfliche (Doehlemann et al.,

2006). Verwundungen, ausgelost durch Insektenfra3 oder Hagel, aber auch natiirliche

2
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Offnungen, stellen fiir B. cinerea eine leichte Eintrittspforte in das Pflanzengewebe dar (Prins
et al., 2000). Allerdings kann B. cinerea auch aktiv durch appressoriendhnliche Strukturen
(Holz et al., 2004) oder iiber Infektionskissen (Kunz et al., 2006) in unverwundete Wirtszellen
eindringen. Wahrscheinlich ist die Sekretion verschiedener zellwandabbauender Enzyme
(CDWE, cellwall degrading enzymes) mitverantwortlich fiir die Penetration der
Wirtsoberflidche (Salinas und Verhoeff, 1995). Fiir einzelne Cutinasen oder Lipasen konnte
bisher keine entscheidende Rolle fiir eine erfolgreiche Penetration nachgewiesen werden
(Comménil et al., 1999; Kars und van Kan, 2004; Reis et al., 2005). Nach dem Eindringen in
die Wirtspflanze verfillt Botrytis oft in eine Ruhephase, die Latenz, bei der die pflanzliche
Abwehr das pilzliche Wachstum zeitweise unterdriickt (Pezet et al., 2003; Pezet et al., 2004).
Mit beginnender Seneszenz der Pflanze verringert sich z.B. die Phytoalexinkonzentration
(Goetz et al., 1999; Keller et al., 2003), wodurch die Latenz iiberwunden wird. AnschlieSend
totet Botrytis die Pflanzenzelle durch die Freisetzung von Toxinen, z.B. dem Sesquiterpen
Botrydial (Sievers et al., 2005), durch die Sekretion von Oxalsdure (van Kan, 2006) oder mit
Hilfe von ROS (Rolke et al., 2004) ab und ernéhrt sich anschlieBend von den freigesetzten
Nihrstoffen. Danach beginnt die Expansionsphase in das umgebende Gewebe. Dies wird
durch die Sekretion zellwandabbauender Enzyme, die zu einer Mazeration des Gewebes
fiihren, ausgelost (Kars und van Kan, 2004). Fiir die Endopolygalakturonase Bcpgl konnte
eine Beteiligung an der Mazeration nachgewiesen werden (Ten Have et al., 1998). Neben
dieser stellt auch die Xylanase Xynl1A ein Virulenzenfaktor von B. cinerea dar (Brito et al.,
2006). AnschlieBend bilden sich an der Pflanzenoberflache Konidiophoren und es beginnt die
asexuelle Reproduktion. Mit der Erzeugung neuer Konidien und deren Verbreitung schlie3t

sich der Infektionszyklus von B. cinerea (Abb. 2).

1.2. Bekimpfung von B. cinerea in der Landwirtschaft

B. cinerea verursacht bei einer Vielzahl von landwirtschaftlichen Erzeugnissen einen
betrichtlichen Schaden. Im Weinbau werden jédhrliche Verluste von zwei Milliarden US-
Dollar angenommen (Vivier und Pretorius, 2002). Deshalb werden gegen B. cinerea
verschiedene Mallnahmen durchgefiihrt, um die Befallshidufigkeit und -stirke unter der
Schadensschwelle zu halten. Unter kulturtechnische, Infektionsdruck-vermindernde Aspekte
fallen die Reduktion von Blattflichen und das Teilen von Blitenstinden, um ein schnelleres
Abtrocknen der Pflanzenteile zu gewdhrleisten. Dies verringert durch kiirzere Phasen mit
hoher relativer Luftfeuchtigkeit die Keimungs- und Infektionsfdhigkeit von B. cinerea

(English et al., 1989; Vail und Marois, 1991).
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Verschiedene Antagonisten, z.B. Trichoderma harzianum oder Ulocladium atrum wurden zur
Kontrolle von B. cinerea eingesetzt (Shtienberg und Elad, 1997; Kohl et al., 1995; Leibinger
et al., 1997). Bakterien, z.B. Cupriavidus campinensis, die das von B. cinerea als
Virulenzfaktor sekretierte Oxalat abbauen konnen, wurden ebenfalls als Antagonisten
identifiziert (Schoonbeek et al., 2007). Auch die Pflanzenziichtung liefert immer wieder neue
Sorten, die resistent gegen B. cinerea sind. Die Weinsorte Gamaret (Goetz et al., 1999) oder
Kreuzungen von wilden Tomatenarten mit kommerziellen Tomatensorten (Finkers et al.,
2008) zeigen beispielsweise quantitative Resistenzen gegen Botrytis. Allerdings sind
Resistenzen gegen Botrytis relativ selten, sodass die am héufigsten verwendete Methode zur
Kontrolle von Botrytis der Einsatz von Fungiziden ist. Pro Jahr werden im Weinbau bis zu 20
Pestizidbehandlungen durchgefiihrt. Darunter befinden sich bis zu drei Botrytizid-

behandlungen (Leroux, 2004).
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Abb. 3: Chemische Struktur verschiedener Botrytizide. Angriffspunkte sind die
Osmoregulation, die Aminosdurebiosynthese, die pilzliche Respiration, die Ergosterol-
biosynthese und die Cytoskelettformation. A: Phenylpyrrol, Fludioxonil; B: Anilino-
pyrimidin, Cyprodinil; C: Carboxamid, Boscalid; D: Hydroxyanilid, Fenhexamid; E: N-
Phenyl-Carbamat, Diethofencarb.

Fungizide lassen sich je nach ihrer Wirkungsweise in verschiedene Wirkstoffgruppen
einteilen. Es gibt in Pilzen neun wichtige Angriffspunkte (Targets) fiir Fungizide. Diese
Angriffspunkte sind die DNA/RNA-, die Zellwand-, die Plasmamembran- oder die
Melaninbiosynthese. Bei B. cinerea gehoren die in der Landwirtschaft und im Weinbau
eingesetzten Wirkstoffe jedoch zu Fungiziden, die entweder die Zellteilung, die pilzliche
Respiration, die Signaltransduktion der Osmoregulation, die Ergosterolbiosynthese oder die
Aminosdurebiosynthese beeintrichtigen (Leroux, 2002a; Leroux, 2004).

Die Zellteilung bzw. die Formation des Cytoskeletts wird durch die in den sechziger Jahren

eingefithrten Fungizide der Gruppe der MBC (Methyl-Benzimidazol-Carbamate), Benomyl
oder Carbendazim, und der N-Phenyl-Carbamate, Diethofencarb (Abb. 3E), beeintrichtigt.
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Beide Stoffklassen binden an die B-Tubulin-Untereinheit des pilzlichen Cytoskeletts und
storen so dessen Formation (Davidse, 1986; Davidse und Ishii, 1995).

Zur Stoffgruppe, die die pilzliche Respiration hemmen, zdhlen die Carboxamide, z.B.
Boscalid (Abb. 3C; Stammler und Speakman, 2006; Avenot et al., 2008) oder die Qol-
Fungizide (Quinone outside inhibitor) der Strobilurine (Sauter et al., 1999; Kim et al., 2003;
Sierotzki et al., 2007). Boscalid inhibiert die Succinat-Dehydrogenase in Komplex II
(Matsson und Hederstedt, 2001; Horsefield et al., 2006) und die Strobilurine den Cytochrom-
bcl-Komplex bzw. die Ubiquinon-Oxidase in Komplex III (Sauter et al., 1999; Ziegler et al.,
2003; Kim et al., 2003; Sierotzki et al., 2007) der pilzlichen mitochondrialen Atmungskette.
Eine dritte Gruppe von Fungiziden beeintridchtigt die mit der Osmoregulation assoziierte
Signaltransduktion. Beispiele sind die Phenylpyrrole, z.B. Fludioxonil (Abb. 3A) oder die
Dicarboximide, z.B. Iprodion. Die Dicarboximide scheinen durch eine Interaktion mit der
Histidin-Kinase BcOS1 die Signaltransduktion zu stimulieren (Oshima et al., 2002; Cui et al.,
2004; Liu et al., 2008). Dadurch wird die Fihigkeit des Pathogens sich an osmotische
Umweltverdnderungen wihrend der Keimung und der Pathogenese anzupassen stark
beeintrichtigt. Auch die Phenylpyrrole scheinen diesen Signalweg zu beeinflussen. Jedoch
werden neben dem HOGI1- zusidtzlich der Calcineurin- und der Mpkl-Signalweg
beeintrichtigt (Kojima et al., 2006). Fludioxonil-resistente Penicillium digitatum-Stimme
zeigen eine Glycerinakkumulation und dadurch eine Osmosensitivitit (Kanetis et al., 2008).
Die Fungizidklasse der Anilinopyrimidine, Cyprodinil (Abb. 3B), Pyrimethanil oder
Mepanipyrim, beeinflussen die Methioninbiosynthese und dadurch die Amino-
sdureversorgung des Pathogens. Die genaue Wirkungsweise dieser Fungizide ist nicht bekannt
(Fritz et al., 1997).

Zu den Fungiziden, die die Ergosterolbiosynthese unterbinden, gehdren sowohl die DMIs
(Demethylierungs-Inhibitoren), z.B. Tebuconazol oder Prochloraz, als auch das
Hydroxyanilid Fenhexamid (Abb. 3D). Fenhexamid inhibiert die C4-Demethylierung durch
die 3-Keto-Reduktase Erg27 (Rosslenbroich und Stuebler, 2000; Leroux et al., 2002b;
Fillinger et al., 2008). Die DMIs interagieren mit der Cyp51-Monooxigenase bei der C14-
Demethylierung (Kwok und Loeffler, 1993; Albertini et al., 2002).

1.3. Arten der Fungizidresistenz

Gegen fast alle oben aufgefiihrten Fungizide, mit Ausnahme von Fludioxonil, sind resistente
B. cinerea Feld- oder Gewichshausisolate beschrieben worden (Baudoin, 1994; Stehmann

und de Waard, 1996; Leroux, 2002c; Leroux 2004, Myresiotis et al., 2007; Baroffio et al.,

5
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2003). Fungizidresistenzen gegen eine Wirkstoffgruppe (Einzelresistenz) konnen entweder
durch eine Target Site Mutation, eine Uberexpression von Proteinen, die die toxischen
Substanzen metabolisieren oder durch Plasmamembranverinderungen hervorgerufen werden.
Eine durch verstiarkten Export ausgeloste Resistenz gegen verschiedene Substanzen wird als

Multidrug Resistenz (MDR) bezeichnet.

1.3.1. Die Target Site Resistenz

Durch eine Punktmutation im Gen, die zu einem Aminosidureaustausch im Targetprotein des
Fungizids fiihrt, wird der Wirkort des Fungizids verdndert. Hierdurch geht der Angriffspunkt
des Wirkstoffs verloren. Diese Mutationen fithren oft zu Nachteilen, da die Funktion des
Proteins beeintridchtigt werden kann (Raposo et al., 2000; Ziogas et al., 2005; Markoglou et
al., 2006). Einzelresistenzen gegen einen Wirkstoff resultieren in einer hohen Insensitivitit
dieser Stamme (Leroux, 2004). Da B. cinerea eine hohe genetische Diversitit und eine hohe
Reproduktionsrate zeigt (Giraud et al. 1997; Moyano et al., 2003; Kretschmer und Hahn,
2008; Karchani-Balma et al., 2008; Vaczy et al., 2008), treten Target Site resistente Staimme
hiufig auf.

Gegen das Ende der sechziger Jahre eingefiihrte Fungizid Carbendazim entwickelte B.
cinerea im Freiland und im Gewichshaus innerhalb weniger Vegetationsperioden eine
Resistenz durch einen Basenaustausch im Codon 198 bzw. 200 des B-Tubulingens (Leroux
and Clerjeau, 1985; Park et al., 1997). Dies fiihrt zu einem Aminosdureaustausch von
Glutamat zu Alanin bzw. Phenylalanin zu Tyrosin, wodurch das Fungizid nicht mehr mit dem
-Tubulin interagieren kann (Koenraadt und Jones, 1993; Yarden und Katan, 1993; Leroux et
al., 1999). Dies fiihrt zu einer 500-1000fach hoheren Resistenz gegeniiber Carbendazim im
Vergleich zu sensitiven Stimmen (Leroux et al., 1999).

Auch gegen Fenhexamid oder gegen das 2004 eingefiihrte Fungizid Boscalid sind schon
resistente Stimme aufgetreten, die eindeutig mit einer Punktmutation im Target Site Gen

korreliert sind (Fillinger et al., 2008; Stammler, personliche Mitteilung).

1.3.2. Resistenzen gegen einen Wirkstoff ohne Beteiligung einer Target Site Mutation

Durch eine Uberexpression von Cytochrom-P450-Monooxigenasen konnen Fungizide
metabolisiert und dadurch inaktiviert werden. Die Fenhexamidresistenzphdnotypen HydR1
und HydR2 sind durch eine Metabolisierung des Wirkstoffs durch eine Cytochrom-P450-

Monooxigenase entstanden (Leroux et al., 2002b; Leroux et al., 2002a). Auch fiir die

6
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Azolfungizidresistenz von Monilinia fruticola ist eine Uberexpression einer Cytochrom-P450-
Monooxigenase verantwortlich. Ausgelost wird diese durch eine Promotorveridnderung, wobei
durch Insertion des 65bp groBen repetetiven Elements ,Mona’ neue Promotortranskriptions-
faktorbindestellen entstanden (Luo et al., 2008). Auch eine verringerte Aufnahme von
Azolfungiziden durch Verdnderung der Plasmamembranpermeabilitit wurde bei Candida
albicans und Saccharomyces cerevisiae beschriecben (Mago und Khuller, 1989;

Mukhopadhyay et al., 2002).

1.3.3. Die Multidrug Resistenz (MDR)

Neben den oben beschriebenen FEinzelresistenzen stellt die MDR einen weiteren
Resistenzmechanismus dar. Dieser wirkt sich auf viele Wirkstoffe, die sich in ihrer
chemischen Struktur und Spezifitit unterscheiden, aus (Ghannoumi und Rice, 1999). Die
MDR ist bei Krebszellen (Cole et al., 1992; Gottesman et al., 2002) und humanpathogenen
Mikroorganismen wie Mycobacterium tuberculosis, Candida albicans oder Cryptococcus
neoformans weit verbreitet. Sie fiithrt bei immungeschwichten Patienten zur ineffektiven
Bekdmpfung der Pathogene (Alexander und Perfect, 1997; Kontoyiannis und Lewis, 2002).
An diesem speziellen Fungizidresistenzmechanismus sind Membranproteine aus den Klassen
der ABC- (ATP binding cassette) und MFS-Transporter (Major facilitator superfamily)
beteiligt (Cole et al., 1992; Sanglard et al., 1995; Sanglard et al., 1997; Gottesman et al.,
2002; Skatrud, 2002).

1.3.3.1. ABC-Transporter

ABC-Transporter gehdren zu den primér aktiven Exportern (Andre, 1995). Sie nutzen die aus
der Hydrolyse von ATP freiwerdende Energie zur Energetisierung des Transports (Del Sorbo
et al., 1997; Del Sorbo et al., 2000; Lage, 2003). ABC-Transporter sind in allen Organismen
weit verbreitet (Higgins, 1992; Paulsen, 2003). Nur wenige dieser Transportproteine sind fiir
die Aufnahme von Substanzen, z.B. von Eisen (Krewulak und Vogel, 2008), verantwortlich.
Die Mehrzahl dieser Proteine exportiert toxische Substanzen (Saier, 2000; Stergiopoulos et
al., 2002). Sie zeigen meistens eine geringe Substratspezifitit und sind in der Lage Alkaloide,
Terpenoide, schwermetallhaltige Chelate, aber auch Fungizide, Anti-Tumor-Medikamente
und andere therapeutische Wirkstoffe zu transportieren (Del Sorbo et al., 2000; Stergiopoulos
et al., 2002; De Waard et al., 2006). Die ABC-Transporter sind in der Plasmamembran oder in
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der Membran anderer intrazelluldarer Kompartimente lokalisiert und entsorgen dort toxische

Substanzen (Theodoulou, 2000).

A Drugs

Environment

-COOH

—NH,
Cytoplasm

H* Drugs

Abb. 4: Schematische Darstellung der Struktur von ABC- (A) und MFS-Transportern
(B). Modifiziert nach Sa-Correia et al. (2009).

Funktionelle Doménen der ABC-Transporter sind zwischen allen Reichen hoch konserviert.
Auf der cytoplasmatischen Seite besitzen sie zwei Nukleotidbindedoménen (NBF), die durch
die Walker A und B Motive charakterisiert werden. Das Walker A Motiv ist Glycin-reich und
hat die Struktur G-(X)4-G-K-(T)-(X)6-I/V, wihrend Walker B eine hydrophobe Struktur R/K-
(X)3-G-(X)3-L-(hydrophob)4-D aufweist (Walker et al., 1982). Des Weiteren weisen ABC-
Transporter eine dritte auffillige Sequenz, die ABC-Signatur L-S-G-G-(X)3-R-hydrophob-X-
hydrophob-A der ABC-Domine auf (Walker et al., 1982; Hyde et al., 1990; Croop et al.,
1993). Verankert werden die Transportproteine in der Membran durch je zwei hydrophobe
Bereiche mit sechs bis sieben Transmembran-a-Helices. Fiir ihre Funktionalitidt sind immer
zwel Transmembrandominen und zwei NBFs erforderlich (Abb. 4A), wobei zwei
Konformationen, [TMD6-NBD], und [NBD-TMD6],, auftreten (AmbudKar et al., 1992).

Als erster pilzlicher an der MDR-beteiligter ABC-Transporter wurde Pdr5 aus S. cerevisiae
beschrieben (Balzi et al., 1994; Kolaczkowski et al., 1996). Nach der vollstindigen
Sequenzierung des Genoms von S. cerevisiae konnten weitere 28 putative ABC-Transporter-
Gene identifiziert werden (Taglicht and Michaelis, 1998; Bauer et al., 1999), unter anderem
die an der MDR beteiligten Transporter Snq2, Ycfl und Yorl (Balzi et al., 1994; Jungwirth et
al., 2000; Rogers et al., 2001). Pdr5 fiihrt zu einer Resistenz gegen DMI-Fungizide,
Strobilurine, Herbizide, Antibiotika und Antikrebs-Wirkstoffe (Kolaczkowski et al., 1998).
Die Pdr5 Homologe Cdrl und Cdr2 aus C. albicans sind ebenfalls fiir eine Resistenz gegen
DMI-Fungizide verantwortlich (Prasad et al., 1995; Sanglard et al., 1995; Sanglard et al.,
1997).
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In etlichen pflanzenpathogenen filamentosen Pilzen, wie zum Beispiel Magnaporthe grisea
(Urban et al., 1999; Gupta und Chattoo, 2008), Mycosphaerella graminicola (Zwiers und de
Waard, 2000) und Penicillium digitatum (Nakaune et al., 1998) konnte nachgewiesen werden,
dass ABC-Transporter bei sensitiven Stimmen zur basalen Fungizidresistenz und zur
Pathogenese der Organismen beitragen.

In B. cinerea wurden bisher 46 ABC-Transporter identifiziert (Yoder und Turgeon, 2001;
eigene Arbeiten), von denen 14 auf eine Induktion der Genexpression nach
Fungizidbehandlung hin untersucht wurden (Vermeulen et al., 2001; Stergiopoulos et al.,
2002; Schoonbeek et al., 2003). Am besten untersucht sind die Transporter BcatrB, BcatrD
und Bmrl. Die Expression des ABC-Transporters bcatrB kann in sensitiven Stimmen durch
das Phenylpyrrol Fludioxonil und andere Fungizide induziert werden (Schoonbeek et al.,
2001; Vermeulen et al., 2001). BcatrB-Deletionsmutanten reagieren in Fungizidtests
sensitiver auf Fludioxonil, Cyprodinil, DMIs und die Pflanzenabwehrstoffe Resveratrol oder
Eugenol. Dieser Transporter stellt also einen klassischen MDR-Transporter mit einem weiten
Substratspektrum dar (Schoonbeek et al., 2001; Vermeulen et al., 2001). Ein weiterer gut
charakterisierter ABC-Transporter ist bcatrD, dessen Expression durch DMIs, Dicarboximide,
Anilinopyrimidine und das Antibiotikum Cycloheximid induziert wird. Mutanten von bcatrD
zeigen in Fungizidtests jedoch, dass BcatrD nur ein Substratspektrum von Azolfungiziden der
DMI-Klasse, z.B. Tebuconazol, Prochloraz oder Oxpoconazol, transportiert (Hayashi et al.,
2001, Hayashi et al., 2002a).

Die Expression von bmrl, auch bcatrK genannt, wird ebenfalls durch Fludioxonil- und DMI-
Fungizid-Behandlung induziert. In Fungizidtests wird jedoch nur eine erhdhte Sensitivitit der

Mutanten gegeniiber Polyoxin und Iprobenfos festgestellt (Nakajima et al., 2001).

1.3.3.2. MFS-Transporter

Die MFS-Transporter nutzen nicht direkt das primdre Energiedquivalent ATP als
Energiequelle. Sie werden durch einen elektrochemischen Gradienten, z.B. die ,,protone
motive force* (pmf), energetisiert (Sa-Correia et al., 2009). Wie die ABC-Transporter
kommen auch die MFS-Transporter in allen Organismen vor (Busch and Saier, 2002). Sie
bilden die groBte Transporterfamilie. Etwa 25% aller eukaryotischen Membran-
transportproteine gehoren zu dieser Gruppe (Saier et al., 1999). Sie konnen lonen, Zucker,
Fungizide, Nukleoside, Aminosduren und Peptide transportieren (Lewis, 1994; Law et al.,
2008). MFS-Transporter bestehen aus 400-800 Aminoséduren und besitzen kaum konservierte

Doménen. In der Regel bestehen sie aus zwolf oder 14 transmembranspannenden o-Helices
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(Abb. 4B) und im cytoplasmatischen Teil des Proteins zwischen TMH2 (Transmembran-
Helix) und TMH3 oder TMH8 und TMH9 ist in MDR-MFS-Transportern ein DRXXRR
Motiv lokalisiert (Law et al., 2008).

Die am besten untersuchten MDR-MFS-Transporter in S. cerevisiae sind Aqrl, Tpol, Flrl
und Atrl (Kanazawa et al., 1988; Tenreiro et al., 2002; Albertsen et al., 2003; Teixeira et al.,
2008; Sa-Correia et al., 2009).

In filamentdsen Pilzen werden durch MFS-Transporter eine Vielzahl natiirlicher, aber auch
synthetischer Stoffe gegen ein Konzentrationsgefille aus dem Cytosol exportiert (Del Sorbo
et al., 2000; Stergiopoulos et al., 2002; Roohparvar et al., 2007b). In Cercospora kikuchii ist
der Transporter Cfp fiir den Cercosporinexport verantwortlich (Callahan et al., 1999). In
Acremonium chrysogenum erhoht das CefT-Transportprotein die Cephalosporin-C-Produktion
(Ullan et al., 2002; Nijland et al., 2008). Einer der ersten in einem pflanzenpathogenen Pilz
untersuchte MDR-MFS-Transporter ist Bcmfsl von B. cinerea (Stergiopoulos et al., 2002;
Hayashi et al., 2002b). Anilinopyrimidine und DMI-Fungizide steigern die Expression von
bemfsl. In Fungizidtests zeigen Deletionsmutanten eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber
Camptothecin und Cercosporin. Die Fungizidempfindlichkeit gegeniiber DMIs,
Anilinopyrimidinen, Dicarboximiden und Fenhexamid wird jedoch nur bei einer

Uberexpression von bemfs] beeinflusst (Hayashi et al., 2002b).

1.3.3.3. Regulation von MDR-Transportproteinen

Fiir das Verstiandnis der Entstehung von MDR-Phinomenen ist neben der Identifizierung der
verantwortlichen Transportproteine auch die Regulation der Expression dieser Gene
besonders interessant.

Der Modellorganismus S. cerevisiae besitzt ein sehr komplexes MDR-Netzwerk bestehend
aus Transkriptionsregulatoren, ABC- und MFS-Transportern (Kanazawa et al., 1988; Balzi et
al., 1994; Kolaczkowski et al., 1996; Piper et al., 1998; Jungwirth et al., 2000; Rogers et al.,
2001; Tenreiro et al., 2002; Albertsen et al., 2003; Teixeira et al., 2008; Sa-Correia et al.,
2009). Zurzeit sind mehr als 70 an der MDR beteiligte Gene bekannt, von denen zehn fiir
einen Transkriptionsfaktor kodieren (Moye-Rowley, 2003; Sa-Correia et al., 2009). Pdrl ist
unter diesen der Wichtigste, gefolgt von seinem funktionellen Homolog Pdr3 (Delaveau et al.,
1994). Durch diese Transkriptionsfaktoren werden die ABC-Transportergene pdr5, sng2 und
yorl, aber auch die MFS-Transportergene tpol und flrl reguliert (DeRisi et al., 2000; Sa-
Correia et al., 2009). Pdrl und Pdr3 gehoren zur Gal4-Transkriptionsfaktor-Gruppe und iiben

die Kontrolle der Genexpression durch eine Interaktion mit einem cis-acting Element PDRE
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(pleiotropic drug response element) aus (Delahodde et al., 1995; Katzmann et al., 1996). Pdr1l
scheint direkt als Sensor fiir toxische Substanzen zu dienen, da die Wirkstoffe direkt mit Pdrl
interagieren und dadurch die Expression der MDR-Transporter induziert wird (Thakur et al.,
2008).

Ahnlich wie S. cerevisiae zeigt C. albicans in azolresistenten MDR-Stimmen eine
Uberexpression der Pdr5 Homologen ABC-Transporter Cdrl und Cdr2. Jedoch wurde auch
eine Uberexpression des MFS-Transporters CaMDR 1 mit einer Azolresistenz korreliert (Fling
et al., 1991; Sanglard et al., 1995; Sanglard et al., 1997; White et al., 1998; Sanglard und
Odds, 2002). Fiir die Regulation von cdrl und cdr2 wurde ein DRE (drug responsive element)
identifiziert (De Micheli et al., 2002), das mit dem Transkriptionsaktivator Tacl interagiert
(Coste et al., 2004). In azolresistenten Candida-Isolaten sind verschiedene Mutationen in
Tacl fiir die Uberexpression von cdrl und cdr2 verantwortlich (Coste et al., 2006).

Die konstitutive Uberexpression von CaMDR1 in klinischen Isolaten ist ebenfalls ausreichend
fiir eine Azolresistenz (Fling et al., 1991; Wirsching et al., 2000; Hiller et al., 2006a). Durch
Promotordeletionsanalysen konnten mehrere Bindestellen fiir cis-acting Transkriptions-
faktoren identifiziert werden (Hiller et al., 2006b; Rogon et al., 2006). Der
Transkriptionsfaktor Mrrl (multidrug resistance regulator) interagiert mit diesen Bindestellen.
Mutationen in diesem Transkriptionsfaktor sind fiir die Uberexpression von caMDRI und den

MDR-Phinotyp verantwortlich (Morschhéuser et al., 2007).

1.4. MDR-Phéiinomene bei Pflanzenpathogenen

Bisher gibt es fiir das Vorkommen von MDR-Phinotypen bei pflanzenpathogenen
Mikroorganismen in der Landwirtschaft nur sehr wenige Anhaltspunkte. Nur Nakaune et al.
(1998) beschrieb bisher in Penicillium digitatum eine Uberexpression des Pdr5 homologen
ABC-Transporters pmrl als Ausloser einer DMI-Resistenz in Freilandisolaten. Reimann und
Deising (2005) zeigten bei Pyrenophora tritici-repentis durch den Einsatz von ABC-
Transportermodulatoren indirekt den Einfluss der ABC-Transporter auf die Fungizidresistenz.
MDR-Phinomene bei Freilandisolaten eines wichtigen landwirtschaftlichen Pflanzen-
pathogens wurden phénotypisch bisher nur bei B. cinerea beobachtet. Leroux et al. (1999)
beschrieb in Frankreich AniR2(MDR1)- und AniR3(MDR2)-Stimme aus Wein-
anbaugebieten, die eine leichte bis mittlere Resistenz gegen verschiedene Fungizide und
andere Substanzen aufwiesen. MDR1-Stimme zeigten eine erhohte Toleranz gegeniiber den
Wirkstoffen Fludioxonil, Cyprodinil und Tolnaftat, wohingegen MDR2-Stimme resistenter

gegeniiber Fenhexamid, Tolnaftat, Iprodion und Cyprodinil waren.
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Abb. 5: Verstirktes Auftreten dreier Botrytis-MDR-Phinotypen in der Champagne.
Haufigkeit von MDR1- (), MDR2- (---) und MDR3-Stimmen (- -) an der Gesamtrate der
MDR (—) in der Champagne (Leroux et al., nicht veroffentlicht).

Diese Stimme sind seit deren Entdeckung in der Champagne Anfang der neunziger Jahre mit
standig steigenden Haufigkeiten identifiziert worden (Abb. 5). Spiter wurde ein dritter MDR-
Phéanotyp beobachtet. Diese MDR3-Stamme zeigten die vereinigten Fungizid-
resistenzspektren der MDR1- und MDR2-Stimme, weswegen postuliert wurde, dass diese
Stamme ein Resultat einer natiirlichen Kreuzung aus MDR1- und MDR2-Stammen darstellen.
Durch eine Kreuzung eines MDR1- mit einem MDR2-Stamm konnte bewiesen werden, dass
diese Hypothese zutrifft (Chapeland-Leclerc, 2000). Die Nachkommen dieser Kreuzung (F1)
setzten sich aus 23 sensitiven, 29 MDR1-, 17 MDR2- und 25 MDR3-Stimmen zusammen.
Diese nahezu 1:1:1:1 Segregation zeigt neben der Moglichkeit, durch Kreuzung MDR3-
Staimme zu erzeugen, dass fiir die beiden MDRI1- und MDR2-Phinotypen nur zwei
unabhingig segregierte und co-dominante Genloci verantwortlich sind. In den letzten Jahren
erreichten die MDR-Phédnotypen in der Champagne eine Hiufigkeit von iiber 50% an der
Gesamtpopulation und stellen deshalb eine groBe Gefahr fiir die kiinftige Effektivitit der
Fungizidbehandlungen dar (Abb. 5). Bisher wurden MDR-Phénotypen auflerhalb Frankreichs
nur in Freiburg i. Br. identifiziert (Kretschmer und Hahn, 2008). Hier traten jedoch nur

MDR 1-Phénotypen mit ca. 1% an der Gesamtpopulation auf.
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1.5. Aufgabenstellung

Der erste Teil dieser Arbeit beschiftigte sich mit dem Auftreten von MDR-Phénomenen bei
B. cinerea entlang der Deutschen Weinstrale. In den Jahren 2006 bis 2008 wurde ein
Fungizidresistenz-Monitoring durchgefiihrt. Hierdurch sollte das Vorkommen und die
Verbreitung von MDR-Phinotypen entlang der deutschen Weinstrale ermittelt werden.
Isolate mit MDR-Phédnotypen sollten aufgrund ihrer Fungizidresistenzspektren mit den

bekannten franzdsischen MDR-Isolaten verglichen werden.

Der zentrale Aspekt dieser Arbeit stellt die Aufkldrung der molekularen Grundlage der MDR
bei Botrytis dar. Durch Macro- und Microarrayuntersuchungen sollten in MDR-Stammen
tiberexprimierte Efflux-Transporter-Gene identifiziert werden. Durch Deletionsanalysen
dieser Transportergene sollte ein funktioneller Zusammenhang zwischen Uberexpression der
Transportergene und MDR hergestellt werden. AbschlieBend sollten Mutationen,die zur MDR

fithren, identifiziert werden.

Der dritte Teil der Arbeit diente der Analyse der Okologischen Fitness und der
Konkurrenzfihigkeit der MDR-Stamme. Mit Wachstumsanalysen auf kiinstlichen
Néhrmedien, z.T. unter Stressbedingungen, und Infektionsuntersuchungen auf verschiedenen
Wirtspflanzen, sollte die allgemeine Fitness der Stimme bestimmt werden.

In einem Versuch in einem kommerziell genutzten Weinberg sollte die Konkurrenzfahigkeit
der MDR-Stimme im Vergleich mit sensitiven Stimmen unter Freilandbedingungen

analysiert werden.

Abschlielend sollte untersucht werden, ob es mdoglich ist MDR-Stdmme fiir Fungizide zu
resensibilisieren. Durch die Kombination von Fungiziden mit Chemikalien, die in der Lage
sind ABC-Transporter zu inhibieren, sollten Substanzen identifiziert werden, die eine bessere

Bekidmpfung von B. cinerea-MDR-Stammen ermoglichen.
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2. Material und Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Enzyme wurden
von den folgenden Firmen bezogen: Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland), Difco
(Franklin Lakes, USA), Duchefa (Niederlande), Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland),
Hartmann Analytic (Braunschweig), Merck (VWR International; Darmstadt, Deutschland),
NEB (Frankfurt am Main), Quanta Bioscience (VWR International; Darmstadt, Deutschland),
Roche (Mannheim, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma (Taufkirchen,
Deutschland), Thermo Fisher Scientific (Dreieich, Deutschland).

Die untersuchten Fungizide Amistar® (S), Teldor® (B), Celest® (S), Cantus® (BA),
Rovral® (BA) und Chorus® (S) wurden freundlicherweise von der Bayer AG (B,
Leverkusen, Deutschland), der BASF SE (BA, Ludwigshafen, Deutschland) und Syngenta
Agro GmbH (S, Maintal, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Der Wirkstoff Tebuconazol
wurde von der DLR in Mussbach erhalten. Die Substanz Carbendazim und der Wirkstoff
Tolnaftat, sowie das Antibiotikum Cycloheximid wurden als Reinstchemikalie von Sigma

(Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Reaktions-Kits verwendet:

NE-Blot® Kit New England Biolabs (Frankfurt)
NucleoSpin® Extract II Kit Macherey-Nagel (Diiren)
QIAprep® Miniprep Kit Qiagen GmbH (Hilden)

RNAeasy plant mini Kit Qiagen GmbH (Hilden)

Sigma AMP-DI1 Qiagen GmbH (Hilden)

B-R SYBR Green Super Mix for iQ Quanta BioScience (Darmstadt)
Verso cDNA Kit Thermo Fisher Scientific (Dreieich)

2.1. Medien und Losungen
Die Medien und Lésungen wurden fiir 20min autoklaviert, wenn nicht anders angegeben.

Medien:

Malt-Extract-Broth (HA; Difco): 15¢g
ad 11

Malz-Agar-Platten (HA-Platten): 10g Malzextrakt
4g Glukose
4¢ Hefeextrakt
ad 11 mit Wasser (pH 5,5)
15g Agar

14
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Tomaten-Malz-Agar-Platten (TMA-Platten):

Glukose-Minimalmedium-Agar-Platten (GMAP):

Glukose-Minimalmedium (GMM):

Fruktose-Minimalmedium (FMM):

Infektions-Medium:

LB-Medium (Duchefa):

LB-Selektions-Medium:

YBA:

Losungen:

DNA-Extraktion:
CTAB-DNA-Extraktions-Puffer:

6x DNA-Gelladepuffer:

15

125g zerkleinerte Tomatenblatter
15g Malzextrakt

ad 11 mit Wasser (pH 5,5)

15g Agar

3,052g 1" Gamborg B5
10mM KH,PO,

5mM Glukose

ad 11 mit Wasser (pH 5,5)
15g Agar

3,052g 1" Gamborg B5
10mM KH,PO,

50mM Glukose

ad 11 mit Wasser (pH 5,5)

3,052g 1" Gamborg B5
10mM KH,PO,

10mM Fruktose

ad 11 mit Wasser (pH 5,5)

3,052g I'' Gamborg B5
25mM Glucose

10mM KH,PO,

ad 11 mit Wasser (pH 5,5)
sterilfiltrieren

25¢g

Bestehend aus:

10g Trypton

10g NaCl

5g Hefeextrakt

ad 11 Wasser (pH 7,2)
15g Agar

LB-Medium
Ampicillin 100pg ml™

20g Natriumactetat
10g Bacto Pepton
10g Hefeextrakt

ad 11

2,5g Sorbitol

1,0g N-Lauryl Sarcosin

0,8g Cetyl-Trimethyl Ammonium Bromide
4,7¢ NaCl

1,0g Na-EDTA

1,0g Polyvinylpyrollidone

ad 100ml

0,2% (w/v) Bromphenolblau
60% (v/v) Glycerin

60mM EDTA

nicht autoklaviert
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50x TAE-Puffer:

TE-Puffer:

Hybridisierung:

Denaturierungslosung:

Neutralisierungslosung:

20x SSC Puffer:

Stripping Solution:

nach Denhardts:

20x SSPE:

50x Denhardts:

Salmon sperm DNA:

Prahybridisierungslosung:

Hybridisierungslosung:

6x Waschlosung:

2x Waschlosung:

0,5x Waschlosung:

nach Church:
Phosphatpuffer:

16

242g I'' Tris Base
5,71% (v/v) Essigsédure
50mM EDTA (pH 8)
nicht autoklaviert

10mM Tris-HCl
1mM EDTA (pH 7,4)

0,5M NaOH
1,5M NaCl
nicht autoklaviert

1M Tris-HCl
1,5M NaCl (pH 7.5)
nicht autoklaviert

3M NaCl
0,3M Na-Citrat (pH 7,0)

0,2M NaOH
0,1% (w/v) SDS
nicht autoklaviert

175,3g NaCl

26,7g NazHPO4
7,4g EDTA (pH 7.,4)
ad 11

5g Ficoll

5g PVP

5g BSA (Fraktion V)

ad 500ml filtrieren und einfrieren

10mg ml™!

