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IX

II ABKURZUNGEN

%,
2,4-D
2,6-DMBQ
ABA
Abb.
bidest.
bp

C
CEPA
CTAB
DC
DIG
DNA
dUTP
FG
GA;
GD
GI

h

H
HPLC
ICRISAT
IES
Kap.
MP
MS
NEB
NMR
p. a.
PCR
RAPD
rDNA
REM
RFLP
RG

Durchmesser

2,4-Dichlorphenoxyessigsdure

engl. 2,6-dimethoxy-benzoquinone, 2,6-Dimethoxy-p-benzochinon
engl. abscisic acid, Abscisinsiure

Abbildung

bidestilliert

Basenpaar(e)

Kohlenstoff

engl. 2-chloroethyl-phosphonic acid, 2-Chlorethanphosphonsdure
Cetyltrimethylammoniumbromid

Diinnschichtchromatographie

Digoxigenin

engl. deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdaure, DNS
Desoxyuridintriphosphat

Frischgewicht

Gibberellinsdure

Genetische Distanz

Genetische Identitit

Gendiversitit nach NEI (1973)

Hoéhe

High Performance Liquid Chromatography

International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics
Indolessigsdure

Kapitel

engl. Maximum Parsimony, Maximale Sparsamkeit

(Medium nach) MURASHIGE und SKOOG

engl. Neutral Electrophoresis Buffer, Neutraler Elektrophorese-Puffer
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1 EINFUHRUNG

1.1 Parasitische Pflanzen

Wechselbeziehungen zwischen verschiedenen Organismen sind in der Natur allgegenwirtig.
Das ,,Zusammenleben ungleichnamiger Organismen® bezeichnet man nach DE BARY (1879)
als Symbiose. Dabei werden drei Grundformen unterschieden, die Ubergiinge sind allerdings

flieBend (STARR 1975):

1. Mutualismus — beide Organismen ziehen einen Nutzen aus der Beziehung,

2. Kommensalismus — ein Organismus zieht Nutzen aus der Beziehung, ohne dem anderen

zu schaden und
3. Parasitismus — ein Organismus lebt auf Kosten des anderen Organismus (seines Wirts).

Wechselwirkungen unter Beteiligung hoherer Pflanzen finden in verschiedenen Formen statt:
Mutualistischer Natur sind z. B. Mykorrhiza und die Beziehungen mit Stickstoff-fixierenden
Bakterien, dagegen sind solche mit zwei beteiligten hoheren Pflanzen meist parasitischer
Natur. Man schétzt, dal rund 1 % aller Bliitenpflanzen, also rund 3000 Arten, Parasiten sind.
Ein Merkmal parasitisch wachsender Pflanzen ist ihre Fahigkeit, einen Kontakt zum
Gefallsystem ihres Wirts herzustellen. So konnen sie, je nach Art, Wasser, Néhrsalze oder
auch Metaboliten dem Wirt entziehen. Die Abhéngigkeit von der Wirtsversorgung variiert
dabei von Art zu Art. Die Klassifizierung der Parasiten erfolgt nach dem Organ, an dem sie
ithre Verbindung zum Wirt herstellen (Wurzel- oder SproBparasiten) und nach dem
Vorhanden- oder Nichtvorhandensein von Chlorophyll (Hemi- oder Holoparasiten) (STEWART
et al. 1989). Etwa 60 % der Parasiten sind Wurzelparasiten und 20 % Holoparasiten.
Parasitische Pflanzen findet man in mindestens siebzehn Familien. Acht von ihnen sind von
besonderem Interesse, da sie Parasitenarten umfassen, die agronomisch wichtige Pflanzen,
zum  Beispiel Getreidearten, befallen:  Santalaceae, Viscaceae, Loranthaceae,
Convolvulaceae, Lauraceae, Balanophoraceae, Orobanchaceae und Scrophulariaceae.
Neuere Untersuchungen der rRNA-Gene zeigten jedoch, daB3 die klassische Trennung in die
zwei selbstindigen Familien Orobanchaceae und Scrophulariaceae nicht linger haltbar ist
(NICKRENT und DUFF 1996). Parasiten, die man zu den Scrophulariaceae zdhlt, sind
Wurzelparasiten (parasitische Unkrduter). Viele Gattungen der Scrophulariaceae sind
agronomisch bedeutsam: Alectra, Buchnera, Melampyrum, Odontites, Rhamphicarpa,
Rhinanthus, Seymeria und Striga (MOLAU 1995, RICHES und PARKER 1995). Den grof3ten

landwirtschaftlichen Schaden richten die obligaten Parasiten der Gattungen Striga und



2 Einfithrung

Orobanche (aus der Familie der Orobanchaceae) an.

1.2 Striga spp.

Zur Gattung Striga zahlt man derzeit 41 Arten (RAYNAL-ROQUES 1996), elf davon befallen
Feldfriichte. Die meisten Striga-Arten parasitieren Monokotyledonen, mit einer Ausnahme:
Striga gesneroides befillt nur Dikotyledonen. Betroffen sind vor allem Mais (Zea mays),
Sorghum (Sorghum bicolor), Pearl-Millet (Pennisetum glaucum), Finger-Millet (Eleusine
coracana), Reis (Oryza sativa) und Kuhbohne (Vigna unguiculata). Dariiber hinaus werden
auch Zuckerrohr (Saccharum spp.), Liebesgras (Eragrostis tef), SiBkartoffel (Ipomoea
batatas) und ErdnuB (4rachis hypogaea) befallen. Die Zahl der Wirte unter den Wildpflanzen
ist unbekannt. Striga wird heute als einer der groften Schéidlinge weltweit bezeichnet
(PARKER und RICHES 1993, MACILWAIN 1999). Das Hauptausbreitungsgebiet liegt in den
semi-ariden Gebieten Afrikas und Teilen Asiens. Es wird geschitzt, dal mehr als 73 Mha
landwirtschaftlich genutzter Flichen betroffen sind. Zwei Drittel dieser Felder sind so stark
mit Striga infiziert, dafl die Ertridge an Feldfriichten empfindlich reduziert sind. Gemittelt {iber
ganz Afrika liegen die Einbuflen bei rund 40 %. Das entspricht einem jéhrlichen Verlust von
umgerechnet sieben Milliarden US$ (MBOOB 1986). In bestimmten Gebieten Afrikas
(Athiopien und Sudan) erreichen die Verluste sogar 65-100 % (LAGOKE et al. 1991). Damit
ist Striga einer der limitierenden Faktoren in der Nahrungsmittelproduktion fiir iiber 300
Millionen Menschen in Afrika (BABALEYE 1989). Der Name Striga leitet sich vom
lateinischen strix, strigis ab, was ,Hexe*“ bedeutet. Auch die englische Bezeichnung
witchweed bedeutet Ahnliches, nimlich Hexenkraut. Beide Bezeichnungen beschreiben das
gleiche Phdnomen: Durch den unterirdischen Wurzelangriff des Parasiten zeigen
Wirtspflanzen schon eine Schiddigung, bevor iiberhaupt eine Striga-Pflanze oberirdisch
sichtbar wird — die Wirtspflanzen sind ,,verhext”. Probleme in der tropischen Landwirtschaft

bereiten hauptsichlich drei Arten (PARKER und RICHES 1993):

— §. asiatica auf Getreide,

— 8. gesneroides auf Leguminosen (z. B. Kuhbohne) und Tabak (Nicotiana tabacum),
— S. hermonthica auf Getreide.

Die Mitglieder der Gattung Striga sind sehr anpassungsfahig. So ist zu befiirchten, dafl neben
den drei oben genannten in Zukunft auch weitere Striga-Arten Kulturpflanzen befallen

konnen, zum Beispiel S. aspera oder S. angustifolia (RAYNAL-ROQUES 1994).
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1.3 Striga hermonthica (Del.) Benth.

und Striga senegalensis Benth.
1.3.1 Vorkommmen und Eigenschaften

Striga hermonthica (Del.) Benth.

Striga hermonthica (Del.) Benth. ist im tropischen Afrika weit verbreitet, von den semi-ariden
Gebieten in Athiopien und dem Sudan bis zu den feuchten Savannen Westafrikas und dem
Victoriasee-Becken im Osten. Im Siiden erstreckt sich das Verbreitungsgebiet bis nach
Angola und Namibia, die nordlichen Ausldufer reichen bis nach Stidwestarabien. Auerhalb
Afrikas findet man S. hermonthica auch auf Madagaskar, im Jemen sowie in Saudi-Arabien

(MUSSELMAN 1987) (Abb. 1-1).

Abb. 1-1: Verbreitung von Striga hermonthica — Hauptverbreitungsgebiete schwarz gefarbt
(nach MUSSELMAN et al. 1988).

Der Ursprung von S. hermonthica konnte im Nuba-Gebirge des Sudan und in angrenzenden
Gebieten Athiopiens liegen (MUSSELMAN et al. 1988). Grund fiir diese Annahme ist das
hiufigere Auftreten von S. hermonthica auf Wildgrasern in diesen Gebieten, vor allem auf
Setaria incrassata. Dagegen spricht die sehr schnelle Entwicklung und Verbreitung von
S. hermonthica in Athiopien in den letzten hundert Jahren. Letztere konnte jedoch auch in der
intensivierten Landwirtschaft begriindet liegen (PARKER und RICHES 1993). S. hermonthica

wird zwar als tropische Pflanze angesehen, in Athiopien aber wurde sie auch schon bis in
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Hohen von 2500 m gefunden (E. Kuiper, F. Reda und J. A. C. Verkleij'). Das Klima dort ist
eher mediterran mit gelegentlichem Nachtfrost. Diese Beobachtung 146t vermuten, da3 die in
Athiopien wachsenden S. hermonthica-Pflanzen an niedrigere Temperaturen angepalt sind.
Eine solch angepalite Form ist vermutlich auch in der Lage, in Teilen Europas zu tiberleben —
eine nicht zu unterschidtzende Gefahr! S. hermonthica parasitiert nicht nur Getreide, sondern
auch Wildgriaser werden befallen: Setaria incrassata, Sorghum arundinaceum, Sorghum
sudanese, Rottboelia cochinchinensis, Eleusine indica, Paspalum scrobiculatum, Aristida,

Brachiaria, Cymbopogon und Digitaria.

S. hermonthica-Pflanzen (Abb. 1-2) sind behaart, ihr SprofB ist fasrig mit quadranguldrem
Querschnitt. Die Pflanzen erreichen gewohnlich eine Hohe von 30—40 cm, in Ausnahmefillen
auch 100-150 cm. Die Blitter sind von lanzettenformiger Gestalt mit einer Linge von 2,5—
7,5 cm und einer Breite von bis zu 2 cm. Der lange Bliitenstand umfaf3t viele Bliiten, von
denen in der Regel sechs bis zehn gedffnet sind. Die Bliitenfarbe variiert von lila bis rosarot,
aber auch weille Bliitenblatter sind schon beobachtet worden (MUSSELMAN und HEPPER 1986,
MOHAMED 1994). S. hermonthica ist strikt allogam (MUSSELMAN und PARKER 1982), die
Bestdubung erfolgt iiber Insekten. Eine einzelne Pflanze produziert bis zu einer halben
Million winziger Samen mit einer durchschnittlichen Liange von 0,45 mm (MUSSELMAN und
PRESS 1995). Die Keimfahigkeit der Samen kann bis zu 20 Jahre betragen (DOGGETT 1988).
Die hohe Zahl an Samen und deren lange Keimfédhigkeit fithren zu einer schnellen Anhdufung
keimfdhiger Samen im Boden. Dadurch steigt der Infektionsdruck auf dort angebaute

Wirtspflanzen von Jahr zu Jahr.

Striga senegalensis Benth.

Neuere Arbeiten erwidhnten S. senegalensis Benth. als ein Synonym fiir S. hermonthica
(HEPPER 1984, MUSSELMAN 1987, PARKER und RICHES 1993) oder verwendeten die
Bezeichnung nicht mehr (MUSSELMAN und HEPPER 1986 und 1988, RAYNAL-ROQUES 1987,
MOHAMED et al. 1996). Okonkwo benutzte in seinen frithen Arbeiten die Bezeichnung
S. senegalensis und nannte als Synonym S. hermonthica (OKONKWO 1964, 1966a und 1966b).
Spéter ging (auch) er zur alleinigen Bezeichnung S. hermonthica iiber (OKONKWO 1991 und

1996). HEMSLEY (1906) fiihrte S. senegalensis dagegen als eigenstindige Art auf.

"E. Kuiper, F. Redaund J. A. C. Verkleij, personliche Beobachtung,
Dept. of Ecology and Ecotoxicology of Plants, Vrije Universiteit Amsterdam, Amsterdam, Niederlande,
verdffentlicht im Internet (1.4.2001) unter http://www.bio.vu.nl/vakgroepen/plantecologie/weeds/species.html



Abb. 1-2: Striga hermonthica (Del.) Benth.
1) starker Befall von Sorghum bicolor im Feld (Mali, 1995):
blihende S. hermonthica-Pflanzen, dazwischen diirre Sorghum-Stengel,
2) S. hermonthica befallt Sorghum bicolor-Wurzel — Sprof3entwicklung und Blattanlagen
nach dem Attachment im In vitro-Versuch,
3) Blltenstand von S. hermonthica aus Kenia (Ernte 1994), Wirtspflanze:
Sorghum bicolor-Varietat M-35-1 im Topfversuch (Gewachshaus, 1997)

Danach sollte es sich bei S. senegalensis um eine sehr eng mit S. hermonthica verwandte
Form handeln, die sich, verglichen mit S. hermonthica, durch eine kleinere Bliitenform
auszeichnete. Weitergehende physiologische oder genetische Unterscheidungsmerkmale
waren aber nicht bekannt. Fiir S. senegalensis wurden von Hemsley Herbarbelege aus dem
Senegal, Gambia, Nigeria und Niger aufgefiihrt, fiir S. hermonthica Belege aus Athiopien,
Uganda und Arabien.
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1.3.2 Lebenszyklus

Der Lebenszyklus von Striga hermonthica ist sehr komplex und an den ihrer Wirte angepalt.
Das folgende Schema (Abb. 1-3) veranschaulicht den Ablauf der Entwicklung vom Samen bis
zur adulten Pflanze und die vielfdltigen Interaktionen zwischen Parasit und Wirtspflanze. Die
einzelnen Stadien und Beziehungen sollen dann im Anschlu3 ndher erldutert werden. Bei
deren Beschreibung werden auch Beobachtungen und Versuchsergebnisse verwendet, die
nicht speziell fiir S. hermonthica gefunden worden sind, sondern fiir andere Striga-Arten. Die

beschriebenen Sachverhalte lassen sich aber auch auf S. hermonthica tibertragen.
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Zeitlicher Ablauf:

Nach dem Attachment, der Penetration und dem Anschlul® des Parasiten an das Gefallsystem des
Wirts dauert es rund flinf Wochen, bis oberirdische Pflanzenteile von S. hermonthica sichtbar werden.
Zwei Wochen spater beginnen die Pflanzen zu blihen. Nach der Bestdubung dauert es bis zur

Samenreife zwei Wochen. Weitere zwei Wochen spater werden die Samen freigesetzt.

Abb. 1-3: Lebenszyklus von Striga hermonthica — Wirt-Parasit-Wechselwirkungen.
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1.3.2.1 Samenverbreitung

Bei der Verbreitung von Striga-Samen spielt der Wind keine entscheidende Rolle. Die Samen
sind aber so winzig, dal3 sie an Saatgut, Kleidung, weidenden Tieren, Materialien, Gerdten
oder Fahrzeugen haftend, auch {iber weite Strecken von Feld zu Feld verschleppt werden
konnen, ohne daf} sich die Verantwortlichen dieses Umstands bewuf3t sind. Untersuchungen
des auf lokalen Mérkten in Nigeria angebotenen Saatguts von Sorghum, Kuhbohne, Mais und
Millet zeigten in 64 % der Proben eine Kontamination mit Striga-Samen. Die am starksten
belasteten Proben enthielten mehr als 300 Striga-Samen pro 1-3 kg Saatgut (BERNER ef al.
1994).

1.3.2.2 Keimruhe

Nach ihrer Verbreitung durchlaufen die Samen erst eine Phase der primdren Keimruhe. In
dieser Phase sind die Samen nicht keimfdhig. Grund hierfiir ist moglicherweise das
Vorhandensein von Hemmstoffen in der Samenschale, in der darunterliegenden
Aleuronschicht oder im Speichergewebe (Endosperm), die erst abgebaut werden miissen. Aus
Untersuchungen an Striga asiatica kam EGLEY (1972) zum Schluf, dal vermutlich auch eine
intakte Aleuronschicht die Entwicklung der Keimwurzel und damit die Keimung mechanisch
verhindern kann. Bei S. hermonthica wurde meist eine mittlere Dauer von fiinf bis sechs
Monaten fiir die primire Keimruhe ermittelt (GBEHOUNOU et al. 1996). Erst nach Ablauf
dieser Nachreifezeit, der Zeitpunkt fillt dann (in Afrika) in etwa mit dem Ende der
Trockenzeit zusammen, kann die Keimung induziert werden. Dieser Mechanismus verhindert
eine vorzeitige Keimung bei ungiinstigen Bedingungen: In der Trockenzeit gibt es zu wenig
Wasser und keine Wirtspflanzen, die parasitiert werden konnten. Die Angaben fiir die
minimale Dauer der primdren Keimruhe variieren. So wurden Zeitrdume von weniger als vier
Monaten aber sogar auch von nur zwei Wochen beschrieben (KUIPER ef al. 1996b). Die Dauer
hiangt auch von der jeweiligen Wirtspflanze ab, ob es sich z. B. um Pearl-Millet, Mais oder
Sorghum handelt (GBEHOUNOU et al. 1996). Ob und wie die Keimruhe vorzeitig gebrochen
werden kann, dariiber gibt es in der Literatur widerspriichliche Angaben (SAUNDERS 1933,
EGLEY 1972, PATTERSON 1987, WORSHAM 1987). FRENCH und SHERMAN (1976) beschrieben
fiir Aeginetia indica aus der Familie Orobanchaceae, daf} die Dormanz durch Behandlung mit

Natriumhypochlorit gebrochen werden konnte.
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1.3.2.3 Konditionierung

Mit dem Einsetzen der ersten Niederschldge in der nichsten Regenzeit nehmen die Samen
Wasser auf und quellen. Doch in diesem Zustand konnen die Samen noch nicht keimen. Vor
der Keimung miissen sie erst eine gewisse Zeit in feuchter Atmosphére lagern. Diese
Inkubation bezeichnet man als Konditionierung oder Vorkonditionierung (engl. conditioning
oder preconditioning). Der Temperaturbereich, der fiir die Konditionierung geeignet ist, liegt
bei 12-35°C (VALLANCE 1950, AFLAKPUI et al. 1996). Fiir die Konditionierungsdauer
schwanken die Angaben in der Literatur von einigen Tagen bis zu fiinf Wochen (PATTERSON
1987, EJETA et al. 1993). Welche biochemischen Prozesse bei der Konditionierung genau
stattfinden, ist noch nicht geklirt. Bei Orobanche crenata fand man eine Erhdhung der
Gibberellinsdure (GAj)-Aktivitdt wihrend der Konditionierung um das 10fache (BERGMANN
1992). Desweiteren werden vor allem noch folgende drei Thesen diskutiert: a) Es werden
Inhibitoren der Keimung ausgewaschen, b) zur Keimung nétige Cofaktoren und Substrate
werden gebildet oder c) die Permeabilitit der Samenstruktur (moglicherweise der
Aleuronschicht) wird erhoht (WORSHAM 1987). Uberlange Konditionierung (10-14 Wochen)
fiihrt von der Verminderung bis zum volligen Verlust der Keimfahigkeit: Man spricht von
feuchter Keimruhe (engl. wet dormancy) oder sekundidrer Keimruhe (VALLANCE 1951,

PIETERSE et al. 1984).

1.3.2.4 Keimung

Die Keimung von Striga hermonthica wird durch einen chemischen Stimulus ausgel0st.
Mehrere Stoffe sind als Keimungsstimulantien bekannt (Abb. 1-4). Natiirliche
Keimungsstimulantien werden von den Wurzeln verschiedener Pflanzen abgegeben.
Moglicherweise werden aber Stoffe auch erst im Boden, z. B. durch Mikroorganismen in der
Rhizosphére, in keimungsinduzierende Formen umgewandelt oder in ihrer Aktivitit verdndert
(WEGMANN 1996). 1966 identifizierten Cook et al. das erste natiirliche Keimungsstimulans:
Strigol, abgegeben vom Nicht-Wirt Baumwolle (Gossypium hirsutum) (COOK et al. 1966).
Strigol, eine Sesquiterpenverbindung, induziert die Keimung von S. hermonthica schon bei
einer Konzentration von 10™° M. 1973 wurde die Réntgenstruktur bestimmt (COGGON et al.
1973). Spéter fand man Strigol u. a. auch bei den Wirten Sorghum und Proso-Millet (Panicum
miliaceum). In der Folge wurden weitere keimungsinduzierende Stoffe identifiziert:
Sorgolacton wurde von Sorghum bicolor-Wurzeln isoliert. Alectrol, ein strukturverwandter

Stoff des Strigols, wird von der Kuhbohne ausgeschieden und induziert die Keimung von
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Alectra vogelii sowie unter den Striga-Arten zumindest die Keimung von S. hermonthica und

S. gesneroides (MULLER et al. 1992).
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Abb. 1-4: Molekilstrukturen verschiedener Keimungsstimulantien von Striga spp.
1) Strigol, 2) Alectrol, 3) Sorgolacton, 4) GR 24 und 5) Dihydrochinon des Sorgoleon

Dariiber hinaus wurden auch noch andere Strigol-Analoga mit keimungsinduzierender
Wirkung gefunden. Die gesamte Gruppe dieser Stoffe wird als Strigolactone bezeichnet
(BUTLER 1995). Ein Jahr nach der ersten Rontgenstruktur gelang 1974 zwei Arbeitsgruppen
unabhingig voneinander die Totalsynthese von Strigol (HEATHER ef al. 1974, MACALPINE et
al. 1974). Neben Strigol wurden auch viele verwandte Molekiile mit keimungsinduzierender
Wirkung synthetisiert. Diese Gruppe von Stoffen wird auch als GR-Substanzen bezeichnet.
Woher die Bezeichnung ,,GR* stammt, dariiber gibt es unterschiedliche Meinungen: a) GR
steht fiir Germination Regulator (engl.), also Keimungsregulator, b) fiir Germination Releaser
(engl.), Keimungsausloser, oder aber c¢) es sind die Anfangsbuchstaben des mit der