5x SSPE

5x Denhardts

0,4% SDS

300u1 denat. Salmon sperm DNA

7,5ml Prihybridisierungslosung
300ul denat. Slamon sperm DNA
55ul denaturierte Sonde

6x SSC
1% (w/v) SDS

2x SSC
0,1 % (w/v) SDS

0,5x SSC
0,1% (w/v) SDS

137mM NaCl
2,7mM KCl
8,5mM Na/K Phosphat (pH 7,2)
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Church-Puffer:

Waschpuffer I:

Waschpuffer II:

Polyacrylamidgel:
30% Acrylamid-Stammlosung (30:1):

10x TBE-Puffer:

RNA-Extraktion:

Citratgepufferter RNA-Zelllysepuffer:

RNA-Proteinprizipitationspuffer:

RNA-Gelladepuffer:

RNase-freies Wasser:

10x Northern-Laufpuffer:

Botrytis-Transformation:
KC-Losung:

PEG-Losung:

17

1% BSA (Fraktion V)
1mM EDTA

7% SDS

0,25M NaHPO, (pH 7,2)

0,5% BSA (Fraktion V)
1mM EDTA
5% SDS

40mM Natriumphosphat (pH 7,2)
1mM EDTA
1% SDS

58,4g Acrylamid
1,6g Bisacrylamid
ad 200ml mit Wasser
nicht autoklaviert

107,81g Tris base

7,44g EDTA

55,3g Borsidure

ad 11 mit Wasser (pH 8,3)
nicht autoklaviert

2% (w/v) SDS

68mM (tri) Natrium-Citrat

132mM Zitronensdure

10mM EDTA (pH 3,5)

0,1% (v/v) DEPC iiber Nacht schiitteln

4M NacCl

17mM (tri) Natrium-Citrat

33mM Zitronensaure (pH3,5)

0,1% (v/v) DEPC tiiber Nacht schiitteln

7,5ml Formamid

1,5ml 10x Northern-Laufpuffer
2,4ml 37 % Formaldehyd
1,0ml H,O (DEPC-behandelt)
1,0ml Glycerin

0,8ml 10% Bromphenolblau
nicht autoklaviert

100ml Millipore-Wasser
0,1% (v/v) DEPC tiber Nacht schiitteln

0,2M MOPS
50mM Na-Acetat
10mM EDTA (pH 6,8)

0,6M KCl
50mM CaCl, (dihydrat)

25% (wiv) PEG 3350
50mM CaCl, (dihydrat)
10mM Tris-HCI (pH 7,4)
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SH-Agar: 0,6M Saccharose
5mM Tris-HCI (pH 6,5)
1mM NH4H2PO4
0,8% (w/v) Bacto-Agar

Glucanex-Losung: 0,5% (w/v) Glucanex
ad 30ml mit KC-Ldsung
sterilfiltrieren

2.2. Allgemeine Methoden und Arbeiten

Grundlegende molekularbiologische Methoden und Arbeitsweisen wie PCR-Reaktionen,
Restriktionsverdaue, Ligationen, Isolierung von Plasmiden, Aufreinigen von PCR-
Fragmenten, Herstellen von Agarose-, Polyacrylamid-, denaturierenden RNA-Agarosegelen
und deren Gelelektrophorese, Hydrolyse von Total-RNA fiir Macroarray-Untersuchungen,
Kultivierung und Transformation von E. coli-Zellen wurden nach Sambrook et al. (2001)

durchgefiihrt.

Alle Untersuchungen in dieser Arbeit wurden mit deutschen (aus dem Jahr 2006) und
franzosischen Stimmen (A.S. Walker, INRA Versailles) mindestens in technischen

Triplikaten durchgefiihrt und mindestens zweimal wiederholt.

2.3. Vermehrung und Ernten von Botrytis cinerea-Konidien

Zur Vermehrung der Botrytis-Isolate wurden 20-25ul einer Glycerinkonidiensuspension auf
einer 9cm HA- oder TMA-Platte ausplattiert und fiir etwa 10 Tage wachsen gelassen. Die
Sporulation wurde dann durch Schwarzlicht induziert. Die Konidien einer mit sporulierendem
Myzel bewachsenen Agar-Platte wurden mit 10ml sterilem Wasser und mit Hilfe eines
Drygalskispatels abgeschwemmt. Dann wurde die Konidiensuspension abgenommen und
durch ein abgeschnittenes, mit Glaswolle gefiilltes, 15ml Falcon filtriert, um sie vom
verbleibenden Myzel zu befreien. Die Konidien wurden 3x mit H,Omilli gewaschen und je
bei 3000rpm fiir 3min abzentrifugiert. Die Sporenkonzentration wurde mittels einer
Neubauerzdhlkammer bestimmt. Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden die Sporen in

25%-igem Glycerin aufgenommen und dann bei -70°C gelagert.

2.4. Gewinnung genomischer Botrytis-DNA

Zur Isolation genomischer DNA wurden etwa 1x10’ B. cinerea-Sporen in einem mit

flissigem Stickstoff gekiihlten Morser mit etwas Seesand aufgeschlossen. Die gemorserte
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Probe wurde in 400ul CTAB-DNA-Extraktions-Puffer iiberfiihrt und fiir 15-30sec leicht
gevortext. AnschlieBend folgten 2 Chloroformextraktions-Schritte mit je 1Vol Chloroform.
Die wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal iiberfiihrt und die DNA mit 1Vol
Isopropanol iiber Nacht bei -20°C gefillt. Am nédchsten Tag wurde die Probe fiir 15min bei
14.000rpm zentrifugiert und die DNA dadurch pelletiert. Das DNA-Pellet wurde anschlieBend
mit 0,5Vol 70% EtOH gewaschen und die luft-getrocknete DNA in 40ul TE gelost.

2.5. Transformationsmethode fiir B. cinerea

Die Transformation von B. cinerea-Protoplasten erfolgte nach einem verédnderten Protokoll
nach J. van Kan und S. Fillinger (Universitit Wageningen, Niederlande und INRA Versailles,
Frankreich). Zur Gewinnung von Protoplasten wurden zunidchst Botrytis-Keimlinge
angezogen. Hierzu wurden zwei 100ml Erlenmeyerkolben mit 30ml 1% Malzextraktmedium
mit je 2x10” Sporen fiir 16h bei 140rpm bei RT inkubiert.

Die Keimlinge wurden in 50ml Falcons fiir Smin bei 3000rpm abzentrifugiert. Anschliefend
wurden sie einmal mit H;Omilli und zweimal mit KC-Losung gewaschen. Die
Protoplastierung erfolgte in 30ml Glucanex-KC-Losung unter leichter Agitation auf dem
Rocky-3D (Stufe 3) bei RT fiir maximal 2h. Zum Abstoppen der Protoplastierung wurden die
Protoplasten durch ein 25um Nylon-Mesh filtriert und das Falcon mit eiskalter KC-Losung
auf 50ml aufgefiillt. Die Protoplasten wurden fiir Smin bei 750g und 4°C pelletiert und das
Pellet weitere zweimal mit eiskalter KC-Losung gewaschen. Mit einer Neubauerzdhlkammer
wurde die Protoplastenausbeute bestimmt und auf 1x10® Protoplasten ml" eingestellt.

Zu 10 eisgekiihlten Protoplasten wurde der Smin auf Eis vorgekiihlte Transformationsansatz
(xul zweifache KC-Losung, xul zu transformierendes DNA-Fragment (5-12ug), Sul 25uM
Spermidin, ad 100ul H,Omilli) zugegeben. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz
fiir Smin auf Eis gekiihlt, 100ul PEG-Losung zugesetzt und alles fiir 20min bei RT inkubiert.
Danach wurden weitere 500ul PEG-Losung zugegeben und weitere 10min bei RT inkubiert.
Abschliefend wurden nochmals 200ul KC-Losung hinzugefiigt und der gesamte Ansatz in
200ml SH-Agar (45°C), der mit 40-50ug Hygromycin ml" versetzt war, gegeben.
AnschlieBend wurden 20ml Aliquots in 9cm Petrischalen ausplattiert. Die ersten
Transformanten wurden nach vier bis maximal 14d erhalten und auf HA-Agarplatten mit

70ug Hygromycin ml™ transferiert.
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2.6. B. cinerea-Infektionstest

Fiir Infektionstests wurden abgetrennte Tomaten-, Bohnen- und verwundete Weinblitter mit
20p1 Tropfen einer 1-2h in Infektionsmedium vorinkubierten Sporensuspension (1x10° m1™)
inokuliert. Die Pflanzengewebe wurden in einer feuchten Kammer bei kiinstlichem Licht und
20°C inkubiert. Weitere Infektionstests wurden mit verwundeten Weinbeeren, Apfeln und
intakten Gerberapetalen durchgefiihrt. Die Verwundung der Weintrauben erfolgte mit Hilfe
einer Lanzette. Danach wurden 5ul der Sporensuspension direkt auf die Verwundungen
aufgebracht. Die Apfel wurden mittels eines Korkbohrers (7,5mm x 4mm) pripariert und je
20ul der Sporensuspension direkt auf das Gewebe gegeben. Die Gerberapetalen wurden mit
10ul Sporensuspension inokuliert. Ausgewertet wurden die Infektionstests mit Hilfe einer
elektronischen Schieblehre, mit deren Hilfe der Durchmesser der Lisionsausbreitung

innerhalb von 96h alle 24h ermittelt wurde.

Infektionstest zur Analyse von ABC-Transporter-Modulatoren

Der Infektionstest wurde unter den oben beschriebenen Konditionen auf priméren
Bohnenblittern durchgefiihrt. Mit einer Airbrush-Pistole wurden jeweils fiinf Bohnenblitter
mit verschiedenen Losungen behandelt. Ein Teil der Blitter wurde mit einer 18ug ml™
Chlorpromazinlosung bespriiht. Andere Blétter wurden mit einer 50:50 Mischung bestehend
aus Fludioxonil und Cyprodinil mit den Endkonzentrationen 1pg ml™, 2ug ml™ und 4ug ml™
behandelt. Diese Behandlungen wurden nochmals mit weiteren Bohnenblittern durchgefiihrt.
Allerdings wurde zu diesen Fungizidmischungen jeweils zusitzlich Chlorpromazin in der
Konzentration 18ug ml" zugegeben. Es wurden pro Quadratzentimeter etwa 12,5u1 Losung
aufgebracht. Die Losungen wurden auf den Blittern trocknen gelassen. AnschlieBend wurden
die behandelten Bohnenblitter und die unbehandelten Kontrollblitter mit jeweils 15ul
Tropfen der Sporensuspensionen verschiedener Stimme inokuliert. Nach 2,5d Wachstum

wurde der Liasionsdurchmesser ermittelt.

2.7. Vegetative Wachstumsanalysen

Zur Analyse des vegetativen Wachstums unter verschiedenen Bedingungen wurden
standardmiBig geerntete Sporen verschiedener B. cinerea—Stimme auf einen Titer von 1x10°
Konidien pro ml in HOmilli eingestellt. Es wurden 10ul Tropfen ins Zentrum der jeweiligen
zu testenden Agarplatte aufgebracht. Nach Antrocknen der Inokulationstropfen wurden die

Platten bei 4°C (Kiltestress), 20°C oder bei 30°C (Hitzestress) inkubiert. Getestet wurden

20



MDR bei Botrytis Material und Methoden

TMA-, HA- und GM-Agar-Platten (GMAP), die mit osmotisch wirksamen Substanzen (0,5M
NaCl, 0,5M Sorbitol) oder 0,05% H,O, (einer 30% H,0,-Lsg.), 3mM Paraquat oder 15uM
Menadion supplementiert wurden. Die tédgliche radiale Wachstumsrate der jeweiligen
Myzelien wurde durch eine Messung der Koloniedurchmesser vom dritten auf den vierten
Tag ermittelt.

Um die Akkumulation der Biomasse der zu untersuchenden Stimme der verschiedenen
Phiinotypen zu analysieren wurden 1x10° Sporen in 10ml HA-broth Medium gegeben und
unter Schiitteln (120rpm) fiir 2d wachsen gelassen. Nach dem Lyophilisieren wurde das
Trockengewicht bestimmt.

Um die Sporulationsfihigkeit der Stimme zu analysieren wurden 5x10° Sporen auf einer 9cm
HA-Platte ausplattiert und fiir 16d wachsen gelassen. Die Sporulation wurde durch eine
Schwarzlichtstimulation nach 12d fiir eine Nacht gefordert. Die entstandenen Sporen wurden

geerntet und mit einer Neubauerzdhlkammer ausgezahlt.

2.8. Keimungsverhalten bei oxidativem Stress

Um den Einfluss der MDR-Phinotypen auf die Keimung bei oxidativem Stress hin zu
analysieren, wurde ein Keimungstest in GMM mit den Substanzen H,0O, (0,0075% einer 30%
H,0;,-Lsg.), Paraquat (3mM) und Menadion (15uM) in sterilen 24-Well-Platten aus
Polystyrol durchgefiihrt. In jedes Well wurde mit Hilfe einer Pinzette ein rundes Deckglas
vorgelegt. Die Sporenkonzentration der zu testenden Stimme wurde auf 5x10° Sporen ml”
eingestellt. 25ul der Sporensuspension wurden in ein Well gegeben und 475ul der
Testlosungen zugesetzt. Die Keimungsrate von 100 Sporen wurde nach 6h Inkubation bei
20°C im Dunkeln fiir jeden Stamm und jede Testbedingung ermittelt. Als gekeimt wurden bei
Stresssubstanzen alle Sporen mit einem deutlichen Keimschlauchansatz gewertet. Bei der

Kontrolle musste dieser mindestens eine Linge entsprechend der Sporenlinge aufweisen.

2.9. Konkurrenzanalyse von MDR-Stimmen im Freiland

In einem Vorversuch auf Weintrauben wurde die Konkurrenzfihigkeit von Stimmen mit
verschiedenen Phédnotypen (sensitiv, MDRI1, MDR2 und MDR3) ohne und mit
Fungizidbehandlung analysiert. Auf Grund dieser Daten wurden der sensitive Stamm 06.5-25
und der MDR3-Stamm 06.7-33 fiir den Freilandversuch ausgewdhlt. Beide Stimme zeigten

ohne Fungizidbehandlung eine gute und vergleichbare Konkurrenzfahigkeit.
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2.9.1. Konkurrenzversuch von sensitiven und MDR3-Stimmen in Weinbergen

In den Jahren 2007, Herrenletten, und 2008, Schloberg, wurden in kommerziell genutzten
Riesling Rebanlagen des DLR Neustadt 24 bzw. 48 Weinpflanzen fiir den Versuch
verwendet.

Sowohl 2007 als auch 2008 wurde in den Rebanlagen eine Botrytizidbehandlung mit
normaler Anwendungskonzentration des Wirkstoffs Fenhexamid zum Zeitpunkt BBCH-ES 77
durchgefithrt. Wihrend der Vegetationsperiode wurden weiterhin iibliche kulturtechnische
MaBnahmen ausgefiihrt.

Die Rebfliche wurde in sechs gleichgrole Parzellen a 4 Pflanzen im Jahr 2007 bzw. 8
Pflanzen im Jahr 2008 aufgeteilt. Drei dieser Wiederholungen wurden zum Zeitpunkt BBCH-
ES 81 mit einer iiblichen Anwendungskonzentration des Fungizids switch®, einer Mischung
aus den Wirkstoffen Fludioxonil und Cyprodinil, mit einer Tunnelspritze behandelt. Drei
Parzellen blieben unbehandelt.

Kurz vor bzw. nach der zweiten Fungizidbehandlung wurden alle sechs Parzellen mit einer
50:50 Sporenmischung des sensitiven und des MDR3-Stamms inokuliert. Pro Weinpflanze
wurden 2007 und 2008 je 8,5x10° Sporen ausgebracht.

Im Herbst (Ende September), kurz vor der Ernte, wurden 2007 aus jedem Teilversuch 50 und
2008 90 verschimmelte Rieslingbeeren gesammelt und B. cinerea-Isolate aufgereinigt. Fiir
Vergleichszwecke wurden aus einem nicht inokulierten und nicht mit Fungizid behandelten

Bereich des Weinbergs 50 bzw. 90 Proben gesammelt.

Wetter wihrend des Versuchs

Wihrend des Ausbringens der Sporen herrschten 2007 und 2008 Temperaturen zwischen
25°C und 29°C bei Sonnenschein. 2007 lagen die Temperaturen in den fiinf darauffolgenden
Tagen zwischen 21°C und 25°C bei bewdlktem Himmel. 2008 lagen die
Tageshochsttemperaturen der fiinf Folgetage bei 19-28°C bei ebenfalls bewolktem Himmel.
Die durchschnittliche Temperatur betrug im August 2007 18,5°C, im September 2007 13,8°C
und der Niederschlag der beiden Monate lag bei 54,4mm bzw. 33,1mm bei einer relativen
Luftfeuchte von 72% bzw. 76%. 2008 betrug die durchschnittliche Temperatur im August
19,3°C, im September 13,7°C. Der Niederschlag betrug 74,4mm bzw. 72,7mm und die
relative Luftfeuchte lag bei 74% bzw. 80%.

Im Winter 2007/08 lag die tiefste durchschnittliche Tagestemperatur bei -6,2°C.
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2.10. Isolierung von B. cinerea-Isolaten

In den Jahren 2006, 2007 und 2008 wurden im Herbst B. cinerea- Isolate von verschimmelten
Weinbeeren isoliert. Es wurden Proben von sechs Standorten entlang der Deutschen
Weinstrale genommen (Abb. 6). Die sechs Standorte lagen zwischen den Koordinaten

49°14°N/8°7° 0O (Walsheim, Standort 6) und 49°31’N/8°11°0O (Dackenheim, Standort 5).
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Abb. 6: Lage des Weinanbaugebietes Pfalz und Probenahmestellen entlang der
Deutschen Weinstrale. (A) Lage des Weinanbaugebietes (http://www.schweikhard-
weine.de/images/weinbauregionen.jpg). (B) Die sechs in dieser Arbeit untersuchten
Probenahmestandorte entlang der Deutschen Weinstrae (http://maps.google.de).
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Beim Monitoring wurde ungefihr eine Fliche von 150km” abgedeckt. An jedem Standort
wurden auf einer Fliche von etwa 500m® zwischen 30 und 40 Proben entnommen. Die
Weinberge waren alle kommerziell genutzt und mit Weil3- und Rotweinsorten bepflanzt.

Mit einer Pinzette wurden einzelne Konidientrdger von den verschimmelten Weinbeeren
abgenommen und auf 6cm HA-Platten ausgelegt, bei stark mit Penicillium spec., Hefen oder
Drosophila spec. kontaminierten Beeren wurde eine Isolierung auf dem Spezialmedium
Kerssies durchgefithrt (Kerssies, 1990). Nach Anwachsen der Stimme wurden zur
Vereinzelung und zum Eliminieren von Kontaminationen einige Hyphen aus dem Agar
ausgestochen und auf eine neue HA-Platte transferiert. Diese wurden dann, bis die Isolate
sporulierten, bei 20°C und Dauerlicht inkubiert.

Fiir genetische Untersuchungen wurden Einzelsporisolate erzeugt. Die Isolierung der Botrytis-
Stamme von Rindenstiicken wurde direkt auf dem Spezialmedium Kerssies durchgefiihrt.

Ansonsten wurde die Isolation wie oben beschrieben durchgefiihrt.

2.11. Fungizidsensitivitits-Test

Um die Resistenzlevel der verschiedenen Botrytis-Isolate gegeniiber Fungiziden, Antibiotika
und dem pflanzlichen Eugenol zu ermitteln, wurden Agar-Plattentests und ein auf
Mikrotiterplatten basierender optischer Test angewendet.

Hierfiir wurde zuerst eine Fungizidstammlosung mit 1mg Wirkstoff ml” der verschiedenen
Fungizide angesetzt. Um diese Konzentration herzustellen, wurden 10mg Wirkstoff mit 10ml
organischem Losungsmittel versetzt. Da die verwendeten Fungizide eine Formulierung
aufwiesen und dadurch der Wirkstoffanteil am Fungizid variabel war, wurde fiir alle
Fungizide die Ausgangsmenge bestimmt, die 10mg Wirkstoff entsprachen. Beim
Antibiotikum Cycloheximid und dem pflanzlichen Abwehrstoff Eugenol wurden 10mg
Wirkstoff m1™ gelost. Als Losungsmittel der Wirkstoffe wurde im Allgemeinen 100% Ethanol
gewihlt, mit Ausnahme des Wirkstoffes Carbendazim, der in DMSO gel6st wurde.

Um die Wirkstoffe aus den unloslichen Beistoffen zu eluieren, wurde alles mit einem
Kunststoffpistill homogenisiert und anschliefend die Beimischungen fiir Smin bei 4100rpm

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.11.1. Ermittlung der Fungizidresistenzverteilung in einer Botrytis-Population

Um die Fungizidresistenzspektren der entlang der Deutschen WeinstraBe vorgefundenen

Staimme zu analysieren, wurde in einem 96-Wellplatten-Test mit den folgenden
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diskriminatorischen Fungizid-Konzentrationen: Carbendazim 5ug ml"; Cyprodinil Sug ml™;
Fludioxonil 3ug ml”; Fenhexamid Sug ml™; Iprodion Sug ml'; Tebuconazol 7ug ml™;
Boscalid 5ug ml™ und Tolnaftat 5pug ml”, die verschiedenen Einzelresistenzen identifiziert.
Um MDR-Stimme zu unterscheiden wurden weiterhin die folgenden Konzentrationen der
verschiedenen Wirkstoffe eingesetzt: Cyprodinil 0,03ug ml” und 0,1pg ml™; Fludioxonil
0,3ug ml™"; Fenhexamid 0,4ug ml"; Carbendazim 0,3ug ml" und Cycloheximid 35ug ml™.
Mit diesen Konzentrationen und der Kombination der verschiedenen Fungizide war es
moglich nach Tab. 1 eine Zuordnung der vorgefundenen Stidmme zu den verschiedenen

Phénotypen: sensitiv, Einzelresistenz, MDR1, MDR2 oder MDR3 vorzunehmen.

Tab. 1: Wachstum der vorgefundenen Botrytis-Stimme in verschiedenen Fungizid-
enthaltenden Medien zur Klassifizierung der Fungizidresistenz-Phinotypen. Sensitive
Stimme ohne Resistenz konnen in diesen Konzentrationen nicht mehr wachsen (-). MDR-
Stamme zeigen je nach Klasse bei den dargestellten Fungiziden ein Wachstum (+; oder z.T.
eingeschrinkt +/-). Cyp= Cyprodinil; Flu= Fludioxonil; Fen= Fenhexamid; Carb=
Carbendazim; Ip= Iprodion; Tol= Tolnaftat; Cyc= Cycloheximid; sens.= sensitive Stimme.

Phanotyp Wirkstoffkonzentration [pug ml™]
Cyp Cyp Flu Fen Carb Ip Tol Cyc
0,03 0,1 0,3 0,4 0,3 5 5 35
sens. - - - - - - - -
MDR1 + + + - + - + -
MDR2 + +/- - + - + + +
MDRS3 + + + + + + + +

2.11.2. Fungizidtests zur Wiederfindung von im Freiland ausgebrachten Stimmen

Fir die Identifikation des ausgebrachten MDR3- und des sensitiven Vergleichsstamms
wurden bewachsene Agarblocke der isolierten Stdmme auf verschiedene fungizidhaltige
Medien ausgelegt. Als Wachstumskontrolle dienten HA-Platten ohne Fungizidzugabe. Zur
Identifikation der MDR3-Stimme dienten Fludioxonil-HA-Platten mit 0,5pg Wirkstoff ml™
und Iprodion-HA-Platten mit 6ug ml”. Um den sensitiven Stamm wiederzufinden, wurden
die Isolate zusitzlich auf 5ug ml' Carbendazim-HA-Platten ausgelegt. Die Auswertung
erfolgte anhand des Wachstums nach 2 Tagen bei 20°C.

MDR3-Stimme zeigten auf Iprodion-HA-Platten ein normales, bei Fludioxonil-HA-Platten
ein verzogertes und auf Carbendazim-HA-Platten kein Wachstum. Der ausgebrachte sensitive
Stamm zeigte auf Carbendazim-HA-Platten normales und auf Fludioxonil- und Iprodion-HA-

Platten kein Wachstum.

25



MDR bei Botrytis Material und Methoden

Die endogene Population zeigte entweder auf allen Medien kein (sensitive Stimme) oder nur
auf einem Medium, Fludioxonil (putative MDRI1-Stdmme), Iprodion (putativ Iprodion-
resistente  Stimme), Carbendazim (Carbendazim-resistente endogene Stimme) oder auf
unterschiedlichen Medien wie Fludioxonil und Carbendazim (putativ MDRI1-Stimme mit
Carbendazim-Resistenz) oder auf allen Testmedien ein Wachstum (putative MDR2-, putative
MDR1-Stimme mit Einzelresistenz gegen Carbendazim und Iprodion).

Die untersuchten ausgebrachten und putativ wiedergefundenen MDR3-Stamme ergaben eine
hundertprozentige genetische Identitit zum ausgebrachten MDR3-Stamm. Carbendazim-
Resistenz wurde 2007 in der nicht mit dem Sporengemisch inokulierten Kontrollfliche bei
12% Prozent der Stimme vorgefunden. Nach einer Winterperiode trat eine Carbendazim-
Resistenz bei 7,7% und im Herbstversuch 2008 bei 5,8% der Stamme auf. Durch genetische
Analysen der putativen ausgebrachten Carbendazim-resistenten und wiedergefundenen
sensitiven Stimme konnte 2007 bei 85% der Stamme eine Identitdt mit dem ausgebrachten
Stamm nachgewiesen werden. Die endogene Population wies eine Rate von 15%
Carbendazim-resistenten Stdmmen auf. Dieser Wert ist annZhernd identisch mit der
phinotypisch ermittelten Rate in der Kontrollfliche. Die durchschnittliche Carbendazim-

Resistenz der Population wurde anteilig vom Ergebnis des Versuchs abgezogen.

2.11.3. Fungizidtest zur Ermittlung des ECsp-Wertes

Fiir die Ermittlung des ECso-Wertes eines jeden Stammes und jeder Substanz wurden die in
Tab. 2 dargestellten Konditionen gewihlt. Fiir die Fungizide Cyprodinil und Boscalid musste
aufgrund ihrer speziellen Wirkungsweise jeweils ein Spezialmedium eingesetzt werden, um
die Wirkungsweise der Fungizide nicht zu umgehen. Fiir Cyprodinil wurde ein GMM ohne
endogene Aminosduren und fiir Boscalid das YBA-Medium ohne vergirbare C-Quelle
verwendet (Stammler und Speakman, 2006).

Die geernteten Konidien wurden in GMM oder HA, abhéngig vom getesteten Fungizid, fiir 2h
mit einer Konzentration von 2x10° Konidien ml"' priinkubiert, um eine physiologische
Keimung zu induzieren. Danach wurden Sul der Konidiensuspension in acht Wells einer 96-
Wellplatte vorgelegt. Zu den Konidien wurden je 95ul der Fungizid/Wirkstoff-Losung in
steigender Konzentration hinzugegeben. Die Mikrotiterplatten wurden in einer feuchten
Kammer fiir 48-96h bei 20°C inkubiert und anschlieBend mikroskopisch und optisch, mittels
eines 96-Well-Plattenreaders, ausgewertet. Die mit dem Plattenreader ermittelte optische
Dichte ODgpp wurde benétigt, um mit der ,,sigmoid fitting* Funktion der Software Origin6.0®

(Origin Lab Cooperation, USA) den ECsp-Wert zu bestimmen.
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Tab. 2: Eingesetzte Wirkstoffkonzentrationen zur Ermittlung der ECso-Werte. Die Test-
Medien und die verwendeten Losungsmittel zur Herstellung der Wirkstoffstocklosungen sind
angegeben. HA: Malz-Extrakt-broth; GMM: Glucose-Minimalmedium.

Wirkstoff Wirkstoffverdiinnungen Fungizidtest-Medium/
[ug mi™] Lésungsmittel der
Wirkstoffe
Carbendazim | 0 0,003 0,01 0,03 0,1 03 1 3 HA DMSO
Fludioxonil 0 0,03 0,01 003 01 03 1 3 HA EtOH
Fenhexamid 0 0,03 0,01 003 01 03 1 3 HA EtOH
Cyprodinil 0 0,003 0,01 003 01 03 1 3 GMM EtOH
Boscalid 0 0,003 0,01 003 01 03 1 3 YBA EtOH
Azoxystrobin | 0 0,1 0,3 1 3 65 10 15 HA EtOH
Iprodion 0 0,1 0,3 1 3 65 10 15 HA EtOH
Tebuconazol | 0 0,1 0,3 1 3 6,5 10 15 HA EtOH
Tolnaftat 0 0,1 0,3 1 3 65 10 15 HA EtOH
Cycloheximid | 0 2,5 7,5 15 30 50 75 100 HA EtOH
Eugenol 0 2,5 5 10 25 50 100 250 HA EtOH

2.11.4. Einfluss von Transportermodulatoren auf die MDR

Um zu testen ob es moglich ist, mit verschiedenen ABC-Transporter-Modulatoren die MDR-
Phénotypen fiir das Fungizid Fludioxonil zu resensibilisieren, wurde zuerst fiir jeden
untersuchten Stamm ein Fludioxonil Resistenzfaktor (Rfpusammx) ermittelt, indem der
Resistenzlevel eines jeden Stamms als Vielfaches der Resistenz des sensitiven Laborstamms

B05.10 ausgedriickt wurde.

RfFluStammX: EC5() (Flu) Stamm x/ EC50(F]U) B05.10

Weiterhin wurde der Effekt von elf verschiedenen als ABC-Transporter-Blocker
beschriebenen Substanzen (Ponte-Sucre, 2007) auf sensitive Stimme und Stimme, die den
MDR1- und MDR2- Phénotyp zeigen, untersucht.

Getestet wurden Chlorpromazin, Verapamil, Amylorid, Reserpin, Progesteron, Dipyridamol,
Quinin, Lidocain, Naringenin und die nicht-ionischen Detergentien TritonX100 und
Tween20. Um die Eigentoxizitidt der einzelnen putativen Transporter-Blocker zu testen und
dadurch Konzentrationen zu ermitteln, die alleine ohne Fungizid keinen oder nur einen sehr
geringen Einfluss auf das Wachstum von B. cinerea haben, wurde fiir jede Substanz der ECs-

Wert ermittelt (Tab. 3). Als Test-Medium wurde HA-Broth gewihit.
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Tab. 3: Wirkstoffkonzentrationen zur Ermittlung der ECs)-Werte der ABC-
Transporter-Modulatoren.
Wirkstoff Wirkstoffkonzentrationsverdiinnungen [ug ml”] bzw. [%] Stocklésung
[mg mi"]
Fludioxonil 0 0,003 0,01 0,03 0,1 0,3 0,6 1 1in EtOH
Amylorid 0 100 200 250 300 450 600 750 10 in HA
Dipyridamol 0 25 50 100 200 250 400 500 10 in EtOH
Chlorpromazin 0 5 10 15 20 25 30 50 1in HA
Lidocain 0 750 1000 2000 4000 5000 7500 10000 10 in HA
Verapamil 0 250 300 450 500 600 700 1000 10 in HA
Reserpin* 0 50 75 100 130 150 200 400 10 in EtOH
Progesteron 0 2,5 4 5 10 25 50 100 1 in EtOH
Quinin 0 75 125 150 175 200 250 500 10 in EtOH
Naringenin 0 50 75 100 150 250 400 500 10 in EtOH
TritonX100 0 0,01 0,1 1 5 10 15 20 20% in HA
Tween20 0 1 2 5 10 12,5 15 20 20% in HA

* Vorgelost in 100ul Chloroform und mit 900ul EtOH aufgefiillt.

Ausgehend von den ECso-Werten der untersuchten Stimme wurden folgende Konzentrationen
fir die weitere Untersuchung gewihlt: Amylorid 250pg ml”, Dipyridamol 200ug ml™,
Chlorpromazin 15ug ml™”, Lidocain 2mg ml™, Verapamil 500ug ml™, Reserpin 130ug ml™,
Progesteron Sug ml”, Quinin 150pg ml™, Naringenin 150ug ml”, TritonX100 0,15% und
Tween20 5%. Bei den meisten Substanzen wurde eine Konzentration von 75% des
durchschnittlichen ECso-Wertes fiir die weitere Untersuchung eingesetzt. Bei Substanzen, die
bei diesen Konzentrationen auskristallisierten, was die optische Dichte-Bestimmung
beeintridchtigt hitte, wurden geringere Konzentrationen gewdhlt (TritonX100, Tween20,
Progesteron, Naringenin und Lidocain).

Um zu testen ob die ausgewihlten putativen ABC-Transporter-Modulatoren in der Lage sind,
den MDR-Phinotyp zu beeinflussen und so die Fungizidresistenz gegeniiber Fludioxonil zu
verringern, wurde ein Fungizidtest mit steigender Fungizidkonzentration (wie oben
beschrieben) und gleichbleibender ABC-Transporter-Modulatorkonzentration durchgefiihrt.
Nach zweitdgigem Wachstum wurde ebenfalls die ODgyy pro Well ermittelt und der ECs-
Wert fiir die verschiedenen Wirkstoffe kombiniert mit Fungizid berechnet.

Fir jeden Stamm wurde dann ein kombinierter Fludioxonil ABC-Transporter-Modulator-

Resistenzfaktor (Rfpusmodysammx) ermittelt.
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Der erhaltene ECso-Wert fiir die Kombination Fungizid mit Modulator wurde als Vielfaches

der urspriinglichen Fludioxonil-Resistenz des sensitiven Laborstamms B05.10 ausgedriickt:

RfFlu+M0dYStammX= EC50 (Flu+M0dY) Stamm X/ EC50 (Flu) B05.10

2.12. Vorbereitungen zur Macroarray-Analyse

Um in B. cinerea putative MDR-Transporter aus den Klassen der ABC- und MFS-Transporter
zu 1identifizieren, wurde eine Datenbankrecherche des B. cinerea B05.10-Genoms
durchgefiihrt (http://www.broad.mit.edu/). ABC-Transporter konnten durch eine Suche mit
dem blastp Algorithmus, mit Walker A und der ABC-Signatur als Suchsequenz, identifiziert
werden. Es wurden fiir die weitere Untersuchung 29 putative ABC-MDR-Transporter
ausgewdhlt.

Da die MFS-Transporter keine typischen Doménen besitzen, wurde das Genom mit der blastp
Funktion nach Ahnlichkeiten zu bekannten MFS-Transportern (2.A.1.) aus der Transporter
Classification Database (TCDB; http://www.tcdb.org/) hin untersucht. Mit verschiedenen
blast Algorithmen wurden 18 potentielle MFS-MDR-Transporter Kandidaten ausgewdhlt.

2.13. Priparation von RNA
2.13.1. Anzucht der Keimlinge -Methode 1-

Die RNA zur Durchfithrung der Macroarray-Analyse wurde basierend auf einer
citratgepufferten Methode isoliert. Zur Keimungsinduktion wurden 5x10° Sporen in 1ml HA-
broth fiir 2h vorinkubiert und nach Abzentrifugieren in 10ml GMM in eine 9cm Petrischale
tiberfithrt. AnschlieBend wurden die Sporen fiir 24h bei 20°C unter stindigem Schwenken
(140rpm) inkubiert. Nach dem Anziehen des Myzels wurde dieses einer 30miniitigen
Fungizidbehandlung unterzogen. Das Myzel wurde mit den Fungiziden Fludioxonil,
Cyprodinil und Fenhexamid in einer Konzentration von je 0,1pg ml" behandelt. Pro Isolat
wurde eine Probe unbehandelt belassen. Das Myzel wurde in ein Sarstedt-Rohrchen tiberfiihrt
und anschlieBend fiir Smin bei 9000rpm (Festwinkelrotor) abzentrifugiert. Das erhaltene
Pellet wurde noch zweimal mit H,Omilli gewaschen und in Fliissigstickstoff tiefgefroren. Die

Probe konnte nun bis zur RNA-Priparation bei -70°C gelagert werden.
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Anzucht der Keimlinge -Methode 2-

Fiir Northern-, Realtime-PCR- und Microarray-Analysen wurde die RNA mit dem RNAeasy
plant mini Kit der Firma Qiagen isoliert. 2x10° Sporen wurden fiir 1h in 1ml HA-broth
vorinkubiert und danach mit 22,5ml FMM auf eine mit 10ug cm™ Apfelwachs (selbst isoliert)
beschichtete 9cm Petrischale gegeben und fiir 15h bei 20°C stehend inkubiert. Die
Fungizidbehandlung/Stressinduktion erfolgte fiir 30min mit Fludioxonil, Cyprodinil,
Carbendazim, Fenhexamid und Boscalid mit einer Konzentration von je lug ml’. Fir die
Fungizide Iprodion und Tebuconazol wurden je 10pg ml' und fiir das Antibiotikum
Cycloheximid 70ug ml” verwendet. Wasserstoffperoxid wurde in einer Konzentration von
0,05% eingesetzt. Anschliefend wurden die Keimlinge mit einem Spatel abgeschabt und fiir
Smin bei 4100rpm abzentrifugiert. Die Keimlinge wurden nun einmal mit H;Omilli
gewaschen und nochmals abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann in fliissigem Stickstoff und

Seesand in einem Morser aufgeschlossen und fiir die RNA-Extraktion eingesetzt.