Entwicklung beschiftigten Chemikers Dr. G. Rosebery (JOHNSON ef al. 1976). Die hochste
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Aktivitdt besitzen GR 7 und GR 24. GR 24 wurde 1981 zum ersten Mal synthetisiert
(JOHNSON et al. 1981) und dient in vielen Untersuchungen als Standard fiir die
Keimungsinduktion. GR 24 wird als Racemat von vier Stereoisomeren hergestellt. Nur das
Stereoisomer mit der gleichen stereochemischen Konfiguration wie Strigol und Sorgolacton
hat die hohe keimungsinduzierende Wirkung in der GréBenordnung von Strigol. Zu einer
anderen Gruppe keimungsinduzierender Stoffe gehort das Sorgoleon (CHANG et al. 1986).
Sorgoleon wird u. a. von Sorghum produziert. Seine keimungsinduzierende Wirkung liegt
eine GroBenordnung unter der des Strigols. Dariiber hinaus ist es weit weniger stabil als
Strigol und kaum wasserldslich. Sorgoleon wird unter den Keimungsstimulantien nur eine
Nebenrolle zugeschrieben (BUTLER 1995). Das Haupt-Keimungsstimulans bei Sorghum ist
Sorgolacton (HAUCK et al. 1992). Strigol ist das Haupt-Keimungsstimulans bei Mais und
Proso-Millet sowie von nachgeordneter Bedeutung bei Sorghum (SIAME et al. 1993). Die
Aktivitdten der von verschiedenen Sorghum-Varietdten abgegebenen Keimungsstimulantien,
d. h. deren Fihigkeit zur Keimungsinduktion, variieren um das 10°fache (WEERASURIYA et al.
1993). Die o. g. Keimungsstimulantien sind nur die mit den mengenméifig bedeutendsten
Anteilen in den Exsudaten. Viele Pflanzen produzieren jedoch eine Kombination — ein ganzes
Bouquet an verschiedenen Keimungsstimulantien in unterschiedlichen Mengen.
WOLLENBERG (1998) fand Hinweise darauf, daB verschiedene Sorghum-Varietiten
keimungsinduzierende Stoffe abgeben, die sich in ihrem Laufverhalten in der
Diinnschichtchromatographie unterscheiden. Welcher Teil der Wurzeln einer Wirtspflanze die
Keimungsstimulantien produziert, ist unklar. REDA et al. (1994) fanden fiir Mais, dal3 die
alteren Wurzelbereiche die groflite Menge an Stimulantien produzierten und dal3 die Fahigkeit
zur Wurzelspitze hin abnahm. Dagegen ermittelte OKONKWO (1991) das Gegenteil: Hier
produzierten hauptsichlich die jiingeren Wurzeln Keimungsstimulantien. Neben den in
Wirtswurzelexsudaten gefundenen Stoffen gibt es noch eine ganze Reihe von Substanzen, die
in der Lage sind, die Keimung von S. hermonthica zu induzieren. Sie miissen allerdings in
wesentlich hoheren Konzentrationen eingesetzt werden. Beispiele sind Thioharnstoff und
Allylthioharnstoff (BROWN und EDWARDS 1945), Cytokinine wie Kinetin und Zeatin
(YOSHIKAWA et al. 1978), Thidiazuron (N-phenyl-N"1,2,3-thidiazol-5-yl-urea mit Cytokinin-
ahnlicher Wirkung) (BABIKER et al. 1992, LOGAN und STEWART 1995), Coumarin-Derivate
(WORSHAM et al. 1959), Jasmonat (YONEYAMA et al. 1998) und Natriumhypochlorit (HSAIO
et al. 1981). Gibberellinsdure wirkt bei verschiedenen Striga-Arten unterschiedlich: GAj
induziert z. B. die Keimung von S. angustifolia (WORSHAM 1987), die von S. asiatica aber

erst nach Verletzen der Samenschale (HSIAO et al. 1988). Uber den Wirkmechanismus der
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Stimulantien ist wenig bekannt. Im Fall der Strigolactone werden als fiir die Stimulierung
wichtige Strukturen die a,b-ungesittigte Vinyletherbindung und der D-Ring beschrieben, und
es wird folgender molekularer Mechanismus vorgeschlagen (NEFKENS et al. 1997): Das
Nucleophil eines Proteinrezeptors addiert an die Vinyletherbindung des Stimulans. Dies fiihrt
zum Bruch der Vinyletherbindung und zur Eliminierung des D-Rings. Das verbleibende
Ringsystem (ABC) ist dann kovalent an den Rezeptor gebunden. Diese Konformation ist dann
der mogliche Start einer Signaliibertragungskette. BOONE et al. (1995) stellten dagegen die
These auf, dafl nur der D-Ring fiir die Induktion wichtig wire. Zu diesem Schlul kamen sie
durch den Vergleich der Strukturen des D-Rings von Strigol mit dem Dihydrochinon des
Sorgoleon. Dieser Ansicht widersprachen aber WIGCHERT und ZWANENBURG (1999), die die
mechanistische Ubereinstimmung als nicht gegeben ansahen. Ethylen und Ethylengeneratoren
wie Ethephon (2-Chlorethanphosphonsiure, engl. 2-chloroethyl-phosphonic acid, CEPA)
induzieren die Keimung von Striga (EGLEY und DALE 1970, CHANCELLOR ef al. 1971, EPLEE
1975), nicht aber die von Orobanche (EDWARDS et al. 1976). Dariiber hinaus wird Ethylen
auch bei der Stimulierung durch Strigol (BABIKER ef al. 1993), Sorghum-Wurzelexsudate und
GR 24 (JACKSON und PARKER 1991, LOGAN und STEWART 1991) von S. hermonthica
endogen gebildet. Umstritten bleibt, ob Ethylen Teil einer Signaliibertragungskette nach der
Stimulierung ist, was verschiedene Autoren favorisieren (PARKER und RICHES 1993), ob es
nur ein Keimungsstimulans unter anderen ist oder gar nur als Nebenprodukt bei der Keimung

anfallt.

Nach der Definition der International Seed Testing Association (ISTA) gilt die Keimung als
abgeschlossen, wenn alle fiir die weitere Entwicklung nétigen Strukturen vollstindig
vorhanden sind und sich unter gilinstigen Bedingungen eine Pflanze entwickeln kann. Davon
abweichend spricht man bei der Keimung parasitischer Pflanzen in Anlehnung an die
Mykologie bereits dann von ,gekeimt“, wenn die Keimwurzel (frither auch als
,Keimschlauch® bezeichnet) aus der Samenschale ausgetreten ist (BISCHOF und KOocH 1973,
SAHAI und SHIVANNA 1982). Bei der Ausbildung der Keimwurzel kommt es zundchst zum
Anschwellen der Mikropylarregion des Samens und dann zum Austritt eines fadenférmigen
Komplexes langgestreckter Zellen. Die Keimung tritt bei Striga meist innerhalb 24 Stunden
nach dem Stimulus ein. Von Spontankeimung ohne Induktion wurde in der Literatur berichtet
(VALLANCE 1950, KUST 1963, HSIAO ef al. 1979, FISCHER 1997). Die Angaben zur optimalen
Keimungstemperatur schwanken zwischen 25 und 35 °C, die Bandbreite der moglichen

Keimungstemperaturen reicht von 20 bis 40 °C (PARKER und RICHES 1993, AFLAKPUI et al.



12 Einfithrung

1996). Licht inhibiert die Keimung zumindest von S. asiatica, moglicherweise unter
Vermittlung des Phytochromsystems (EGLEY 1972). Alkalische Bedingungen hemmen die
Keimung von Striga. Grund hierfiir ist eventuell die Inaktivierung der Keimungsstimulantien

unter diesen pH-Bedingungen (BROWN et al. 1949).

Neben Keimungsstimulantien wird auch die Existenz von Keimungsinhibitoren diskutiert.
Stoffe mit inhibitorischer Wirkung wurden bereits aus Wurzelexsudaten von Sorghum-
Varietiten isoliert (WEERASURIYA et al. 1993). Uber deren Struktur ist allerdings nichts
bekannt. Keimungsinhibition kann auch die Folge zu hoher Konzentrationen eines
Keimungsstimulans sein: Durch die hohe Konzentration des Stimulans wird das
Elongationswachstum der Keimwurzel gehemmt, und das sichtbare Merkmal der Keimung
fehlt. Neben kiinstlichen Keimungsstimulantien koénnten ebenso auch Keimungsinhibitoren

(natiirliche wie kiinstliche) eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Striga spielen.

1.3.2.5 Haustorium

Nach der Keimung ist Striga hermonthica darauf angewiesen, moglichst schnell den Kontakt
zu einer Wirtswurzel herzustellen. Die Meristemzellen der Keimwurzel zeigen ein
longitudinales Streckungswachstum, um in die Néhe einer Wirtswurzel zu gelangen (SMITH et
al. 1990). Dabei kann die Keimwurzel eine Lénge von 5-10 mm erreichen. Ob die
Wachstumsrichtung einem Chemotropismus unterliegt, ist unklar (PEARSON 1913, DIXON und
PARKER 1984, RIOPEL et al. 1986). Der nichste Schritt ist die Ausbildung eines speziellen
Organs flr die Wasser- und Nahrstoffaufnahme vom Wirt an der Spitze der Keimwurzel: die
Bildung des primdren Haustoriums. Das Haustorium bildet die morphologische und
physiologische Briicke zwischen beiden Pflanzen (RIOPEL und TIMKO 1995). Diese Vorgédnge
miissen in kiirzester Zeit, l1dngstens wenige Tage nach der Keimung ablaufen, da der Samen
nur begrenzte Ressourcen bevorratet und der Keimling ansonsten abstirbt. Als Merkmale der
Haustorienbildung gelten: Einstellen des Streckungswachstums, dafiir radiales Wachstum der
corticalen Zellen an der Spitze und damit Verbreiterung der Spitze. Diese corticalen Zellen
des Apex werden auch als Papillenzellen und die verdickte Spitze der Keimwurzel in
Anlehnung an die mykologische Terminologie als Appressorium bezeichnet. Desweiteren
kommt es zur Ausbildung von Hérchen auf der Epidermis, besonders im vorderen Bereich der
Keimwurzel (NICKRENT et al. 1979, RIOPEL et al. 1986, SMITH et al. 1990). Die Harchen sind

mit einem klebrigen, hemicelluloseartigen Stoff bedeckt, der als eine Art Klebstoff zwischen
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Haustorium und Wirtswurzel dient. Den Kontakt mit einer Wirtswurzel bezeichnet man mit
dem englischen Begriff Attachment. Bei einem erfolgreichen Befall schlieBt daran die
Penetration des Haustoriums in die Wirtswurzel an. Dabei spielen Exoenzyme eine
entscheidende Rolle, dhnlich wie bei der Infektion mit pathogenen Pilzen. Dal} Phytoparasiten
in der Lage sind, zellwand-abbauende Enzyme abzugeben, zeigten SHOMER-ILAN (1993 und
1994) fiir Orobanche aegyptiaca, BROOKS (1995), BAUMANN (1996) und BACKER (1997) fiir
S. hermonthica. So wurden im Exsudat von S. hermonthica-Keimwurzeln u. a. folgende
Enzyme nachgewiesen: Exocellulase (EC3.2.1.91), Endocellulase (EC 3.2.1.4),
Endoxylanase (EC 3.2.1.8), Pektatlyase (EC 4.2.2.2), Polygalacturonase (EC 3.2.1.15),
Pektinmethylesterase (EC 3.1.1.11) und Pektinlyase (EC 4.2.2.10). Auch Peroxidase-Aktivitat
konnte nachgewiesen werden (Fe-Peroxidase, EC 1.11.1.7). Diese Daten passen zur gingigen
Vorstellung, dafl die Keimwurzel im Gewebe des Wirts zuerst entlang der Mittellamelle
vordringt. Dazu sind pektolytische Enzyme vonndten, u.a. Polygalacturonasen (fiir
Orobanche gezeigt: JOEL und LOSNER-GOSHEN 1994). Erst am Zentralzylinder sind
Cellulasen zum Abbau der Primdrwand erforderlich. Xylanasen konnen mit Cellulose
assoziierte Xyloglucane abbauen. Das Haustorium von Striga etabliert nur eine Verbindung
zum Xylem, wie elektronenmikroskopische Aufnahmen bewiesen haben (DORR 1997). Im
Gegensatz dazu etabliert Orobanche eine Verbindung sowohl zum Xylem als auch zum
Phloem, wobei letztere stirker ausgeprigt ist (PIETERSE 1979, PIETERSE und PESCH 1983).
Dies liegt wohl darin begriindet, da3 Orobanche als nicht-griiner Holoparasit génzlich auf die
Kohlenstoffversorgung durch den Wirt angewiesen ist im Gegensatz zum griinen
Hemiparasiten Striga mit eigener Photosynthese. Um die Kontaktzone herum kommt es zum
Dickenwachstum der Zellen und zur Ausbildung des Anschluf8organs, fiir das man neben der
Bezeichnung als Haustorium auch den Begriff Tuberkel findet. Das voll ausgebildete
Haustorium besteht aus drei Elementen: dem zentralen GefdBBkorper mit dem Xylem, dem
Hyalinkorper mit angrenzendem Phloem und dem Endophyten, dem Teil des Haustoriums im
Inneren der Wirtswurzel. Nach dem Anschlul an das GefdBsystem des Wirts setzt die
SproB3bildung ein, und es werden Adventivwurzeln an den unterirdischen Nodien gebildet (BA
1978, MUSSELMAN 1980). Ist das primire Haustorium etabliert, kann es in der Folge auch zur
Ausbildung von weiteren Haustorien, sogenannten sekundédren Haustorien kommen (PARKER
und RICHES 1993). Sekundire Haustorien haben Anschlu3 an die Wurzeln des gleichen Wirts
wie das primidre Haustorium, oder aber der Kontakt besteht zu anderen Pflanzen — Wirten
oder auch Nicht-Wirten. Unklar ist, ob diese sekundidren Haustorien funktional wichtig sind

fiir die Versorgung (MUSSELMAN 1980). In der Literatur geht man davon aus, da3 dhnlich wie
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bei der Keimung auch zur Einleitung der Haustorienbildung ein Stimulus erforderlich ist
(RIOPEL und MUSSELMAN 1979, SMITH et al. 1990). Als Haustorialinduktoren werden
phenolische Substanzen beschrieben, aber auch Cytokinine hétten die Fahigkeit zur Induktion
(BABIKER et al. 1992). Als Haustorialinduktor u. a. von S. asiatica konnte 2,6-Dimethoxy-p-
benzochinon (engl. 2,6-dimethoxy-benzoquinone, 2,6-DMBQ) identifiziert werden (CHANG
und LYNN 1986, RIOPEL et al. 1986). 2,6-DMBQ wird aber wohl nicht direkt von Wurzeln der
Wirtspflanzen abgegeben, vielmehr ist wahrscheinlich, dal Umsetzungs- und Abbauprozesse
vorliegen konnten, die zu 2,6-DMBQ fithren. Benzochinone und Phenole sind héufig
auftretende Intermediate im Phenylpropanstoffwechsel und bei der Lignifizierung. Eine
ubiquitdr auftretende Verbindung, die Syringasdure, kann durch milde Oxidation mit
Peroxidasen in 2,6-DMBQ umgewandelt werden (FRICK 1996, FRICK et al 1996).
Peroxidase-Aktivitdt konnte in Exsudaten von S. hermonthica-Keimwurzeln nachgewiesen

werden (s. 0.).

1.3.2.6 Vegetatives Wachstum

Nach der Etablierung des Kontaktes zwischen Parasit und Wirt beginnt die Spro3entwicklung
von Striga hermonthica. Moglicherweise interagieren Parasit und Wirt auch {ber
Wachstumsfaktoren und Phytohormone miteinander. Der Chlorophyllgehalt im Gewebe des
Hemiparasiten Striga betrdgt nur 25-50 %, verglichen mit nicht-parasitischen Pflanzen
(STEWART 1987). Daher ist S. hermonthica darauf angewiesen, einen groflen Anteil der
Kohlenstoffverbindungen vom Wirt zu beziehen. Die Literaturangaben fiir den Kohlenstoff
(C)-Bezug vom Wirt liegen bei 2843 % des Kohlenstoffs (PRESS et al. 1987, GRAVES et al.
1989). WEBER (1993) berichtete sogar von Messungen bei Striga auf verschiedenen Hirsen,
die ergaben, dafl 38-85 % des gesamten Kohlenstoffs vom Wirt stammen wiirden. Die
Bestimmung des Anteils kann iiber '*C-Markierungsstudien erfolgen. Eine andere Methode
macht sich das Verhiltnis der beiden natiirlichen Kohlenstoffisotope '*C und "C im
Pflanzengewebe zunutze. C3-Pflanzen (Striga) und C4-Pflanzen (Sorghum) fixieren
Kohlenstoff aus CO, primédr auf unterschiedlichen Wegen. Die zur CO,-Fixierung
verwendeten Enzyme haben eine unterschiedliche Priferenz fiir die Substrate 12C02 und
PCO, — man spricht von Isotopendiskriminierung. C3-Pflanzen fixieren CO, iiber die
Ribulosebisphosphatcarboxylase mit einer hohen Priferenz fiir '*CO,, C4-Pflanzen dagegen
benutzen die Phosphoenolpyruvatcarboxylase, die weniger isotopenspezifisch arbeitet.

Aufgrund des Isotopenverhiltnisses im Gewebe von S. hermonthica kann so der Kohlenstoft-
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Bezug vom (C4-) Wirt berechnet werden.

1.3.2.7 Auswirkungen auf den Wirt

Der Befall mit S. hermonthica fiihrt bei den Wirtspflanzen zu reduziertem Wachstum
(geringere Hohe, reduzierte Blattfliche), Welke, Chlorosis der Blétter und reduziertem Ertrag.
Das Verhiéltnis von Sprof3 zu Wurzel wird besonders bei Getreide klein. Durch die geringere
Blattfliche und den niedrigeren Wuchs (stirkere Selbstbeschattung) kommt es zu einer
verringerten Netto-Assimilationsrate. Ebenso steigt der C-Verlust durch Respiration. Die
Photosyntheserate wird stark reduziert, sie betrdgt weniger als 50 % verglichen mit nicht-
infizierten Pflanzen (GURNEY ef al. 1995, FROST et al. 1997). Als Grund fiir diese Symptome
wird die Existenz eines Toxins diskutiert, mit dem Striga ihren Wirt ,vergiften konnte
(MUSSELMAN 1980, PARKER 1984, PRESS ef al. 1990, EJETA et al. 1993). Die Phinomene
konnten aber auch durch die Annahme einer Wasserstresituation, hervorgerufen durch
Striga, erklart werden (WEGMANN 1996). Die Spaltéffnungen von Striga reagieren nur
schwach auf Abscisinsdure (engl. abscisic acid, ABA) und sind daher fast immer gedffnet
(SHAH et al. 1987, SMITH und STEWART 1990). Daraus resultiert eine Transpirationsrate, die
z. T. mehr als das flinffache derer des Wirts betrégt. Durch die exzessive Transpiration von
Striga kommt es zu einem stdndigen SubstanzfluB vom Wirt zum Parasiten (engl. sink) und
zum Wassermangel in den Wirtswurzeln. Der Wassermangel oder ein Verwundungssignal
hervorgerufen durch das Haustorium koénnten die Produktion von ABA in den Wirtswurzeln
bewirken. Das ABA-Signal 16st beim Wirt das Schlieen der Stomata aus und fiihrt so zu
einer verminderten Photosyntheserate. In der Folge werden dann Seneszenzerscheinungen
deutlich (TAYLOR et al. 1996). Hohe ABA-Konzentrationen haben bei Sorghum auch den
Verlust der Samenanlagen zur Folge. Eine weitere Ursache fiir die Wirtssymptome konnte
auch der EinfluB3 von Striga auf die hormonelle Balance des Wirts sein (DRENNAN und EL
HIwEgRIs 1979).
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1.3.3 Kontrolle von Striga hermonthica

Mit unterschiedlichen Ansdtzen wird derzeit versucht, den Befall durch Striga hermonthica
einzuddmmen, die negativen Folgen zu minimieren und die weitere Ausbreitung zu stoppen.
Die Bekdmpfungsmafinahmen lassen sich in sechs Hauptgruppen einteilen:

1. Mechanische Kontrolle,

2. Chemische Kontrolle,

3. Physikalische Kontrolle,

4. Biologische Kontrolle,

5. Integrierter Anbau,

6. Resistenzziichtung.

1.3.3.1 Mechanische Kontrolle

Hacken und Jiten konnen bei leichtem Befall oder bei Erstbefall das Auftreten von Striga
einddmmen und die Anhdufung von Samen im Boden verhindern (DOGGETT 1984). Spéter
konnen die Maflnahmen die weitere Ausbreitung von Striga einschrinken und bei den
Wirtspflanzen den Néihrstoff- und Wasserentzug verursacht durch Striga mindern. Die
Auswirkungen des unterirdischen Befalls, also bevor Striga-Pflanzen iiberhaupt oberirdisch
sichtbar werden, wie z. B. die Storung der Entwicklung der Wirtspflanzen, lassen sich damit

nicht verhindern.

1.3.3.2 Chemische Kontrolle

Bodendesinfektionsmittel wie Methylbromid sind im Einsatz gegen Striga duflerst effizient.
Doch ihre Anwendung, z. B. die notige gasdichte Abdeckung der Behandlungsfldche, ist
kompliziert und aufwendig, und sie hat die Vernichtung aller im Anwendungsbereich
befindlichen Bodenorganismen zur Folge (EPLEE und LANGSTON 1971). Auch verschiedene
Herbizide, wie z. B. 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsdure, Auxin-Typ), Dicamba, Paraquat,
Trifluralin und Glyphosat, zeigten gewisse Erfolge (EPLEE und NORRIS 1995). Doch nicht
jede Anwendung ist erfolgreich: So konnte durch den Einsatz des Herbizids 2,4-D auf Feldern

von Kleinbauern in Cinzana, Mali (Westafrika) keine Verbesserung der Situation erzielt
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werden’. Auch sind unerwiinschte Auswirkungen auf die Bodenorganismen méglich, falls die
Herbizide (verstirkt) in den Boden gelangen. Antitranspirantien verringern die
Transpirationsrate der Pflanzen. Da Striga im Gegensatz zu Sorghum eine sehr hohe
Transpirationsrate zur Kiithlung benétigt, fiihrte in Gewéchshausversuchen der Einsatz von
Antitranspirantien schnell zum Hitzestre3 und schlieBlich zum Hitzetod von S. hermonthica
(PRESS ef al. 1989). In den USA wird eine sehr aufwendige Bekdmpfungsstrategie gegen
S. asiatica angewandt. Ethylen, ein gasformiges Keimungsstimulans (siehe Kap. 1.3.2.4),
wird in den Boden geleitet und fiihrt zur Suizidkeimung der Samen. Suizidkeimung heif3t:
Striga keimt aus — die Keimlinge sterben aber ab, da kein Wirt in der Néhe ist, der befallen
werden kann (EPLEE 1975, EGLEY et al. 1990). Dariiber hinaus wird die Idee diskutiert,
weitere kiinstlich hergestellte Keimungsstimulantien im Feld auszubringen, die eine
Suizidkeimung von Striga bewirken konnten (JOHNSON ef al. 1976). Doch die meisten
synthetischen Keimungsstimulantien sind dafiir zu instabil. Und selbst fiir die chemisch am
leichtesten zu synthetisierenden Stoffe, wie etwa GR 24, sind Aufwand und Kosten noch so
hoch, daB an ein flichendeckendes Programm nicht einmal in Ansédtzen zu denken ist. Durch
die Gabe von Stickstoffdiinger kann der Befall durch S. hermonthica verringert werden
(VERKLEU et al. 1994). Ammonium-Stickstoff hat einen direkten negativen Effekt auf die
Entwicklung von Striga, Nitrat-Stickstoff dagegen nicht. Ammonium-Stickstoff und in
geringerem Malle Nitrat-Stickstoff hemmen die Produktion von Keimungsstimulantien bei
Sorghum (PIETERSE 1996). Dem Einsatz von Bodendesinfektionsmitteln, Herbiziden, Ethylen
und Diinger ist eines gemein, sie iibersteigen bei weitem die finanziellen Moglichkeiten von

Kleinbauern in Afrika.