2.13.2. RNA-Priparation fiir die Macroarray-Analyse

Die Keimlinge wurden wie in Methode 1 beschrieben angezogen. Durch Zerkleinern der
Probe in einem mit fliissigem Stickstoff gekiihlten Morser, mit einer Spatelspitze Seesand,
wurden die Zellen aufgebrochen. Das gefrorene Pulver wurde mit einem Spatel in 1ml
citratgepufferteren = RNA-Zelllysepuffer eingeriihrt.  AnschlieBend  wurden  340ul
Proteinprizipitationspuffer zugegeben. Nach Zugabe des Proteinprizipitationspuffers wurde
die Probe ca. zehnmal invertiert oder kurz gevortext und fiir Smin auf Eis inkubiert. Die
ausgefillten Proteine wurden als weille Triibung sichtbar. Diese und der restliche Seesand
konnten nun fiir 10min bei 13.000rpm und RT abzentrifugiert werden. Es wurde ein festes
Pellet, das Zelltriimmer, DNA und Proteine beinhaltet, erhalten. Der klare Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefal tiberfithrt. Nach Zugabe von 1Vol Isopropanol und gutem Mischen
wurde die RNA fiir mindestens 15min bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei -20°C gefillt.
Das resultierende RNA-Prizipitat wurde fiir Smin bei 13.000rpm abzentrifugiert und das
RNA-Pellet in 75% EtOH gewaschen. Das luftgetrocknete RNA-Pellet wurde in 40ul H,O-

DEPC aufgenommen.

2.14. RNA-Priparation fiir Northern-, Realtime-PCR- und Microarray-Analysen

Die Keimlinge wurden wie bei Methode 2 beschrieben angezogen und anschlieBend mit

Fliissigstickstoff aufgebrochen. Die RNA wurde mit dem RNAeasy plant mini Kit der Firma
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Qiagen isoliert. Nach dem AufschlieBen der Proben wurden diese in 600ul RLT-Puffer, dem
zuvor 10ul B-Mercaptoethanol ml™ zugesetzt wurde, aufgenommen. Zur besseren Lyse der
Zellen wurden die Proben fiir 2min bei 56°C inkubiert. Anschlieend wurde die Suspension
auf eine QIAshredder-Sédule aufgeladen und fiir 2min bei 13000rpm zentrifugiert. Der klare
Uberstand des Durchflusses wurde in ein neues Reaktionsgefil} transferiert und mit 0,5Vol
EtOH versetzt. AnschlieBend wurden die Proben auf eine RNA-Bindesédule aufgetragen. Nach
Zentrifugation fiir 15sec bei 10000rpm wurde der Durchfluss verworfen und die Membran mit
700ul RW1-Puffer und anschlieBend zweimal mit 500ul RPE-Puffer gewaschen. Nach
zweiminiitigem Trocknen der Membran wurde die RNA mit 50ul RNase-freiem Wasser

eluiert.

2.15. DNase-Behandlung der Total-RNA

Um Kontaminationen der Total-RNA mit genomischer DNA auszuschlieen, wurde eine
DNase-Behandlung mit dem Sigma AMP-D1 Kit durchgefiihrt. 10ug Total-RNA wurden in
8ul DEPC-Wasser gelost, mit 1ul Reaktionspuffer und 1ul DNasel versetzt und nach dem
Mischen bei RT fiir 15min inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 1ul Stopsolution
(50mM EDTA) beendet und das Enzym durch Erhitzen fiir 10min bei 70°C inaktiviert.

2.16. Reverse Transkription der Total-RNA mittels oligo dT-Primern

Zur Erzeugung eines Templates fiir die anschlieBende radioaktive Markierung der mRNA
wurde mittels reverser Transkription die mRNA durch oligo dT-Primer in cDNA
umgeschrieben. Fiir die RT wurden je Probe 10ug Total-RNA (11ul der DNase-Behandlung)
eingesetzt. Diese wurde mit lug oligo(dT)18-Primer versetzt und mit Wasser auf 16,5ul
aufgefiillt. Nach einer Inkubation bei 70°C fiir Smin wurde die Probe auf Eis abgekiihlt und
folgende Reagenzien zugegeben: 6ul 5x Reaktionspuffer, 3ul 10mM dNTP-Mix, 30u RNase-
Inhibitor. Anschlieend wurde der Ansatz mit DEPC-Wasser auf 28,5ul aufgefiillt und nach
einer flinfminiitigen Inkubation bei 37°C wurde dem RT-Ansatz 1,5ul (300u) RevertAid™
M-MuLV Reverse Transkriptase (Fermentas, Vilnius, Litauen) zugegeben. Nach dem
Mischen wurde die RT bei 42°C fiir eine Stunde inkubiert. Zum Abstoppen dieser Reaktion
wurde die Probe fiir 10min auf 70°C erhitzt und anschliefend auf Eis gelagert.

Fiir die Gen-Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR wurden 500ng Total-RNA nach dem
Protokoll des Herstellers mit dem Verso TM SYBR Green 2-Step QRT-PCR Kit (Thermo

Fisher Scientific) in cDNA umgeschrieben.
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2.17. Herstellung einer o**P-[dCTP] markierten cDNA oder DNA Sonde

Fiir die Herstellung einer radioaktiven Sonde fiir die Macroarray-, die Northern- oder die
Southern-Blot-Hybridisierung wurde die cDNA bzw. ein PCR-Fragment mit Hilfe des NE-
Blot®-Kits (New England Biolabs, Franfurt am Main) mit (x32P—[dCTP] markiert. Bevor die
cDNA markiert wurde, musste durch alkalische Lyse die Total-RNA nach Sambrook et al.
(2001) hydrolysiert werden.

Die in 30ul geloste cDNA oder 150ng eines aufgereinigten PCR-Produkts wurde fiir Smin bei
100°C denaturiert und dann auf Eis abgeschreckt. Nach Zentrifugation wurden Syl
Reaktionspuffer, 6ul dANTP-Mix (ohne dCTP), 1ul DNA Polymerasel und 50uCi o’*P-[dCTP]
zugegeben. In einer anschlieBenden enzymatischen Reaktion (90min bei 37°C) wurde die
cDNA oder das PCR-Fragment in eine o’ 2P—[dCTP] markierte DNA-Sonde umgeschrieben.
Nach Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von Sul 0,5M EDTA-L6sung wurde die nicht
inkorporierte Radioaktivitdat mit Hilfe einer ProbeQuantTM G-50 Sephadex-Saule (Amersham

Biosciences, England) entfernt.

2.18. Spotten von PCR-Fragmenten auf eine Nylonmembran

DNA-Fragmente fiir die Macroarray-Untersuchung wurden mittels einer Standard-PCR unter
der Verwendung genspezifischer Oligonukleotide amplifiziert. Die Konzentration der
Genfragmente wurde direkt vom Agarosegel abgeschitzt. 50ng der Genfragmente der
Transporter und der Positiv- und Negativ-Kontrollen wurden in 30ul Volumen mittels dem
Minifold Spot-Blot (Whatman® Schleicher & Schuell; Dassel, Deutschland) auf eine
Nylonmembran (Nytran SuperCharge, Whatman® Schleicher & Schuell; Dassel,
Deutschland) aufgebracht (Tab. 4). Die DNA auf der Membran wurde durch Cross-linken
fixiert. AnschlieBend wurde die DNA fiir 15min in Denaturierungslosung denaturiert, fiir

ebenfalls 15min neutralisiert und in 2x-SSC gewaschen.
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Tab. 4: Anordnung der Transporter-Genfragmente auf der Nylonmembran. Von jedem
Fragment wurden 50ng PCR-Produkt im Duplikat aufgetragen. Neben den Transportern
wurden auch die Positivkontrollen der Botrytis Gene fiir Aktin, Phosphoglyceratkinase,
Hexokinase, 18S rDNA und die Negativkontrollen Vitis Stilben Synthase, PR1 und PR4 von
Arabidopsis thaliana mehrfach im Duplikat aufgetragen.

ABC-Transporter-Fragmente bcatr MFS-Transporter bcmfs

A B C D F 1 5 6
A B C D F 1 5 6
G I K O BMR3 7 8 9
G I K O BMR3 7 8 9
KL1 KL2 KL3 KL4 KL5 10 11 12
KL1 KL2 KL3 KL4 KL5 10 11 12
KL6 KL7 KL8 KL9 KL10 13 14 15
KL6 KL7 KL8 KL9 KL10 13 14 15
KL11 KL12 KL13 KL14 KL15 16 17 18
KL11 KL12 KL13 KL14 KL15 16 17 18
KL16 KL17 KL18 KL19 19 20 21
KL16 KL17 KL18 KL19 19 20 21

2.19. Macroarray-Hybridisierung nach Denhardts

Die Membran wurde zur Hybridisierung in eine vorgewidrmte Hybridisierungsrohre mit der

DNA-Seite nach innen platziert und mit ebenfalls vorgewdrmten 15ml
Prahybridisierungslosung (Denhardts) benetzt, der zuvor 300ul denaturierte (Inkubation fiir
10min bei 90°C, anschlieBend Abkiihlung auf Eis) Lachs-DNA zugegeben wurde. Die
Prihybridisierung  erfolgte bei 65°C fir 1-3h. Im  Anschluss wurde die
Prihybridisierungslosung verworfen und durch Hybridisierungslosung ersetzt und iiber Nacht
bei 65°C im Hybridisierungsofen inkubiert.

Nach der Hybridisierung wurde das Sondengemisch aufgefangen und zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert. AnschlieBend folgten verschiedene stringente Waschschritte.
Zuerst wurde die Membran fiir 5S5min in Waschlosungl bei 65°C, dann 30min in
Waschlosung2 und fiir ebenfalls 30min in Waschlésung3 inkubiert. Zur Exposition und
Detektion wurden die Membranen in eine Rontgenstrahlungs-Detektions-Kassette
(HyperkassetteTM; Amersham Life Science, Buckinghamshire, England) iiberfiihrt und mit
einem radioaktiv-sensiblen Screen (Multisensitive, Medium, Typ: MS; Perkin ElmerTM life
sciences, Boston, USA) abgedeckt. Zur Exposition wurde der Screen im Dunkeln bei RT
gelagert. Die Expositionszeit betrug 24-48h. Der Screen konnte mit dem Phosphoimager
(CycloneTM Storage Phosphor Screen; Packard Bioscience Company, Dreieich, Deutschland)

ausgelesen werden.
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Die Auswertung der Expressionslevel der verschiedenen Gene erfolgte mit der Optiquant
Software 5.0 (PerkinElmer, USA). Die erhaltenen Daten wurden auf die Aktin-Expression

normalisiert.

2.20. Northern- und Southern-Blot-Hybridisierung nach Church
2.20.1. Southern-Blot-Hybridisierung

Zur Bestitigung verschiedener Deletionsmutanten und zur Ermittlung der Kopienzahl von
bcatrB in wt, MDR1- und MDR3-Stimmen wurde eine Southern-Blot-Hybridisierung
durchgefiihrt. Hierzu wurden 5-10ug genomischer DNA mit entsprechenden
Restriktionsendonukleasen verdaut und auf einem 1-1,5% Agarosegel bei 90V fiir 1-2h
aufgetrennt. AnschlieBend wurden die doppelstrangigen Restriktionsfragmente mit
Denaturierungslosung 2x fiir 15min denaturiert, kurz in Wasser gewaschen, mit
Neutralisierungslosung 2x fiir 15min neutralisiert und dann in 2x SSC &quilibriert. Der
Transfer der denaturierten DNA-Fragmente auf die positiv geladene Nylonmembran (Nytran
SuperCharge, Whatman® Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) erfolgte in 20x SSC

mittels eines downward Blots.

2.20.2. Northern-Blot-Hybridisierung

Zur Analyse der Genexpression in verschiedenen B. cinerea-Stimmen wurden Northern-Blot-
Hybridisierungen durchgefiihrt. 4-12pug der Total-RNA wurden auf einem einprozentigen
denaturierenden Agarosegel bei 90V fiir 1-2h aufgetrennt. AnschlieBend wurde das
Formaldehyd durch zweimaliges Waschen des Gels in DEPC-behandeltem H,Omilli fiir je
15-20min ausgewaschen. Bevor nun die RNA auf die positiv geladene Nylonmembran
(Nytran SuperCharge, Whatman® Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) mittels 10x
SSC transferiert werden konnte, wurde das Gel in 10x SSC dquilibriert.

2.20.3. Aufbau der RNA/DNA-Transfer-Blots und anschlieBende Hybridisierung

Zum Transfer der verschiedenen Nukleinsduren auf eine positiv geladene Nylonmembran
wurde ein downward Blotting durchgefiihrt. Ein Scm Stapel an saugfiahigen Papiertiichern
wurde mit zwei Lagen in Transferpuffer getrinktem Whatman-Papier auf eine feste und
waagrechte Arbeitsfliche gelegt. Auf diesen Papierstapel wurden nun in folgender

Reihenfolge die jeweils dquilibrierte Nylonmembran, das Agarosegel, zwei Lagen Whatman-
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Papier und abschlieend die Puffertransfer-Briicke, die mit ihren zwei Enden in den
Transferpuffer reichte, gestapelt. Um Luftblasen zu entfernen, die den Transfer der
Nukleinsduren storen konnten, wurde zwischen den einzelnen Komponenten des Blots die
Luft herausgedriickt und der fertige Blot mit einer Kunststoffplatte abgedeckt und beschwert.
Der Nukleinsdure-Transfer wurde iiber Nacht durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die
Nukleinsduren mit UV-Licht kovalent an die Membran gebunden. Die Membranen wurden
dann fiir 1-3h in vorgewdrmtem Church-Hybridisierungspuffer bei 65°C prihybridisiert. Nach
dieser Zeit wurde die denaturierte a32P—[dCTP]—markierte Sonde mit neuem Church-
Hybridisierungspuffer zu den Membranen gegeben und fiir 12-16h bei 65°C hybridisiert.
Anschlieend folgten verschiedene stringente Waschschritte. Zuerst wurde die Membran fiir
2-5min in Church-Waschlosungl gewaschen. Danach wurde die Membran 2x fiir je 30min in
Church-Waschlosungl bei 65°C inkubiert. AbschlieBend wurde die Membran fiir 2-3min bei
RT in Church-Waschlosung2 gewaschen. Die Detektion der Hybridisierungssignale wurde
wie bei der Macroarrayhybridisierung beschrieben durchgefiihrt. Die Expositionszeit variierte

zwischen 1h und 12h.

2.21. Realtime-PCR zur Analyse der Genexpression

Die Realtime-PCR zur Quantifizierung der Genexpression verschiedener Transportergene
wurde in 96-Wellplatten mit dem Biorad Realtime iQ5 detection System (Biorad, Miinchen)
durchgefiihrt. Ein Realtime-PCR-Ansatz bestand aus 2ul 1:5 verdiinnter cDNA (5ng Total-
RNA), jeweils 2ul 2,5pM forward und revers Primern, und dem 2x Kkonzentrierten
Reaktionspuffer, der bereits Puffersalze, dNTPs und das Polymerase-Enzym enthielt. Als
Referenzgene wurden der Elongationsfaktor efla und das Aktingen act von B. cinerea

gewihlt.

Tab. 5: Programm fiir die Realtime-PCR.

5min. | 95°C erste Denaturierung
Zyklus | 15sek. | 95°C
2-4: 45
25 sek. | 60°C Fluoreszenz wird
gemessen
35sek. | 72 °C Fluoreszenz wird
gemessen
1 min. 95°C
1 min. 50°C Schmelzkurvenanalyse
91 x 10sek. | 11/2°C
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Nach der Realtime-PCR wurden die PCR-Produkte auf einem Agarosegel auf Identitdt und

genomische DNA-Kontamination hin analysiert.

Auswertung der Daten

Die Quantifizierung der Daten erfolgte nach Pfaffl (2001). Fiir die PCR-Effizienz wurde der
Faktor 2 gewihlt, da die Primereffizienz aller getesteten Kombinationen immer mindestens
90% betrug. Die Primereffizienzen der konstitutiv und stabil exprimierten Kontrollgene efla

und act betrugen 93% bzw. 101%.

. . (E Test en)ACPTestgen (Kontrolle-Probe)
Relative Expression = 8

ACPr.rornmaen (KONTTONlE-ProbE)
(E Referenzgen) Heferenzgen

E= Effizienz der PCR

CP= ,,crossing points

Testgen= auf seine Expression hin zu untersuchendes Gen
Referenzgen= stabil und konstitutiv exprimiertes Gen
Kontrolle= Vergleichsstadium des Organismus

Probe= Behandeltes Stadium des Organismus

2.22. Microarray-Analyse

Zur globalen Expressionsanalyse aller Botrytis-Gene wurde eine Micorarray-Analyse mit
zwel sensitiven (B05.10 und 06.6-15) und zwei MDR2-Stimmen (06.2-6 und 06.6-5)
durchgefiihrt. Hierzu wurden 20ug Total-RNA von der Firma Nimblegen (Reykjavik, Island)

auf einen 72k Kunden-Microarraychip hybridisiert.
2.23. Statistische Auswertung der Daten

Alle Daten wurden mit der T-Test-Analyse-Funktion der Software Excel® (Microsoft, USA)

auf ihre Signifikanz hin analysiert. Als Vertrauensintervall wurde p<0,05 gewihlt.
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3. Ergebnisse

3.1. Auftreten von MDR bei B. cinerea in franzosischen und deutschen Weinbaugebieten

In Frankreich wurden Anfang der 1990er Jahre erstmals bei einem Pflanzenpathogen MDR-
Phianomene beobachtet (Leroux et al., 1999). B. cinerea-Isolate aus Weinbergen der
Champagne lieBen sich anhand ihrer Fungizidresistenzspektren in drei MDR-Phénotypen
einteilen. Zu Beginn der Untersuchung wiesen nur einige wenige Stamme entweder den
MDRI1(AniR2)- oder den MDR2(AniR3)-Phénotyp auf. Mit der Einfiihrung der Fungizide
Fludioxonil, Cyprodinil und Fenhexamid zu Beginn bzw. Mitte der 90iger Jahre begannen
diese Stimme immer haufiger aufzutreten, wobei sowohl MDR1- als auch MDR2-Phénotypen
etwa gleich oft beobachtet wurden. Mit einer zeitlichen Verzégerung von vier bis fiinf Jahren
traten dann erstmals MDR3-Stidmme auf (Charakterisierung der Fungizidresistenzen siehe
nachfolgende Kapitel). Seit 2006 zeigten bereits mehr als 50% der Stamme einen der drei

beschriebenen MDR-Phinotypen (Abb. 5, Abb. 7A, P. Leroux und A.S. Walker,

unveroffentlicht).
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Abb. 7: Verstirktes Auftreten dreier Botrytis-MDR-Phénotypen in der Champagne und
in deutschen Weinanbaugebieten. (A) Haufigkeit von MDRI1- (), MDR2- (- - -) und
MDR3-Stimmen (- -) an der Gesamthéufigkeit der MDR (—) in der Champagne (Leroux et
al., nicht veroffentlicht; siehe Abb. 5). (B) Haufigkeit der MDR-Phénotypen in deutschen
Weinanbaugebieten, 2004 in Freiburg i. Br. (Kretschmer und Hahn, 2008) und 2006 bis 2008
entlang der Deutschen Weinstrale (diese Arbeit).

In einer Studie, durchgefiihrt 2004 in Freiburg i. Br., zeigte nur etwa ein Prozent der Stimme
den MDR1-Phinotyp. Die beiden anderen MDR-Phinotypen wurden damals nicht beobachtet
(Kretschmer und Hahn, 2008). Zu diesem Zeitpunkt waren die MDR-Phidnomene im
deutschen Weinbau anscheinend noch relativ selten. Durch das Fungizidresistenz-Monitoring
entlang der Deutschen Weinstra3e wurden in den Jahren 2006 bis 2008 Botrytis-Stamme, die
einen der aus Frankreich beschriebenen MDR-Phidnotypen aufwiesen, immer héufiger

beobachtet (Abb. 7B). Im Unterschied zur Champagne wurden in der Pfalz fast ausschlieBlich
MDR1-Phédnotypen vorgefunden. Dieser Phianotyp war in den Jahren 2006 bis 2008 mit
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Anteilen von 17%, 31% und 28% an der Gesamtpopulation vertreten. Die anderen MDR-
Phiénotypen waren nur selten anzutreffen. 2008 zeigten acht Prozent der Stimme den MDR2-
Phénotyp (Abb. 7B). Insgesamt lésst sich jedoch, wie in der Champagne, auch entlang der
Deutschen Weinstrae ein kontinuierlicher Trend zur Akkumulation von MDR-Phénotypen

beobachten, wobei 2008 bereits 38% der Gesamtpopulation einen MDR-Phénotyp zeigten.

3.2. Einzelresistenzen der Botrytis-Population entlang der Deutschen Weinstrafle

In den Jahren 2006, 2007 und 2008 wurden an sechs Standorten (Abb. 6) entlang der
Deutschen WeinstraBe die Fungizidresistenzspektren von 170, 144 und 187 B. cinerea-
Stammen ermittelt.

Jeweils nur 5-10 Prozent der Stimme zeigten im Mittel der Jahre eine hohe Resistenz gegen
Carbendazim, Cyprodinil, Fenhexamid bzw. Boscalid. Gegen Iprodion, Fludioxonil und
Tebuconazol waren nur selten oder iiberhaupt keine hoch resistenten Stimme zu beobachten.

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass nur geringe Raten an Einzelresistenzen in den Jahren

2006-2008 beobachtet werden konnten (Abb. 8).

50 ~

25 ~

Al

Carb Cyp Fen Bos Ip Flu Teb MDR

Haufigkeit [%]

Abb. 8: Fungizidresistenzen von B. cinerea entlang der Deutschen Weinstralle in den
Jahren 2006 (o), 2007 (=) und 2008 (w). Es wurden die Gesamthiufigkeiten an
Einzelresistenzen gegen Carb= Carbendazim; Cyp= Cyprodinil; Fen= Fenhexamid; Bos=
Boscalid; Ip= Iprodion; Flu= Fludioxonil; Teb= Tebuconazol und die vorgefundene
Héufigkeit an MDR-Phénotypen dargestellt.

Fir das 2004 -eingefiihrte Fungizid Boscalid wurden von 2006 bis 2008 vermehrt
hochresistente Stimme beobachtet. Im Jahr 2006 waren nur drei Prozent der Population, 2007
bereits neun und 2008 sogar 13% der Stimme Boscalid-resistent. Dies lédsst auf eine hdufigere

Verwendung dieses Fungizids seit Einfithrung auf dem Markt und damit verbunden eine

starke Selektion von Boscalid-resistenten Stimmen schliefen.
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Die MDR stellt entlang der Deutschen Weinstrae den haufigsten Resistenzmechanismus dar

(Abb. 8).

3.3. EC5¢-Resistenzwerte der B. cinerea-Stimme

Man unterscheidet Resistenzen gegen einen Wirkstoff, die zu einer sehr hohen Resistenz
(Faktor 1000x) fithren konnen, von der im weiteren Verlauf dieser Arbeit ausfiihrlich
beschriebenen Multidrug Resistenz (MDR), einer gleichzeitigen Resistenz gegen
verschiedene Wirkstoffe (Ghannoumi und Rice, 1999).

In Tabelle 6 sind die Fungizidresistenzlevel gezeigt, anhand derer deutsche und franzosische
Isolate in sensitive, einzelresistente oder in MDR-Stamme eingeteilt wurden.

Die basale Fungizidsensitivitit der Population entlang der Deutschen Weinstralle zeigte, dass
Botrytis-Stimme sehr empfindlich gegeniiber den Fungiziden Cyprodinil, Fludioxonil,
Carbendazim, Fenhexamid und Boscalid waren. Weniger wirksame Wirkstoffe waren
Tolnaftat, Tebuconazol, Azoxystrobin, Iprodion, das Antibiotikum Cycloheximid und die
pflanzlichen Abwehrstoffe Camalexin und Eugenol (Tab. 6).

Einige Isolate weisen eine Resistenz gegen ein einzelnes Fungizid auf (z.B. Target Site
Resistenz). Diese Stimme waren in der Lage, die in Tabelle 6 aufgefiihrten
Wirkstoffkonzentrationen zu iiberleben. FEinzelresistenzen gegen Fenhexamid oder
Carbendazim fiihrten zu einer Erhohung der Toleranz im Vergleich mit sensitiven Stimmen
von mindestens einhundertfach. Bei Cyprodinil-resistenten Stimmen {iiberschritt der
Resistenzfaktor das Achthundertfache.

Die in Frankreich und Deutschland vorkommenden MDR-Isolate lieBen sich durch ihre
Fungizidresistenzlevel in drei MDR-Phénotypen unterscheiden (Tab. 6).

Der MDRI1(AniR2)-Phédnotyp zeigte im Vergleich mit sensitiven Stimmen eine erhohte
Toleranz gegeniiber Tolnaftat, Cyprodinil, Fludioxonil und Carbendazim und nur leicht
erhohte Toleranzen gegeniiber Fenhexamid, Boscalid, Iprodion und gegen die pflanzlichen
Abwehrstoffe Eugenol und Camalexin. MDR2(AniR3)-Stimme wiesen in der Regel erhohte
Resistenzlevel gegeniiber Tolnaftat, dem Antibiotikum Cycloheximid, Fenhexamid,
Cyprodinil, Iprodion und Fludioxonil auf. AuBlerdem konnten leicht erhdhte Toleranzen
gegeniiber Boscalid, Tebuconazol und Azoxystrobin beobachtet werden.

Die MDR3-Stimme waren besonders resistent gegen Tolnaftat, Fludioxonil, Fenhexamid,
Cyprodinil und Cycloheximid. Bei diesen Substanzen iiberschritt die Resistenz im Vergleich
mit sensitiven Stdimmen den Faktor zehn. Bei Iprodion, Carbendazim, Boscalid, Tebuconazol,

Azoxystrobin und den pflanzlichen Abwehrstoffen Eugenol oder Camalexin bewegten sich
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die Resistenzfaktoren zwischen 1,1 und 6,4. Die MDR3-Stimme zeigten im Vergleich mit
sensitiven Stimmen das am weitesten gefdcherte Fungizidresistenzspektrum mit den hochsten
beobachteten  Fungizidresistenzleveln. = MDR3-Stamme  wiesen die  vereinigten

Fungizidresistenzspektren der MDR1- und MDR2-Stimme auf.

Tab. 6: ECsp-Werte von je fiinf sensitiven, MDR1(AniR2)-, MDR2(AniR3)- und MDR3-
Stimmen. Die analysierten Stimme stammen aus Frankreich (Anne-Sophie Walker, INRA
Versailles) und Deutschland. Stimme aus den beiden Lindern unterscheiden sich nicht in
ihren Resistenzwerten. Alle in dicker Schrift aufgefithrten Werte sind statistisch signifikant
unterschiedlich zu Werten der sensitiven Stamme (p<0,05). Zusitzlich rot eingefdarbte Werte
tiberschreiten den Resistenzfaktor fiinf. Die Standardabweichungen sind angegeben.
Wirkstoffabkiirzungen: Cyp= Cyprodinil; Flu= Fludioxonil; Fen= Fenhexamid; Carb=
Carbendazim; Ip= Iprodion; Tol= Tolnaftat; Cyc= Cycloheximid; Bos= Boscalid; Teb=
Tebuconazol; Azo= Azoxystrobin; Eug= Eugenol; Cam= Camalexin (fiir Camalexinwerte
siehe Stefanato et al., 2009); sens.= sensitive Stimme ohne jegliche Fungizidresistenz; TSR=
Einzelresistenz; PH= Phytoalexine; AB= Antibiotikum; n.t.= nicht getestet.

Phanotyp ECso-Wert [ug ml™]

Fungizide PH AB

Flu Fen Cyp Carb Bos Ip Teb Tol Azo | Eug Cam Cyc

0,03 0,05 0,01 0,04 008 1,03 066 0,65 084|816 87+ 32

Sens. +0,01  #0,01 0,00 #0,01 +0,01 0,08 0,31 0,08 0,20 | +4,15 0,34  +0,68
TSR >3 >5 4-5 >5 >5 >5 5-7 >5 >15 | n.t. n.t. n.t.
Resistenzfaktor als Vielfaches der ECso-Werte sensitiver Stamme

MDR1 8,1 i6 182 28 16 14 0,7 204 1,0 1,1 1,3 0,7
1,3 05 #45 102 0,2 03 04 23 0,2 | 0,0 20,1 +0,1
26 98 6,2 1,1 20 54 1,8 1,5 1,0 13,7

MDR2 +0,3 0,6 2.8 +0,1 0,8 +1,0 +0,2 >25 +0,3 0,0 n.t. +1,5
11,4 14,7 25,7 3,1 35 64 23 1,6 1,1 14,1

MDR3 +1,9 3,2 5,2 +0,5 +0,9 +1,0 +0,6 >25 +3,4 +0,0 n.t. +0,3

Die in Frankreich und Deutschland vorkommenden MDR-Stimme wiesen keine sehr hohen
Resistenzlevel (bis zu 25x) auf und zeigten ein sehr breites, sich zum Teil iiberlappendes,
Resistenzspektrum.

Deutsche und franzosische MDR-Stimme lieBen sich phénotypisch anhand der
Fungizidresistenzspektren und —level nicht voneinander unterscheiden. Die in Frankreich und

Deutschland auftretenden MDR-Phénotypen sind also identisch.

3.4. Haufigkeit der Fungizidresistenzen an den Probenahmestandorten

Fungizidresistenzen, z.B. gegen Carbendazim, Cyprodinil und Fenhexamid, waren fast immer
mit geringen, jedoch von Jahr zu Jahr schwankenden Raten an allen Standorten vorzufinden

(Abb. 9A). Es gab auch Fungizidresistenzen, die nur einmal z.B. gegen Tebuconazol im Jahr
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2008 am Standort fiinf oder relativ selten an wechselnden Standorten, wie z.B. die Iprodion-
Resistenz, beobachtet wurden. Hochresistente Stimme gegen Fludioxonil traten nie auf. Die
Boscalid-Resistenz war 2006 nur an drei Standorten im Jahr 2007 an vier und 2008 an allen
sechs Standorten zu beobachten. Die Resistenz gegen Boscalid nahm also zu und breitete sich
aus, allerdings gab es zwischen den Jahren an einem Standort teilweise erhebliche
Schwankungen. Am Standort eins z.B. waren in den Jahren von 2006 bis 2008 6,7%, 35,3%
bzw. 3,3% der gesammelten Botrytis-Stimme hochresistent gegen Boscalid.

Hochresistente Isolate waren daher nicht iiber das gesamte Beprobungsgebiet gleichmifig

hiufig zu beobachten (Abb. 9A).
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Abb. 9: Auftreten von Einzelresistenzen und MDR-Phinotypen an den
Beprobungsstandorten entlang der Deutschen Weinstrae in den Jahren 2006 bis 2008.
(A) Haufigkeit von Einzelresistenzen gegen Carbendazim ( ); Fenhexamid (); Cyprodinil
(m); Boscalid (m); Iprodion (m); sensitiv (0). (B) Verbreitung der MDR-Phinotypen entlang
der Deutschen Weinstral3e: sensitiv (0); MDR1 (); MDR2 (m); MDR3 (m).
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Von den MDR-Phinotypen konnte der MDRI-Phénotyp immer an allen Standorten
nachgewiesen werden, er war also in der Population sehr weit verbreitet. MDR2-Phénotypen
wurden 2006 nur an drei Standorten, 2007 nur an einem Standort und 2008 an funf Standorten
nachgewiesen. Der MDR2-Phinotyp scheint sich langsam auszubreiten und erreichte 2008
mit acht Prozent an der Gesamtpopulation erstmals erhohte Haufigkeiten. MDR3-Stimme

wurden in allen Jahren nur relativ selten und punktuell beobachtet (Abb. 9B).

3.5. Kombination von Fungizidresistenzmechanismen

Die Kombination verschiedener Einzelresistenzen konnte wie bei Myresiotis et al., 2007
beschrieben, ebenfalls beobachtet werden, war jedoch selten und umfasste nie mehr als zwei
Fungizide. MDR-Stimme zeigten maximal zwei weitere Einzelresistenzen. MDR1-Stdmme
wiesen hidufiger eine Carbendazim- oder Fenhexamid-Resistenz auf. Auch Resistenzen gegen

Iprodion oder Boscalid waren manchmal mit dem MDR1-Phénotyp einhergehend.
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Bei MDR2-Stammen wurde sowohl bei allen Stimmen aus 2006 als auch 2007 gleichzeitig

eine Carbendazim-Resistenz beobachtet. 2008 trat bei 60% der gefundenen MDR2-Stimme

diese Resistenz nicht mehr auf. MDR3-Stdmme zeigten selten eine weitere Einzelresistenz.

Nur 2008 waren 50% der Stimme gleichzeitig resistent gegen Carbendazim (Tab. S5).

3.6. Genetische Diversitit der MDR-Stimme

Um zu untersuchen, ob sich MDR-Stimme hauptséachlich asexuell, also als Klone verbreiten,

wie es fiir das Pathogen Puccinia striiformis f.sp. tritici in Europa beschrieben wurde

(Hovmgller et al., 2002; Brown und Hovmgller, 2002), sollte deren genetische Diversitit

analysiert werden. B. cinerea-Freiland-Populationen sind generell bekannt fiir ihre hohe

genetische Diversitét (Giraud et al., 1997; Moyano et al., 2003; Kretschmer und Hahn, 2008).

Zeigt sich in der Population eine geringe Héufigkeit an Klonen, kann davon ausgegangen

werden, dass Mutationen, die zu den MDR-Phénotypen fiihren, mehrfach unabhéngig

entstanden sind.

Tab. 7: Genetische Muster der aus der Pfalz stammenden sensitiven und MDR-Stimme.
PCR-RFLP-Analyse der IGS (intergenic spacer) mit den Restriktionsendonukleasen BamH]I,
Hinfl (nach Kretschmer und Hahn, 2008) und Mating Typ-Analyse. sens.= sensitive Stimme;
-= nicht aufgetretene Muster.

Genetische Marker

Haufigkeit der Phanotypen [%)]

IGS Mating Typ sens. MDR1 MDR2 MDR3
BamH|  Hinfl | Mat: HMG | 2006 2007 | 2006 2007 | 2006 2007 | 2006 2007
n=31 n=24 | n=26 n=42 | n=4 n=1 n=3 n=1
0 0 0:1 - 8,3 3,9 4,8 - - - -
0 0 1.0 - - 3,9 7,1 - - - -
0 2 0:1 3,2 4,2 - 2,4 - - - -
0 3 1.0 - - 3,9 - - - - -
0 5 0:1 - 8,3 - - - - - -
0 5 1.0 - 8,3 7,7 4.8 - - - -
0 12 0:1 - - - 2,4 - - - -
0 12 1:0 3,2 - - - - - - -
1 0 0:1 16,1 29,2 3,9 19,0 - - - -
1 0 1:0 19,4 20,8 | 19,2 16,7 - - - -
1 1 1:0 - - 3,9 - - - - -
1 2 0:1 32,3 16,7 | 26,9 35,7 | 75,0 100 | 33,3 100
1 2 1.0 19,4 - 23,1 7,1 25,0 - 66,7 -
1 8 0:1 - - 3,9 - - - - -
1 8 1.0 6,5 - - - - - - -
1 12 1:0 - 4,2 - - - - - -
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2006 konnten die sensitiven Stimme in sieben und die MDRI1-Stimme in zehn Klassen
unterteilt werden. Die MDR2 und MDR3-Stimme lieBen sich mit diesen Markern nur in zwei
Klassen einteilen. 2007 zeigten die sensitiven Stimme acht, die MDR1- neun und die MDR2-
und MDR3-Stamme nur je ein genetisches Muster (Tab. 7). Mit diesen drei genetischen
Markern war es moglich, sowohl die sensitiven, als auch die MDR1-Stimme in verschiedene
Gruppen einzuteilen, wihrend sich die MDR2- und MDR3-Populationen nicht gut
differenzieren lieBen.

Die MDR-Stidmme, vor allem die MDR1-Phinotypen, sind also genetisch divers und haben
sich nicht nur durch Klone in der Population verbreitet. Es ist deshalb davon auszugehen, dass
sich Mutationen, die zum MDRI1-Phénotyp fiihren, mehrfach unabhiingig ereignet haben.
Mutationen, die zum MDR2-Phénotyp fithren, scheinen sich seltener ereignet zu haben.

Allerdings waren die Stichproben zu gering um eine endgiiltige Aussage treffen zu konnen.

3. 7. Molekulare Grundlage der MDR in B. cinerea-Freilandisolaten

Die Herangehensweise an diese Untersuchung umfasste den Nachweis des verstirkten
Fungizidexports bei MDR-Stimmen, Identifikation der {iberexprimierten Transportergene in
den MDR1-, MDR2- und MDR3-Stimmen, Herstellen eines Zusammenhangs zwischen
Uberexpression und MDR-Phinotyp durch Deletionsmutanten und Analyse der Regulation
der Transportergene um die Mutationen, die zur Transporteriiberexpression fiihren, zu

identifizieren.

3.7.1. Untersuchungen zur Fungizidakkumulation

Durch Fungizidaufnahmeversuche mit '*C-markiertem Fludioxonil sollte angelehnt an die
Arbeiten um Maarten de Waard (Hayashi, et al., 2001; Hayashi et al., 2002b) gezeigt werden,
dass die beobachteten MDR1-Phinotypen erstens eine geringere Akkumulation des Fungizids
zeigen und zweitens, dass die Verdnderungen der Fungizidakkumulation auf einen
energieabhingigen Exportprozess zuriickzufiihren sind.

Sensitive Stdmme zeigten nach Fungizidzugabe anfangs eine starke Akkumulation des
Wirkstoffs (Abb. 10). Nach etwa 20 Minuten nahm die Fungizidakkumulation wieder stark ab
und erreichte nach 60 Minuten einen basalen Wert. Diese transiente Fungizidakkumulation in
sensitiven Staimmen deutet auf die Induktion von Exportsystemen nach Fungizidzugabe hin.
Nach der Induktion und der Synthese der Transporterproteine wird das Fungizid exportiert.

Nach etwa 20 Minuten ist die Exportkapazitit hoher als der Fungizideinstrom. Die
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Fungizidkonzentration sinkt und es stellt sich ein Gleichgewicht von Einstrom und Export ein.
Im Gegensatz zur transienten Aufnahme zeigten MDR1-Isolate von Anfang an eine geringe
Fungizidakkumulation (Abb. 10). Dies deutet auf eine konstitutive Uberexpression von
Exportsystemen in MDRI1-Stimmen hin, die eine Fungizidakkumulation von Anfang an
unterbindet. Durch CCCP-Zugabe stieg die Fungizidkonzentration bei allen Stimmen stark
an. Die Entkopplung der Atmungskette reduzierte die ATP-Konzentration, wodurch der
Fungizidexport  verringert wurde. Dies zeigt die Energieabhingigkeit der

Fungizidexportprozesse.

CCCP-Zugabe

Akkumulation [nM/mg dw]

0 40 80 120 160
Zeit [min]

Abb. 10: Fungizidakkumulationsversuch mit 4C-markiertem Fludioxonil, durchgefiihrt
mit einem sensitiven (—) Laborstamm und zwei MDR1-Freilandisolaten (/- --). Nach
90min wurde CCCP; ein Protonophor; zugegeben. Die Standardabweichungen sind
angegeben (durchgefiihrt von H.j. Schoonbeek).

Fiir MDR2-Stimme konnte von A. Mosbach durch Fungizidakkumulations-Untersuchungen
mit Bitertanol und Cyproconazol ebenfalls ein verstarkter Export nachgewiesen werden.

Diese Analysen zeigten, dass die MDR-Phinotypen bei B. cinerea auf einen verstirkten

Export zuriickzufiihren sind.

3.7.2. Suche nach MDR-assoziierten Effluxtransporter-Genen

Durch die 2006 durch das Broad Institut (www.broad.mit.edu/annotation/
genome/botrytis_cinerea/) veroffentlichte Annotation des B. cinerea-Genoms (B05.10) wurde
die Grundlage fiir die Identifikation der ABC- und MFS-Transporter aus B. cinerea gelegt.
Mit verschiedenen bioinformatischen Suchalgorithmen (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/;
www.tcdb.org; www.godatabase.de) wurden im B. cinerea-Genom ABC- und MFS-
Transporter identifiziert und deren putative Funktion ermittelt. Im B. cinerea B05.10-Genom

konnten so 42 putative ABC- und 294 putative MFS-Transporter identifiziert werden.
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Aufgrund der Ahnlichkeit zu bereits bekannten MDR-relevanten Transportproteinen konnten
29 putative MDR-relevante ABC- und 82 MDR-relevante MFS-Transporter extrahiert
werden. Um an der MDR beteiligte Transportproteine zu identifizieren wurde eine

Macroarray-Untersuchung mit einer Auswahl an putativen MDR-relevanten Exportern

durchgefiihrt.
sensitiv MDR1 MDR2 MDRS3

unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt unbehandelt unbehandelt
ABC- bCATB ™ | e k- =% e e
Transporter .
MFS- : ; o
Transporter bt : - g

: “ - bemis19

Abb. 11: Expression der 29 ABC- und der 18 MFS-Transportergene bei sensitiven (n=4),
MDRI1- (n=5), MDR2- (n=3) und MDR3-Stimmen (n=3). Bei den ABC-Transportern ist
bcatrB und bei den MFS-Transportern bemfs19 hervorgehoben. Die Expression der Gene
wurde in Duplikaten untersucht. Bei drei sensitiven und zwei MDRI1-Stimmen wurde eine
Fungizidbehandlung (je 0,1pg ml™ Fludioxonil, Fenhexamid, Cyprodinil) durchgefiihrt. Die
Expressionsmuster der analysierten Kontrollgene sind nicht gezeigt. Auftragung der PCR-
Fragmente siehe Tab. 4.

In MDRI1-Isolaten wurde der ABC-Transporter bcatrB als konstitutiv stark liberexprimiert
identifiziert (Abb.11). Allerdings zeigten auch andere ABC-Transportergene (bcatrK, bmr3,
beatrD und bcatrF) eine leicht konstitutive Uberexpression (Abb.12). Der identifizierte ABC-
Transporter bcatrB war in sensitiven Stdmmen durch eine Fungizidbehandlung ebenfalls
induzierbar. In MDR2-Stimmen wurde der MFS-Transporter bcmfsl9 als konstitutiv
iberexprimiert identifiziert (Abb. 11). Eine Fungizidbehandlung mit einer Mischung
bestehend aus Fludioxonil, Fenhexamid und Cyprodinil reprimierte in MDR2-Stammen
dieses Transportergen (Daten nicht gezeigt).

Die MDR3-Stimme zeigten eine konstitutive Uberexpression der aus MDR1- und MDR2-
Stdmmen identifizierten Transporter bcatrB und becmfs19 (Abb. 11, Abb. 12). Im weiteren
Verlauf der Arbeit bestitigte sich der MFS-Transporter bemfsl19 als Ausloser des MDR2-

Phénotyps nicht.
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3.8. Charakterisierung der identifizierten Efflux-Transporter
3.8.1. Der ABC-Transporter BcatrB als Ausloser des MDR1-Phiinotyps
3.8.1.1. Northern- und Realtime-PCR-Expressionsanalysen von bcatrB

In verschiedenen MDR1- und MDR3-Stammen wurde durch die Macroarray-Analyse bcatrB
als konstitutiv stark iiberexprimiert identifiziert. Diese Ergebnisse konnten durch Northern-

Blot-Hybridisierung und Realtime PCR-Analyse bestitigt werden (Abb. 13).

A

sens. (1)  sens.(2) MDR1(1) MDR1 (2 MDR2(1/2) MDR3 (1/2)

+ - - -

o]
@)

4007 B05.10 MDR1

Oh 25h 16h | Oh 25h 16h

300 -

200 -

100

Relative Expression

sens. MDR1 MDR2 MDR3 sens.+ MDR1+

Abb. 13: Expression des ABC-Transporters bcatrB in sensitiven, MDR1-, MDR2- und
MDR3-Stimmen. Eine Fludioxonilbehandlung (+; 1pug ml™ fiir 30min) wurde bei sensitiven
und MDR1-Stimmen durchgefiihrt. (A) Northern-Blot-Analyse der Expression von bcatrB. Je
4ug Total-RNA (unterer Teil der Abbildung als rRNA Ladekontrolle) wurden pro Stamm
aufgetragen. (B) Realtime-PCR-Analyse der Expression von bcatrB von je drei Stimmen.
(---)= Schwelle bei zweifach erhohter Expression im Vergleich zur Genexpression in
unbehandelten sensitiven Stimmen. Die Expressionswerte wurden mit efla und act
normalisiert und auf die Expression in unbehandelten sensitiven Stidmmen kalibriert.
Standardabweichungen sind angegeben. (C) Zeitliche Expression von bcatrB in einem
sensitiven und einem MDR1-Stamm. Total-RNA-Menge wie bei A beschrieben.

Bei sensitiven und MDR2-Stammen war ohne Induktion keine Expression des bcatrB-Gens
zu beobachten. Nach Induktion mit dem Wirkstoff Fludioxonil (1ug ml™ fiir 30min) wurde
dieser Transporter in sensitiven Stimmen jedoch sehr stark exprimiert (Abb. 13A). Eine

Realtime PCR-Analyse ergab eine Induktion der Expression von bcatrB in sensitiven

Stammen nach Fludioxonilbehandlung von 306+31. MDRI1-Stimme zeigten eine leicht
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konstitutive Expression dieses Gens, um den Faktor 40+6 hoher als bei sensitiven Isolaten,
wobei bei MDR3-Stimmen jedoch eine konstitutive Uberexpression von 141+21 im
Vergleich mit sensitiven Staimmen zu beobachten war (Abb. 13A, Abb. 13B). Wie sensitive
Stamme sind auch MDR1-Stamme durch eine Fungizidinduktion zusitzlich noch in der Lage,
die Expression des Transporters um etwa 225443 zu steigern. Jedoch ist diese Induktion
geringer als bei sensitiven Stimmen (Abb. 13B).

Da sich der MDR-Phénotyp besonders stark in der Keimungsphase der Sporen ausprégt
(Leroux et al., 1999) wurde angenommen, dass auch zu diesem Zeitpunkt die Expression von
bcatrB besonders hoch ist. Durch die Northern-Blot-Analyse konnte gezeigt werden, dass in
sensitiven Stammen bereits in ungekeimten Sporen das bcatrB Transkript vorliegt. Jedoch
verringerte sich die Menge dieses Transkripts wihrend der Keimung und des
Myzelwachstums. In MDRI1-Stimmen war dagegen eine kontinuierliche Steigerung der
Transkriptmenge von der Spore, iiber die Keimung bis hin zum Myzelwachstum zu
beobachten (Abb. 13C). Die stidrkste Expression von bcatrB in MDR1-Stimmen ist demnach

in der Myzelphase zu beobachten.

3.8.1.2. Induktionsmuster von bcatrB in sensitiven Stimmen

Um das Induktionsspektrum von bcatrB zu untersuchen wurde die Induktion des
Transportergens im Laborstamm BO05.10 mit folgenden Substanzen getestet: Fludioxonil,
Cyprodinil, Iprodion, Carbendazim, Fenhexamid, Boscalid, Tebuconazol, Wasserstoffperoxid
und Cycloheximid. Ungekeimte Sporen zeigten eine leichte Expression von bcatrB (Abb.
13C). Wenn allerdings die Keimung induziert wurde, war keine Expression von bcatrB mehr
zu beobachten. Die besten Induktoren fiir bcatrB waren Fludioxonil, Cyprodinil, gefolgt von

Iprodion, Fenhexamid, Tebuconazol und Cycloheximid (Abb. 14).

B05.10
16h | Flu [ Cyp | Ip |Carb| Fen| Bos | Teb |H,O,| Cyc

i

Abb. 14: Expression von bcatrB nach Fungizidbehandlung. Je 4ug Total-RNA (unterer
Teil der Abbildung als rRNA Ladekontrolle) wurden pro Stadium aufgetragen. 16h= Anzucht
der Keimlinge nach Methode 2; alle Behandlungen wurden 30min mit diesem Stadium
durchgefiihrt. Flu= Fludioxonil, Cyp= Cyprodinil, Carb= Carbendazim, Fen= Fenhexamid
und Bos= Boscalid wurden mit 1pg ml" behandelt; Ip= Iprodion und Teb= Tebuconazol mit
10ug ml'l; Cycloheximid mit 70ug ml ! und H>0, mit 0,05%.
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Obwohl Carbendazim aufgrund des MDRI1-Phinotyps als Substrat von BcatrB postuliert
wurde (Tab. 6), stellt es keinen Induktor von bcatrB dar. Auch Boscalid und
Wasserstoffperoxid fiihrten nicht zu einer substratspezifischen bcatrB Induktion. Andererseits
konnte durch Cycloheximid bcatrB induziert werden, obwohl fiir diese Substanz anhand des

MDR 1-Phénotyps kein Transport nachweisbar war.

3.8.1.3. Deletion von bcatrB in MDR1-Stammen

Um nachzuweisen, dass die Uberexpression des ABC-Transporters bcatrB fiir den MDRI1-
Phinotyp verantwortlich ist, wurde bcatrB in zwei MDR1-Stammen deletiert. Das verwendete

Deletions-Konstrukt ist in Abb. 15A dargestellt.

A
£ P N X bcatrB E S .. P3
:‘:“;—_—_—_—_—_—_—_ —————————— -+ _—_—_—_ﬂ ]
tubB /HB hoh oliC
~___Sonde A ' T
B
MDRH1 sens. MDR

M | wt |kol ko2 ko3|wt2 |kol | wt |wt2|wt3 | 1 3| M

SptaeR

- . . s . le—2kb

Abb. 15: Konstrukt zur Deletion des bcatrB Transporters in MDRI1-Freilandisolaten.
(A) Mit den Primern P1: BcatrB_f und P3: BcatrB_r wurde das Konstrukt (o/iC= Promotor;
hph= Hygromycinphosphotransferase; tubB= Tubulin Terminator) aus einer bereits
existierenden bcatrB Deletionsmutante des sensitiven Laborstamms B05.10 amplifiziert
(Schoonbeek et al., 2001). Durch eine Reamplifikation mit den Primern P2: BcatrB_f_nes
und P3: BecatrB_r_nes wurde das zu transformierende Endkonstrukt erzeugt (Wiwiorra, 2007).
Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen: E= EcoRI; X= Xbal; B= BamHI; S= Sall; Mit
dem abgebildeten Sondenfragment wurde die Deletion des bcatrB-Gens verifiziert. (B)
Southern-Blot-Hybridisierung der Deletionsmutanten. Die 1259bp groBe Sonde wurde mit
den Primern BcatrB-southern_f und BcatrB-southern_r amplifiziert. Je 10ug gDNA eines
Stamms wurde mit EcoRI und BamHI restriktionsverdaut. Fiir wt Stimme wurde ein
Fragment von 3420bp und fiir Deletionsmutanten von 2189bp erwartet. M= 1kb Marker;
MDRI1 wt= Stamm 06.5-16 und ko1-3 unabhéngige Deletionsmutanten; MDR1 wt2= Stamm
06.3-27 und kol dessen Deletionsmutante. sens.wt-wt3= sensitive Stimme B05.10, 06.2-15
und 06.6-15; MDR 1= Stamm MK375 und MDR3= Stamm 06.7-39.
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Die Fungizidsensitivitit der MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten ging fiir die Fungizide
Carbendazim, Cyprodinil und Tolnaftat auf die basale Empfindlichkeit von sensitiven Isolaten
zuriick. Fir die Fungizide Fludioxonil, Fenhexamid und Iprodion wurde eine
Hypersensitivitit (Faktor 3x, 2x, bzw. 2,5x) festgestellt (Tab. 8). Bei Boscalid, Tebuconazol
und Azoxystrobin war keine Veridnderung der Fungizidsensitivitit zwischen den MDRI-
Elternstimmen und den MDR1 bcatrB Deletionsmutanten zu beobachten. Auch die erhohte
Resistenz der MDRI-Elternstimme gegeniiber pflanzlichen Abwehrstoffen wurde
aufgehoben, wobei auch hier fiir Eugenol und Camalexin eine stiarkere Empfindlichkeit als bei
sensitiven Isolaten festgestellt wurde (Tab. 8). Eine Verdnderung der Sensitivitit gegeniiber
dem Antibiotikum Cycloheximid war bei den MDR1 bcatrB Deletionsmutanten im Vergleich

zu den MDR1-Elternstimmen nicht zu beobachten.

Tab. 8: EGCs-Werte der MDRI1-Elternstimme und der MDR1 bcatrB
Deletionsmutanten. Alle in dicker Schrift aufgefiihrten Werte sind statistisch signifikant
unterschiedlich zu den  Werten der MDRI-Elternstimme  (p<0,05). Die
Standardabweichungen sind angegeben. Wirkstoffabkiirzungen siehe Tab. 6. n.t.= nicht
getestet.

Phanotyp ECso-Wert [ug ml]

Fungizide PH AB

Flu Fen Cyp Carb Bos Ip Teb Tol Azo | Eug Cam Cyc

0,03 0,05 0,006 0,04 0,08 1,03 066 065 084|816 8,7 32

Sens. +0,01  +0,01 +0,00 +0,01 +0,01 0,08 #0,31 #0,08 0,20 4,2 0,3 0,7

MDR1 0,31 0,08 0,039 0,11 0,16 145 0,19 178 0,82 )925 109 3,0

06.5-16 $0,01  $0,02 0,01 0,00 0,02 02 0,06 1,00 0,15 | 24 0,1 05
AbcatrB 0,01 0,02 0,004 0,05 0,14 037 0,19 048 085|71,1 65 3,0
1-3 +0,00 #0,00 %000 0,00 0,03 0,08 0,02 0,04 0,02 | *1,4 0,2 30,3

MDR1 0,27 0,05 0,336 0,10 0,13 0,70 0,16 9,27 0,87 | 94,3
06.3-27 0,01 $0,01  #0,00 0,01 0,00 0,05 0,00 1,30 0,22 | 0,01

0,01 0,03 0,006 0,04 0,14 040 0,19 0,45 0,85 64,2
AbcalrB +0,00  #0,00  #0,00 0,02 #0,01 0,01 +001 0,05 0,06 | 34

nt n.t

nt n.t

Durch die Deletion des ABC-Transportergens bcatrB in zwei unabhidngigen MDRI1-
Freilandisolaten (Wiwiorra, 2007) konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression dieses
Transporters alleinig fiir den beobachteten MDR1-Phénotyp verantwortlich ist (Tab. 8).

Bei einer Fungizidakkumulationsuntersuchung zeigten die MDR1 bcatrB Deletionsmutanten
einen starken Anstieg der Fungizidkonzentration, die auf einem hohen Niveau stagnierte. Es
war keine transiente Fungizidaufnahme, wie sie bei sensitiven Stimmen beobachtet wurde,
sichtbar. Der MDRI-Elternstamm zeigte nur eine geringe Fungizidakkumulation auf

niedrigem Niveau (Abb. 16).
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Abb. 16: Fungizidakkumulationsversuch mit '*C-markiertem Fludioxonil, durchgefiihrt
mit dem MDRI1-Stamm 06.5-16 (—) und zweier MDR1 bcatrB Deletionsmutanten (——-).
Standardabweichungen sind angegeben (durchgefiihrt von H.j. Schoonbeek).

Da in den Deletionsmutanten die Fungizidkonzentrationen auf einem hohen
Akkumulationslevel verweilen, kann davon ausgegangen werden, dass BcatrB eines der

wichtigsten Exportsysteme fiir Fludioxonil darstellt.

3.8.1.4. Suche nach Mutationen, die zur Uberexpression von bcatrB fiihren

Unter nicht induzierenden Bedingungen sind Gene fiir ABC-Transporter auf einem sehr
niedrigen Niveau exprimiert (Abb. 13). Bei einer Stimulation in Form bestimmter toxischer
Substanzen werden sie in kurzer Zeit stark exprimiert (Abb. 13B). Diese Induktion wird durch
regulatorische Mechanismen kontrolliert.

Fiir eine Uberexpression eines Transportergens gibt es folgende Ursachen: 1. Gen-
Amplifikation, 2. Promotormutationen und 3. Mutationen in regulatorischen Proteinen.

Aus Krebszellen ist die Genamplifikation bekannt (Cole et al., 1992). Dies konnte durch die
Southern-Blot-Hybridisierung als Ursache fiir die Uberexpression von bcatrB in MDR1- und
MDR3-Stimmen ausgeschlossen werden (Abb. 15B).

Eine weitere Moglichkeit, die zu einer konstitutiven Uberexpression des Transporters fithren
konnte, sind Verdnderungen im Promotorbereich des Gens, wie sie beispielsweise fiir eine
erhohte Expression einer Cyp-P450-Monooxigenase bei der Azolresistenz von Moninilia und
Penicillium beschrieben wurden (Luo et al., 2008; Hamamoto et al., 2000). Es traten
Promotormutationen zwischen den Stimmen der verschiedenen Fungizidresistenzphénotypen
auf, jedoch waren diese nicht mit einem MDR-Phidnotyp korreliert (Abb. 17).
Promotormutationen bei MDR1- und MDR3-Stammen konnten somit als Ursache fiir den

MDR1- bzw. MDR3-Phinotyp bei Botrytis ebenfalls ausgeschlossen werden.
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Abb. 17: Promotoruntersuchung des ABC-Transportergens bcatrB bei den
Laborstimmen B05.10 und T4, sowie bei sensitiven (n=8), MDR1- (n=7) und MDR3-
(n=3) Freilandstimmen. Die Lage der verinderten Basen im putativen Promotorbereich des
Transporters wurde als negative Zahl angegeben. Das Start atg des Transporter ist als Position
null definiert. Das Stopp gta zeigt das Ende des vorigen Gens an. Farbcode fiir die
Nukleotide: @=C; =G; o=T; #=A; n.t.= dieser Bereich wurde nicht analysiert.

Die letzte mogliche Ursache fiir eine konstitutive Uberexpression von bcatrB liegt in
Mutationen in regulatorischen Proteinen, beispielsweise Transkriptionsfaktoren. Mutationen
in Tacl aus C. albicans fithrten zur Uberexpression der ABC-Transporter cdrl und cdr2 und
somit zum beobachteten MDR-Phinotyp (Coste et al., 2004; Coste et al., 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass, wie durch die Macroarray-Untersuchung bereits angedeutet,
mindestens zwei weitere ABC-Transporter-Gene, bcatrK und bmr3, in MDRI1-Stimmen im

Vergleich mit sensitiven Stdammen leicht iiberexprimiert und damit mit bcatrB koreguliert

werden (Abb. 18).

Relative Expression
o - n w

A D F K BMR3
ABC-Transportergene

Abb. 18: Uberexpression putativ mit bcatrB koregulierter ABC-Transporter in MDR1-
Stimmen. (----)= Schwelle bei zweifach erhohter Expression im Vergleich zur
Genexpression in unbehandelten sensitiven Stimmen. Expressionswerte wurden mit ef/a und
act normalisiert und auf die Expression in unbehandelten sensitiven Stdmmen kalibriert.
Standardabweichungen sind angegeben.

Neben bcatrB wurden bei sensitiven Stdimmen durch eine Fungizidbehandlung mit

Fludioxonil auch die ABC-Transportergene bmr3, bcatrK und bcatrA induziert (Abb. 19).
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Abb. 19: Expression von ABC-Transportergenen nach Fludioxonilbehandlung von
sensitiven Stimmen. Fludioxonilbehandlung 1pg ml” fir 30min. (----)= Schwelle bei
zweifach erhohter Expression im Vergleich zur Genexpression in unbehandelten sensitiven
Stammen. Expressionswerte wurden mit ef/a und act normalisiert und auf die Expression in
unbehandelten sensitiven Stammen kalibriert. Standardabweichungen sind angegeben.

Da die Transportergene bcatrB, bcatrK und bmr3 sowohl nach einer Fungizidbehandlung von
sensitiven Stimmen, als auch konstitutiv in MDR 1-Phédnotypen induziert bzw. iiberexprimiert
wurden, ist es sehr wahrscheinlich, dass deren Expression durch einen gemeinsamen
Regulator (Transkriptionsfaktor) kontrolliert wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit, z.B. die konstitutive Uberexpression mehrerer ABC-
Transportergene bcatrB, bcatrK und bmr3 in MDR1-Phédnotypen oder auch die gleichzeitige
Induktion dieser Transportergene in sensitiven Stimmen, die mit Fludioxonil behandelt
wurden, lassen den Schluss zu, dass sehr wahrscheinlich eine Mutation in einem
Regulatorprotein fiir den MDR1-Phédnotyp verantwortlich ist. In Fortfithrung dieser Arbeit
wurde im Rahmen einer Kooperation zwischen S. Fillinger, A.S. Walker, P. Leroux (INRA
Versailles), D. Mernke und M. Leroch (unsere Arbeitsgruppe) ein ,,map based cloning*
Ansatz zur Identifikation des Transkriptionsfaktors durchgefiihrt.

Hierfiir wurde die Segregation verschiedener molekularer Marker, z.B. Mikrosatelliten, mit
den MDR-Phénotypen in verschiedenen Kreuzungen korreliert. F. Chapeland und S. Fillinger
fiihrten verschiedene Kreuzungen mit sensitiven und MDR-Stimmen durch. Die Fl1-
Generationen dieser Kreuzungen erhalten mit einer 50:50 Wahrscheinlichkeit die molekularen
Marker ihrer Eltern. Co-segregiert ein solcher Marker in den Nachkommen mit einem
Resistenzphidnotyp, muss sich der Ausloser dieses Phinotyps in der Nihe dieses Markers
befinden. In einer Kreuzung zeigte der Mikrosatellitenmarker Bc274 eine Co-Segregation von
92% mit dem MDRI1-Phédnotyp. In dessen Nidhe wurde der Transkriptionsfaktor bcmrrl
identifiziert. Dieser wies in MDRI1- und MDR3-Stimmen verschiedene Mutationen auf.

Durch Deletion dieses Transkriptionsfaktors in MDR1-Stimmen wurde Bemrrl als Ausloser
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der Uberexpression von bcatrB und damit des MDR 1-Phinotyps identifiziert (A. Mosbach,
miindliche Mitteilung).

Da bei sensitiven Fludioxonil-behandelten Stdammen jedoch neben den ABC-
Transportergenen bcatrB, bcatrK und bmr3 noch zusitzlich bcatrA induziert wurde, ist davon
auszugehen, dass weitere Regulationsmechanismen bei der Regulation von bcatrB eine Rolle
spielen. In S. cerevisiae wurde bereits beschrieben, dass die Regulation der MDR-Transporter

sehr komplex ist (Sa-Correia et al., 2009).

3.8.2. Der MFS-Transporter Becmfs19 ist nicht der Ausloser des MDR2-Phénotyps
3.8.2.1. Expressionsanalyse des MFS-Transporters bcmfs19

Durch die Macroarray-Analyse wurde die Uberexpression von bcmfsl9, einem MFS-
Transporter, als potentieller Ausloser des MDR2-Phénotyps identifiziert.

Dies konnte im weiteren Verlauf der Arbeit jedoch nicht bestitigt werden. In einer ersten
Northern-Blot-Analyse, bei der die Sporen in hoher Dichte keimten und das Myzel ebenfalls
in hoher Dichte angezogen wurde, zeigten sowohl sensitive Stamme als auch MDR2- und
MDR3-Stimme eine Expression dieses Transporters. Aullerdem waren die Expressionslevel

in sensitiven Stimmen niedriger als in MDR2- und MDR3-Stimmen (Abb. 20).

sens. MDR2 MDR3

Abb. 20: Northern-Blot-Analyse der bcmfs19 Expression in je zwei sensitiven, MDR2-
und MDR3-Stimmen. Anzuchtbedingungen mit hoher Sporendichte (Methode 1). Je 12ug
Total-RNA (unterer Teil der Abbildung als rRNA Ladekontrolle) wurden pro Stamm
aufgetragen.

Bei weiteren Northern-Blot-Analysen mit verdnderten Anzuchtbedingungen (Methode 2) und
einer geringeren Sporendichte zeigten MDR2-Stimme weiterhin eine leichte Uberexpression
von bemfsl9. Diese war in MDR3-Phinotypen jedoch nicht mehr zu detektieren (Abb. 21).
Da in der Zwischenzeit durch Kreuzungen von MDR3-Stammen mit sensitiven Stimmen
nachgewiesen werden konnte, dass die Kreuzung von MDRI1- mit MDR2-Stimmen zum

MDR3-Phénotyp fiihrt (S. Fillinger, Versailles), kann dieser Transporter aufgrund des Fehlens
einer Uberexpression bei den MDR3-Stimmen nicht mit dem MDR2- und MDR3-Phinotyp
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in Verbindung gebracht werden. Allerdings zeigte der Exporter bcmfsl19 neben der leichten
konstitutiven Uberexpression in MDR2-Stimmen auch eine starke Induktion durch den
Wirkstoff Boscalid. Er konnte deshalb trotzdem zur allgemeinen, basalen Fungizidresistenz

von B. cinerea beitragen.

sens. (1)  sens.(2) MDR1(1/2) MDR2(1) MDR2(2) MDR3 (1/2)

- + - + - - - + - + - -

e — W-— —
et
Abb. 21: Northern-Blot-Analyse der Expression des MFS-Transporters bcmfs19 in
sensitiven, MDR1-, MDR2- und MDR3-Stimmen mit und ohne Fungizidinduktion.
Anzuchtbedingungen mit niedriger Sporendichte (Methode2). Je 12ug Total-RNA (unterer
Teil der Abbildung als rRNA Ladekontrolle) wurden pro Stamm aufgetragen. +=
Fungizidbehandlung 1ug Boscalid ml™ fiir 30min.

Zur weiteren Charakterisierung dieses Transportproteins wurde die Induktion dieses
Transporters durch verschiedene Substanzen getestet. Eine Induktion war im Myzelstadium
nur fiir Boscalid und moglicherweise Cyprodinil zu beobachten. Eine Behandlung mit
Carbendazim, Fenhexamid oder Wasserstoffperoxid zeigte keine Verdnderung der
Genexpression. Bei den Fungiziden Fludioxonil, Iprodion, Tebuconazol und dem
Antibiotikum Cycloheximid war eine Repression von bcemfs19 im Vergleich zur 16h Kultur

zu beobachten (Abb. 22).

B05.10
Flu {Cyp | Ip |Carb | Fen [Bos [Teb |H.O, | Cyc

Oh
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Abb. 22: Expressionsanalyse von bcmfsI9 unter Verschledenen Bedlngungen Je 8ug
Total-RNA (unterer Teil der Abbildung als rRNA Ladekontrolle) wurden pro Stamm
aufgetragen. 0= ungekeimte Sporen; 4h(1)= 2%10° Sporen in einer apfelwachsbeschichteten
Petrischale (¢ 9cm) in 22,5ml Fruktose-Minimal-Medium (stehend; Keimung 100%); 4h(2)=
4%10° Sporen in 50ml 1% Malzextrakt (schiittelnd, Keimung 96,6%); 4h(3)= 2#107 Sporen in
einer apfelwachsbeschichteten Petrischale (¢ 9cm) in 22,5ml Fruktose-Minimal-Medium
(stehend, Keimung 0%); 4h(4)= 6*10’ Sporen in 10ml 1% Malzextrakt (schiittelnd, Keimung
37,8%); 16h= 2%10° Sporen in einer apfelwachsbeschichteten Petrischale (¢ 9cm) in 22,5ml
Fruktose-Minimal-Medium (stehend; Keimung 100%); alle weiteren Behandlungen wurden
fiir 30min mit diesem Stadium durchgefiihrt (wie in Abb. 14 beschrieben).
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In ungekeimten Sporen und in keimenden Sporen bei geringer Sporendichte war keine
bemfs19 Expression zu beobachten. Die stirkste Expression von bcmfsl9 wurde bei der
Sporenkeimung unter hoher Dichte beobachtet. Auch bei verbesserter Versorgung der Sporen
mit Sauerstoff war unter diesen Bedingungen eine starke Expression von bcmfs19 zu sehen
(Abb 22). Geringe Sauerstoffversorung ist also nicht der Grund fiir die Uberexpression,

sondern alleinig die hohe Sporendichte.

3.8.2.2. Deletion und Uberexpression von bemfs19 im Laborstamm B05.10

Um zu analysieren, ob dieser Transporter zur basalen Fungizidresistenz bei B. cinerea
beitrdagt, wurde dieses Gen im Laborstamm BO05.10 deletiert und andererseits in einem
abgewandelten B05.10 Stamm (B05.HYG-3; Noda et al., 2007), der eine halbe Hygromycin-
resistenzkassette besitzt, liberexprimiert (Abb. S6). Bemfs19 Deletionsmutanten zeigten eine
um den Faktor zwei geringere Resistenz gegeniiber Boscalid im Vergleich zu den
Laborstimmen und bei einer Uberexpression ebenfalls eine um den Faktor zwei erhohte
Toleranz. Die Deletion von bcmfsl9 fiihrte nur zu einer sehr schwachen Verringerung der
Resistenz gegeniiber Cycloheximid, jedoch war bei einer Uberexpression eine um den Faktor
zwei erhohte Toleranz gegeniiber diesem Stoff im Vergleich zum Laborstamm zu beobachten
(Tab. 9). Alle anderen getesteten Fungizidresistenzwerte waren unveridndert (Daten nicht

gezeigt).

Tab. 9: ECsp-Werte der B05.10/B05.HYG-3 Stimme und der bcmfs19 Deletions- und
Uberexpressionsmutanten. Alle in dicker Schrift aufgefilhrten Werte sind statistisch
signifikant unterschiedlich zu den Laborstimmen (p<0,05). Die Standardabweichungen sind
angegeben. Abcmfsl9 (1-2)= Deletionsmutanten 1 und 2; Ovbcmfsl9 (oliC 1-2)=
Uberexpressionsmutanten mit konstitutivem o/iC-Promotor 1 und 2.

Phanotyp ECso-Wert [ug mi™]
Fungizid Antibiotikum
Boscalid Cycloheximid
B05.10/B05.HYG-5 0,08 o
Abcmfs19 (1-2) 0.04 6.2
. 0,14 12,3
Ovbcemfis19 (oliC1-2) +0.03 +1.33
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3.9. Microarray-Analyse zur Identifikation des Auslosers des MDR2-Phéinotyps

Da die durchgefiihrte Macroarray-Analyse nicht zur Identifikation des fiir den MDR2-
Phinotyp verantwortlichen Transporters fiihrte, wurde von der Firma Nimblegen (Reykjavik,
Island) eine Microarrayhybridisierung mit zwei sensitiven Isolaten und zwei unabhingigen
MDR2-Stimmen durchgefiihrt. Durch diese Analyse konnte ein weiterer MFS-Transporter als
putativer Ausloser fiir den MDR2- und MDR3-Phinotyp identifiziert werden. Dieser
Transporter, bezeichnet als bemfsM2, zeigte eine 70fache konstitutive Uberexpression in

beiden MDR2-Stdimmen im Vergleich mit den sensitiven Staimmen (Abb. 23).

MDR2-Stamme
Relative Expression

Relative Expression

sensitive Stamme
Abb. 23: Vergleich der Genexpression zweier MDR2- mit zwei sensitiven Stimmen.
Auswertung der Daten erfolgte mit der Software ArrayStar 2.1 (DNAStar, USA). Rot
eingekreist ist der in MDR2-Stimmen iiberexprimierte MFS-Transporter bemfsM2. Weil3
markierte Gene zeigen eine achtfache Veridnderung der Expression. Die griinen Linien geben
die Schwelle fiir zweifach verianderte Expression wieder.

Neben diesem stark {iberexprimierten Transporter wurden in MDR2-Stimmen weitere

tiberexprimierte Gene identifiziert, die putativ an Stressantworten beteiligt sind (Tab. S5).

3.10. Der MFS-Transporter BecmfsM?2 ist fiir den MDR2-Phiinotyp verantwortlich
3.10.1. Expressionsanalyse des MFS-Transporters bcmfsM?2

BemfsM?2 zeigte weder bei drei sensitiven noch bei drei MDRI1-Stdimmen eine durch
Northern-Blot-Hybridisierung detektierbare Expression. Auch durch eine Fungizidbehandlung

mit Boscalid oder Fludioxonil war keine Induktion des Transporters festzustellen (Abb. 24).
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Abb. 24: Expression von bcmfsM2 in sensitiven, MDR1-, MDR2- und MDR3-Stimmen
mit und ohne Fungizidinduktion. (A) Northern-Blot-Analyse. Je 4ug total RNA (unterer
Teil der Abbildung als rRNA Ladekontrolle) wurden pro Stamm aufgetragen. +=
Fungizidbehandlung mit lpg ml” Boscalid fiir 30min. (B) Realtime-PCR-Analyse. +=
Fludioxonilbehandlung mit lpg ml” fir 30min. (---)= Schwelle bei zweifach erhohter
Expression im Vergleich zur Genexpression in unbehandelten sensitiven Stimmen.
Expressionswerte wurden mit ef/la und act normalisiert und auf die Expression in
unbehandelten sensitiven Staimmen kalibriert. Standardabweichungen sind angegeben.