1.3.3.3 Physikalische Kontrolle

Bei der Solarisation werden die Felder mit einer Plastikfolie abgedeckt und die Seiten
verschlossen, so daf} ein Treibhauseffekt entsteht. Bei genligender Sonneneinstrahlung steigt
die Temperatur in den oberen 5-10 cm des Bodens auf 50-60 °C. Diese Temperatur ist flir die
Parasitensamen letal, vor allem wenn sie feucht sind. Nach 4-6 Wochen Behandlung wird
eine signifikante Reduktion der Samenzahl von Striga (EPLEE et al. 1984) und Orobanche
(LINKE et al. 1988) erzielt.

2 personliche Beobachtung, Cinzana, Mali, Westafrika, 1995.
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1.3.3.4 Biologische Kontrolle

Der Einsatz von Striga-Pathogenen wird im Rahmen einer biologischen Kontrolle diskutiert.
Als ,,Gegenspieler von Striga kommen Pilze und Insekten in Frage. Bei den Pilzen wurden
vor allem Vertreter der Gattung Fusarium untersucht: F. oxysporum, F.nygamai und
F. solani hemmten die Keimung von S. hermonthica (ABBASHER et al. 1996, CIOTOLA et al.
1996, SAVARD et al. 1997). Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, da3 F. nygamai
Samen von S. hermonthica penetriert und in ihnen sporuliert hat. Dies fiihrte zur Zerstérung
der Samen. Auch die Produktion von Phytotoxinen durch Fusarium spp. wurde beschrieben
(ABBASHER 1994). Verschiedene Insekten, die Antagonisten von Striga sind, wurden bereits
identifiziert. Doch die meisten Arten befallen auch Feldfriichte. Als mdgliche Kandidaten fiir
eine biologische Kontrolle kommen eventuell Smicronyx spp., Junonia orithya und
Stenoptilodes taprobanes in Betracht (BASHIR und MUSSELMAN 1984). Larven der Kéfer
Smicronyx spp. erndhren sich von den Samenkapseln von S. hermonthica und verhindern so
die Samenproduktion. Larven des Schmetterlings J. orithya fressen Blitter und Bliiten von
S. hermonthica (JOST et al. 1996). Verschiedene Autoren schlugen den Einsatz von
Mikroorganismen vor. Aus dem Boden von Sorghum-Feldern isolierte Stimme des
Bakteriums Azospirillum brasilense verringerten in In vitro-Tests die Keimung von Striga-
Samen und hatten dariiber hinaus einen wachstumsfordernden Effekt auf Sorghum
(BOUILLANT et al. 1996). Das Bakterium Pseudomonas syringae pathovar glycinea induzierte
die (Suizid-) Keimung von Striga-Samen durch die Abgabe von Ethylen (BERNER et al.
1999). Alle diese biologischen Kontrollmanahmen bergen die Gefahr in sich, daf} die
massive Freisetzung von Organismen auch schiddliche und eventuell unkontrollierbare Effekte

mit sich bringen konnte.

1.3.3.5 Integrierter Anbau

Sehr erfolgreich bei der Kontrolle von Striga ist der integrierte Anbau (PARKER und RICHES
1993). Bei der Rotation oder Fruchtfolge werden Trap-crops (engl., Fallenpflanzen) oder
Catch-crops (engl.) eingesetzt. Trap-crops, auch als Falsche-Wirte bezeichnet, induzieren die
Keimung des Parasiten, werden aber selbst nicht befallen. Die Keimlinge sterben schlieBlich
ab — auch hier handelt es sich um Suizidkeimung. So wird die Zahl der Samen im Boden
verringert. Beispiele fiir Falsche-Wirte sind Baumwolle, Sojabohne, Sonnenblume und
(resistente) Kuhbohne. Catch-crops sind Wirtspflanzen, auf denen sich der Parasit normal

entwickeln kann, wie z. B. Sudangrass (Sorghum sudanese). Catch-crops und
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Parasitenpflanzen miissen vor der Samenreife des Parasiten vom Feld entfernt werden. Einen
Kornertrag bringen die Catch-crops damit nicht, eventuell kann man die Pflanzen als
Viehfutter verwenden. Wenn man Catch-crops zur normalen Saison anbaut, ist das
unwirtschaftlich. In manchen Regionen aber ist der Anbau bei kurzen Regenfillen, die fiir den
normalen Anbau nicht ausreichen, moglich. Eine andere Methode ist das sogenannte
Intercropping (engl.). Auf einem Feld werden in Reihen nebeneinander Wirtspflanzen und
Falsche-Wirte, vorwiegend Leguminosen, gepflanzt. Ein gutes Beispiel hierflir ist der
gemeinsame Anbau von Sorghum und resistenter Kuhbohne. Die Kuhbohne induziert in ihren
Anbaureihen die Keimung, kann aber nicht befallen werden. Ein weiterer positiver Effekt ist
das Einbringen von Stickstoff in den Boden durch die Stickstoff-fixierende Wirkung der
Leguminosen, was auch zur Reduktion der Zahl an Striga-Pflanzen beitrdgt (REDDY et al.
1994). Dariiber hinaus kommt es zu einer breiten, bodennahen Ausbreitung der Kuhbohne auf
dem Feld. Durch den dichten Bewuchs des Bodens ist das Heranwachsen von Striga-
Pflanzen, die den Anschluf} an einen Wirt etablieren konnten, stark gehemmt3. So kénnen sich
die Wirtspflanzen gut entwickeln. Der absolute Ertrag ist durch die geringere Anbauflidche
zugunsten des Falschen-Wirts zwar reduziert, doch der zusétzliche Ertrag des Falschen-Wirts
bietet einen gewissen Ausgleich. Eine weitere alternative Anbaumethode ist das sogenannte
Transplanting (engl.). Dabei werden Sorghum-Samlinge erst auf Striga-freien Feldern
vorgezogen und dann auf infizierte Felder pikiert oder ,,transplantiert”. Dadurch erhalten die
Sorghum-Pflanzen einen Entwicklungsvorsprung gegeniiber Striga. Hieraus resultiert ein
kréaftigeres Wachstum der Sorghum-Pflanzen und ein hoherer Ertrag (DAWOUD et al. 1996).
Beide Anbaumethoden sind fiir die Bauern problemlos durchfiihrbar. Die Methoden bediirfen

keiner komplizierten Techniken, und es fallen keine Kosten fiir Diinger oder Chemikalien an.

1.3.3.6 Resistenzziichtung

Die Ziichtung Striga-resistenter Pflanzen ist, falls es gelingt solche Pflanzen herzustellen,
langfristig gesehen die erfolgversprechendste Methode zur Kontrolle von Striga. Doch was
heilt eigentlich resistent? Als erstes soll hier die Terminologie fiir die verschiedenen

moglichen Genotypen gekldrt werden (WEGMANN 1996):

3 personliche Beobachtung, Mali, Westafrika, 1995.
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— suszeptibel:
ein Genotyp, der von Striga befallen wird und Parasitenpflanzen zum Auflaufen bringt.

Der Ertrag ist bei Befall (deutlich) reduziert, bis zum Totalausfall.

— tolerant:
ein Genotyp, der gleich viele Striga-Pflanzen wie ein suszeptibler zum Auflaufen bringt,

dessen Ertrag aber nicht oder gering(er) reduziert ist.

— resistent:
ein Genotyp, der in einem Striga-infizierten Feld keine Striga-Pflanzen zum Auflaufen
bringt oder zumindest deutlich weniger als suszeptible Varietiten. Dadurch wird eine
Zunahme der Striga-Samenzahl im Boden vermieden - der Infektionsdruck wird nicht
erhoht. Der Ertrag ist gegeniiber nicht-infizierten Feldern gleich oder bei Striga-Befall

zumindest deutlich geringer reduziert als bei suszeptiblen Varietéten.

Spricht man von Resistenz oder Toleranz, so miissen sowohl Wirt als auch Parasit betrachtet
werden. Beim Wirt, Falschen-Wirt oder Nicht-Wirt konnen verschiedene Resistenzfaktoren
vorliegen. Diese konnen auch additiver Natur sein. Der Parasit, obwohl von der gleichen Art,
kann unterschiedlich virulent sein: So diskutiert man bei Striga die Existenz von
verschiedenen ,,Stimmen* oder ,,Biotypen®, also Unterscheidungen unterhalb des Artbegriffs
(EJETA et al. 1991). Die Entwicklung resistenter Varietiten ist in der Pflanzenziichtung
vorrangiges Ziel, bringen solche Pflanzen ihren Schutz doch selbst mit. Der kostspielige und
umweltgefdhrdende Einsatz von Chemikalien oder das Risiko aus der Freisetzung anderer
Organismen entfallen. Tolerante Pflanzen konnen nur ein Zwischenschritt sein, denn sie
verhindern nicht die Entwicklung von Striga und die Anhdufung von Samen im Boden.
Dadurch steigt der Infektionsdruck, Resistenzmechanismen koénnen so u. U. leichter
durchbrochen werden. Der Parasit Striga kann sich weiterentwickeln, anpassen und eventuell
neue Pflanzenarten befallen. Ein wichtiger Punkt bei der Entwicklung resistenter Pflanzen ist

die Kenntnis iiber mogliche Resistenzmechanismen.

1.3.3.6.1 Low stimulant

Low stimulant (engl.), iibersetzt ,,wenig stimulierend” — unter diesem Begriff versteht man
einen Resistenzmechanismus, bei dem Wirtspflanzen weniger Keimungsstimulans abgeben
als suszeptible Varietdten. Dies verringert die Zahl gekeimter Parasitensamen und mindert so
den Befall der Wirtspflanzen. Als einer der ersten beschrieb KUMAR (1940) diese Form der

Resistenz bei der Sorghum-Varietdt Bilichigan gegen Striga asiatica. Sorghum-Varietéten,
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die die Existenz eines solchen Resistenzmechanismus vermuten lassen, sind u. a. SRN 39,
555, Framida und IS-9830 (HESS et al. 1992). Es gibt aber eine ganze Reihe resistenter
Varietiten, die nicht vom Low stimulant-Typ sind. Sie induzieren die Keimung von Striga,
werden aber selbst nicht befallen. Soweit man bis jetzt weill, wird das Merkmal low stimulant

rezessiv vererbt und steht unter der Kontrolle von zwei oder mehr Genen.