Durch eine Realtime-PCR-Analyse konnte gezeigt werden, dass bcmfsM?2 in sensitiven bzw.
in MDR1-Stammen nur schwach exprimiert ist. Im Gegensatz dazu wiesen MDR2- und
MDR3-Stimme eine ca. 600fache, konstitutive Uberexpression auf (Abb. 24B). Aufgrund der
starken Uberexpression dieses MFS-Transporters in MDR2- und MDR3-Phinotypen kann
davon ausgegangen werden, dass bcmfsM2 fiir den MDR2- und partiell fir den MDR3-
Phinotyp verantwortlich ist. Bisher konnte durch keine Behandlung die Expression von
bemfsM2 in sensitiven Stimmen induziert werden (Abb. 24, Daten nicht gezeigt). Weder
Substanzen, die durch den MDR2-Phinotyp als Substrat von BcmfsM?2 identifiziert wurden,
wie Fenhexamid, Cyprodinil, Iprodion, Cycloheximid, Boscalid oder Tebuconazol, noch
Carbendazim oder Wasserstoffperoxid, waren in der Lage bcmfsM?2 zu induzieren. Der MFS-
Transporter bemfsM2 wird in sensitiven Stimmen nur schwach exprimiert, ist scheinbar nicht
induzierbar und zeigt ausschlieBlich in MDR2- und MDR3-Stdammen eine starke konstitutive

Expression.
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3.10.2. Bedeutung des MFS-Transporters BemfsM2 fiir den MDR2-Phénotyp

In Fortfithrung der vorliegenden Arbeit wurde in unserer Arbeitsgruppe von A. Mosbach und
M. Leroch durch Deletions- und Uberexpressionsanalysen die Uberexpression des MFS-
Transporters bemfsM?2 als Ursache des MDR2-Phinotyps nachgewiesen. Als Ursache fiir die
Uberexpression dieses Transporters wurde von D. Mernke eine Verdnderung des bemfsM2

Promotors in MDR2- und MDR3-Stammen identifiziert.

3.11. Fitness der MDR-Stiamme

Die Fitness der MDR-Stamme im Vergleich mit sensitiven Stimmen gibt Auskunft iiber ihre
Uberlebens- und Konkurrenzfihigkeit. Fiir viele Einzelresistenzen wurde beschrieben, dass
die Resistenz einen negativen Einfluss auf die Vitalitdt der Stimme hat (Raposo et al., 2000;
Ziogas et al., 2003; Ziogas et al., 2005; Markoglou et al., 2006). Deshalb wurden das
vegetative Wachstum auf Voll- und Minimalmedien, die Biomasseakkumulation, die
Sporulation, das Wachstum bei ungiinstigen Temperaturen, oxidativem oder osmotischem
Stress und die Virulenz von jeweils fiinf Stimmen der MDR-Klassen, der sensitiven Stimme
und der MDR1 bcatrB Deletionsmutanten analysiert.

Das vegetative Wachstum der MDR1-, MDR2- und MDR3-Stimme war im Vergleich mit
den sensitiven Staimmen weder auf Vollmedium (TMA und HA), noch auf GMAP (Glukose-
Minimalmedium-Agar-Platten) negativ beeintrachtigt. MDR1 bcatrB Deletionsmutanten
zeigten weder beim Wachstum auf HA noch auf GMAP eine Veridnderung der
Wachstumsrate. Lediglich bei TMA, dem zerkleinerte Tomatenpflanzen beigefiigt sind,
wuchsen die MDR1 bcatrB Deletionsmutanten deutlich besser als die MDR 1-Elternstimme.
Weder die Biomassenakkumulation, noch die Sporulation waren durch die Mutationen, die zu
MDR-Phinotypen fiihren, im Vergleich mit sensitiven Stammen beeintrichtigt (Tab. 10).

Bei Stresssituationen, Hitze, Kélte, hyperosmotischem Stress, ausgelost durch Salz oder
Zuckeralkohol, oder bei oxidativem Stress bedingt durch Wasserstoffperoxid oder dem
Radikalbildner Paraquat, zeigten MDR-Stimme kein benachteiligtes vegetatives Wachstum
im Vergleich zu sensitiven Stimmen. Die MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten zeigten bei
diesen Bedingungen ebenfalls keinen Unterschied im Vergleich mit den MDRI-
Elternstimmen (Tab. 10). Lediglich bei Menadion (Vitamin K3), ebenfalls ein
Radikalbildner, zeigten sowohl MDRI1-, als auch MDR2- oder MDR3-Phénotypen eine
hohere Wachstumsrate im Vergleich mit sensitiven Stammen. Dies bestétigten auch die

MDR1-Elternstimme der MDR1 bcatrB Deletionsmutanten (Tab. 10).
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Tab. 10: Fitnessparameter von je fiinf Stimmen der verschiedenen MDR-Phinotypen
im Vergleich mit fiinf sensitiven Stimmen und Vergleich der MDR1-Elternstimme und
deren MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten. Dargestellt ist das Radialwachstum in mm d'.
Alle in dicker Schrift aufgefithrten Werte sind statistisch signifikant unterschiedlich zu den
Werten der sensitiven bzw. der MDRI1-Elternstimme (p<0,05). Die Standardabweichungen
sind angegeben. n.t.= nicht getested.

B. cinerea Fungizidresistenzphanotyp

sens. MDR1 MDR2 MDR3 | MDR1 06.5-16 MDR1 06.3-27
06.5-16  AbcatrB  06.3-27  AbcatrB

Vegetatives Wachstum [mm d]

TMA 10,4 10,2 8,7 7,9 8,9 10,8 8,8 10,8
+1,5 +0,9 +1,2 +1,6 +0,0 +0,9 +0,1 +0,1

HA 8,0 9,3 8,6 7,2 8,5 8,6 8,2 8,6
+1,8 +0,7 +0,9 +1,1 +0,3 +0,2 +0,5 +0,7

GMAP 7,2 8,0 7,8 7,8 6,7 7,4 7,7 7,5
+0,5 +0,9 +0,5 +0,5 +0,6 +0,4 +0,5 +0,5

Biomasse 54 48 49 47

(mg 48h] o o - A n.t. n.t. n.t. n.t.

Sporulation 2,0 2,5 1,4 2,2

106 cm?] e o I o n.t. n.t. n.t. n.t.

Vegetatives Wachstum unter Stresssituationen [mm d”']

Temperatur Stress

Kalte 4°C 3,4 3,5 4,0 3,8 4,1 42 3,7 4,0
+0,6 +0,8 +0,9 +0,5 +0,2 +0,2 +0,2 +0,3

Hitze 30°C 1,3 1,8 1,4 1,1 1,2 1,3 1,0 1,0
+0,7 +0,9 +0,8 +0,2 +0,3 +0,4 +0,3 +0,2

Oxidativer Stress

H.O, [0,05%)] 3,7 3,6 4.4 4,2 3,9 3,9 4.1 4.3
+0,4 +0,9 +0,5 +0,5 +0,1 +0,2 +0,2 +0,0

Paraquat [3mM] 5,0 6,2 6,1 6,3 6,1 6,2 5,4 5,1
+0,6 +0,8 +1,8 +0,8 +0,3 +0,5 +0,2 +0,3

Menadion [15uM] 3,0 5,1 5,1 5,7 5,0 4,0 49 4,0
+0,5 +0,3 +1,1 +0,6 +0,2 +0,3 +0,2 +0,2

Osmotischer Stress

Sorbitol [0,5M] 8,0 8,8 8,7 7,2 8,5 9,2 8,5 9,3
+2,0 +1,0 +0,7 +1,7 +0,8 +1,4 +1,3 +2,1

Salz [0,5M] 5,9 6,2 6,6 5,6 6,4 7,0 7,3 7,7
+0,7 +0,7 +0,9 +1,1 +0,4 +0,5 +0,6 +0,6

Virulenz [mm d]

Gerberapetalen 5,3 5,7 5,2 4,2 52 6,0 5,2 5,7
+1,2 +1,3 +0,9 +1,1 +1,7 +0,7 +0,2 +0,6

Weinbeeren 3,8 4,2 4.4 4.4 5,2 5,0 5,4 5,2
+0,5 +0,4 +0,4 +0,6 +0,4 +0,6 +0,4 +0,3

Weinblatter 2,9 3,4 2,8 3,3 3,5 1,4 3,2 1,3
+0,4 +0,6 +0,6 +0,4 +0,8 +0,9 +0,5 +0,4

Apfel 3,1 3,0 2,6 2,0 2,7 2,7 2,1 2,1
+1,1 +1,2 +1,2 +1,4 +1,1 +0,8 +1,0 +0,7

Bohnenblatter 3,6 3,3 n.t. n.t. 3,3 3,2 n.t. n.t.
+0,3 +0,5 +0,5 +0,4

Tomatenblatter 2,2 1,4 1,9 0,6 1,3 3.1 1,3 2,7
+0,4 0,3 0,3 +0,2 +0,2 +0,3 +0,4 +0,1
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Auch bei Keimungstests ohne stressauslosende Substanzen waren keine Unterschiede
beziiglich der Keimungsrate nach 6h zwischen den verschiedenen Phéinotypen zu beobachten.
Allerdings zeigten MDR-Stimme bei der Keimung in Medien, die Sauerstoffradikale oder
Sauerstoffradikalbildner enthielten, eine schnellere Keimung der Sporen im Vergleich mit
sensitiven Stimmen. Bereits nach 6h waren in einem Keimungstest mit Wasserstoffperoxid
oder Paraquat bei allen MDR-Phinotypen 90-100% der Sporen gekeimt, wihrend sensitive
Stimme nur Keimungsraten von 55-65% erreichten. Bei Menadion waren bei den MDR-
Phénotypen 25-45% der Sporen, bei sensitiven Stimmen jedoch nur 11-20% gekeimt, wobei
MDRI1- und MDR3-Stdmme hierbei eine hohere Keimungsrate als MDR2-Stamme zeigten
(Abb. 25A).
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Abb. 25: Keimungsverhalten der MDR-Phinotypen im Vergleich mit sensitiven
Stammen unter oxidativem Stress. (A) Keimungsverhalten von sensitiven (m), MDR1- (m),
MDR2- (#) und MDR3- (o0) Stimmen in GMM und GMM, das mit Wasserstoffperoxid
(0,0075%), Paraquat (3mM) oder Menadion (15uM) supplementiert wurde. (B)
Keimungsverhalten des MDR1-Elternstamms (m) und dessen bcatrB Deletionsmutanten 1(m),
2() und 3(0) in den in A angegebenen Medien. Die Keimungsraten der Stamme wurden nach
sechs Stunden ermittelt und auf hundert Prozent Keimung bei GMM ohne stressauslosende
Substanz kalibriert. *=signifikant unterschiedlich (p<0,05), in (A) bezogen auf sensitive
Stimme und in (B) auf den MDR1-Elternstamm der Deletionsmutanten.

Die Keimungsraten der bcatrB Deletionsmutanten des MDR1-Phédnotyps wiesen sowohl bei
Keimung in Gegenwart von Wasserstoffperoxid als auch von Paraquat eine um den Faktor 2,5
schlechtere Keimung als die Sporen des MDR 1-Elternstamms auf. Bei Menadion keimten die
Sporen des MDRI-Elternstamms sogar 5,8fach besser als die der MDRI1 bcatrB
Deletionsmutanten (Abb. 25B).

Auf Gerberapetalen zeigten weder MDRI1- noch MDR2- oder MDR3-Stimme eine
verringerte Virulenz im Vergleich zu sensitiven Stimmen. Auf verwundeten Friichten, Apfeln
oder Weinbeeren waren die MDR-Phénotypen genauso virulent wie die sensitiven Stimme.
Dies zeigten ebenso die MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten im Vergleich zu ihren MDR1-
Elternstimmen (Tab. 10). Auf verwundeten Weinblittern waren die MDR1- und MDR3-

Stamme leicht, jedoch nicht signifikant, virulenter als sensitive oder MDR2-Stimme. Bei den
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MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten zeigte sich im Vergleich mit den MDRI1-Elternstimmen

dagegen eine drastische Reduktion der Virulenz auf verwundeten Weinblittern (Tab. 10).

1al. jii[

sens MDR1 MDR2 MDR3 MDR1 06.5-16 MDR1 06.3-27
06.5-16 AbcatrB 06.3-27 AbcatrB

I
|

w

Radialwachstum [mm/d] >>
N

Radialwachstum [mm/d] w
n

o

Abb. 26: Virulenz von sensitiven, MDRI1-,
MDR2-, MDR3-Stammen und MDR1 bcatrB
Deletionsmutanten auf unverwundeten Tomaten-
und Bohnenblittern. (A) sensitive, MDR1, MDR2
und MDR3-Stdmme auf unverwundeten
Tomatenblittern. (B+C) MDRI1-Stimme und deren
MDR1 AbcatrB Mutanten auf unverwundeten
Tomaten- (B+C) und Bohnenblittern (C) nach
72hpi. *= signifikant unterschiedlich (p<0,05) zu
sensitiven oder Elternstimmen.

Auf intakten Tomatenblittern zeigten MDR2-Stdmme keine negativ beeinflusste Virulenz im
Vergleich zu sensitiven Stimmen. MDR1- und MDR3-Stimme waren beeintréachtigt in der
Virulenz. Eine Beeintrichtigung der Virulenz auf Tomatenbldttern zeigten auch die
Elternstimme der MDR1 bcatrB Deletionsmutanten. Hingegen wiesen die MDR1 bcatrB
Deletionsmutanten auf Tomatenbléttern eine etwa 2,5fach so schnelle Lisionsausbreitung wie
deren MDR1-Elternstimme auf. Bestandteile oder Inhaltsstoffe des Tomatenblatts scheinen
also die Virulenz der MDR1-Stamme negativ zu beeinflussen (Abb. 26). Dies zeigte sich
bereits beim vegetativen Wachstum auf TMA Medium (Tab. 10). Um zu testen, ob diese
verringerte Virulenz auch bei intakten Bléttern anderer Wirtspflanzen zu beobachten ist,
wurde ein weiterer Infektionstest auf Bohnenblittern mit dem Laborstamm B05.10, den
MDR1-Elternstimmen und den MDR1 bcatrB Deletionsmutanten durchgefiihrt. Auf diesem
Gewebe zeigten alle Staimme eine dhnliche Virulenz (Abb. 26C). Die beobachtete verringerte
Virulenz der MDRI1-Stimme auf Tomatenblittern ist deshalb mit dem MDRI1-Phénotyp

korreliert.
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3.12. Konkurrenzfihigkeit der MDR-Phinotypen im Freiland

Um die Konkurrenzfihigkeit von MDR-Stimmen im Vergleich zu sensitiven Stimmen im
Freiland ohne und mit Fungizidselektion zu untersuchen, wurden in den Jahren 2007 und
2008 ein sensitiver und ein MDR3-Stamm in einer 50:50 Mischung in einem mit der Sorte
Riesling bepflanzten Weinberg ausgebracht. Die beiden verwendeten Staimme wurden nach

Konkurrenzuntersuchungen, die unter Laborbedingungen durchgefiihrt wurden, ausgewaihlt

(nach Kim et al., 2001; Daten nicht gezeigt).
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Abb. 27: Konkurrenzfihigkeit des ausgebrachten sensitiven (o), des MDR3- (m)
Stammes und der endogenen Population (=) in unbehandelten und switch®-behandelten
(Fludioxonil und Cyprodinil) Weinbergen. Ergebnisse der Jahre 2007 und 2008. (A)
Sensitiver Stamm vs. MDR3-Stamm. (B) MDR3-Stamm vs. endogene Population. (C)
Sensitiver Stamm vs. endogene Population.*= Unterschiede zwischen unbehandelter und
behandelter Variante sind signifikant (p<0,05); n.s.= nicht signifikant. Im Herbst 2007
wurden 193 und 2008 406 Botrytis-Stamme isoliert. Die Wiederfindungsrate der
ausgebrachten Stimme betrug 2007 62%, im Versuch 2008 68%. Die Wiederfindungsrate in
den unbehandelten Flichen betrug 2007 46%, 2008 64% und in behandelten Fliachen 79%

bzw. 71%.

Eine Hilfte des Weinbergs wurde mit einem Fungizidgemisch (switch®= Fludioxonil und
Cyprodinil) behandelt, die andere Hilfte unbehandelt belassen. Ohne Fungizideinsatz zeigte
sich keine Selektion zu Gunsten eines der beiden Phinotypen. Beide Stamme waren also
gleich konkurrenzfihig. Die Fungizidbehandlung fiihrte in beiden Jahren zu einer klaren
Selektion zu Gunsten des MDR3-Stamms (Abb. 27A). Die Zunahme des Anteils des MDR3-

Stamms zwischen unbehandelter und behandelter Variante bzw. die Abnahme der Hiufigkeit
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des sensitiven Stamms bei Fungizideinsatz, waren sowohl 2007 als auch 2008 signifikant
unterschiedlich (p<0,01) bzw. (p=0,03).

Eine dhnliche Situation war vorzufinden, wenn man die Hiufigkeit der endogenen Population
mit der des ausgebrachten MDR3-Stammes verglich. Ohne Selektion durch Fungizide war
2007 die endogene Population stark vorherrschend. 2008 lagen die beobachteten Werte nahe
einer 50:50 Verteilung. Wenn jedoch eine Fungizidbehandlung durchgefiihrt wurde, verschob
sich diese Relation stark zu Gunsten des ausgebrachten MDR3-Stamms (Abb. 27B). Die
Veridnderungen waren 2007 hoch signifikant (p<0,01) und 2008 signifikant unterschiedlich
(p=0,01).

Bei einem Vergleich der Hiufigkeit des ausgebrachten sensitiven Stamms mit der endogenen
Population zeigte sich sowohl 2007 als auch 2008 keine Verdnderung der Héufigkeit in
Abhingigkeit von der Fungizidbehandlung (Abb. 27C). Folglich war keine Selektion, weder
zu Gunsten des sensitiven Stamms noch der endogenen Population, durch den Fungizideinsatz
zu beobachten. Die Veridnderung der Héaufigkeit zwischen unbehandelter und behandelter
Variante waren weder 2007 (p=0,48) noch 2008 (p=0,39) signifikant unterschiedlich.

Der MDR3-Stamm zeigte ohne Fungizidbehandlung eine hohe Konkurrenzfihigkeit und mit
Fungizidbehandlung zum einen eine hohe Uberlebensrate und zum zweiten eine klare

Selektion gegeniiber sensitiven Stammen.

3.13. Uberlebensfihigkeit des MDR-Stamms wiihrend einer Winterperiode

Der Versuch aus dem Jahr 2007 wurde durch den Winter hindurch weitergefiihrt. Im Herbst
2007 dominierte in der unbehandelten Variante sowohl der ausgebrachte sensitive Stamm als
auch die endogene Population gegeniiber dem MDR3-Stamm. Nach einer Fungizid-
behandlung dominierte der MDR3-Stamm im Vergleich zu den beiden anderen Populationen.
Ohne Fungizideinsatz war im Frithjahr der MDR3 gegeniiber dem sensitiven Stamm
dominant. In der fungizidbehandelten Variante wurde der sensitive Stamm fast vollstindig
verdringt (Abb. 28A). Die Verdanderung von Herbst auf Friihjahr sind in der nicht behandelten
Flache nicht signifikant (p=0,06) und in der behandelten Flidche signifikant unterschiedlich
(p=0,02).

In den nicht behandelten Flichen dominierte die endogene Population sowohl im Herbst als
auch im Frithjahr gegeniiber dem MDR3-Stamm. In der fungizidbehandelten Fliche
dominierte im Herbst der MDR3-Stamm, im Frithjahr die endogene Population. Die
Veridnderungen von Herbst auf Friihjahr sind in der nicht behandelten Flache nicht signifikant

(p=0,29), in der behandelten Fliche signifikant unterschiedlich (p=0,02; Abb. 28B).
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Abb. 28: Uberlebensfihigkeit des ausgebrachten sensitiven (o), des MDR3- (m) Stamms
und der endogenen Population (=) in einem Weinberg nach einer Winterperiode. (A)
Sensitiver Stamm vs. MDR3-Stamm. (B) MDR3-Stamm vs. endogene Population. (C)
Sensitiver Stamm vs. endogene Population.*= Verdnderungen der Haufigkeiten einer
Variante (ehemals behandelt oder unbehandelt) zwischen Herbst und darauf folgendem
Friithjahr sind signifikant unterschiedlich (p<0,05); n.s.= nicht signifikant. Im Friihjahr 2008
wurden 137 Stimme aus der im Herbst untersuchten Flidche isoliert. Die Wiederfindungsrate
betrug in beiden Varianten 47%.

Bei einem Vergleich der Hiufigkeit des sensitiven ausgebrachten Stamms mit der endogenen
Population zeigte sich, dass sich in der unbehandelten Variante der Anteil des sensitiven
Stamms von Herbst auf Frithjahr kaum verédnderte. In der fungizidbehandelten Fldche war der
sensitive Stamm im Frithjahr kaum noch zu detektieren. Die Verdnderung der Héaufigkeit von
Herbst auf Friihjahr sind in der nicht behandelten Fliche nicht signifikant (p=0,28), in der

behandelten Flédche signifikant unterschiedlich (p=0,04; Abb. 28C).

3.14. Einfluss von ABC-Transporter-Modulatoren auf die MDR

Fiir einige Wirkstoffe aus der Humanmedizin wurde beschrieben, dass sie fihig sind, den
Export von Substanzen durch ABC-Transporter zu verhindern (Hayashi et al., 2003; Ponte-
Sucre, 2007; Roohparvar et al., 2007a). Da der MDR1-Phénotyp bei B. cinerea durch eine
Uberexpression des ABC-Transporters bcatrB ausgelost wird, wurde durch den Einsatz von
ABC-Transporter-Modulatoren/Inhibitoren versucht, die MDR in vitro und in vivo

aufzuheben.
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3.14.1. Eigentoxizitit der ABC-Transporter-Modulatoren

AuBer fiir TritonX100 mussten im Vergleich mit Fungiziden hohe bis sehr hohe
Konzentrationen der Wirkstoffe eingesetzt werden, um eine Reduktion des Wachstums um
50% bei Botrytis zu erreichen (Tab. 11). Um einen moglichst groBen Effekt bei der
Blockierung der ABC-Transporter zu erzielen, wurden hohe nicht toxische Konzentrationen
der putativen ABC-Transporter-Modulatoren (meist ca. 75% des ECso-Wertes) fiir die weitere

Untersuchung verwendet.

Tab. 11: ECsp-Werte fiir die verschiedenen putativen ABC-Transporter-Modulatoren
bei Botrytis. Die fiir die Untersuchung eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen sind
angegeben. Die Standardabweichungen sind angefiihrt.

Testsubstanz ECso-Wert [ug ml™] Eingesetzte Konzentration
[ug mi”]

TritonX100 [%] 1,4 203 0,15
Tween20 [%] 25,7 2,0 5
Reserpin 170,2 £11,5 130
Progesteron 23,1 +5,1 5
Naringenin 311,3 26,1 150
Amylorid 299,9 +40,2 250
Dipyridamol 247,2 +40,2 200
Quinin 258,5 38,5 150
Verapamil 628,2 t24,6 500
Lidocain 5671,9 +483,0 2000
Chlorpromazin 19,8 28 15

3.14.2. Fludioxonilresistenz der verwendeten Stimme

Die fiir diese Untersuchung verwendeten MDRI1-Stimme zeigten gegeniiber Fludioxonil,
gegen das MDRI1-Stimme eine signifikante Resistenz aufweisen, einen Resistenzfaktor
(Rff) von elf im Vergleich zu den ausgewihlten sensitiven Stimmen. Der ausgewihlte
MDR2-Stamm zeigte eine um den Faktor (Rfg,) 2,3 hohere Resistenz und die MDR1 bcatrB
Deletionsmutanten des MDR1-Stamms waren um den Faktor (Rfgy,) 2,5 empfindlicher als

sensitive Vergleichsisolate (Abb. 29).
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Abb. 29: Fludioxonil-Resistenzlevel der eingesetzten Stimme. In vitro Wachstum als
optische Dichte [ODgy] von drei fiir die weitere Untersuchung verwendeten sensitiven
Stimme (—), MDRI1-Stimme (- * -), MDR1 bcatrB Deletionsmutanten (- - - -) und eines
MDR2-Stamms (). Standardabweichungen sind angegeben.

3.14.3. Einfluss putativer ABC-Transporter-Modulatoren auf die Fungizidresistenz

Die getesteten Transporter-Modulatoren lieBen sich in vitro in drei Gruppen einteilen. Die
erste Gruppe der Modulatoren zeigte keinen Einfluss auf die Fungizidresistenz der
untersuchten Stimme. Zu diesen Modulatoren zdhlen Amylorid und Dipyridamol (Abb. 30A).
Eine zweite Gruppe von putativen ABC-Transporter-Inhibitoren zeigte bei allen Stimmen,
unabhingig vom Resistenzphinotyp, eine Erhohung der Fungizidresistenz. Dieser Effekt war
bei Progesteron, Reserpin, Naringenin und besonders bei den beiden nicht-ionischen
Detergenzien Tween20 und TritonX100 zu beobachten. Nur der verwendete MDR2-Stamm
zeigte eine Reduktion der Fungizidresistenz (Faktor 5,75) durch die Kombination von
Progesteron mit Fludioxonil (Abb. 30B).

Die dritte Gruppe an putativen ABC-Transporter-Modulatoren umfasst Substanzen, die in der
Lage waren, den MDR1-Phinotyp in unterschiedlicher Stirke zu reduzieren. In aufsteigender
Reihenfolge war dieser Effekt bei Quinin, Verapamil, Lidocain und Chlorpromazin zu
beobachten. Diese Substanzen reduzierten spezifisch die Fungizidresistenz der MDRI-
Stamme, hatten jedoch kaum oder nur einen geringen Einfluss auf die Fungizidresistenz der
anderen Stamme bzw. Phinotypen. Am wirksamsten unter diesen Stoffen war Chlorpromazin,
von dem nur ein Zehntel bis ein Hundertstel der Konzentration der anderen Wirkstoffe, bei
gleichzeitig stirkerer Wirkung, eingesetzt werden musste. Dieser Wirkstoff ist in der Lage,

die MDR um den Faktor 4,9 zu verringern (Abb. 30C).

67



MDR bei Botrytis Ereebnisse

A 15 4
e
[°]
< B
< 101
-
N
c
o B
@
a2 ;
]
: jll"ﬂ ._Ll_| |
0l : e ‘ sens. MDR AbcatrB MDR2
sens. MDRT AbcatrB MDR2 0-
® Fludioxonil 0 Anylorid @ Dipyridamol W FludioxonilO TritonX100 @ Tw een20@ Reserpin @ Progesteron @ Naringenin
C 15 4
B
[}
-
ﬁ 10 A R
—
N
c
[}
@
.a S 4
[}
o
0 4
sens. MDR1 AbcatrB MDR2
M Fludioxonil O Quinin O Verapamil @ Lidocain @ Chlorpromazin

Abb. 30: Effekt von putativen ABC-Transporter-Modulatoren auf die
Fludioxonilresistenz (Rfguimoa) VOn sensitiven, MDR1-, MDR2-Stimmen und den
MDR1 bcatrB Deletionsmutanten. In allen drei Abbildungen ist der Resistenzfaktor der
verschiedenen Phinotypen gegeniiber Fludioxonil im Vergleich zum sensitiven Laborstamm
B05.10 angegeben (Rfp,; m). (A) Keine Verdnderung des Resistenzfaktors der untersuchten
Phénotypen gegeniiber Fludioxonil (Rfgu+moq) bei Zugabe von Amylorid (o; 250ug ml'l) oder
Dipyridamol (m; 200ug ml'l). (B) Erhohung des Fludioxonilresistenzfaktors (Rfg4mod) beil
allen Phénotypen unabhingig vom Resistenzphdnotyp durch Zugabe von TritonX100 (o;
0,15%); Tween20 (=; 5%), Reserpin (m; 130ug ml'l), Progesteron (m; Sug ml'l), und
Naringenin (m; 150ug ml™"). Bei Progesteron zeigte nur der MDR2-Stamm eine Reduktion der
Fungizidresistenz. (C) Spezifische Reduktion des MDRI1-Phénotyps durch Zugabe von
Quinin (o; 150pg ml™), Verapamil (=; 500pug ml'), Lidocain (m; 2000pug ml') oder
Chlorpromazin (m; 15 pg ml"') zum Fungizid Fludioxonil. *= signifikante Unterschiede
zwischen Fungizidbehandlung und Fungizidbehandlung kombiniert mit einem ABC-
Transporter-Modulator (p<0,05). Standardabweichungen sind angegeben.

Steigende Konzentrationen von Chlorpromazin hatten keinen Einfluss auf die
Fungizidresistenz bei sensitiven oder MDR1 bcatrB Deletionsmutanten, lieBen jedoch die
Fungizidresistenz bei MDR1-Stimmen stark abnehmen (Abb. 31). Neben der Beobachtung,
dass hohere Konzentrationen von Chlorpromazin in der Lage waren den MDR 1-Phénotyp zu

unterdriicken, konnte auch gezeigt werden, dass dieser Effekt dosisabhingig ist.
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Abb. 31: Verringerung des Resistenzfaktors Rfg,  durch steigende
Chlorpromazinkonzentrationen. MDR1-Stimme (- - -); sensitive Stimme (—); MDRI1
bcatrB Deletionsmutante ). Flu= Fludioxonil; Chl= Chlorpromazin.
Standardabweichungen sind angegeben.

3.14.4. Unterdriickung des MDR1-Phiinotyps auf infizierten Blittern

Unter Laborbedingungen konnte gezeigt werden, dass Chlorpromazin in der Lage ist den
MDR 1-Phénotyp zu unterdriicken. Es wurde deshalb untersucht, ob auch in vivo der Einsatz
von Chlorpromazin zu einer Reduktion der Fungizidresistenz fiihrt.

Der ABC-Transporter-Modulator Chlorpromazin hatte keinen Einfluss auf die Vitalitidt der
Wirtspflanze Bohne (Phaseolus spec.). Chlorpromazin scheint unter diesen Bedingungen
nicht pflanzentoxisch zu wirken. Auflerdem hatte Chlorpromazin alleine keinen Einfluss auf
die Virulenz von B. cinerea.

Ahnlich zu den Ergebnissen des in vitro Fungizidresistenztests zeigten vor allem MDRI1-
Stimme die Fihigkeit, auch bei hheren Fungizidkonzentrationen von ausgebrachten 4pg ml™
Fungizidmischung (je 2ug ml” Cyprodinil und Fludioxonil) die Bohnenblitter noch zu
infizieren. Bereits bei niedrigen Fungizidmengen auf dem Bohnenblatt konnten die MDR1
bcatrB Deletionsmutanten nur noch sehr eingeschridnkt infizieren. Sensitive und MDR2-
Stamme zeigten eine intermediédre Virulenz unter Fungizideinfluss (Abb. 32).

Bei einer Kombination aus Fungizidmischung und dem ABC-Transporter-Inhibitor
Chlorpromazin konnte bei einem Infektionstest auf Bohnenblittern bei allen Stimmen eine
verbesserte Wirkung der Fungizide und damit verbunden eine schlechtere Infektionsfihigkeit
der Stimme beobachtet werden (Abb. 32). Durch die Zugabe von Chlorpromazin zur
Fungizidmischung wurde bei den MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten eine signifikante
Reduktion der Virulenz im Vergleich mit den nur mit fungizidbehandelten Bohnenblittern um

den Faktor 1,4 (p=0,04) beobachtet.
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Abb. 32: Verringerte Virulenz von B. cinerea auf Bohnenblittern durch Kombination
von Fungiziden mit Chlorpromazin. Virulenz (60hpi.) sensitiver (s), MDR1-, MDR2-
Stamme und der MDR1 bcatrB Deletionsmutanten (AB) bei steigender Fungizidkonzentration
(Fludioxonil und Cyprodinil) auf Bohnenblittern und auf Bohnenblittern, die zusitzlich zu
den Fungiziden mit 18ug ml" Chlorpromazin (C) behandelt wurden. Die gestrichelte Linie
zeigt die Grenze zwischen Primir- und Sekundirldsion an. Die Signifikanz der Unterschiede
wurde nur fiir Messwerte, die iliber diesem Schwellenwert liegen, bestimmt (Ausnahme
MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten). n.s.= nicht signifikant, *=signifikant (p<0,05).
Standardabweichungen sind angegeben.

Beim MDR2-Stamm kam es zu einer signifikanten Reduktion um den Faktor 1,5 (p=0,03).
Bei sensitiven Stammen wurde die Virulenz um den Faktor 1,3 (p=0,45) und bei MDR1-
Stammen hoch signifikant um den Faktor 2,0 (p<0,01) reduziert. Die Kombination eines
ABC-Transporter-Blockers mit Fungiziden verringerte bei allen Stimmen die Virulenz, am

stirksten jedoch bei MDR1-Phénotypen.
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4. Diskussion

4.1. Evolutionéire Entstehung von Fungizidresistenzmechanismen

In Konkurrenzsituationen um Nahrungsquellen und Habitate werden von Bakterien und
Pilzen toxische und antibiotische Substanzen wie Pyrrolnitrin (Pseudomonas spec.), Penicillin
(Penicillium spec.) oder Tetracyclin (Streptomyces spec.) freigesetzt (Smith et al., 1990a;
Smith et al., 1990b; Chopra und Roberts, 2001; Okada et al., 2005). Nur wenn sich ein
Organismus gegen diese Substanzen schiitzen kann, ist er in der Lage sich gegen diese
Konkurrenten zu behaupten (Del Sorbo et al., 2000).

Alle Lebewesen entwickelten wihrend ihrer Evolution verschiedene Abwehrmechanismen
gegen toxische Substanzen. Gegen das Antibiotikum Pyrrolnitrin, ein bei Ascomyceten
wirkungsvolles Antibiotikum, zeigt beispielsweise Saccharomyces cerevisiae eine natiirliche
Resistenz, da das Ziel-Protein (Target) dieser Substanz in Hefe nicht vorhanden ist
(Motoyama et al., 2005). Wird das Target-Protein dieses Wirkstoffs von sensitiven
filamentosen Ascomyceten in Hefen eingebracht, zeigen diese eine erhohte Sensitivitit
gegeniiber dieser Substanz (Motoyama et al., 2005). Das Fehlen oder Verindern eines Target-
Proteins kann also die Wirkung toxischer Substanzen verhindern.

Eine weitere Moglichkeit eines Organismus, sich gegen toxische Substanzen zu schiitzen,
kann die Metabolisierung der Substanz z.B. durch Hydrolasen oder Cytochrom-P450-
Monooxigenasen darstellen. Beispielsweise kann Penicillin durch die B-Lactamase
hydrolysiert werden (Slocombe und Sutherland, 1969). Das Enzym Avenacinase von
Gaeumannomyces graminis ermoglicht die Entgiftung des pflanzlichen Saponins Avenacin
und damit die Pathogenitit auf Hafer (Bowyer et al., 1995).

Die dritte Moglichkeit, sich gegen schiddliche Substanzen zu schiitzen, ist der Export der
schidlichen Substanz aus dem Cytoplasma. Der ABC-Transporter Gpabcl aus Gibberella
pulicaris ist beispielsweise dafiir verantwortlich, dass Phytoalexine der Kartoffel wie Rishitin
und Lubimin vom Pathogen exportiert und damit detoxifiziert werden konnen (Fleilner et al.,
2002). Der Transporter BcatrB aus Botrytis cinerea schiitzt beispielsweise gegen verschiedene
Antibiotika (Phenazin) von Pseudomonas-Arten und ermoglicht so eine Konkurrenz mit
diesen Bakterien (Schoonbeek et al., 2002). Diese Mechanismen ermdoglichen
Mikroorganismen sich auch gegen die im letzten Jahrhundert vermehrt synthetisch vom
Menschen entwickelten Substanzen wie Antibiotika, Insektizide, Herbizide oder Fungizide zu

schiitzen.
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4.2. Fungizidresistenz bei B. cinerea entlang der Deutschen Weinstrafle

B. cinerea ist ein im Weinbau gefiirchtetes Pflanzenpathogen, das sowohl qualitative, als auch
quantitative Verluste fiir die Weinerzeuger verursachen kann (Vivier und Pretorius, 2002).
Deshalb werden im kommerziellen Weinbau bis zu drei Behandlungen mit speziellen
Botrytiziden pro Vegetationsperiode durchgefiihrt. Hierfiir stehen im Moment im deutschen
Weinbau die Fungizide Teldor® (Wirkstoff Fenhexamid), Cantus® (Boscalid), Scala®
(Pyrimethanil) und die Fungizidmischung switch® (besehend aus Cyprodinil und
Fludioxonil) zur Verfiigung. Frither wurden hauptséichlich Benzimidazole (Carbendazim) und
das Dicarboximid Iprodion eingesetzt.

Angelehnt an Fungizidresistenz-Monitoring-Programme (Stehmann und de Waard, 1996;
Pappas, 1997; Hilber und Hilber-Bodmer, 1998; Leroux et al., 2002a; Kretschmer und Hahn
2008) in verschiedenen europédischen Lindern wurden in dieser Arbeit in den Jahren 2006 bis
2008 die Fungizidresistenzspektren von sechs B. cinerea-Populationen entlang der Deutschen
Weinstralle gegeniiber den oben beschriebenen Fungiziden ermittelt. Insgesamt wurden nur
geringe Raten an hochresistenten Stimmen gefunden, vergleichbar mit den Ergebnissen einer
2004 in Freiburg im Breisgau durchgefiihrten Studie (Kretschmer und Hahn, 2008).

Im Vergleich zu anderen Studien, bei denen 21-100% (Stegmann und de Waard, 1996) bzw.
60% (Baudoin, 1994) der Population eine Carbendazim-Resistenz aufwiesen, lag der Anteil
entlang der Deutschen Weinstrae bei etwa 10%. Ein dhnliches Bild zeigte sich bei einer
Resistenz gegeniiber dem Dicarboximid Iprodion. In Weinbergen in Virginia waren iiber 90%
der Population resistent gegen dieses Fungizid (Baudoin, 1994). Stegmann und de Waard
beschrieben 1996 Resistenzraten in verschiedenen europdischen Lédndern von 25-71%.
Entlang der Deutschen Weinstrae waren dagegen nur vereinzelt Stimme resistent gegeniiber
dem Fungizid Iprodion. Fiir beide Fungizide gilt, dass sie in den beprobten Gebieten nur noch
selten oder nicht mehr eingesetzt werden (Abb. 34). In Baden-Wiirttemberg wurden 2006 in
Keltertrauben Iprodion- und Carbendazim-Riickstidnde in vier bzw. null Prozent der Proben
nachgewiesen  (cvuas.untersuchungsdmter-bw.de/pdf/druck_pest_trauben2006.pdf).  Die
resistenten Stamme wurden daher nicht mehr selektiert und der Anteil der resistenten Staimme
ging zuriick. Dies deutet auf eine verringerte Fitness der resistenten Stamme hin.

Fiir die Fungizide Cyprodinil und Fenhexamid wurden ebenfalls nur geringe Raten an
hochresistenten Stimmen gefunden, wobei die Rate an Fenhexamid-resistenten Stimmen im
Jahr 2008 um den Faktor 2,5 stark zunahm (Abb. 8). In einer 2003 in der Schweiz
durchgefiihrten Studie wurde ohne entsprechenden Fungizideinsatz weder gegen Cyprodinil

noch gegen Fenhexamid hochresistente Stimme nachgewiesen (Baroffio et al., 2003).
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Dagegen wurden aus Chile Cyprodinil-Resistenzraten von bis zu 38,5% berichtet (Latorre et
al, 2002). Einzelresistenzen gegeniiber Fludioxonil wurden entlang der Deutschen Weinstralle
nie beobachtet. Gegen das 2004 eingefithrte Fungizid Boscalid wurden erstmals
hochresistente Stamme mit steigender Beobachtungshiufigkeit ausgehend von drei Prozent im
Jahr 2006 auf 13% in 2008 beobachtet. In einer 2006 und 2008 in Baden-Wiirttemberg
durchgefithrten Untersuchung war bereits in 33% bzw. 38% der Proben Boscalid
nachzuweisen (Abb. 34). Dies zeigt den bereits hdufigen Einsatz von Boscalid im deutschen
Weinbau und die Selektion von Target Site resistenten Stimmen. In China zeigten sich in
Gewichshdusern noch in den Jahren 2006 und 2007 keine Boscalid-resistenten Isolate (Zhang
et al., 2007). Ebenfalls Myresiotis et al. (2008) berichteten bisher von keinen hoch resistenten
Stimmen gegeniiber Boscalid. Entlang der Deutschen WeinstraBe ist deshalb davon
auszugehen, dass bei weiter hiufigem Boscalid-Einsatz die Rate an hochresistenten Stimmen
weiterhin zunimmt und damit die Effizienz von Boscalid reduziert wird.

Wie in anderen Studien beschrieben, traten auch entlang der Deutschen Weinstral3e vereinzelt
Stimme mit mehr als einer Einzelresistenz auf (Leroux et al., 1999; Pappas, 1997). Jedoch
waren nie mehr als zwei Einzelresistenzen kombiniert. AuBBerdem waren die hochresistenten
Stamme nicht gleichméfig itiber das Beobachtungsareal verteilt. Nur Stimme, die gegen
Fenhexamid, Cyprodinil oder Carbendazim resistent sind, konnten in den drei Jahren mit
unterschiedlichen Raten fast immer iiberall beobachtet werden (Abb. 9). Gegen alle anderen
Fungizide wurden nur an manchen Standorten oder in manchen Jahren hochresistente Stimme
beobachtet (Abb. 9). Es scheinen sich entlang der Deutschen WeinstraBe je nach
Fungizideinsatz Mikrohabitate zu bilden, in denen sich hochresistente Stimme durchsetzen
und akkumulieren kénnen (Abb. 33).

Weitere Studien zeigen, dass seit etwa 15 Jahren in der Champagne vermehrt Isolate
vorgefunden werden, die einen MDR-Phinotyp aufweisen (Abb. 5). In den letzten Jahren
bildeten diese Isolate einen immer groer werdenden Anteil an der B. cinerea-
Freilandpopulation und erreichten in der Champagne 2005 und 2006 bereits einen Anteil von
50% an der Gesamtpopulation (Leroux et al., personliche Mitteilung). Phinotypisch lassen
sich MDR-Stdmme aus der Pfalz wie in Frankreich in MDR1(AniR2)-, MDR2(AniR3)- und
MDR3-Stimme einteilen (Leroux et al., 1999). Auch entlang der Deutschen Weinstralle
waren in den Jahren 2006 bis 2008 sehr hdufig MDR-Stdmme, mit jéhrlich steigenden Raten
vorzufinden (Abb. 7B). 2008 zeigten etwa 38% der Population einen MDR-Phinotyp.
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Abb. 33: Modell der Entstehung verschiedener Fungizidresistenztypen bei B. cinerea.
Die Dreiecke bei MBC’s und Dicarboximiden spiegelt die geringere Verwendungshiufigkeit
der Fungizide wieder. Bei den neueren Fungiziden geben sie den Zeitpunkt der
Markteinfithrung der Wirkstoffklassen und ihre haufigere Verwendung an. Die Kurven zeigen
den Verlauf der Resistenz-Entwicklung. Fiir z.B. Cyprodinil und Fenhexamid bestehen nur
geringe Risiken einer Resistenzentstehung.

In der Champagne kommen die MDR1- und MDR2-Phinotypen etwa zu gleichen Teilen vor.
Dagegen ist entlang der Deutschen Weinstral3e klar der MDR 1-Phédnotyp dominierend. Dies
stimmt ebenfalls mit den Ergebnissen der Studie, durchgefiihrt 2004 in Freiburg im Breisgau,
iberein, bei der nur MDR1-Stdmme, jedoch mit sehr geringer Hiufigkeit, beobachtet wurden
(Kretschmer und Hahn, 2008). Dass der MDR1-Phinotyp entlang der Deutschen Weinstralle
dominierend ist, zeigt sich z.B. auch darin, dass in den Jahren 2006 bis 2008 an allen
Beprobungsstandorten immer MDRI-Phidnotypen vorzufinden waren (Abb. 9B). Die
beobachteten Haufigkeiten an den verschiedenen Standorten und Jahren schwankten zwischen
6% und 50% an der Gesamtpopulation. Im Mittel iiber die drei Jahre und die sechs Standorte
zeigten 26% der Isolate den MDR1-Phinotyp.

Der zweithaufigste MDR-Resistenzmechanismus ist der MDR2-Phénotyp. 2008 gehorten acht
Prozent der Population diesem Phinotyp an. Allerdings schwankte die Héufigkeit von
Standort zu Standort und Jahr zu Jahr stark. Es wurden Hiufigkeiten von null bis 17%
beobachtet. Der MDR2-Phénotyp zeigte in den Jahren 2006 und 2007 jeweils bei 100% der
Staimme eine gleichzeitige Resistenz gegen Carbendazim. Die Rate an Carbendazim-
Resistenz liegt in der Population entlang Deutschen Weinstral3e bei unter zehn Prozent. Dies
lasst die Schlussfolgerung zu, dass der MDR2-Phinotyp entweder nur einmal in einem

Carbendazim-resistenten Stamm entstanden ist oder dass er sich aus einem Gebiet mit hoher

Rate an Carbendazim-Resistenz bis in die Pfalz verbreitet hat. Da MDR2-Stimme in der
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Champagne schon frith beobachtet wurden und dort die Carbendazim-Resistenzrate auch
heute noch bei iiber 65% liegt (A.S. Walker, unverdffentlicht), ist es wahrscheinlich, dass
MDR2-Stdmme dort ihren Ursprung haben. Durch die vorherrschende Westwinddrift konnten
sie vereinzelt nach Deutschland gelangt sein. Daher muss sich der MDR2-Phinotyp in der
Pfalz durch Selektion und Vermehrung erst etablieren, um héufiger beobachtet zu werden.
2008 waren bereits vermehrt MDR2-Stimme anzutreffen. Da nur noch bei 40% der Stimme
eine Resistenz gegen Carbendazim beobachtet wurde, ist es wahrscheinlich, dass diese
Stamme teilweise durch sexuelle Reproduktionen entstanden sind. Auf lingere Sicht wird sich
bei gleichbleibender Fungizidselektion der MDR2-Phédnotyp mit hoher Wahrscheinlichkeit
auch entlang der Deutschen Weinstrale etablieren kdnnen.

Der MDR3-Phinotyp ist momentan entlang der Deutschen Weinstra3e noch sehr selten und
nur punktuell zu beobachten. Da dieser Phanotyp vermutlich das Ergebnis einer natiirlichen
Kreuzung aus MDR1- und MDR2-Stdmmen darstellt und MDR2-Stimme sich erst in der
Population entlang der Deutschen Weinstral3e etablieren miissen, werden hohere Héaufigkeiten
erst in den nichsten Jahren erwartet.

Ahnlich wie in der Champagne stellt die MDR entlang der Deutschen WeinstraBe den
dominierenden Fungizidresistenzmechanismus bei B. cinerea dar. MDR-Phidnotypen wurden
mit groBer Haufigkeit bisher nur entlang der Deutschen Weinstrale und in der Champagne
beobachtet. In Gewichshidusern in Siidfrankreich, im Weinanbaugebiet Bordeaux und entlang
der Loire wurden bisher keine oder nur geringe Raten an MDR-Phinotypen beobachtet (A.S.
Walker, personliche Mitteilung). In Gewidchshdusern werden hdufig noch die é&lteren
Fungizide Carbendazim, Diethofencarb oder Iprodion verwendet (A.S. Walker, personliche
Mitteilung). Diese Wirkstoffe fithren zu einer Selektion von einzelresistenten, jedoch nicht
von MDR-Stammen. Entlang der Loire wird jédhrlich eine Behandlung mit Fenhexamid
durchgefiihrt. Momentan sind dort 50% der Botrytis-Population resistent gegen Fenhexamid
(Fillinger et al., 2008). Die alleinige Verwendung von Fenhexamid fiihrt anscheinend zu einer
Selektion von Fenhexamid-resistenten Stimmen. In Bordeaux werden durch
Anilinopyrimidin-Behandlungen vor allem hochresistente Stimme gegen diese
Fungizidklasse selektiert (A.S. Walker, personliche Mitteilung). Es stellt sich nun die Frage,
warum in der Champagne und entlang der Deutschen Weinstra3e durch den Einsatz derselben
Fungizide die MDR und nicht die Einzelresistenzen selektiert werden. Dies diirfte mit dem
Einsatz verschiedener Wirkstoffe und den Eigenschaften dieser Fungizide zusammenhéngen.
In der Champagne werden jéahrlich zwei bis drei Behandlungen gegen Botrytis durchgefiihrt.

Typischerweise werden dazu abwechselnd Fludioxonil, Anilinopyrimidine und Fenhexamid
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verwendet. Da gegen Fludioxonil bisher keine einzelresistenten Stimme im Weinbau bekannt
sind und Labormutanten einen groen Fitnessnachteil besitzen (Ziogas et al., 2005), muss
angenommen werden, dass es fiir Botrytis nicht moglich ist, eine Einzelresistenz gegen
Fludioxonil unter Freilandbedingungen zu selektieren. Dies und der stetige Wechsel der
Fungizide fiihrt bei B. cinerea in der Champagne nicht zur Selektion von Einzelresistenzen.
Eine Anhédufung von mehreren Einzelresistenzen in einem B. cinerea-Isolat wire eine
Moglichkeit, sich gegen mehrere Fungizide zu schiitzen. Dies ist jedoch sehr
unwahrscheinlich und diirfte zu gravierenden Fitnessnachteilen der Stimme fiihren. Der
Wechsel der verschiedenen Wirkstoffe und die spezielle Wirkungsweise der Fungizide, vor
allem von Fludioxonil, fithren anscheinend zur Selektion von MDR-Stimmen, die eine

signifikante Resistenz gegen Anilinopyrimidine, Fludioxonil und Fenhexamid zeigen.
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Abb. 34: Haufigkeit von Botrytizid-Riickstinden in Keltertrauben aus Baden-
Wiirttemberg. Daten der CVUA in Stuttgart (cvuas.untersuchungsimter-bw.de).

In einer Untersuchung des chemischen und Veterindruntersuchungsamts Stuttgart wurden seit
2004 in Keltertrauben aus Baden-Wiirttemberg Riickstinde von Fludioxonil, Fenhexamid und
Cyprodinil mit ansteigender Héiufigkeit beobachtet (Abb. 34). 2006 waren 98% der Proben
mit mehr als einem Wirkstoff belastet. Durchschnittlich wurden sieben bis acht, maximal 15
Wirkstoffe in einer Probe nachgewiesen (cvuas.untersuchungsamter-bw.de). Anhand dieser
Daten kann davon ausgegangen werden, dass auch in der Pfalz bei den iiblichen ein bis drei
Botrytizidbehandlungen pro Vegetationsperiode diese Fungizide und deren Wechsel wie in
der Champagne zur Selektion der MDR-Stdmme fiihrt.

MDR-Stdmme werden bei B. cinerea im Weinbau demnach durch den Einsatz der neueren
Fungizide mit z.T. komplexen Wirkmechanismen und dem Wechsel verschiedener Wirkstoffe
selektiert (Abb. 33). Dieser Mechanismus wiirde bei einem gleichen Vorgehen wie in der

Champagne oder entlang der Deutschen Weinstrae auch in anderen Weinanbaugebieten die
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MDR-Phinotypen selektieren. Durch den hohen Anteil der MDR in der Champagne und in
der Pfalz kann man bereits von einer Verschiebung der basalen Fungizidsensitivitit der B.
cinerea-Populationen in Richtung der erhohten Werte der MDR-Stdmme sprechen.

Eine Vorhersage beziiglich einer Selektion von Einzelresistenzen oder MDR-Phinotypen
durch Fungizide, die in Zukunft im Markt eingefiihrt werden, ist sehr schwierig. Sowohl
Boscalid, als auch Fenhexamid oder Cyprodinil selektieren, wenn sie alleine eingesetzt
werden, eine Einzelresistenz. Bei einem Wechsel der Wirkstoffe Fenhexamid, Cyprodinil und
Fludioxonil werden MDR-Stamme bevorzugt. Trotzdem fiihrt das seit 2004 vermehrt im
Wechsel mit Fludioxonil, Cyprodinil bzw. Fenhexamid eingesetzte Fungizid Boscalid zur
Selektion einer Einzelresistenz, obwohl MDR2- und MDR3-Phinotypen eine schwache

Resistenz gegen Boscalid zeigen.

4.3. Molekulare Grundlagen der drei MDR-Phénotypen in B. cinerea

Zu Beginn dieser Arbeit konnten nur Mutmafungen iiber die molekularen Grundlagen der
MDR bei B. cinerea-Freilandisolaten angestellt werden (Leroux et al., 1999; Kretschmer und
Hahn, 2008). Ausgehend von dem aus der Humanmedizin gut dokumentierten
Fungizidresistenzmechanismus der MDR (Multidrug Resistenz; Lehnert, 1994; Hiller et al.,
2006a; Prasad et al., 2006; Kuo, 2007; Zhang und Fan, 2007; Mishra et al., 2007) wurde die
Hypothese aufgestellt, dass auch bei B. cinerea die Uberexpression von Exportsystemen fiir
die beobachteten MDR-Phiénotypen verantwortlich sein konnten. Aufgrund dieser Hypothese
sollte zunichst untersucht werden, ob bei MDR-Stimmen ein verstirkter Export von
Fungiziden vorzufinden ist. AnschlieBend sollten durch Macro- und Microarray-
Untersuchungen iiberexprimierte Transportergene identifiziert werden. Diese sollten
anschlieBend durch Deletionsanalysen charakterisiert werden, wodurch der funktionelle
Zusammenhang zwischen MDR und Transportergeniiberexpression hergestellt werden sollte.
Im letzten Teil dieser Untersuchung sollten mogliche Mutationen als Ausloser der MDR

identifiziert werden.

Fungizidakkumulation bei MDR-Stimmen und Identifizierung der iiberexprimierten
Transportergene
Angelehnt an die Arbeiten um Hayashi et al. (2001, 2002a, 2002b) konnte fiir den MDRI1-

und den MDR2-Phénotyp ein gesteigerter Export der Fungizide gezeigt werden. Sensitive
Stamme zeigten eine transiente Fungizidakkumulation, wihrend bei MDR-Stimmen von
Anfang an nur eine sehr geringe Fungizidaufnahme zu verzeichnen war. Dies lidsst auf eine

konstitutive Uberexpression der beteiligten Exportsysteme schlieBen. Nach Zugabe eines
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ATP-Synthese-Entkopplers zur Fungizidakkumulationsuntersuchung war sowohl bei
sensitiven als auch bei MDR-Stimmen ein starker Anstieg der Fungizidakkumulation zu
beobachten (Abb. 10). Diese Energieabhidngigkeit des Exports ldsst auf eine Beteiligung von
Exportsystemen aus den Klassen der ABC- oder MFS-Transporter schlieen.

Durch Genexpressions-Analysen wurden drei potentiell fiir die MDR-Phinotypen
verantwortliche Exportsysteme in B. cinerea identifiziert (Abb. 11, Abb. 12). Ahnlich zur
Situation in Candida, in der sowohl ABC- als auch MFS-Transporter in klinischen Isolaten
zur MDR fiihren konnen (Prasad et al., 1995; Sanglard et al., 1997; Hiller et al., 2006b),
wurde auch bei B. cinerea ein ABC-Transporter (bcatrB) in MDR1- und MDR3-Stimmen
und ein MFS-Transporter (bcmfsM2) in MDR2- und MDR3-Phinotypen als konstitutiv stark
tiberexprimiert identifiziert. Durch phinotypische Daten (Tab. 6) und Kreuzungen deutete
sich bereits an, dass MDR3-Stamme die kombinierten Eigenschaften der MDR1- und MDR2-
Stamme besitzen (Chapeland-Leclerc, 2000). Dies konnte auf molekularer Ebene ebenfalls
nachvollzogen werden, wodurch endgiiltig bewiesen wurde, dass MDR3-Phinotypen aus der
Kreuzung von MDR1- und MDR2-Stdmmen hervorgehen (Abb. 13A, Abb. 24A). Das dritte

iberexprimierte Gen, bemyfs 19, bestétigte sich spéter nicht als Ausloser des MDR2-Phénotyps.

4.3.1. BcatrB als Ausloser des MDR1- und seine Beteiligung am MDR3-Phénotyp

Expression von bcatrB in MDR-Stimmen

Sowohl MDR1- als auch MDR3-Stdimme zeigten im Vergleich mit sensitiven Stimmen eine
konstitutive Uberexpression des ABC-Transporters bcatrB. Bei MDR3-Stimmen war die
konstitutive beatrB Uberexpression 3,5fach hoher als bei den MDR 1-Phinotypen. Dies deutet
neben der erworbenen additiven Resistenz der MDR3-Stdmme, hervorgerufen von den
MDRI1- und MDR2-Mechanismen, auch auf eine weiterhin gesteigerte Expression des ABC-
Transporters bcatrB in MDR3-Stimmen hin (Abb. 13B). Dies diirfte z.T. auch eine Erklarung
fiir die beobachteten hoheren Fungizidresistenzwerte der MDR3-Stamme im Vergleich mit
MDRI1- und MDR2-Stdmmen sein. Gleichzeitig wird dadurch gezeigt, dass die konstitutive
Uberexpression in MDR1-Stimmen in Zukunft durch weitere Mutationen noch gesteigert
werden kann.

Durch eine Fungizidinduktion war es moglich, die bcatrB Expression ebenfalls in sensitiven
Stammen drastisch zu erhohen. Dagegen war in MDRI-Stimmen eine um ein Drittel
geringere bcatrB Induktion durch Fludioxonil als bei sensitiven Stammen zu beobachten.
Durch den konstitutiv erhohten Export der Fungizide durch BcatrB wird im Cytoplasma und

im Zellkern von MDRI1-Stammen die Fungizidkonzentration im Vergleich zu sensitiven
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Stammen auf einem niedrigeren Niveau gehalten. Dies zeigt erstens, dass der Sensor, der die
Fungizide erkennt, nicht in der Plasmamembran lokalisiert ist und ldsst die Vermutung zu,
dass, wie in Hefe fiir Pdr1 beschrieben, moglicherweise ein Transkriptionsfaktor direkt fiir die
Erkennung des Fungizids iiber hydrophobe Taschen verantwortlich ist (Thakur et al., 2008).
Da die bcatrB Induktion nach Fungizidbehandlung sehr schnell erfolgen muss, wire eine
solche direkte Interaktion mit einem Genexpressions-Aktivator von Vorteil, da die Erkennung
des Fungizids durch einen Sensor, die Amplifikation des Signals durch Signalkaskaden und
die Weiterleitung des Signals in den Zellkern wegfallen wiirden.

Die besten Induktoren von bcatrB sind die Fungizide Fludioxonil und Cyprodinil. Diese
stellen auch die am hdufigsten verwendeten Botrytizide dar und der MDR1-Phénotyp zeigt
gegen beide Fungizide eine signifikante Resistenz. Durch die Uberexpression von bcatrB
umgeht Botrytis gleichzeitig zwei Schwierigkeiten. Erstens wird er resistenter gegen
Fludioxonil, gegen das eine Selektion von Einzelresistenzen anscheinend unmoglich ist und
zweitens wird fiir die zwei wichtigsten Botrytizide gleichzeitig die Toleranz erhoht.

Von Leroux et al. (1999) wurde beschrieben, dass sich die MDR vor allem bei der Keimung
und beim Keimschlauchwachstum und weniger in der Myzelwachstumsphase ausprigt. Dies
lasst sich durch die molekularen Ergebnisse der zeitabhingigen Expression von bcatrB in
sensitiven und MDRI1-Stimmen nicht nachvollziehen (Abb. 13C), da die Expression des
Transporters im Myzel am stirksten ausgeprigt war. Wenn davon ausgegangen wird, dass ein
linearer Zusammenhang zwischen Expression und gebildeter Proteinmenge besteht, miisste
der MDR-Phinotyp deshalb im Myzel am stirksten ausgeprigt sein. Ein Grund fiir die
Unterschiede zwischen molekularen und phénotypischen Daten konnte darin begriindet
liegen, dass Sporen, also Ruhestadien, sich nicht so gut bzw. schnell an widrige
Umweltbedingungen anpassen konnen wie das Myzel. Dieses scheint sich also plastischer und
schneller mit verdnderter Genexpression an die Stresssituation anpassen zu konnen als

Ruhestadien.

Deletion von bcatrB in MDR1-Stimmen

Durch die Genexpressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass in MDRI1- und MDR3-
Stammen bcatrB iiberexprimiert ist. Deshalb wurde bcatrB in zwei unabhingigen MDR1-
Freilandstimmen deletiert, um so einen funktionellen Zusammenhang zwischen MDR und
Geniiberexpression herzustellen. Die Deletion von bcatrB fiihrte zum totalen Verlust des
MDR1-Phénotyps (Tab. 8). Fiir die Fungizide Carbendazim oder Cyprodinil kehrten die
Fungizidsensitivititswerte der MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten auf das Niveau der

sensitiven Stamme zuriick. Fiir die basale Resistenz gegen diese Substanzen spielt BcatrB in
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sensitiven Stimmen daher wohl keine groBe Rolle, durch eine Uberexpression von bcatrB
kann die Resistenz gegen diese Substanzen jedoch signifikant gesteigert werden. Eine
Hypersensitivitidt der Mutanten wurde gegeniiber den Wirkstoffen Fludioxonil, Iprodion und
den pflanzlichen Abwehrstoffen Eugenol oder Camalexin beobachtet. Diese
Uberempfindlichkeit von MDR1 bcatrB Deletionsmutanten im Vergleich zu sensitiven
Stimmen wurde bereits fiir bcatrB Labormutanten von B05.10 beschrieben (Vermeulen et al.,
2001; Schoonbeek et al., 2001). Dies veranschaulicht, dass auch in sensitiven Stimmen der

ABC-Transporter BcatrB teilweise zur basalen Fungizidresistenz von Botrytis beitrigt.
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Abb. 35: Modell der Funktionen von BcatrB in B. cinerea. BcatrB ist bei der Entgiftung
von Antibiotika, pflanzlichen Abwehrstoffen, Fungiziden und an der MDR beteiligt.

In sensitiven Stimmen kann BcatrB nicht nur diese Substanzen exportieren, sondern viele
Substrate des Transporters z.B. Fludioxonil, Cyprodinil und Fenhexamid sind gleichzeitig
auch in der Lage, dessen Expression zum Teil drastisch zu induzieren (Abb. 14; Vermeulen et
al., 2001). Aufnahmeversuche mit M C_markiertem Fludioxonil, durchgefiihrt mit MDR1
bcatrB Deletionsmutanten und deren MDRI1-Elternstimmen, zeigten eine stark erhohte
Akkumulation des Fungizids in den Deletionsmutanten. Auferdem war keine durch
Expression von weiteren Transportern ausgeldste transiente Fungizidaufnahme der Mutanten
mehr zu beobachten. Dies zeigt, dass Fludioxonil mehr oder weniger ausschlieBlich durch
BcatrB exportiert wird.

BcatrB nimmt bei Botrytis eine hervorgehobene Stellung bei der frilhen Abwehr von
Antibiotika, Fungiziden und pflanzlichen Abwehrstoffen ein. Durch die Fahigkeit sensitiver
Stimme, nach einer Induktion schnell BcatrB zu exprimieren, wird eine erste

Verteidigungslinie aufgebaut, die Botrytis ermoglicht, sich durch weitere Anpassungen gegen
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diese Substanzen zu schiitzen. Eine konstitutive Uberexpression von bcatrB fiihrt zur MDR
und ermoglicht es damit B. cinerea, sich gegen diese Substanzen, vor allem Fungizide, besser

zu behaupten als sensitive Stimme (Abb. 35).

Mutationen die zur Uberexpression von bcatrB fiithren

Prinzipiell gibt es drei Ausloser, die zu einer Uberexpression eines Gens fiihren konnen. Diese
sind Genduplikation, Promotorveridnderungen oder Mutationen in regulatorischen Proteinen
(Cole et al., 1992; Hamamoto et al., 2000; Coste et al., 2004; Coste et al., 2006; Luo et al.,
2008).

Durch Southern-Blot-Analyse konnte fiir bcatrB eine Genamplifikation, ebenso wie durch
Sequenzanalysen eine Promotorverdnderung als Ausloser des MDR1- bzw. MDR3-Phinotyps
ausgeschlossen werden (Abb. 15B, Abb. 17). Schon wihrend der Macroarray-Analyse zeigten
MDRI1- und MDR3-Stimme neben der starken konstitutiven Uberexpression von bcatrB
zusitzlich eine schwache, konstitutive Uberexpression anderer ABC-Transportergene (Abb.
12). Dies bestitigte auch eine spitere Realtime-PCR-Analyse, sodass mindestens zwei weitere
ABC-Transportergene, bmr3 und bcatrK (=bmrl), mit bcatrB im MDRI1-Phénotyp
koreguliert sind (Abb. 18). Es kann somit davon ausgegangen werden, dass ein
regulatorisches Protein, moglicherweise ein Transkriptionsfaktor, fiir den MDR1-Phénotyp
verantwortlich ist. In Fortfiihrung der vorliegenden Arbeit wurde von M. Leroch (unsere
Arbeitsgruppe) und S. Fillinger (INRA, Versailles) der Becmrrl Transkriptionsfaktor als
Ausloser des MDR1-Phinotyps identifiziert. Bemrrl zeigt in MDR1-Stimmen verschiedene
unabhingige Punktmutationen, die jeweils zu einem Aminosiureaustausch fithren. Ahnlich zu
MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten zeigen auch MDR1 bcmrrl Deletionsmutanten einen
Verlust des MDR1-Phinotyps (A. Mosbach). Die Uberexpression eines mutierten bemrri-
Transkriptionsfaktors in einem sensitiven Stamm zeigt im Vergleich mit MDRI1-Stimmen
sogar eine weiterhin gesteigerte Fungizidresistenz (M. Leroch).

Allerdings deutet es sich an, dass, dhnlich zur Situation in Hefe, noch andere regulatorische
Proteine wichtig fiir die Expression von bcatrB und den beiden anderen ABC-Transportern
sind. Erstens wird bei sensitiven Stimmen nach einer Fungizidbehandlung nicht das
identische Subset an ABC-Transportern induziert, das bei MDRI1-Stimmen mit bcatrB
koreguliert ist. Zweitens zeigte eine Realtime-PCR-Analyse mit MDRI1 bcmrrl
Deletionsmutanten weiterhin eine leichte Expression von bcatrB und eine Reduktion der
Expression der MDRI1 koregulierten ABC-Transporter bmr3 und bcatrK nach einer

Fludioxonilbehandlung.
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In B. cinerea-Freilandstimmen des MDRI1- und des MDR3-Phidnotyps ist der mutierte
Transkriptionsfaktor Bemrrl fiir die Uberexpression von bcatrB verantwortlich. BcatrB
wiederum ist maB3gebend fiir die Resistenz der MDR1- und partiell der MDR3-Stimme

gegeniiber den wichtigen Botrytiziden Cyprodinil und Fludioxonil.

4.3.2. BemfsM2 als Ausloser des MDR2- und seine Beteiligung am MDR3-Phénotyp

Expression von bemfsM2 in MDR-Stammen

Fiir den MDR2-Phiinotyp konnte durch eine Microarray-Analyse eine Uberexpression des
MFES-Transporters bemfsM2 in MDR2-Stdmmen im Vergleich mit sensitiven Stimmen und
spiter durch Northern-Blot-Analyse auch eine Uberexpression in MDR3-Stimmen beobachtet
werden (Abb. 23, Abb. 24). Dieser MFS-Transporter besitzt nur wenige Homologe in anderen
Ascomyceten (Abb. S2) und ist in sensitiven und MDRI1-Stimmen nur schwach konstitutiv
exprimiert (Abb. 24B). Dagegen werden in MDR2- und MDR3-Stimmen sehr hohe
konstitutive Expressionslevel von etwa 600fach im Vergleich mit sensitiven Stimmen
beobachtet (Abb. 24B). Auffillig fiir bemfsM2 ist, dass er mit keiner bisher getesteten
Substanz in sensitiven Stimmen induziert werden kann. Dies und die geringe Expression von
bemfsM2 in sensitiven Stimmen bedeutet, dass bcmfsM2 bei B. cinerea in sensitiven
Stammen nicht wie BcatrB an der basalen Resistenz gegen Fungizide beteiligt ist. AuBBerdem
deuten diese Ergebnisse stark darauf hin, dass BcmfsM2 die molekulare Grundlage des

MDR2- bzw. MDR3-Phinotyps ist.

Deletion von bemfsM2 in MDR2-St:éimmen und Grundlage der Uberexpression

Kiirzlich wurden in unserer Arbeitsgruppe durch A. Mosbach und M. Leroch Deletions- und
Uberexpressionsmutanten von bcmfsM2 hergestellt. MDR2 bcemfsM2 Deletionsmutanten
zeigten einen Verlust des MDR2-Phinotyps. Uberexpressionsmutanten von bemfsM2 in
einem sensitiven Stamm zeigten den bekannten MDR2-Phédnotyp. Dies zeigt, dass die
Uberexpression von bemfsM2 in MDR2- und MDR3-Stimmen fiir deren MDR-Phénotyp
verantwortlich ist.

Von D. Mernke wurde gezeigt, dass eine Insertion eines transposablen Elements in den
Promotor des bcmfsM2 Transporters in MDR2- und MDR3-Stdimmen stattfand. Diese
Insertion ist in allen MDR2- und MDR3-Stammen gleichzeitig mit einer Deletion eines Teils
des urspriinglichen Promotors verbunden. Alle bisher untersuchten MDR2- und MDR3-
Stamme zeigen die Insertion an der identischen Position. Dies kann nur bedeuten, dass die

Insertion dieses Transposons ein einzelnes Ereignis war und alle MDR2- und MDR3-Stdmme
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einen gemeinsamen Ursprung haben. Dies erklirt auch die geringere genetische Vielfalt der
MDR2- und MDR3-Stdmme. Der Ursprung der MDR2-Stdmme liegt mit Sicherheit nicht in
diesem Weinanbaugebiet (Ausfiihrungen Kapitel 4.2), sondern wird in der Champagne oder in

der Ndhe der Champagne vermutet.

4.3.3. Modell der molekularen Grundlage der MDR bei Botrytis

Zwischen franzosischen und deutschen MDR-Stimmen gibt es weder beziiglich der
phinotypischen Auspriagung, noch der molekularen Grundlagen der MDR Unterschiede,
weswegen fiir die verschiedenen MDR-Phénotypen ein grundlegendes Modell angegeben
werden kann (Abb. 36). Aus einer Kreuzung aus einem MDRI1- mit einem MDR2-Stamm
entstehen sensitive, MDR1-, MDR2- und MDR3-Phénotypen als Nachkommen (Chapeland-
Leclerc, 2000). Ausgelost werden die MDR-Phinotypen durch eine Uberexpression der
Transportergene bcatrB und bemfsM?2.
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Abb. 36: Schematische Darstellung der Mutationen, die zu den verschiedenen MDR-
Phinotypen in B. cinerea fiihren. Mutationen sind als Sterne gekennzeichnet.
Uberexprimierte Transportergene sind eingekreist. Unterbrechungslinien deuten an, dass
zwischen den Genen keine rdumliche Nihe auf der Genomsequenz besteht. Bcmrr1 reguliert
die bcatrB Expression.

Der ABC-Transporter BeatrB ist fiir den MDRI1- und partiell fiir den MDR3-Phinotyp, der
MEFS-Transporter BcmfsM?2 fiir den MDR2- und ebenfalls partiell fiir den MDR3-Phénotyp
verantwortlich. Die Mutationen, die zur Uberexpression der Transporter fiihren, sind in

MDR1-Stimmen Punktmutationen im Transkriptionsfaktor Bemrrl und in MDR2-Stdmmen

eine Insertion eines transposablen Elements im Promotorbereich von bcmfsM2. MDR3-
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Staimme zeigen als Nachkommen der Kreuzung beide aus den MDRI1- und MDR2-

Elternstimmen bekannten Mutationen.

4.3.4. Gefahr der Entstehung weiterer MDR-Phéinotypen

B. cinerea besitzt etwa 30 MDR-ABC-Transporter und ungefidhr 100 MDR-MFS-Transporter.
Die drei MDR-Phinotypen bei Botrytis konnten alle auf die Uberexpression von bcatrB und
bemfsM?2  zuriickgefiihrt werden. In der Zukunft konnten durch Mutationen weitere
Transportergene iiberexprimiert werden, die neue Fungizidresistenzspektren aufweisen
konnten oder die bereits bestehende MDR bei den drei MDR-Phiénotypen verstidrken konnten.
Eine Uberexpression des MFS-Transporters Bcmfs1 in Laborstimmen fiihrte beispielsweise
zu einer MDR mit einer erhohten Fungizidresistenz gegen Cyprodinil, DMIs, Iprodion und
verschiedene Toxine (Hayashi et al., 2002b). Entlang der Deutschen Weinstraf3e traten in den
Jahren 2006 bis 2008 2,5%, 3,5% bzw. 1% B. cinerea-Stamme auf, die eine leichte um den
Faktor zehn erhohte Resistenz gegen Tebuconazol aufwiesen. Eine geringe Erhohung der
Toleranz ist oft typisch fiir eine durch verstirkten Export ausgeloste Resistenz.
Moglicherweise verbirgt sich hinter diesen Stimmen eine Uberexpression des Pdr5-
homologen ABC-Transporters bcatrD. In bcatrD iberexprimierenden B. cinerea-
Labormutanten wurde eine Resistenz gegen DMIs, z.B. Tebuconazol, erreicht (Hayashi et al.,
2002a). Nakaune et al. (1998) beschrieb fiir Penicillium digitatum eine Uberexpression des
Pdr5-homologen ABC-Transporters pmrl in Freilandisolaten als Ausloser einer DMI-
Resistenz dieser Stamme.