1.3.3.6.2 Low haustorial

Verschiedentlich wird als moglicher Resistenzmechanismus low haustorial diskutiert (EJETA
et al. 1993, REDA et al. 1994). Der englische Begriff beschreibt analog low stimulant die
verringerte oder Nichtabgabe eines Haustorialinduktors. Ein solcher Mechanismus wiirde zum
Absterben der Keimlinge fiihren, da keine Haustorien ausgebildet werden konnten. FRICK et
al. (1996) konnten zeigen, daB3 das als mdglicher Hauptinduktor beschriebene 2,6-DMBQ aus
Syringasédure unter milder Oxidation mittels Peroxidase hergestellt werden kann. Syringasdure
ist ein ubiquitdr vorkommender Metabolit u. a. der Ligninbiosynthese, und Peroxidasen sind
in fast allen pathogenen Prozessen involviert. Peroxidase-Aktivitit konnte auch in
Keimwurzelexsudaten von S. hermonthica nachgewiesen werden (siche Kap. 1.3.2.5). Aus
diesen Griinden entsteht 2,6-DMBQ wohl bei der Interaktion des Parasiten Striga mit den
Waurzeln verschiedenster Pflanzen und ist somit ubiquitdr vorhanden. Somit ist low haustorial

kein zu erwartender Resistenzmechanismus (HELLER und WEGMANN 2000).

1.3.3.6.3 Inkompatibilitdt bei der Haustorialentwicklung

Fiir S. asiatica wird ein Resistenzmechanismus bei den Nicht-Wirten Salat (Lactuca sativa),
Studentenblume (7agetes erecta) und resistenter Kuhbohne beschrieben, der nach dem
Attachment wahrend der Penetration des Endophyten auftritt. Die endophytischen Zellen
degenerieren, bevor der Endophyt die Endodermis erreicht hat. HOOD et al. (1998) vermuteten
die Akkumulation phytotoxischer Substanzen. Unterstiitzt wird die These durch die

Beobachtung nekrotischer Rindenparenchymzellen im Bereich der Wirt-Parasit-Schnittstelle.

1.3.3.6.4 Hemmung der Parasiten-Exoenzyme durch Wirtswurzelexsudate

Die Keimwurzel der Wurzelparasiten scheidet Exoenzyme aus, um in das Gewebe der
Wirtswurzel eindringen zu konnen. Durch den Abbau bzw. die Desintegration von Stoffen

wie Pektin, Hemicellulose und Cellulose ist das Vordringen bis zum Zentralzylinder der
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Wirtswurzel moglich. Dort kann dann der AnschluB an das Wirtsgefdl3system erfolgen.
Stoffe, die der Wirt ausscheidet und die zur Reduktion der Exoenzymaktivitit fithren, sind ein

moglicher Resistenzmechanismus (HELLER und WEGMANN 2000).

1.3.3.6.5 Mechanische Resistenz

Die Lignifizierung von Zellwénden spielt als Schutz vor der Penetration durch eine
Keimwurzel wohl nur eine geringere Rolle als anfangs gedacht, da das Wachstum des
Haustoriums zuerst entlang der Mittellamelle erfolgt (JOEL und LOSNER-GOSHEN 1994).
Unterstiitzt wird diese Annahme durch den Nachweis pektolytischer Enzymaktivitdt in den
Keimwurzelexsudaten von S. hermonthica. Erst beim Erreichen des Zentralzylinders miissen
Zellwinde tiberwunden werden. Einige Pflanzen, die weniger von Striga befallen wurden,
zeigten verstdrkte Cellulosewiande (OLIVIER et al. 1991). Eine Sorghum-Varietit, fiir die

mechanische Resistenzfaktoren postuliert werden, ist N-13.

1.3.3.6.6 Vermeidung

Eine Wurzelstruktur der Wirtspflanzen, bei der wenige Wurzeln senkrecht nach unten
wachsen und erst in tieferen Bodenschichten eine horizontale Ausbreitung stattfindet,
verringert das Infektionsrisiko, da vorwiegend nur in den oberen Bodenschichten die
Parasitensamen keimfdhig sind. In tieferen Bodenschichten reicht der Sauerstoff fiir die
Keimung nicht aus (CHERIF ARI et al. 1990). Als alleiniger Resistenzfaktor geniigt dies wohl
nicht, einen Befall zu verhindern. Ein solcher Wurzelaufbau kann aber einen zusitzlichen
Beitrag zur Resistenz leisten. Ein Beispiel hierfiir ist die Sorghum-Varietit P-967083.

Moglicherweise spielt dieser Resistenzfaktor auch bei Framida eine Rolle.

1.3.3.6.7 Antibiosis — Phytohormonversorgung

Der Parasit ist auf stoffliche Wechselwirkungen mit dem Wirt angewiesen. So konnte eine
ungiinstige Phytohormonversorgung iiber die Wurzel der Wirtspflanze die weitere
Entwicklung des Parasiten stark einschrinken. Beobachtet wurde dies bei Lein (Linum
usitatissimum) und Sorghum-Varietiten (WEGMANN 1996). Da die Produktion von
Phytohormonen in sehr komplexe Regelkreise eingebunden ist, sind ziichterische Eingriffe

hier duflerst schwierig.
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1.3.3.6.8 Phytoalexine

Das Wort Phytoalexin ist griechischen Ursprungs und setzt sich aus phyton = ,,Pflanze* und
alexein = ,,sich verteidigen* zusammen. Erste Berichte iiber eine pflanzliche Abwehr findet
man zu Beginn des 20. Jahrhunderts (WARD 1905, BERNARD 1909, STAKMAN 1915). MULLER
und BORGER formulierten 1940 die These von einem Resistenzmechanismus in Pflanzen, bei
dem eine Abwehrsubstanz, ein Phytoalexin, die Hauptrolle spielt (MULLER und BORGER
1940). Eine Definition des Phytoalexin-Begriffs aus dem Jahr 1980 lautet: ,,Phytoalexine sind
niedermolekulare, antimikrobiell wirkende Stoffe, die von einer Pflanze beim Kontakt mit
Mikroorganismen oder Viren gebildet und akkumuliert werden® (DEVERALL 1982). Diese
sehr enge Definition von Phytoalexinen erfuhr bald darauf eine Erweiterung (BAILEY 1982).
Danach kommen als Ausloser der Phytoalexin-Synthese nicht nur Mikroorganismen oder
Viren in Betracht, sondern Stref3faktoren allgemein. Und die Wirkung von Phytoalexinen ist
nicht nur auf Mikroorganismen beschrankt (HEMLEBEN 1990, KuUc 1995). Phytoalexine sind
Stoffe des Sekunddrmetabolismus, die nicht konstitutiv gebildet werden, sondern deren
Produktion induziert werden mufB. Ausléser der Synthese sind verschiedene Reize,

StreBfaktoren und bestimmte Stoffe, sogenannte Elicitoren (Tab. 1-1).

Tab. 1-1: Elicitoren und Stref3faktoren — Beispiele.

Elicitoren (biotisch) StreRfaktoren (abiotisch)
— Stoffe von Pilzen und Bakterien — UV-Licht

(z. B. Zellwandbestandteile und Pektine)

— Temperatur (Hitze, Kalte)
— Viren und Tiere, z. B. Nematoden —  Schwermetallionen

(ihre Bausteine, Stoffwechselprodukte)
— Detergentien

— Pflanzenteile, z. B. Zellwandbestandteile

nach Verwundung
— Peptide, Enzyme
— Polysaccharide

— Fettsauren

Phytoalexine sind pflanzenspezifisch. Erfolgt ihre Produktion schnell genug und fiihrt diese
zu einer (ausreichend) hohen lokalen Konzentration, sind Phytoalexine (meist) toxisch fiir
Pilze, Bakterien und andere Parasiten. Sichtbares Zeichen der Abwehr ist die Ausbildung von
nekrotischen Flecken im Pflanzengewebe. Die These, dafl Phytoalexine auch beim Befall

durch Phytoparasiten wie Orobanche gebildet werden konnten, wurde erstmals von
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WEGMANN (1986) geduBlert. Nachgewiesen wurde dies fiir die resistente Sonnenblumen-
Varietit Helianthus annuus cv. 81-14, die Scopoletin gegen O. cumana, und fiir die
Kichererbsen-Varietit Cicer arietinum ILC 280, die Medicarpin und Maackiain gegen
O. crenata bildet (WEGMANN ef al. 1991). Als Phytoalexine bei Sorghum sind Apigeninidin
und Luteolinidin bekannt, allerdings konnten sie nur in Bléittern gefunden werden
(NICHOLSON et al. 1987, HIPSKIND ef al. 1990) (Abb. 1-5). Fiir die Resistenz gegeniiber dem

Waurzelparasiten Striga wiren allerdings Phytoalexine im Wurzelbereich entscheidend.

HO O
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=
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Abb. 1-5: Molekulstrukturen der Phytoalexine verschiedener Pflanzen —
aus Kichererbse (Cicer arietinum) 1) Medicarpin und 2) Maackiain, aus Sonnenblume
(Helianthus annuus) 3) Scopoletin und aus Sorghum (Sorghum bicolor) 4) Apigeninidin
(R=H) und Luteolinidin (R=0H).

1.3.3.6.9 Insensitivitdit gegentiber Striga-Toxin

Falls ein ,,Striga-Toxin“ existiert, wire die Insensitivitdt der Wirtspflanze ihm gegeniiber ein
wichtiger Resistenzfaktor. Fiir die Sorghum-Varietdit SRN 39 werden solche Mechanismen

diskutiert (EJETA et al. 1993).

1.4 Genetische Grundlagen des Wirt-Parasit-Systems
1.4.1 Genetik der Wirtspflanzenresistenz

Genetische Untersuchungen der Wirtspflanzenresistenz sind schwierig, da es wenige

resistente Varietiten gibt und der genaue Resistenzmechanismus meist noch nicht aufgeklart
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ist. Auch mangelt es an geeigneten Techniken fiir die Evaluation der Resistenz. Feldversuche
werden durch Umwelteinfliisse stark beeinfluf3t, was ihre Aussagekraft relativiert. Schon 1933
wurden Versuche unternommen, gegen S. asiatica resistente Sorghum-Varietiten durch
Kreuzung zu ziichten und Aussagen liber die Vererbung zu treffen (SAUNDERS 1933). Das
Bild der genetischen Grundlagen ist aber bis heute diffus: Autoren fanden rezessive,
dominante und codominante Resistenzmerkmale, die von einem oder mehreren Genen
kontrolliert werden und von additiver oder nicht-additiver Natur sind. Fiir die Varietiten
Framida, 555 und SRN 4846 beschriecben RAMAIAH et al. (1990), dal das Merkmal low
stimulant durch ein rezessives Gen vererbt wird. Auch in SRN 39 soll bei der Vererbung der
Resistenz ein einzelnes, kernkodiertes, rezessives Gen mit additiver Genwirkung eine

bedeutende Rolle spielen (VOGLER et al. 1996).