In MDR2-Stimmen wurde eine leichte Uberexpression des MFS-Transporters bcmfs19
beobachtet. Durch Expressionsanalysen wurde gezeigt, dass Bcmfs19 moglicherweise beim
Quorum sensing, einem aus Bakterien bekannten Selbsterkennungsmechanismus (Gray,
1997), eine Rolle spielen konnte. Bemfs19 ist stark zwischen verschiedenen Ascomyceten
konserviert (Abb. S1) und moglicherweise verantwortlich fiir den Export dieser
Erkennungssignale. Diese Substanzen konnten eine Ahnlichkeit zum N-Acyl Homoserin
Lacton der Bakterien (Kleerebezem et al., 1997) oder zu Farnesol, bekannt aus C. albicans
(Hornby et al., 2001), zeigen. Allerdings fiihrt die Uberexpression von bemfs19, auch wenn er
nachweislich nicht fiir die drei MDR-Phinomene verantwortlich ist, zu einer leichten
Resistenz gegen Boscalid und Cycloheximid (Tab. 9).

Diese Beispiele zeigen bereits, dass weitere MDR-Phianomene entstehen konnten, die

moglicherweise die Resistenzlevel der bereits vorhandenen MDR-Phinotypen weiter erhohen,
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oder dass bisher unbekannte MDR-Phédnotypen mit anderen Resistenzspektren entstehen
konnten. Dies stellt fiir die Zukunft moglicherweise eine grofle Gefahr fiir die Effektivitit der

Fungizide dar.

4.4. Modulation des MDR1-Phiinotyps durch putative ABC-Transporter-Inhibitoren

Der durch den ABC-Transporter BcatrB ausgeloste MDR1-Phinotyp ist bei B. cinerea in der
Champagne und entlang der Deutschen Weinstrae weit verbreitet. Die aus dem verstirkten
Export verschiedener Fungizide wie z.B. Fludioxonil, Cyprodinil und Tolnaftat resultierenden
Resistenzwerte sind in vitro nicht besonders hoch (Abb. 29), fithren jedoch zur Selektion der
MDR-Stamme und einer herabgesetzten Effektivitit der Fungizidbehandlungen. Dadurch
besteht die Gefahr, dass MDR-Stimme in der Zukunft nicht mehr effektiv bekdmpft werden
konnen. Das Hauptproblem bei der Bekdmpfung dieser Staimme ist die gleichzeitige Resistenz
gegen viele der heutigen und méglicherweise auch zukiinftigen Botrytizide.
ABC-Transporter-Modulatoren werden bisher vor allem bei der Bekdmpfung der MDR bei
Krebszellen eingesetzt (Nobili et al., 2006; Shukla et al., 2008; Sharom, 2008). Diese
Substanzen sollen die Zellen durch Blockade der Transporter fiir therapeutische Wirkstoffe
resensibilisieren.

Ziel dieser Untersuchung war es, mit ABC-Transporter-Modulatoren die Transport-
eigenschaften von BcatrB zu modulieren und dadurch die MDR1-Stimme fiir Botrytizide zu
resensibilisieren. Die genaue Wirkungsweise der Modulatoren ist bisher unbekannt. Es wird
allerdings davon ausgegangen, dass entweder die Hydrolyse des Energietrigers ATP
verhindert (Ambudkar et al., 1999) oder der Wirkstofftransport beeintrachtig wird (Higgins,
2007). In vitro konnte bei pflanzenpathogenen Pilzen eine erhohte Toxizitdt von Fungiziden
bei einer Kombination mit ABC-Transporter-Inhibitoren gezeigt werden (Hayashi et al.,
2003; Carrideo et al., 2004; Reimann und Deising, 2005; Roohparvar et al., 2007a). Fiir die
vorliegende Untersuchung wurden folgende, aus der Humanmedizin stammende Substanzen
Reserpin, Amylorid, Dipyridamol, Verapamil, Lidocain, Quinin, Chlorpromazin und
Progesteron verwendet (Ponte-Sucre, 2007). Zusitzlich wurden die nicht-ionischen
Detergentien Tween20 und TritonX100 und das Flavonoid Naringenin getestet (Hayashi et
al., 2003; Roohparvar et al., 2007a: Ponte-Sucre, 2007). Alle Substanzen waren fiir B. cinerea
nur schwach toxisch (Tab. 11). Jedoch wiirden fiir den Menschen bei den eingesetzten
Konzentrationen von 5ug ml"' (Progesteron) bis 2mg ml™” (Lidocain) keine unmittelbaren
Gefahren fiir die Gesundheit bestehen, da die LDsyp-Werte (intraperitoneal verabreicht) bei der

Rate zwischen 85mg kg (Reserpin) und iiber 5000mg kg'1 (Naringenin) liegen.
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Amylorid und Dipyridamol zeigten weder bei sensitiven, noch MDR-Stimmen einen Einfluss
auf die Fungizidresistenz.

Die Substanzen Naringenin, Progesteron, Reserpin und die nicht-ionischen Detergentien
Tween20 und TritonX100 erhohten die Fungizidresistenzwerte bei allen Stimmen
durchschnittlich um den Faktor 3 bis 70 (Abb. 30B). Eine Ausnahme bildet Progesteron, das
beim MDR2-Stamm in der Lage war, den MDR-Phénotyp um den Faktor 5,75 zu verringern.
Da der MDR2-Phinotyp durch BcmfsM2 ausgelost wird, sollte dieser Effekt nicht auftreten.
Moglicherweise stellt Progesteron ein Transportsubstrat von BcmfsM2 dar und fiihrt so zu
einem kompetetiven Transport beider Substanzen. Bei Substratsittigung des Transporters
stehen anteilig nur 50% der Transportkapazitit fiir den Export von Fludioxonil zur
Verfiigung. Dies wiirde zu einer hoheren Fludioxonilkonzentration im Cytosol fiihren.

Warum diese Substanzen zu einer Erhohung der Fungizidresistenz fiihren ist unbekannt. Am
Wahrscheinlichsten ist es, dass diese Substanzen mit dem Wirkstoff Fludioxonil interagieren
und Fludioxonil dadurch in einer nicht bioaktiv verfiigbaren Form vorlag. Die nicht-ionischen
Detergenzien konnten auch die Zusammensetzung der Plasmamembran und damit verbunden
die Fungizidaufnahmefihigkeit verindert haben. Ahnliche Beobachtungen wurden von
Carriedo et al. (2004) in einer Studie bei B. cinerea bei der Kombination von Prenyl-Chrysin
mit Fludioxonil gemacht.

Vor allem Chlorpromazin, jedoch auch Lidocain, Quinin und Verapamil, zeigten die erwartete
Fahigkeit, die Fungizidresistenz des MDRI1-Phédnotyps durch eine Blockade des ABC-
Transporters BcatrB in vitro zu verringern. Chlorpromazin war in der Lage, den MDRI-
Phénotyp fast vollstandig aufzuheben (Abb. 30C). Auch bei bcatrD iiberexprimierenden
Labormutanten war diese Substanz besonders effektiv und konnte zumindest teilweise die
Resistenz der Labormutante gegen DMI-Fungizide wieder aufheben (Hayashi et al., 2003).
Wihrend steigende Chlorpromazinkonzentrationen auf die Fungizidsensitivitit von sensitiven
und MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten keine Auswirkung hatte, nahm die Fludioxonilresistenz
der MDR1-Stimme fast linear mit der eingesetzten Konzentration an Chlorpromazin ab (Abb.
31).

In einer Untersuchung mit kiinstlich infizierten Bohnenblittern wurde analysiert, ob
Chlorpromazin in Kombination mit einer Fungizidmischung bestehend aus Fludioxonil und
Cyprodinil (switch®) zur Kontrolle von B. cinerea-Stammen des MDR1-Phinotyps auch in
der Landwirtschaft genutzt werden konnte. Ohne Transportermodulator zeigten MDRI-
Stimme auf Bohnenblittern, die mit einer Konzentration von 4ug ml” Fungizidmischung

behandelt wurden, nur eine geringe Verringerung ihrer Infektionsfihigkeit im Vergleich zu
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den anderen untersuchten Resistenzphédnotypen (Abb. 32). Diese Stimme sind also wie in
vitro schon gezeigt auch in vivo in der Lage hohere Fungizidkonzentrationen auszuhalten als
z.B. sensitive Stimme und konnen deshalb auch Fungizid-behandelte Wirtspflanzen noch
infizieren. Dagegen zeigte sich bei Bohnenblittern, die zusitzlich zum Fungizid auch noch
mit Chlorpromazin behandelt wurden, dass die Virulenz der MDR1-Phinotypen im Vergleich
zu den nur mit Fungizid behandelten Bohnenblittern um den Faktor zwei reduziert wurde,
wihrend sensitive, MDR2 und MDR1 bcatrB Deletionsmutanten nur eine Verringerung um
den Faktor 1,5 aufwiesen (Abb. 32). Durch die Mischung von Fungiziden und ABC-
Transporter-Inhibitor konnten MDR 1-Stimme also auch auf Wirtspflanzen besser kontrolliert
werden.

Die Kombination bestehend aus Fungiziden und ABC-Transporter-Inhibitor fiihrte bei allen
Stammen zu einer Verringerung der Virulenz. Bei vielen Pilzen wurde beschrieben, dass
ABC-Transporter bei der Pathogenese eine wichtige Rolle spielen (De Waard et al., 2006;
Roohparvar et al., 2007a). Diese ABC-Transporter konnten durch Chlorpromazin ebenfalls in
threr Funktion beeintrdchtigt worden sein, wodurch die Virulenz verringert wurde. Dies
wiirde bei einer Kombination von ABC-Transporter-Inhibitoren mit Fungiziden neben der
verbesserten Bekdmpfung der MDR-Stimme zusitzlich eine verbesserte Kontrolle aller B.
cinerea-Stamme mit sich bringen.

Diese Studie zeigt, dass der Einsatz von ABC-Transporter-Modulatoren zur besseren
Bekampfung der B. cinerea MDR1-Phéanotypen grundsitzlich sowohl in vitro als auch in vivo
moglich ist. Allerdings besteht das grofte Problem fiir den Einsatz dieser Substanzen in der
Landwirtschaft in der Herkunft der Substanzen aus der Humanmedizin, weswegen diese
Chemikalien in dieser Form nicht verwendet werden diirfen. AufBerdem sind die
Modulatorkonzentrationen, die nétig sind um einen Effekt zu erzielen, im Vergleich mit den
niedrigen Fungizidkonzentrationen sehr hoch. Dies wiirde eine hohe Umweltbelastung und
gleichzeitig eine Gefahr fiir die menschliche Gesundheit mit sich bringen. Deshalb miissten
erst einige Vorraussetzungen erfiillt sein, um diese Substanzen effektiv in der Landwirtschaft
einsetzen zu konnen. Erstens sollten die Wirkstoffe nicht aus der Humanmedizin stammen,
wobei allerdings die Klasse der sekundédren Pflanzenstoffe (Gibbons, 2005) bereits mogliche
Inhibitoren bietet. Leider war fiir das untersuchte Flavonoid Naringenin keine
Resensibilisierung der MDR1-Stimme zu beobachten. Zweitens miisste die Effektivitit der
Substanzen verbessert werden, um bereits mit geringen Modulatorkonzentrationen einen

moglichst groen Effekt zu erzielen. Dies ldsst einen solchen Ansatz zur Kontrolle der MDR-
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Phénotypen in der Landwirtschaft -zumindest im Moment- als nicht sehr viel versprechend

erscheinen.

4.5. Fitnesseigenschaften der MDR-Phénotypen in vitro

Stimme, die gegen ein Fungizid hochresistent sind, zeigen oft negative Wachstums-,
Sporulations-, Sporenkeimungseigenschaften oder eine verringerte Stresstoleranz. Dies
konnte bisher fiir Iprodion- und Cyprodinil-resistente Freilandstimme sowie fiir Fludioxonil-
und Pyraclostrobin-resistente B. cinerea-Labormutanten gezeigt werden (Panayotakou und
Malathrakis, 1983; Wang und Coley-Smith, 1986; Raposo et al., 2000; Baroffio et al., 2003;
Ziogas et al., 2005; Markoglou et al., 2006). Zeigen resistente Stamme Fitnessnachteile,
besitzen sie eine geringere Konkurrenzfahigkeit und werden von sensitiven Stammen
verdringt. Bei menschlichen Patienten mit Candidiase konnen die stindigen Behandlungen
mit Azolwirkstoffen die sensitiven Stimme unterdriicken, sodass sich resistente Stimme mit
Fitnessnachteilen trotzdem behaupten konnen. Bei Pflanzenpathogenen im Feiland herrscht
eine groe Konkurrenz und ein Selektionsdruck, der resistente Stamme selektiert, ist nur fiir
kurze Zeit vorhanden. Deshalb kénnen sich nur resistente Staimme mit einer mit sensitiven
Stammen vergleichbaren Fitness behaupten. Fiir resistente Stimme mit einem Fitnessnachteil
gibt es jedoch eine Moglichkeit sich gegen konkurrenzfihigere Stamme zu behaupten.
Wihrend der Selektion durch Fungizide konnten sie weitere Mutationen, die kompensatorisch
wirken, erwerben und so die Fitness und die Konkurrenzfihigkeit erhthen.

Uber die Fitness der MDR-Phinotypen (Kretschmer und Hahn, 2008; Leroux et al., 1999) ist
bisher kaum etwas bekannt. Je geringer die Fitnessnachteile der MDR-Stimme im Vergleich
mit sensitiven Staimmen sind, desto konkurrenzfihiger sind sie. Ohne Fungizideinsatz wiirden
sich die MDR-Stimme in der Population behaupten und bei Fungizidselektion kdnnten sie
sich dann stark ausbreiten. Die Folgen wiren eine Verringerung oder gar ein Verlust der
Effektivitdt der heutigen und der zukiinftigen Fungizide. Dies wiirde zu einer erschwerten
Bekampfung von B. cinerea in der Landwirtschaft und zu erheblichen 6konomischen
Verlusten fiihren.

Bevor die Ergebnisse der Fitnessparameter diskutiert werden muss festgehalten werden, dass
es sich bei den MDR-Stammen nicht um Klone handelt, die alle die gleichen Eigenschaften
aufweisen wiirden (Tab. 7). MDR1-Stamme zeigten eine gleichgrofle genetische Diversitét
wie sensitive Staimme. Bcemrrl, der Ausloser der bcatrB Uberexpression, wies bei MDRI1-
Stimmen mehrere unabhingige Punktmutationen auf. Dies bedeutet, dass der MDRI-

Phinotyp mehrfach unabhiingig, wie auch fiir Candida gezeigt (Coste et al., 2006), entstanden
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ist. Der MDR 1-Phénotyp kann daher in allen landwirtschaftlich genutzten Regionen der Welt
immer wieder neu entstehen. Dagegen waren MDR2- und MDR3-Stdmme genetisch weniger
divers als MDRI1- oder sensitive Staimme (Tab. 7). Da der MDR2-Phinotyp durch ein
singuldres Ereignis, der Insertion eines Transposons in den Promotorbereich von bemfsM?2,
entstanden ist, erklirt sich so deren geringere genetische Diversitit. MDR2-Stimme haben
sich anscheinend héufiger als Klone verbreitet und schlieflich durch sexuelle Vermehrung
einen geringen Grad an genetischer Diversitidt erlangt. Dies bedeutet jedoch auch, dass sich
diese Stimme phénotypisch wenig voneinander unterscheiden und dass sie sich nur durch
abiotische oder biotische Faktoren in andere landwirtschaftlich genutzte Regionen ausbreiten
konnen.

Bei sensitiven, MDR1-, MDR2-, MDR3-Stdimmen und den MDR1 bcatrB Deletionsmutanten
wurden das vegetative Wachstum, die Sporulation, die Sporenkeimung, die Stresstoleranz und
die Virulenz untersucht. Alle Stimme zeigten beim vegetativen Wachstum auf verschiedenen
kiinstlichen Medien identische Wachstumsfihigkeiten. Lediglich auf TMA zeigten MDR1-
Stamme im Vergleich zu den MDR1 bcatrB Deletionsmutanten ein verringertes Wachstum.
Die Sporulation und die Biomasseerzeugung aller Phinotypen waren vergleichbar. Samtliche
getestete Stresssituationen, wie Hitze, Kilte, osmotischer oder oxidativer Stress, zeigten beim
vegetativen Wachstum keinen Unterschied der Phénotypen (Tab. 10). Lediglich beim
vegetativen Wachstum auf Menadion-haltigen Medien zeigten MDR1-, MDR2- und MDR3-
Stamme ein besseres Wachstum. Moglichweise werden durch Menadion weitere fiir den Pilz
toxische Reaktionen ausgeldst, so dass durch einen bei den MDR-Stammen verstirkten
Export ein verbessertes Wachstum dieser Stimme ermoglicht wird. Beim vegetativen
Wachstum gibt es also keine negativen Auswirkungen der MDR-Mechanismen auf die Fitness
der Stamme.

Bei der Keimung der Stimme ohne Stress war kein Unterschied zwischen den verschiedenen
Phénotypen zu beobachten. MDR-Stimme zeigten jedoch bei der Keimung in Gegenwart von
Sauerstoffradikalbildnern eine um 20-30% hohere Keimungsrate als sensitive Stdmme.
MDRI1 bcatrB Deletionsmutanten keimten unter diesen Bedingungen schlechter als die
MDR1-Elternstimme (Abb. 25). Da Wasserstoffperoxid weder in der Lage ist bcatrB noch
bemfsM?2 zu induzieren (Abb. 14, Daten nicht gezeigt), spielen die Transporter somit bei der
Entgiftung der Sauerstoffradikale wohl keine direkte Rolle. Allerdings fiel bei einem
Microarray mit MDR2- und sensitiven Botrytis-Stimmen auf, dass viele Gene, die mit
Stressantwort verbunden sind, in MDR2-Stimmen iiberexprimiert sind (Tab. S6). Die erhohte

Toleranz gegeniiber Sauerstoffradikalen scheint also ein pleiotroper Effekt der MDR zu sein.
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Auch bei Magnaporthe grisea wurde nachgewiesen, dass der ABC-Transporter Abc3 nicht
nur bei der Pathogenese, sondern auch an der Toleranz gegeniiber Wasserstoffperoxid direkt
oder indirekt beteiligt ist (Sun et al., 2006). Aus S. cerevisiae ist bekannt, dass an der
Expression von MDR-Transportern oft Transkriptionsfaktoren, z.B. Yapl, der die oxidative
Stressantwort reguliert, beteiligt sind (Nguyén et al., 2001). Es gibt also Schnittstellen
zwischen der MDR und der oxidativen Stressantwort. Diese erhohte Stresstoleranz wirkt sich
verstarkt bei der Keimung und kaum beim Myzelwachstum aus. Dies hédngt sehr
wahrscheinlich mit der groBeren Anpassungsfihigkeit des B. cinerea-Myzels im Vergleich
mit dem Ruhezustand der Spore zusammen. Die MDR-Stimme besitzen keine verringerte
Keimungsrate und keimen in der Gegenwart von Radikalbildnern sogar besser als sensitive
Stamme.

Auf Gerberapetalen, unverwundeten Bohnenblittern, verwundeten Weinbeeren oder
verwundeten Apfeln wiesen die unterschiedlichen MDR-Phinotypen im Vergleich zu
sensitiven Stimmen keine Reduktion der Virulenz auf (Tab. 10). Auf verwundeten
Weinblittern sind MDR1- und MDR3-Stamme leicht (wenn auch nicht signifikant) virulenter
im Vergleich zu sensitiven oder MDR2-Stammen (Tab. 10). Bei MDRI1 bcatrB
Deletionsmutanten zeigte sich eine signifikante um den Faktor zwei verringerte Virulenz im
Vergleich mit den MDRI1-Elternstimmen (Tab. 10). Es ist bereits bekannt, das Resveratrol,
ein bei Pathogenbefall von der Weinrebe gebildetes Phytoalexin, sowohl ein Induktor als auch
ein Substrat fiir BcatrB darstellt (Schoonbeek et al., 2001). BcatrB verzogert durch den Export
des Resveratrols das Erreichen einer cytosolisch toxischen Konzentration und erméglicht so
B. cinerea weitere Entgiftungsmechanismen, z.B. Laccasen, zu induzieren. Sensitive und
MDRI1-Stimme haben durch die induzierte bzw. Kkonstitutive Expression von bcatrB
geniigend Zeit eine Entgiftung von Resveratrol zu erzielen (Adrian et al., 1998; Schoonbeek
et al., 2001). Die Deletion von bcatrB fithrt zum Verlust eines Teils der Abwehrmechanismen,
wodurch die Resveratrolkonzentration im Cytoplasma durch den fehlenden Export ansteigt.
Dies fiihrt durch geringere Detoxifizierung von Resveratrol zur einer hoheren Toxizitit und
einer geringeren Virulenz der MDR1 bcatrB Deletionsmutanten. BeatrB stellt fiir Botrytis auf
Weinblittern einen Virulenzfaktor dar.

Auf Tomatenbldttern waren MDR1-Stimme weniger virulent wie sensitive Stimme (Abb.
26A). MDR1 bcatrB Deletionsmutanten, die keine Expression von bcatrB mehr zeigen,
wiesen eine dreifach so schnelle Lisionsausbreitung wie die MDR1-Elternstimme auf (Abb.
26C). Es konnte sein, dass Inhaltsstoffe in Tomatenblittern, moglicherweise die Phytoalexine

Lubimin oder Rhishitin (Akram et al., 2008) oder das Saponin Tomatin (Verhoeff und Liem,
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1975) mit BcatrB interagieren und dessen Funktion storen. Moglicherweise exportiert BecatrB
aber auch Substanzen, die zu einer verstirkten Abwehr des Tomatenblatts fithren. Diese
verringerte Virulenz auf Tomatenpflanzen konnte im Laufe der Zeit zu einer Spezialisierung
und Entstehung einer Unterart fithren. Fiir eine erfolgreiche Pathogenese von B. cinerea ist
demnach je nach Wirtsgewebe eine abgestimmte Expression/Synthese von bcatrB notwendig.
Abgesehen von der Wirtspflanzen-abhédngigen Virulenz zeigen alle dret MDR-Phénotypen in
vitro im Vergleich zu sensitiven Staimmen keine generellen Fitnessnachteile, sondern besitzen
neben den erhohten Fungizidresistenzwerten sogar noch andere Vorteile. Daraus resultiert,

dass MDR-Stdmme ohne Fungizidselektion sehr konkurrenzfihig sein miissten.

4.6. Konkurrenzfihigkeit von MDR-Stimmen im Freiland

Eine Fungizidresistenz stellt fiir die Effizienz der wenigen fiir die Bekdmpfung von B. cinerea
im Weinbau zugelassenen Wirkstoffe eine grole Gefahr dar. Die Einzelresistenzen konnen
durch den Wechsel verschiedener Fungizide mit unterschiedlichen Wirkmechanismen gut
kontrolliert werden (Staub, 1991). Der stindige Wechsel der Wirkstoffe und die Unfihigkeit,
eine Einzelresistenz gegen Fludioxonil zu selektieren, scheint die MDR zu bevorzugen. Unter
Laborbedingungen zeigten die MDR-Stdmme keine Fitnessnachteile. Deshalb sollte in einem
Freilandversuch in Weinbergen untersucht werden, ob sich MDR-Stdmme ohne und mit
Fungizidbehandlung gegeniiber sensitiven Stimmen behaupten kénnen.

In den Jahren 2007 und 2008 wurden jeweils in einem mit der Sorte Riesling bepflanzten
Weinberg ein sensitiver und ein MDR3-Stamm im Verhiltnis 1:1 ausgebracht. Ohne
Fungizidbehandlung zeigte der ausgebrachte MDR3-Stamm gegeniiber dem sensitiven
Kontrollstamm keinen Konkurrenznachteil (Abb. 27A). Dies bedeutet, dass MDR-Phénotypen
auch im Freiland ohne Selektion durch Fungizide keinen Konkurrenznachteil besitzen.
Dagegen fiihrte eine Fungizidbehandlung zu einer klaren Selektion des MDR3-Stamms. Dies
zeigt erstens, dass MDR-Stamme eine Fungizidbehandlung im Freiland iiberleben konnen,
obwohl in vitro keine sehr hohen Fungizidkonzentrationen toleriert werden und zweitens, dass
diese Stimme durch den MDR-Mechanismus einen Selektionsvorteil gegeniiber sensitiven
Stammen erworben haben. Da die MDR-Stimme die eingesetzte Fungizidkonzentration in
vitro, wie bereits erwihnt, nicht iiberleben wiirden, stellt sich nun die Frage, wo und wie diese
Staimme trotzdem im Freiland iiberleben konnen. Dies ist sehr wahrscheinlich auf die
Wirkungsweise der Fungizide zuriickzufiihren. Die meisten eingesetzten Fungizide haben nur
eine geringe systemische Wirkung. Bei einer unvollstindigen Bedeckung entstehen Nischen,

z.B. im Inneren von Weintrauben, mit einer geringen Fungizidbedeckung und -konzentration,
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in denen sich die MDR-Stimme im Vergleich zu den sensitiven Stammen besser behaupten
konnen. Zusitzlich zu diesen rdumlichen Nischen konnte es jedoch auch sein, da die meisten
Fungizide eher fungistatisch als fungizid wirken, dass bei abnehmender
Fungizidkonzentration durch Umwelteinfliisse wie UV-Licht, Regen oder Abbau der
Fungizide durch Mikroorganismen, die MDR-Phénotypen frither weiter wachsen konnen als
sensitive Stdimme. Dadurch konnten die MDR-Stamme einen zeitlichen Vorsprung erhalten,
wodurch sie in die Lage versetzt wiirden, ihren Lebenszyklus im Vergleich zu sensitiven
Stammen frither abzuschlieBen. Der ausgebrachte MDR3-Stamm konnte sich bei einer
Fungizidbehandlung jedoch nicht nur gegen den sensitiven Stamm behaupten, sondern setzte
sich ebenfalls gegeniiber der bereits im Weinberg vorherrschenden endogenen B. cinerea-
Population durch. Dagegen verédnderte sich der Anteil des ausgebrachten sensitiven Stamms
im Vergleich zur endogenen Population durch die Fungizidbehandlung nicht. Die
Fungizidbehandlung vernichtete also sowohl die endogene Population als auch den sensitiven
Stamm (Abb. 27C).

Neben der Annahme, dass resistente Stimme einen Fitnessnachteil haben konnten, wird oft
auch spekuliert, dass diese eine Winterperiode ohne Selektionsdruck mit unwirtlichen
Umweltbedingungen schlechter iiberleben wiirden als sensitive Stimme (Baroffio et al.,
2003). Der MDR3-Stamm war nach einer Winterperiode im darauf folgenden Friihjahr
sowohl in den behandelten als auch in den unbehandelten Flichen des Weinbergs héufig zu
finden. MDR-Stimme sind deshalb anscheinend auch wihrend der Winterperiode sehr
konkurrenzfiahig. Im Gegensatz zu den unbehandelten Fldachen, bei denen sich die
Zusammensetzung der Population, bestehend aus ausgebrachtem sensitivem und MDR3-
Stamm und der endogenen Population, im Vergleich zum vorigen Herbst nicht signifikant
verdnderte, nahm die Hiaufigkeit der beiden ausgebrachten Stimme in den behandelten
Flichen im Vergleich zu der endogenen Population leicht ab. Dies kann nicht mit einer
geringeren Fitness oder Konkurrenzfihigkeit der ausgebrachten Stimme erkldrt werden, da
sich die ausgebrachten Stimme in unbehandelten Flichen behaupten konnten. Vielmehr
scheint es so zu sein, dass durch die Fungizidbehandlung freigewordene Nischen wihren des
Winters durch Sporeneintridge aus der umgebenden endogenen Population aufgefiillt wurden.
Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass MDR-Stimme fiir die Landwirtschaft eine grofle
Gefahr darstellen, da sie keine Fitness- oder Konkurrenznachteile im Vergleich zu sensitiven
Stammen aufweisen. Sie sind in der Lage, in kommerziell genutzten und fungizidbehandelten
Weinbergen zu iiberleben und werden durch die Fungizidbehandlung im Vergleich zu

sensitiven Stimmen selektiert.
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5. Zusammenfassung

In den letzten Jahren traten in Frankreich und Deutschland vermehrt Botrytis cinerea-
Freilandstimme mit MDR-Phidnotypen auf. Fiir Pflanzenpathogene war der MDR
Resistenzmechanismus bisher unbekannt.

In der Champagne, in Freiburg i. Br. und in der Pfalz konnten drei MDR-Phénotypen anhand
ihrer Fungizidresistenzspektren unterschieden werden. MDR1(AniR2)- und MDR2(AniR3)-
Stamme zeigen eine Resistenz gegen wichtige Botrytizide, Antibiotika und pflanzliche
Abwehrstoffe. MDR3-Stimme weisen die bekannten, vereinigten Resistenzspektren der
MDRI1- und MDR2-Stdmme auf und sind aus deren Kreuzung entstanden. Durch die MDR
werden nur geringe Resistenzlevel erreicht, allerdings wird die Wirksamkeit verschiedener
Botrytizide signifikant verringert.

Durch diese Arbeit wurde erstmals die molekulare Grundlage der MDR bei einem fiir die
Landwirtschaft wichtigen Pflanzenpathogen aufgeklirt. B. cinerea MDRI1- und MDR3-
Stimme zeigen eine konstitutive Uberexpression des ABC-Transporters bcatrB. Dagegen
weisen MDR2- und MDR3-Stimme eine konstitutive Uberexpression des MFS-Transporters
bemfsM2 auf. Die Deletion von bcatrB in MDRI1-Stammen stellte den Zusammenhang
zwischen MDR-Phinotyp und bcatrB Uberexpression her, da die Mutanten einen Verlust des
MDR1-Phinotyps zeigten. Als Ausloser der bcatrB Uberexpression kénnen sowohl
Genduplikation als auch Promotormutationen ausgeschlossen werden. Daher ist eine Mutation
in einem Transkriptionsfaktor am wahrscheinlichsten. Kiirzlich konnten durch unsere
Arbeitsgruppe Mutationen im Transkriptionsfaktor Bemrrl als Ausloser der bcatrB
Uberexpression und des MDR 1-Phinotyps identifiziert werden. Durch unsere Arbeitsgruppe
konnte bcmfsM?2 als Ausloser des MDR2-Phédnotyps bestitigt werden. Die bcmfsM?2
Uberexpression wird durch eine Insertion eines Transposons im Promotor des Transporters
verursacht.

MDR-Stdmme zeigen in vitro keine Fitnessnachteile und weisen im Freiland im Vergleich mit
sensitiven Stimmen auch ohne Fungizidselektion eine hohe Konkurrenzfihigkeit auf. MDR-
Stamme {iiberleben im Freiland eine Fungizidbehandlung und werden durch diese selektiert.
Fir die zukiinftige Landwirtschaft konnten diese MDR-Stimme eine groe Bedrohung
darstellen.

Durch ABC-Transporter-Inhibitoren konnen MDRI-Stamme fiir Botrytizide wieder
resensibilisiert werden. Chlorpromazin ist in der Lage, die Effektivitit der Fungizide bei

MDRI1-Stimmen sowohl in vitro als auch auf einer Wirtspflanze zu erhohen. Dies zeigt das
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Potential dieser Chemikalie zur Verbesserung der Bekdmpfung von MDR-Stammen in der
Landwirtschaft.
Diese Arbeit bildet die Grundlage der Erforschung und des Verstindnisses der molekularen

Mechanismen der MDR bei B. cinerea.
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7. Anhang

7.1. Abkiirzungsverzeichnis

% (vIV) Volumenprozent

% (WIV) Massenprozent

Abb. Abbildung

Amp Ampicillin

ATP Adenosintriphosphat

BSA bovines Serumalbumin

cDNA komplementire DNA

C-Quelle Kohlenstoffquelle

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxiribonukleinsidure

d Tag

hpi hours post inoculation (Stunden nach Inokulation)
ECsg Effektive Konzentration50 (Wachstumsreduktion auf 50%)
EDTA Ethylendiamintetraacetat

g Erdbeschleunigung

h Stunde

Hyg Hygromycin

konz. konzentriert

MDR Multidrug resistance

min Minute

OD optische Dichte

RNA Ribonukleinsdure

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Raumtemperatur/ Reverse Transkription

sec Sekunde

SDS Natrium-Dodecylsulfat

Tab. Tabelle

U Unit (umol Substrat pro Minute)

uv Ultraviolett(-licht)

Wt Wildtyp

7.2. In dieser Arbeit verwendete Plasmide, Bakterien-, Pilzstimme und Oligonukleotide

Tab. S1: In der vorliegenden Arbeit verwendete Vektoren.

Plasmid Beschreibung Herkunft
pLOB1 oliC-Promotor (A. nidulans), Hygromycin- AG van Kan (Universitat
Phosphotransferase-Gen (E. coli), tubB- Wageningen, Niederlande)
Terminator (B. cinerea); Vektor pBS(+)
pBS.HYG-5 Kompletationsvektor zu Stamm B05.HYG-3 AG Gonzales (Universitat La
Laguna, Spanien)
pBS(+) E. coli-Klonierungsvektor Stratagene, La Jolla, USA
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Tab. S2: In der vorliegenden Arbeit verwendete Bakterien- und Pilzstimme. In dicker
Schrift angefiihrte Staimme sind Referenzstimme dieser Arbeit.