1.4.2 Variabilitit und Wirtsspezifitit des Parasiten Striga hermonthica

Nur wenige Arbeiten beschéftigten sich mit der genetischen Variation von Striga hermonthica
auf molekularer Ebene. Hauptsédchlich handelte es sich um Experimente mit Cokulturen von
Striga und verschiedenen Wirtspflanzen. Untersucht wurde die (genetische) Variabilitit von
S. hermonthica, die in der unterschiedlichen Virulenz a) gegeniiber verschiedenen Wirtsarten
(engl. intercrop variability) und b) gegeniiber verschiedenen Varietiten einer Wirtsart (engl.
intracrop variability) zum Ausdruck kommt. Zur Quantifizierung der Virulenz wurden meist
die Zahl an (oberirdischen) Striga-Pflanzen und die Chlorose-Schiden an den Blittern der
Wirtspflanzen herangezogen. Bereits 1933 demonstrierte Saunders die Existenz von
Resistenzmerkmalen in Sorghum gegen S. asiatica (SAUNDERS 1933). DOGGETT (1965)
berichtete von der Sorghum-Varietdt Dobbs aus Ostafrika, die eine gewisse Resistenz
gegeniiber S. hermonthica besal3, die nicht auf low stimulant beruhte. Der Umstand, dal3 bei
Versuchen in verschiedenen geographischen Gebieten die gleichen Varietiten ein
unterschiedliches Mall an Resistenz gegeniiber Striga aufwiesen, fithrte zu kontroversen
Diskussionen. PARKER und REID (1979) postulierten, dal der Grund fiir das unterschiedliche
Resistenzverhalten in verschiedenen physiologischen Varianten der Striga-Arten liegen
konnte. LEWIN (1932) stellte als erster die These von wirtsspezifischen Striga-Stimmen auf.
Experimente mit Sorghum und Pearl-Millet stiitzten die These von der Existenz von
S. hermonthica-Stammen oder Typen, die spezifisch fiir bestimmte Wirtspflanzenarten sind
(WILSON-JONES 1955, PARKER und REID 1979, KiM et al. 1994). Zur Beschreibung von
Stimmen mit einer Spezifitit gegeniiber bestimmten Wirtspflanzenarten benutzt man den

englischen Ausdruck intercrop-specific strains (RAMAIAH und PARKER 1982). Bestimmte
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S. hermonthica-Typen konnen durchaus aber auch mehrere verschiedene Wirte befallen. So
wuchsen in Indien bestimmte S. hermonthica-Typen sowohl auf Sorghum als auch auf
Zuckerrohr, andere sowohl auf Sorghum als auch auf Mais und weitere sowohl auf Sorghum
als auch auf Pearl-Millet (VASUDEVA RAO und MUSSELMAN 1987). S. hermonthica zeichnet
sich durch die Fahigkeit aus, durch Adaption neue Wirte befallen zu konnen. In den
verschiedenen Populationen tauchen immer wieder einzelne Individuen mit neuen
Spezifititen auf, die dann neue Subpopulationen aufbauen konnen (PARKER und RICHES
1993). Die Coevolution von Parasit und Wirt bietet aber auch Wirtspflanzen einen Vorteil: So
haben afrikanische Sorghum-Landrassen eine gewisse Toleranz gegeniiber S. hermonthica
entwickelt, deren Mechanismen man sich in Ziichtungsprogrammen zunutze machen will. Im
Gegensatz zu den intercrop-specific strains gibt es auch die Spezifitit von Striga gegeniiber
verschiedenen Varietéiten einer Wirtsart. Man spricht dann von (engl.) crop cultivar-specific
strains oder intracrop-specific strains (BEBAWI 1981, RAMAIAH und PARKER 1982).
Mogliche Ursachen fiir die Wirtsspezifitit von Striga liegen in den Anforderungen des
Parasiten an den Wirt beziiglich Keimung, Haustorialentwicklung, Attachment und
Penetration sowie in der Versorgung mit Nihrstoffen und Wasser. Auch das Vorhandensein
bestimmter Phytohormone und weiterer Stoffe kann die Spezifitit von Striga-Arten oder

Striga- (Bio-) Typen fiir bestimmte Wirtspflanzen erkldaren (RAMAIAH 1987).

1.4.3 Genetik von Striga hermonthica

Noch weniger als liber die Genetik der Wirtspflanzenresistenz ist iiber die Genetik der
Gattung Striga bekannt. Die Wirtspflanzenresistenz liegt noch im Blickfeld der
Pflanzenziichter, deren Ziel es ist, mdglichst schnell Striga-resistente Genotypen herzustellen.
Dagegen sind die Genetik von Striga und die genetische Interaktion von Parasit und Wirt zu
komplex und die Beschiftigung damit zu langwierig fiir die Belange der Ziichter.
Nichtsdestotrotz sind Kenntnisse der genetischen Grundlagen und der genetischen Variabilitét
von Striga langerfristig gesehen von entscheidender Bedeutung. Nur unter Anwendung dieses
Wissens kann in Zukunft die Entwicklung resistenter Genotypen unter Nutzung aller
moglichen Mechanismen der Wirtspflanzenresistenz gelingen. Untersuchungen der
genetischen Diversitdt bei wirtsspezifischen Populationen von S. hermonthica wurden von
BHARATHALAKSHMI ef al. (1990) mittels Isoenzymanalyse durchgefiihrt. Die Daten von neun
Genorten kodierend flir acht Enzyme (Glucose-6-phosphat Dehydrogenase, G 6 PDH,
EC 1.1.1.49; Aspartataminotransferase, engl. glutamic-oxaloacetic transaminase, GOT,

EC 2.6.1.1; Isocitrat-Dehydrogenase, IDH, EC 1.1.1.42; Malat-Dehydrogenase, MDH,
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EC 1.1.1.37; Phosphoglucomutase, PGM, EC 2.7.5.1; 6-phosphogluconat-Dehydrogenase,
6 PGDH, EC 1.1.1.44; Shikimat-Dehydrogenase, SKDH, EC 1.1.1.25 und Leucinamino-
peptidase, LAP, EC 3.4.1.1) wurden von drei S. hermonthica-Populationen ermittelt: einer auf
Sorghum wachsenden aus dem Sudan und zwei aus Burkina Faso, eine auf Sorghum, die
andere auf Millet wachsend. Die Untersuchungen =zeigten, daBl die beiden auf
unterschiedlichen Wirten wachsenden Populationen aus Burkina Faso ndher miteinander
verwandt waren, verglichen mit den beiden auf Sorghum wachsenden Populationen aus dem
Sudan und Burkina Faso. Hieraus lie8e sich schluifolgern, daf3 die genetische Diversitit von
S. hermonthica-Populationen mehr von der geographischen Distanz als von der
Wirtsspezifitit bestimmt wiirde. Folgende Entwicklungsvorginge wéren denkbar: Zuerst hatte
eine umfassende Anpassung an die geographischen Gegebenheiten stattgefunden, und erst im
zweiten Schritt erfolgte eine Wirtsspezialisierung, die weniger Anpassung erforderte. Eine
weitere Isoenzymanalyse wurde von OLIVIER et al. (1998) durchgefiihrt. Sie untersuchten
Enzyme, die aus den Samen einzelner Pflanzen von vierzehn S. hermonthica-Populationen
isoliert worden waren. Die S. hermonthica- Pflanzen waren auf Sorghum, Millet, Mais und
Wildgrasern in Burkina Faso, Mali und Niger gewachsen. Zwei Enzyme wurden analysiert:
Alkoholdehydrogenase (ADH, EC 1.1.1.1) und GOT. Es zeigte sich eine nur geringe
genetische Divergenz zwischen den verschiedenen Populationen. Geht man davon aus, daf3
hauptsdchlich die geographische Distanz und nicht die Wirtsspezifitit zur genetischen
Divergenz beitrégt (s. 0.), dann 148t sich das Ergebnis leicht erkldren: Die drei Lénder Burkina
Faso, Mali und Niger liegen alle eng benachbart im Westen Afrikas — die geographische
Distanz ist also gering. KUIPER et al. (1996a) untersuchten u. a. sechs Populationen aus
Westafrika und neun aus Kenia mittels acht Isoenzymmarkern: Esterase, EST, EC 3.1.1.-;
Glutamat-Dehydrogenase, GDH, EC 1.4.1.2; Menadion-Reduktase, MDR, EC 1.6.99.2;
Malat-Enzym, ME, EC 1.1.1.39; Phosphoglucoisomerase, PGI, EC 5.3.1.9 sowie PGM,
SKDH und LAP. Sie fanden in Ubereinstimmung mit der o.g. These eine genetische
Divergenz aufgrund der Herkunft (zwischen Westafrika und Kenia/Ostafrika), nicht aber

aufgrund der Wirtsspezifitit.
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1.5 Ziele der Arbeit

Fiir die Entwicklung neuer resistenter Nutzpflanzen ist ein umfassendes Verstindnis der Wirt-

Parasit-Beziehungen von entscheidender Bedeutung.

1.5.1 Wirt-Parasit-Interaktion von Sorghum und Pearl-Millet mit Striga hermonthica

Bei der Interaktion der Wirte Sorghum (Sorghum bicolor) und Pearl-Millet
(Pennisetum glaucum) mit dem Parasiten Striga hermonthica spielen verschiedenste Faktoren
eine Rolle. In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Faktoren darauthin iiberpriift, ob sie
bei den untersuchten Sorghum- und Millet-Varietiten als mogliche Resistenzfaktoren zum

Tragen kommen:

— Keimungsstimulantien:
Im Rahmen der Arbeit sollte die Art und die Zusammensetzung (Bouquet) der
Keimungsstimulantien verschiedener Wirte und Wirtsvarietiten aufgekléart werden.
Verschiedene Bouquets wiren eine Moglichkeit, das unterschiedliche Vermdgen zur

Induktion der Striga-Keimung zu erkléren.

— Haustorium:
Die Mechanismen der Haustorialentwicklung sollten untersucht werden, insbesondere der

Bedarf und die Art der notigen Wirtsfaktoren.

— Wirkung von Wirtswurzelexsudaten auf Parasiten-Exoenzyme:
S. hermonthica-Keimwurzeln scheiden Exoenzyme aus. Es sollte deshalb untersucht
werden, ob Stoffe aus den Wurzeln der (potentiellen) Wirtspflanzen die Exoenzym-

Aktivitidt und damit die Penetrationsfahigkeit beeinflussen.

— Phytoalexine:
In Untersuchungen von Wirtswurzeln und Wurzelexsudaten sollte geklirt werden, ob

Sorghum-Wurzeln Phytoalexine bilden, die einen Striga-Angriff abwehren konnten.

— Lignifizierung der Sorghum-Wurzeln:
An Sorghum-Wurzelproben sollte iiberpriift werden, ob es bei verschiedenen Varietdten
zur verstirkten Einlagerung von Lignin in die Wurzeln kommt. Solchermal3en

,verstirkte Wurzeln konnten eine Striga-Attacke abwehren oder zumindest mindern.
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1.5.2 Morphologische  Charakterisierung  und  genetische  Variabilitit  von

Striga hermonthica

Im Rahmen des Restricted Core Project ,,Striga Resistance in Sorghum® von [ICRISAT
(International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics®), den Universititen
Hohenheim und Tiibingen wurden verschiedene Sorghum bicolor-Varietiten geziichtet. Ziel
war es, Sorghum-Pflanzen zu erhalten, die resistent gegen Striga hermonthica sind. Dazu
wurden in den westafrikanischen Léndern Mali und Niger sowie im ostafrikanischen Kenia
Feldversuche durchgefiihrt. Es zeigte sich, da3 Varietiten, die in Mali wenig S. hermonthica-
Befall aufwiesen, im Gegensatz dazu in Kenia sehr stark befallen waren’. Mégliche Ursachen
hierfiir waren entweder die unterschiedlichen Umweltbedingungen (meteorologische
Faktoren), agrodkologische Faktoren wie Bodentypen und Bodenmikroflora oder aber auch
das Auftreten verschiedener Parasiten. So wére es moglich, dall in den verschiedenen Landern
bzw. Regionen unterschiedliche Typen oder Formen von S. hermonthica vorherrschen (siehe
Kap. 1.4.2). Moglicherweise handelt es sich auch um eine andere, mit S. hermonthica eng

verwandte (Unter-) Art der Gattung Striga.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Verfahren auf ihre Eignung untersucht zu
kléren, ob in verschiedenen Regionen unterschiedliche Typen von S. hermonthica existieren
oder andere mit S. hermonthica verwandte (Unter-) Arten auftreten. Zum einen wurden
morphologische Merkmale von Samen und Bliiten sowie genetische Informationen
herangezogen. Zum anderen wurden auf der Ebene der Erbsubstanz, der DNA (engl. fiir
Desoxyribonukleinsdure, DNS) die genetische Variabilitdt von neunzehn S. hermonthica-
Populationen mehrerer Orte aus sieben afrikanischen Landern und einem Land der arabischen
Halbinsel untersucht (Abb. 1-6). Dabei wurde sowohl die Variabilitit in den Populationen als
auch zwischen den verschiedenen Populationen betrachtet. Die Samen, die zur Anzucht der
Pflanzen verwendet wurden, unterschieden sich neben ihrer geographischen Herkunft auch in

dem

a) Erntejahr und

b) Wirt (u. a. Sorghum und Millet) auf dem die samenproduzierenden S. hermonthica-

Pflanzen gewachsen waren.