Stamm Genotyp / Beschreibung Herkunft
E. coli XL1 Blue recA1 endA gyrA96 thi1 hsdR17 Stratagene, La Jolla, USA
supE44 relA1 lac [F’ proAB laclFZAM15
Tn10(tet)]°
B. cinerea B05.10 Benomylbehandelter B. cinerea SAS56 | AG Tudzynski (Universitat
Minster, Deutschland)
B05.HYG-3 B05.10 mit verkirzter Hyg- AG Gonzales (Universitat La
Resistenzkassette Laguna, Spanien)
B.c.02-1073 AniR2 (MDR1 Stamm aus Walker (INRA Versailles,
Frankreich) Frankreich)
B.c.05-A-650 AniR2 (MDR1 Stamm aus Walker (INRA Versailles,
Frankreich) Frankreich)
B.c.05-A-655 AniR2 (MDR1 Stamm aus Frankreich) Walker (INRA Versailles,
Frankreich)
B.c.05-A-644 AniR2 (MDR1 Stamm aus Frankreich) Walker (INRA Versailles,
Frankreich)
B.c.05-A-590 AniR2 (MDR1 Stamm aus Frankreich) Walker (INRA Versailles,
Frankreich)
B.c.05-A-649 AniR2-AniR3 (MDR3 Stamm aus Walker (INRA Versailles,
Frankreich) Frankreich)
B.c.02-392A AniR2-AniR3 (MDR3 Stamm aus Walker (INRA Versailles,
Frankreich) Frankreich)
B.c.05-B-109 AniR2-AniR3 (MDR3 Stamm aus Walker (INRA Versailles,
Frankreich) Frankreich)
B.c.05-A-632 AniR2-AniR3 (MDR3 Stamm aus Walker (INRA Versailles,
Frankreich) Frankreich)
B.c.02-888 AniR3 (MDR2 Stamm aus Walker (INRA Versailles,
Frankreich) Frankreich)
B.c.05-A-652 AniR3 (MDR2 Stamm aus Walker (INRA Versailles,
Frankreich) Frankreich)
B.c.02-283 AniR3 (MDR2 Stamm aus Frankreich) Walker (INRA Versailles,
Frankreich)
B.c.04-562 AniR3 (MDR2 Stamm aus Frankreich) Walker (INRA Versailles,
Frankreich)
B.c.05-A-653 Sensitiver Stamm aus Frankreich Walker (INRA Versailles,
Frankreich)
B.c.05-A-641 Sensitiver Stamm aus Frankreich Walker (INRA Versailles,
Frankreich)
B.c.05-A-654 Sensitiver Stamm aus Frankreich Walker (INRA Versailles,
Frankreich)
B.c.05-A-628 AniR3 (MDR2 Stamm aus Frankreich) Walker (INRA Versailles,
Frankreich)
MK375 MDR1-Stamm Kretschmer (2004, Freiburg i.
Br.)
ABcatrB4 Deletionsmutante des ABC- AG de Waard (Universitat
Transporters B in B05.10 Wageningen, Niederlande)
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Tab. S3: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Primername Genbezeichnung Sequenz Kommentar

BcatrA_f BC1G_03332.1 CCATCCTTCACCGTAATCTC Primer flr Macroarray-

BcatrA_r bcatrA CCCTTGAAGGGACTCTTAAC PCR-Fragment

BcatrA rt f TGGTATTATCGCTGCTACCC Realtime PCR-Primer zur

BeatrA_rt_r GCAATTTGTCGTCGCATCTG Genexpressionsanalyse;

Primereffizienz 92%

BcatrB1 AJ006217 ETTTGCGCTGTCCTCTATTTCGT Primer flir Macroarray-

BoatrB2 beatrB CGOTGCTOOCATGCCCTGTA | | CR-Fragment

BcatrB_f GCCATCATGGCAGCCATTG Amplifikation des ABcatrB-

BcatrB r GGTTGAAGATGGCGAACTC Konstrukts aus ABcatrB4

BcatrB _f nes CATCATCATCCGCCTTCTC Amplifikation des ABcatrB-

BcatrB r _nes CAGATTCGCGACAGTTGAC Konstrukts aus ABcatrB4

BcatrB_southern_f CCTCCGTACTCCTTTGATAG Southern-Sonde

BcatrB southern r GCGAGATACCCATACTCTTG

Hyg spez — TATCCACGCCCTCCTACATC Uberprifen der

BcatrB_spez GAGAAAGTTGGCGGATGTTG Deletionsmutanten

BcatrB_prom_1_f GAGTACGAGCAAGGATTCAC Promtorsequenzierung

BcatrB_prom 1 r GCTCTTGTGAGTGCATTTCC Teil 1

BcatrB_prom_2_f GTCTAAGCTGGCTCTGAC Promtorsequenzierung
TAGAAAGCCCGCGATCTC Teil 2

BcatrB_prom_2_r

BcatrB_1_BamHlI

GTGGATCCATCATGGCAGCCAT
TGAGCCTG

Northern Sonde

BecatrB Haelll r GAAAATCCAGCGCCGACAGC
BcatrB_rt_f GCACTTGTGGCGAGTATCTATC | Realtime-PCR-Primer zur
BcatrB_rt_r TGCATCCCTCCATCCATAGC Genexpressionsanalyse;
Primereffizienz 92%
BecatrC f BC1G_04465.1 TTACTTCGCACGCCATGGAG Primer flr Macroarray-
BecatrC r AAGCCCGGTAACAAAGGGAG PCR-Fragment
BcatrD f BC1G_05954.1 TCTACCGCAATGCCGAGATG Primer flr Macroarray-
BcatrD_r bcatrD GCACCCTGACCAACCAATAC PCR-Fragment
BcatrD rt f CGCCGGAAACATAGCCAATC Realtime-PCR-Primer zur
BcatrD_rt_r TGTGTTAGCGAGACCCGTAG Genexpressionsanalyse;
Primereffizienz 98%
BcatrF_f BC1G_01454.1 CCTGTCAATGCACGTAAAGG Primer flr Macroarray-
BcatrF_r bcatrF GAATCTTCTCGTCCGTTTCC PCR-Fragment
BcatrF rt f AGTGACAGGGCGTATACATC Realtime-PCR-Primer zur
BeatrF_rt_r GAATCTTCTCGTCCGTTTCC Genexpressionsanalyse,
Primereffizienz 97%
BcatrG_f BC1G_07376.1 GATAGTGTCAGCCGAAGTCC Primer flr Macroarray-
BcatrG r GTCCAAGCCTTCACGGTATC PCR-Fragment
Bcatrl_f BC1G_10363.1 CGCTGGTGAGACACAAGAGG Primer flr Macroarray-
Bcatrl r CGACGGCGAAGAGACTTTCC PCR-Fragment
BcatrK1 AF238227 ETCTTTGCGCTGTTGGTTTCTTC Primer flir Macroarray-
BecatrK2 beatrK (bmrf) CAGGCACTTGTCGCATTGTTGA PCR-Fragment
BeatrK_rt_f AATGGTAGCAGCTCTCACTCC Realtime-PCR-Primer zur
BeatrK_rt_r CACCGATGAGACGAGTAAAGG | Genexpressionsanalyse
Primereffizienz 95%
BcatrO f BC1G_05881.1 TGATTGTGGCGGGAATGGAC Primer fiir Macroarray-
BcatrO r TCTTCGGCATGCGGACTAAC PCR-Fragment
BMR3_f BC1G_02799.1 AGTTCGCTATGCCGTTCACC Primer fiir Macroarray-
BMR3_r bmr3 AGTTTCAGCATCCGGGAGAG PCR-Fragment
BMR3 rt f GGATGCTGAAACTGCTGGTAAC | Realtime-PCR-Primer zur
BMR3_rt_r AGATTACTTGACGACCGGAGAG | Genexpressionsanalyse;
Primereffizienz 95%
BeatrKI1_f BC1G_10130.1 ATAGTTGGAGCGTCCGGTTC Primer fr Macroarray-
BcatrKI1_r ATCGGTGTGCGACCGTAATC PCR-Fragment
BecatrKI2_f BC1G_03509.1 CAGTCTGGCACCAGATATTG Primer flr Macroarray-
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BeatrKI2_r AACCATCGGGTAATCCGTTG PCR-Fragment
BcatrKI3_f BC1G_00181.1 ACACCGATATCTCCGAACTC Primer fiir Macroarray-
BcatrKI3 r GATCTCCCACTTCCAATACC PCR-Fragment
BcatrKl4 f BC1G_05589.1 GGTACGGCGGTAACCTATTG Primer fiir Macroarray-
BcatrKi4_r CTGCGATGGTATTCGGTGTC PCR-Fragment
BcatrKI5_f BC1G_10929.1 ATCGAGAAACAGCCCATCAG Primer fiir Macroarray-
BcatrKi5_r GTAATGCACGAGCAATGGAG PCR-Fragment
BcatrKi6_f BC1G_09597. TCTACTCTCCGCCGTGAATC Primer fiir Macroarray-
BcatrKI6 CCCACAGTTCCTTGAATAGC PCR-Fragment
BcatrKI7_f BC1G_01948.1 CATCTTCTCGTCGTTGTCTC Primer fiir Macroarray-
BcatrKI7 r CTTCCCACTCGGCTATTATC PCR-Fragment
BcatrKI8_f BC1G_02001.1 TCTCCCTTGCACTCCCTTTC Primer fiir Macroarray-
BcatrKig_r CCTCTCCCTCTCCAACATTC PCR-Fragment
BcatrKI9 f BC1G_14926.1 TGACACTCCTCCGACTTCTG Primer fiir Macroarray-
BcatrKI9 r CAACAATACCACCGCTACCC PCR-Fragment
BecatrKI10_f BC1G_09204.1 CGTGGGCTCCGGACAATAAG Primer fiir Macroarray-
BcatrKi10 r TTGTACGTGGCCCAGGCATC PCR-Fragment
BeatrKI11_f BC1G_06867.1 CTGCGGACTGCTTGTCTTGG Primer fiir Macroarray-
BcatrKi11 r GCGGCATTGTAAAGAGCACC PCR-Fragment
BecatrKi12_f BC1G_11159.1 CCATACTGGCGTTTGCCCTC Primer fiir Macroarray-
BcatrKi12 GAGCCGCCTCCAATTCCATC PCR-Fragment
BecatrKI13_f BC1G_05922.1 CACAGCACTCCAGAGCTAAC Primer fiir Macroarray-
BcatrKi13 r CTCTTCTCCAGACTCCTTTC PCR-Fragment
BecatrKl14 f BC1G_14380.1 TCAGCGCCTATAGCACTGTC Primer fiir Macroarray-
BcatrKi14 r TAGCTCCGCTTGGTTCACTC PCR-Fragment
BcatrKI15_f BC1G_15198.1 GACGTTCATTTCCGCTACCC Primer fiir Macroarray-
BcatrKi15 r CTTCCCTTTGCCGCCTTATC PCR-Fragment
BcatrKI16_f BC1G_14379.1 ACGTCTTGTCGTGGAGAAAC Primer fiir Macroarray-
BcatrKI16 _r CTCGATTATGAGGGCTTGTG PCR-Fragment
BeatrKI17 _f BC1G_02708.1 GCGATGAGTCAGTGCTTTAC Primer fiir Macroarray-
BcatrKI17 r GCCAATCTATGAGCGACAAC PCR-Fragment
BcatrKI18_f BC1G_10568.1 CCATCCGGTGCTGGTAAATC Primer fiir Macroarray-
BcatrKI18 r TCCGACCTCTCCAACAACTC PCR-Fragment
BcatrKI19 f BC1G_12625.1 ACTCCTCGATCCCACTCAAG Primer fiir Macroarray-
BcatrKi19 r CAACCACCCTCGCATAATCC PCR-Fragment
Bcmfs1-1 AF238225 2ACCACCTTCAAGCCAGATACC Primer fiir Macroarray-
Bcmifs1-2 ATGACCGCAGCCACCAAGAA PCR-Fragment
Bcmfs5 f BC1G_10320.1 TCTTTGTTTCGTCGCCTACC Primer fiir Macroarray-
Bcmfs5 r ACTCTTCGCTCTGATCTTGG PCR-Fragment
Bcmfs6 f BC1G_09943.1 ATCAAGCTCGATGCCAAGAC Primer fiir Macroarray-
Bcmfs6 r AGGAAGGTATTCGCACTGAC PCR-Fragment
Becmfs7 f BC1G_12761.1 CTCGGCCTTGATTATTCACG Primer fiir Macroarray-
Becmfs7 r GGCAATTGATCCGCATCAAC PCR-Fragment
Bcmfs8 f BC1G_12802.1 AGGTGTACTTGCGGCAAATG Primer fiir Macroarray-
Bcmfs8 r AGCGCAGGTAACCGATATTC PCR-Fragment
Bcmfs9 f BC1G_14852.1 CTCGAAGCGGATGAAATGAC Primer fiir Macroarray-
Bcmfs9 r GTTTCCTGCGAATGCTGATG PCR-Fragment
Bcmfs10 f BC1G_08981.1 GGCCCTCATCTACGGCATTC Primer fiir Macroarray-
Bemfs10 CTCACTCTCGCTCCGTACAG PCR-Fragment
Bemfs11 f BC1G_12442.1 GATGCTCTTCGCGCTCTATC Primer fiir Macroarray-
Bomfs11 r CACCATCACCGCACTTATCC PCR-Fragment
Bcmfs12 f BC1G_05871.1 GTCACAACTCGGCACCTCTC Primer flr Macroarray-
Bemfs12 r CCGGCATACCAGACTGTACG PCR-Fragment
Bcmfs13 f BC1G_02805.1 CGGTTGTGGTATCGTCATTG Primer flr Macroarray-
Bcmfs13 r TCGACTGGCTGATTCTTAGG PCR-Fragment
Bcmfs14 f BC1G_10270.1 CGCCGAGCAAACAAGATGTC Primer fr Macroarray-
Bemfsi4 r ACGGAAGCGGCGTAAAGAAC PCR-Fragment
Bcmfs15 f BC1G_09265.1 TCATATCCGCATACGATGCC Primer flr Macroarray-
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Bemfs15 r GATGCTGCGTATTGCTTTCC PCR-Fragment
Bcmfs16_f BC1G_12498.1 TGTCTGGGCTTATGTTCCTC Primer fiir Macroarray-
Bcmfs16 r ACACTCCCTTCCCTAATACG PCR-Fragment
Bcmfs17_f BC1G_02109.1 CTGGTTTCAAGCGGTTCAAG Primer fiir Macroarray-
Bcmfs17 r AGATATTGTGGCGGTACGAG PCR-Fragment
Bcmfs18_f BC1G_11386.1 GGAGGTTATGCGTTGCAGAC Primer fiir Macroarray-
Bcmfs18 r CTGGTGCTGGCATCATATCG PCR-Fragment
Bcmfs19_f BC1G_13501.1 TTACTCCGCAGGCACCACAG Primer fiir Macroarray-
Bomfs19 r bemfs19 CCCTCCCGCATAAGCAAACC PCR-Fragment
Bcmfs19 Salt f gﬂggCﬂTCACAGACTGGGT Aplifikation von bemfs19 mit
Sal1-Schnittstellen fiir
Bcmfs19_Sal1_r QEEGG—,T&EQ CATCCGACAGGAC | g ationskonstrukt
Bcmfs19 inv r GCTCGAGAGCCCAATCTGACAA | Amplifikation des Invers-
Xho ACAAC PCR-Produkts
Bcmfs19_inv_f GCTCGAGAGGCAGAGGAGTTA
Xhol TGTTAG
Hyg spec TATCCACGCCCTCCTACATC Uberprifen der
Bcmfs19_spec CCCACATTTCGGTATCAC Deletionsmutanten
Bcmfs19_southern AGTACGCCTTAGGCTTAG Southern-Sonde
_f
Bcmfs19 _southern CCCACATTTCGGTATCAC
r
Bcmfs19 BamHI_f GAGGATCCCACGATGGCAGAC | Northern-Sonde
TCAGAGAGTAGTG
Bcmfs19_BamHI_r CGGGATCCGCCTAAGGCGTAC
- - TAACATAACTC
Bcmfs19_Sact GGAGCTCATGTCAGACTCAGAG | Amplifikation von bemfs19
_atg AGTAGTG vom atg bis zum tga mit
Bcmfs19_EcoR1 CGAATTCCTAAGGCGTACTAAC | Sacl- bzw. EcoRI-
_tga ATAACT Schnittstellen
Tub_S.s._f SS1G_04652 CGGATCCAACAGTTTCACAGAA | Amplifikation des
_BamH1 AGTAATG Tubulinpromotors aus S.
Tub_S.s. rev CGAGCTCTATTGAAAGTAGATT | sclerotiorum mit BamHI-
_Sact TAGGATT bzw. Sacl-Schnittstellen
Hyg1_Xho1 pLOB1 Q%TGCAGCTGTGGAGC Amplifikation der
Hyg2_ XhoT ACTCGAGCATGAATTGAAGCGG :—Iygrlomy0|nre5|stenzkasset
— CACTGGC e mit Xhol-Schnittstellen
KO-Hyg1_BamH1 | pLOB1 TGGATCCTGCAGCTGTGGAGC | Amplifikation des olic
. CGCATTC Promotors mit
Olic r Sacf GGAGCTCGGATCGATTGTGATG | g.p len fiir BamHI
—— TGATGGAGT chnittstellen fir Bam
bzw. Sacl
Bcmfs20 f BC1G_14639.1 CGATGCTCGTAGCGAGATTC Primer fr Macroarray-
Bcmfs20 r GAGGATACCGAGCAAGATGG PCR-Fragment
Becmfs21 f BC1G_03313.1 ATTTCGTCGCGGTGAACGAG Primer fiir Macroarray-
Bcmfs21 r ACGGCGGGATTAACTTCAGG PCR-Fragment
STSH S63227 TGTCTCAATTGAACGACCACTC | Vitis Stiloensynthase fiir
T Macroarray
STS2 AATAATACTCCCCAATCCAATC
CT
ACTA BC1G_08198.1 EAGTCAACCATGGAAGAAGAAGT B.c. Aktin fir Macroarray
ACT2 GTAGAATCGAGGGGCGTTGAA
G
Hxk-1 BC1G_12086.1 CACTTCGTCTCCGAGCTTAC B.c. Hexokinase fiir
Hxk-2 GATCCTCGCCATGATGGTG Macroarray
18S1 BC1G_03713.1 ATTCTGCGTCTGCTCAACAC B.c. 18S ribosomale
1852 GGAAACACCGACGGTTCTAC Untereinheit fir Macroarray
Phos1 BC1G_12890.1 GGCTTTGGAGAACCCTCAAC B.c. Phosphoglyceratkinase
Phos2 CTCAACGCCGTACTTAGCAG far Macroarray
PR1-1 NM_127025.2 GTAGCTCTTGTAGGTGCTCTTG | A. thaliana PR1 flr

TTC
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PR1-2 CTTTATGTACGTGTGTATGCAT | Macroarray

GATCAC
PR4-1 NM_111344.5 %ASGATCAGACTTAGCATAACC A. thaliana PR4 fur
PR4-2 GAAACAAGCATGTTTCTGGAAT | Macroarray

CAG
IGS2a -- TGAACGCCTCTAAGTCAGAA Zur Amplifikation der IGS
IGSnrirev GTGGATTAGTGGCCGATGG von B.c.
IGSnr3for -- TCCCGGTGAGCCTTTTA Zur Amplifikation der IGS
IGS1b GTGGATTAGTGGCCGATGG von B.c.
bcEF RTf BC1G_09492.1 ATGCTATCGACCCTCCTTCC Ef1avon B.c. fir Realtime
bcEF_RTr GTTGAAACCGACGTTGTCAC PCR;

Primereffizienz 93%
BcAct RTf BC1G_08198.1 TCTGTCTTGGGTCTTGAGAG Aktin von B.c. fliir Realtime
BcAct_RTr GGTGCAAGAGCAGTGATTTC PCR;
Primereffizienz 101%
BcMat1 van Kan GTGACCAGGAAACAGCTATGAC | Amplifikation des
(Wageningen, 8ggﬁgTGTGTTGATCGTGGAG Matingtyps MAT1-1 bei B.c.

BoMat2 Niederlande) GTGACTGTAAAACGACGGCCA

GTCCACACATACATCATGACGG

cTCCC
BcHMGH GTGACCAGGAAACAGCTATGAC | Amplifikation des

C . _ .

GCTCCTTTCCATAAGTCGTAAG | Matingtyps MAT1-2 bei B.c.

TCGTG
BcHMG2 GTGACTGTAAAACGACGGCCA

GTCAAGATCAGACGGAGTGCAT

TACCTC
BcM2 mis f BofuT4_P024110.1 | TGGTGGTTGCTGCAATACTC Northern Sonde
BcM2 mfs r bemfsM2 ACAATCGCCTGAATGACCTC
BcM2 mis rt f ATTCGGCGTCGGTCTATTTG Realtime-PCR-Primer zur

BcM2 mfs rt r

CCATTCAGGAAGACGGAATTGG

Genexpressionsanalyse;
Primereffizienz 94%
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Tab. S4: Fungizidresistenzspektren und genetische Charakteristika der entlang der
Deutschen WeinstraBle gesammelten B. cinerea-Stimme aus den Jahren 2006 bis 2008.
Standort 1 wurde nur 2006 beprobt. Die sechs weiteren Standorte sind in Abb. 6 gezeigt.
Kodierung: 06(Jahr).1(Standort)-2(Isolat). Alle Referenzstimme dieser Arbeit sind in dicker
Schrift markiert. O(1)= resistent gegen diese Konzentration aufgrund der MDR. Carb=
Carbendazim; Flu= Fludioxonil; Fen= Fenhexamid; Cyp= Cyprodinil; Ip= Iprodion; Bos=
Boscalid; Teb= Tebuconazol.
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Mating Typ

MAT | HMG

IGS-PCR-

Hinfl

RFLP
BamHI

MDR-

Phéanotyp

Einzelresistenz [ug ml™]

Teb

7

Bos
5

Ip
5

Cyp

5

Fen
5

3

Carb | Flu

5
0
0
0
0
0
0
0
0

1

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Isolat

07.3-28

07.3-29

07.3-30
07.4-1

07.4-2
07.4-3
07.4-4
07.4-5
07.4-8
07.4-9

07.4-10
07.4-11

07.4-12

07.4-13

07.4-14

07.4-15

07.4-17

07.4-18

07.4-19

07.4-20
07.4-21

07.4-22
07.4-23

07.4-24
07.4-26
07.4-28
07.4-29
07.4-30

07.5-1

07.5-2
07.5-3
07.5-4
07.5-5
07.5-6
07.5-7
07.5-8
07.5-9

07.5-10
07.5-11

07.5-13

07.5-14

07.5-15

07.5-16

07.5-18

07.5-19

07.5-20
07.5-21

07.5-22
07.5-23

07.5-24
07.5-25
07.5-26

07.5-27
07.5-28
07.5-29
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Mating Typ

MAT | HMG

IGS-PCR-

Hinfl

12

12

RFLP
BamHI

MDR-

Phéanotyp

Einzelresistenz [ug ml™]

Teb

7

Bos
5

Ip
5

Cyp

5

Fen
5

3

Carb | Flu

5
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1

0
0
0
0
1
1
1

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1

0
0

1

0

1

0
1
1

0
0
0
0

Isolat

07.5-30
07.6-1

07.6-2
07.6-3
07.6-4
07.6-6
07.6-7
07.6-8
07.6-9

07.6-10

07.6-12

07.6-18

07.6-20
07.6-22
07.6-23

07.6-24
07.6-25
07.6-28
07.6-29
07.6-30

07.7-1

07.7-2
07.7-4
07.7-5
07.7-6
07.7-7
07.7-8

07.7-10
07.7-11

07.7-14

07.7-15

07.7-16

07.7-17

07.7-18

07.7-19
07.7-21

07.7-22
07.7-29
07.7-30
07.7-31

07.7-32
07.7-33

07.7-34

07.7-37
07.7-38
07.7-39
07.7-40

08.2-1

08.2-2
08.2-3
08.2-4
08.2-5
08.2-6
08.2-7
08.2-8
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Mating Typ

MAT | HMG

IGS-PCR-

Hinfl

RFLP
BamHI

MDR-

Phéanotyp

Einzelresistenz [ug ml™]

Teb

7

Bos
5

Ip
5

Cyp

5

Fen
5

3

Carb | Flu

5
0
0
0
0
0

1

0
0

1

0
0

1

0

1

0
0
0
0
0
1
1

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1

0
0
0
0
0
0
0

1

0
0
0
0
0
0
0

1

0

Isolat

08.2-9

08.2-10
08.2-11

08.2-12

08.2-13

08.2-14

08.2-15

08.2-16

08.2-17

08.2-18

08.2-19

08.2-20
08.2-21

08.2-22
08.2-23

08.2-24
08.2-25
08.2-26

08.2-27
08.2-28
08.2-29
08.2-30

08.3-1

08.3-2
08.3-3
08.3-4
08.3-5
08.3-6
08.3-7
08.3-8
08.3-9

08.3-10
08.3-11

08.3-12

08.3-13

08.3-14

08.3-15

08.3-16

08.3-17

08.3-18

08.3-19

08.3-20
08.3-21

08.3-22

08.3-23

08.3-24

08.3-25

08.3-26

08.3-27

08.3-28

08.3-29

08.3-30
08.4-1

08.4-2
08.4-3
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MDR bei Botrytis

Mating Typ

MAT | HMG

IGS-PCR-

Hinfl

RFLP
BamHI

MDR-

Phéanotyp

Einzelresistenz [ug ml™]

Teb

7

Bos
5

Ip
5

Cyp

5

Fen
5

3

Carb | Flu

5
0
0
0
0

1

0
0
0
0
0

1

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Isolat

08.4-4
08.4-5
08.4-6
08.4-7
08.4-9

08.4-10
08.4-11

08.4-12

08.4-13

08.4-14

08.4-15

08.4-16

08.4-17

08.4-18

08.4-19

08.4-20
08.4-21

08.4-22
08.4-23

08.4-24
08.4-25
08.4-26

08.4-27
08.4-28
08.4-29
08.4-30

08.5-1

08.5-2
08.5-3
08.5-4
08.5-5
08.5-6
08.5-7
08.5-8
08.5-9

08.5-10
08.5-11

08.5-12

08.5-13

08.5-14

08.5-15

08.5-16

08.5-17

08.5-18

08.5-19

08.5-20
08.5-21

08.5-22
08.5-23

08.5-24
08.5-26

08.5-27
08.5-28
08.5-29
08.5-30
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Mating Typ

MAT | HMG

IGS-PCR-

Hinfl

RFLP
BamHI

MDR-

Phéanotyp

Einzelresistenz [ug ml™]

Teb

7

Bos
5

Ip
5

Cyp

5

Fen
5

3

Carb | Flu

5
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1

0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Isolat

08.6-1

08.6-2
08.6-3
08.6-4
08.6-5
08.6-6
08.6-7
08.6-8
08.6-9

08.6-10
08.6-11

08.6-12

08.6-13

08.6-14

08.6-15

08.6-16

08.6-17

08.6-18

08.6-19

08.6-20
08.6-21

08.6-22
08.6-23

08.6-24
08.6-25
08.6-26

08.6-27
08.6-28
08.6-29
08.6-30

08.7-1

08.7-2
08.7-3
08.7-4
08.7-5
08.7-6
08.7-7
08.7-8
08.7-9

08.7-10
08.7-11

08.7-12

08.7-13

08.7-14

08.7-15

08.7-16

08.7-17

08.7-18

08.7-19

08.7-20
08.7-21

08.7-22
08.7-23

08.7-24
08.7-25
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Isolat Einzelresistenz [ug ml"] MDR- IGS-PCR- Mating Typ
Phéanotyp RFLP

Carb

o
c
-
=]
_|
(op

BamHl| | Hinfl | MAT | HMG

(6]

08.7-26

08.7-27

08.7-28

08.7-29

08.7-30

08.7-31

08.7-32

08.7-33

08.7-34

08.7-35

08.7-36

08.7-37

08.7-38

—lO—l—l—lO—lOOOOOOOU'I%)

o|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|lo|lunT

OOOOOOOOOOOOOOU‘I?
(%]

OO0 |0O(0O|0|O|0O|0|O|Oo|O0|O|o

OO0 |00 |0 00|00 |O|O|0|O|0o|W

OO0 |O0(0O|0|O(O|0|O|Oo|Oo|Oo|o|01

OO0 |0(0O|0|0O(0O|0|0O(0|0|O0(O|N
—

08.7-39

7.3. Kombinierte Fungizidresistenzen entlang der Deutschen Weinstrafie

Tab. S5: Kombinierte Fungizidresistenzmechanismen bei B. cinerea. t= Stimme mit

mehreren Einzelresistenzen ohne MDR-Phinotyp. -= Kombination schlieft sich aus.
Abkiirzungen siehe Tab. 6.
Resistenz 2006 (n=170) 2007 (n=144) 2007 (n=187)

. | MDR1 [MDR2 [ MDR3 |, [ MDRT [ MDR2 [ MDR3 | , | MDR1 | MDR2 [ MDR3

n=28 n=4 n=3 ’ n=42 n=1 n=1 ’ n=52 n=15 n=4

Carb+ 2| o0 0 o |1 0 0 o |lol| o 0 0
Fen
Carb+ 1 0 0 o |2| o 0 o |1 0 0 0
Cyp
Carb+ 0| o 0 o |1 0 0 o |lo| o 0 0
Bos
I%arb“” 0| o 0 o |1 0 0 o |lo| o 0 0
Cyp+
B 1 0 0 o |lol| o 0 o |lol| o 0 0
f;yp““ 1 0 0 o |lol| o 0 o |lol| o 0 0
Bos+ 0| o 0 o |1 0 0 o |lol| o 0 0
Fen
:;e”’f 0| o 0 o |lol| 2 0 o |lol| o 0 0
Carb+
VDR ; 2 4 0 ; 3 1 0 ; 3 6 2
Bos+
VDR ; 2 0 0 ; 1 0 0 ; 0 0 0
Fen+
MDA ; 0 0 0 ; 1 0 0 ; 2 2 0
Ip+
VDR ; 4 0 0 ; 0 0 0 ; 2 0 0
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7.4. Kladogramme der MFS-Transporter Becmfs19, BemfsM2

XP_001276260 (Aspergillus
clavatus NRRL 1)

MGG_04158 (Magnaporthe grisea
70-15)

FG09697.1 (Gibberella zeae
PH-1)

CAD32176 (Acremonium
chrysogenum)

SS1G_11948 (Sclerotinia
sclerotiorum 1980)

« BofuT4_P122680.1

, MFS-Transporter Bcmfs19 in Botrytis
cinerea B05.10 und T4

BC1G_13501.1
Abb. S1: Kladogramm des Bemfs19 MFS-Transporters mit homologen Transportern

aus anderen Ascomyceten. Das Kladogramm basiert auf einem Aminosdure-Alignment des
Internetservices der Homepage www.ncbi.nlm.nih.gov.

NFIA 061830 (Neosartorya fischeri)

AFUA_3G15250 (Asperqgillus fumigatus Af293)

An04g06250 (Aspergillus
niger)

BofuT4_P024110.1

@

MFS-Transporter
M2 in Botrytis

¢ cinerea B05.10
und T4

BC1G_12393.1

Abb. S2: Kladogramm des BcmfsM2 MEFS-Transporters mit homologen MFS-
Transportern anderer Ascomyceten. Das Kladogramm basiert auf einem Aminoséure-Alignment
des Internetservices der Homepage www.ncbi.nlm.nih.gov.
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7.5. Erzeugung der bemfs19 Mutanten

A pES+ B
[
2 F Pz Fmisig P32 *pa
f | B05 10

1
5 E X H 5 E

Sonde
it ko ko2
Il
pBS+ —— i — e 4 Db
2l P2 F3 P4
F1
— - +—1 9kb
] E 7 x W ]
alic: ok . b8
L : L7 500 bp
pBS.Hyg-5
2
| oliC bamfsjg '5: a0 i hph trun i BOSHYG_S
® E E H

wt | oliC1 oliC2 oliC3 [B-Tub

f pBS. Hyg-5

ElE] B4
” B TL.Ib bemfsi9 1 el iz hph trunc
= 1% 4
Bt VI 1 800 hp
H S

E H

Abb. S3: Fiir die Transformation verwendete Plasmide mit dem Konstrukt zur Deletion
bzw. Uberexpression des Gens bemfsI9 im Laborstamm B05.10 bzw. B05.HYG-3 und
die Verifizierung der Transformanten. (A) (I) Das Gen bcmfs19 wurde mit den Primern P1:
Bemfs19_Sall_for und P4: Becmfs19_Sall_rev amplifiziert. Das mit Sall verdaute Fragment
wurde in den ebenfalls Sall verdauten Vektor pBS+ ligiert. (II) Nach Amplifikation mit den
Primern P2: Bcmfs19_inv_r _Xhol und P3: Bcmfs19 _inv_f Xhol wurde das Xhol (X)
verdaute Fragment der Hygromycin-resistenzkasette ligiert. Das fiir die Transformation
verwendete Konstrukt wurde mit den Primern P1 und P4 amplifiziert. E= EcoRV (B)
Southern-Blot-Analyse zum Verifizieren der Deletionsmutanten. Je Spug gDNA wurden mit
EcoRV (E) verdaut. Als Sonde diente das durch Primer P5: Bemfs19_southern_f und P6:
Bemfs19_southern_r amplifizierte 853bp Fragment. Fiir wt wurde ein Fragment der Grofle
1880bp und fiir Deletionsmutanten von 4495bp erwartet. wt= B05.10; kol und ko2 sind je
zwei Einzelsporisolate unabhiingiger Deletionsmutanten. (C) Konstrukte zur Uberexpression
von bemfs19 im Stamm BO5.HYG-3. Die Konstrukte I und II unterschieden sich nur im
verwendeten Promotor (I= oliC; II= B-Tubulin Promotor aus Sclerotinia sclerotiorum).
Bcemfs19 wurde mit den Primern P3: Bemfs19_Sacl_atg und P4: Bemfs19_EcoRI1_tga
amplifiziert, und nach Verdau mit den Restriktionsendonukleasen Sacl (S) und EcoRI (E) in
pBS+ ligiert. Die Promotoren oliC, bzw. B-Tubulin wurden mit den Primern P1: KO-
Hygl_BamH1 bzw. Tub_S.s._f BamH1 und P2: Olic_r_Sacl bzw. Tub_S.s._r_Sacl
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amplifiziert und nach Verdau mit den Restriktionsendonukleasen Sacl und Xbal vor das
bemfs19-Gen ligiert. Dieses Teilkonstrukt wurde dann mit Xbal und EcoRI in das Plasmid
pBS.HYG-5 vor den NiaD Terminator kloniert. H= HindIll. hph trunc= 3’ verkiirzte
Hygromycinphosphotransferase. (D) Northern-Blot-Analyse zur Kontrolle der bcmfsl9
Uberexpression. Je Stamm wurden 8ug Total-RNA aufgetragen. wt= Elternstamm; oliC1-3
sind 3 unabhingige bcmyfs19 Uberexprimierer mit oliC als Promotor und B-Tub ist ein
bemfs19 Uberexprimierer mit dem B-Tubulin Promotor aus Sclerotinia. oliC= Promotor; hph=
Hygromycinphosphotransferase, tubB= Tubulin Terminator; niaD= Terminator; F1 und F2=
flankierende Regionen des Gens bemyfs19.

Da die Uberexpressionsmutante 0liC3 und die B-Tubulinpromotor-Uberexpressionsmutanten
nur eine leichte Uberexpression des Transporters bemfs19 zeigten, wurden diese phiinotypisch
nicht weiter analysiert.
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7.6. Uberexprimierte Gene in MDR2-Stimmen

Tab. S6: Konstitutiv in MDR2-Stimmen iiberexprimierte Gene. Die Genexpression
musste in beiden getesteten MDR2-Stimmen mindestens um den Faktor zwei im Vergleich
mit der hochsten Expression in einem der sensitiven Stamme erhoht sein. Wiedergegeben sind
nur die durchschnittlichen Uberexpressionsraten der beiden MDR2-Stimme ab Faktor fiinf.
Auffillig ist die hiufige Uberexpression von an Stressantwort beteiligten Genen.

Genbezeichnung Expression Putative Funktion
BofuT4 P027100.1 5,0 Oxidoreduktase

BofuT4 P129480.1 5,0 Unbekannt

BofuT4 P120650.1 5,1 Unbekannt

BofuT4 uP071130.1 5,1 Unbekannt

BofuT4 P092570.1 5,1 Unbekannt

BofuT4 uP019900.1 5,1 Unbekannt

BofuT4 _P071110.1 5,1 Nicht ribosomale Peptid-Synthase
BofuT4 P065730.1 5,2 Unbekannt

BofuT4 P085570.1 5,2 Ankyrin

BofuT4 P035350.1 5,2 Ankyrin

BofuT4 uP135170.1 5,3 Unbekannt
BofuT4_P047550.1 54 Kupfertransporter

BofuT4 uP157990.1 5,4 Unbekannt

BofuT4 P151250.1 5,4 Unbekannt

BofuT4 uP055850.1 5,5 Unbekannt
BofuT4_P103500.1 5,5 Proline-Dehydrogenase
BofuT4_P160070.1 5,6 Aminopeptidase
BofuT4_P071010.1 5,6 Cytochrom-P450-Monooxygenase
BofuT4_ P137320.1 5,7 Choline-Dehydrogenase
BC1G_11241.1 5,7 Unbekannt
BofuT4_P085460.1 5,7 Zn-abhangige Protease
BofuT4 P133550.1 5,8 Unbekannt
BofuT4_P122680.1 5,9 FAD-abhangige Oxidoreduktase
BofuT4_P091930.1 5,9 MFS-Transporter bcmfs19
BofuT4 P150600.1 6,0 Unbekannt

BC1G_14678.1 6,0 Aminopeptidase

BofuT4 P059550.1 6,3 Unbekannt

BofuT4 P046390.1 6,3 Unbekannt

BofuT4 P094590.1 6,4 Acyl-Carrier-Protein
BofuT4_P107710.1 6,5 Flavoprotein K-Transport
BofuT4_P153400.1 6,6 Acyl-CoA-Synthetase
BofuT4_P133540.1 6,6 Beta-GRP

BC1G_13810.1 6,7 MFS Transporter
BC1G_09027.1 7,2 Aminosaurentransporter
BofuT4_P133520.1 7,3 Kupfer-Radikal-Oxidase
BofuT4_P044360.1 7,3 Cytochrom-P450-Monooxygenase
BofuT4 P162220.1 7,4 DNA-Reparatur

BofuT4 P160330.1 8,0 Unbekannt
BofuT4_P044380.1 8,2 Gluthation-S-Transferase
BofuT4_P160320.1 8,9 HMG

BC1G_00647.1 9,1 Unbekannt

BofuT4 P031010.1 9,2 Unbekannt

BofuT4 P133560.1 9,5 Unbekannt
BofuT4_P115390.1 10,0 Sterolmethyl-Transferase
BofuT4 P078420.1 10,8 Unbekannt

BC1G_16178.1 11,8 Unbekannt

BofuT4 P070990.1 12,5 Oxidoreduktase

BofuT4 P091680.1 12,7 WD40-Doméne

BofuT4 P108370.1 12,8 Unbekannt
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BofuT4 P044370.1 12,9 Cytochrom-P450-Monooxygenase
BofuT4 P129470.1 15,1 Esterase

BofuT4 P129080.1 15,7 Unbekannt

BofuT4 P062310.1 58,5 Oxidoreduktase

BofuT4 P024110.1 70,5 MFS-Transporter bemfsM2
BofuT4 P155250.1 72,0 Transkriptionsfaktor

BofuT4 P155260.1 117,0 Unbekannt
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