* ICRISAT - International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics, Patancheru 502324, Andhra
Pradesh, Indien.
> K. Wegmann, Institut fiir Pflanzenbiochemie, Universitit Tiibingen, persénliche Mitteilung.
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Abb. 1-6: Herkunft der in den Untersuchungen verwendeten Samen von Striga hermonthica —
Herkunftslander auf dem afrikanischen Kontinent sind grau unterlegt, dazu Jemen.

In der Literatur konnten keine Informationen iiber genetische Untersuchungen bei Striga
gefunden werden, die auf der DNA-Analyse basierten. Daher wurden im Rahmen dieser
Arbeit zwei Verfahren der Genomanalyse iiberpriift, ob sie sich zur Untersuchung des

Parasiten Striga hermonthica eignen: die RFLP-Analyse und die RAPD-PCR.

1.5.2.1 RFLP-Analyse

In der RFLP (Restriktionsfragmentléingenpolymorphismus)-Analyse wird das Vorhandensein
und die unterschiedliche Lage von Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme auf den
Chromosomen ausgenutzt. Durch die evolutiondre Entwicklung koénnen verschiedene
Genotypen unterschiedlich verteilte Schnittstellen besitzen. Setzt man bestimmte
Restriktionsenzyme zum Verdau ein, so erhilt man DNA-Fragmente charakteristischer Linge.

Diese lassen sich anschlieBend in einer Gelelektrophorese auftrennen. Hybridisiert man
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anschliefend mit geeigneten Sonden, so konnen definierte Bandenmuster erhalten werden.
Oft ist dann eine Unterscheidung von Genotypen aufgrund des unterschiedlichen
Bandenmusters (Polymorphismen) moglich. Haufig werden Oligonukleotidsonden mit sich
wiederholenden Sequenzmotiven wie (GATA),, (GACA), und (GTG), eingesetzt. Diese
Sonden hybridisieren mit repetitiven DNA-Bereichen des Genoms, welche als SSR (engl.
Simple Sequence Repeats, einfache Sequenzwiederholungen) oder auch als Mikrosatelliten
bezeichnet werden. SSRs sind bei Eukaryonten iliber das gesamte Genom verstreut und zeigen
einen hohen Grad an Polymorphismen. Als eine der ersten agronomisch wichtigen Pflanzen
wurde Mais mittels RFLP-Analyse untersucht (HELENTJARIS ef al. 1985). In der Folge wurden
Oligonukleotidsonden bei den verschiedensten hoheren Pflanzen zur Erstellung eines
sogenannten ,.genetischen Fingerabdrucks® erfolgreich eingesetzt (WEISING ef al. 1989a,
WEISING et al. 1989b, WEISING et al. 1991). Neben Oligonukleotidsonden lassen sich auch
Sonden mit Fragmenten ribosomaler Gene zur Identifizierung von Genotypen verwenden
(GRUBER 1991, BORISJUK et al. 1994). Kernkodierte 18S rDNA-Sequenzen wurden schon zur
phylogenetischen Untersuchung parasitischer Pflanzen der Scrophulariaceae und
Orobanchaceae herangezogen. Normalerweise sind diese Sonden nicht geeignet, um
Analysen unterhalb der Familienebene ausfithren zu kénnen. Doch bei den Orobanchaceae
ermdglichte die hohe Variabilitit durch Nukleotidaustausche es dennoch, Arten zu

unterscheiden (NICKRENT und DUFF 1996).

1.5.2.2 RAPD-PCR

Die RAPD (engl. Random Amplified Polymorphic DNA)-PCR-Methode (WELSH und
MCCLELLAND 1990, WILLIAMS et al. 1990, WILLIAMS et al. 1993) ist verglichen mit der
RFLP geschichtlich etwas jiinger und basiert auf der PCR (engl. Polymerase Chain Reaction,
Polymerasekettenreaktion) (SAIKI et al. 1985, MULLIS et al. 1986). Die kontinuierliche PCR,
so wie sie heute routinemifig eingesetzt wird, ist erst durch den Einsatz einer thermostabilen
DNA-Polymerase, z. B. der aus Thermus aquaticus, moglich geworden (SAIKI et al. 1988).
Polymorphismen in kodierenden und nicht-kodierenden DNA-Abschnitten konnen detektiert
werden. Zuerst wird die zu untersuchende DNA denaturiert, d. h. die Doppelstrange werden in
Einzelstringe aufgeschmolzen. Kurze, meist zehn Basenpaare lange DNA-Stiicke mit
definierten, aber zufillig gewéhlten Sequenzen (Primer) dienen dann als Startpunkte. Sie
hybridisieren an komplementiren Sequenzen mit der denaturierten DNA (4Annealing) und

werden durch die thermostabile DNA-Polymerase verldngert. Danach werden die
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entstandenen Doppelstrange wieder denaturiert, neue Primer hybridisieren mit der Ausgangs-
DNA und, eine komplementire Sequenz vorausgesetzt, an der neu synthetisierten DNA. An
den Enden der Primer kommt es dann erneut zur Strangverldngerung. Der Ablauf von
Denaturierung, Annealing und Verldngerung wird anschlieBend vielfach wiederholt. Bei
geeigneten Reaktionsbedingungen (Zusammensetzung des PCR-Ansatzes, Temperatur und
Dauer der verschiedenen ProzeBschritte) kommt es zur Vervielfaltigung (Amplifizierung) des
dazwischen liegenden Genabschnitts. Da die Annealing-Positionen von der Sequenz der DNA
abhingig sind, konnen verschiedene Genotypen unterschiedliche Annealing-Positionen
besitzen. Die Folge ist, dal unterschiedliche DNA-Abschnitte vervielfiltigt werden, deren
GroBe von wenigen hundert bis zu einigen tausend Basenpaaren betragen kann (INNIS et al.
1990). Diese DNA-Fragmente lassen sich anschlieBend mittels Gelelektrophorese auftrennen,
und man erhilt so (hdufig) ein charakteristisches Bandenmuster. Bei Phytoparasiten der
Gattung Orobanche wurden erste Untersuchungen mittels RAPD-PCR-Techniken
durchgefiihrt (KATZIR et al. 1996, PARAN et al. 1997, ZEID et al. 1997).

1.5.2.3 Phylogenetische Untersuchungen

Geninformationen, die man z.B. aus RAPD-PCR-Untersuchungen erhilt, kénnen zur
Untersuchung der Verwandtschaftsverhéltnisse von Organismen verwendet werden. Aus den
DNA-Daten lassen sich mit verschiedenen mathematischen Verfahren Verwandtschafts-
verhéltnisse errechnen (BAXEVANIS und OUELLETTE 1998). Die Darstellung erfolgt meist in
der tbersichtlichen Form eines Stammbaums. Ein Verfahrenstyp basiert auf der Ermittlung
der Unéhnlichkeit — der Distanz zwischen Sequenzen. Zu den Distanz-basierten Methoden
gehort das Verfahren nach UPGMA (engl. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Averages). UPGMA verbindet Zweige eines Stammbaums nach dem Kriterium der grofBten
Ahnlichkeit zwischen Paaren und den Durchschnitten verbundener Paare. Andere Verfahren
basieren auf der Merkmalsverteilung (engl. character-based). Merkmals-basierte Verfahren
versuchen Bidume zu generieren, die die Verteilung des Datenmusters fiir jedes Merkmal
optimieren. Das merkmal-basierte Verfahren nach Maximum Parsimony (MP, engl.,
maximale Sparsamkeit) versucht die Daten auf dem ,,einfachsten Weg* herzuleiten, mit der
geringsten Zahl an Annahmen und Randbedingungen. Stammbédume werden so optimiert, da3
von der (hypothetischen) Ausgangsposition bis zum Ist-Zustand die geringste Zahl an
Verdnderungsschritten notig ist — also die Verdnderung mit ,,maximaler Sparsamkeit™ erreicht

wird.
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1.5.3 Invitro-Kultur von Striga hermonthica

Die Etablierung von In vitro-Kulturen von Striga hermonthica bietet die Voraussetzung fiir
eine grole Zahl an Experimenten, bei denen es von Vorteil ist, definierte, unter sterilen
Bedingungen wachsende S. hermonthica-Pflanzen (Klone) oder Gewebe- und Zellkulturen
einsetzen zu konnen. So konnen Striga-Zellkultur-Testsysteme zum Beispiel dazu verwendet
werden, Herbizide, Phytotoxine, Phytoalexine oder Induktoren von Keimung und
Haustorialentwicklung zu testen. Eigenschaften, die bei Nachkommen einer Mutterpflanze
durchaus unterschiedlich sein konnen. Oder aber sie ermdglichen die Durchfithrung
metabolischer Studien ohne Wirtspflanzen. Striga-Klone konnen bei der Evaluation der
Resistenz von ,,Wirtspflanzen* und bei Studien zu Wechselwirkungen zwischen Wirt und
Parasit hilfreich sein. Auch 14Bt sich mit solchen Klonen Parasiten-DNA fiir genetische
Untersuchungen und Transformationsexperimente gewinnen, ohne Parasiten z.B. im
Gewichshaus anziehen zu miissen. OKONKWO (1964 und 1966a) gelang es als erstem,
S. hermonthica unter sterilen Bedingungen und ohne Kontakt zu einer Wirtspflanze
anzuziehen, wenn auch unter Verwendung von Exsudaten von Wirtspflanzen. In der
vorliegenden Arbeit wurde versucht ein System zu entwickeln, das es ermdglicht,
S. hermonthica-Pflanzen aus unterschiedlichen Populationen unter volligem Verzicht auf

Stoffe von (Wirts-) Pflanzen in vitro zu kultivieren.
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2 MATERIAL

2.1 Organismen

2.1.1 Saatgut

Sorghum (Sorghum bicolor (L..) Moench)

Zuchtlinien und lokale Varietiten, kiihl gelagert bei T = 4 °C im Kiihlraum

Tab. 2-1: Saatgut verschiedener Varietaten von Sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench) —
Herkunft und Eigenschaften.

Varietat Beschreibung Resistenz «» Striga
ICRISAT N-13 (1S-18475) mechanische Resistenz- resistent
Zichtungs- mechanismen gegen Striga
programm
555 low stimulant resistent
Framida (1S-3167) weite Toleranz resistent
1S-9830 verbesserte lokale Varietat resistent
aus Sudan
Seredo verbesserte lokale Varietat resistent
aus Uganda
E-36-1 (1S-30469) LStay green* suszeptibel
M-35-1 (1S-1054) Trockentoleranz — suszeptibel
erwachsene Pflanze
DS-1195 (1S-21968) i Trockentoleranz — Samling suszeptibel
1S-1037 Trockentoleranz — Samling suszeptibel
& erwachsene Pflanze
Lokale CSM-209 lokale Varietat aus suszeptibel
Varietaten Samanko (Mali)
CSM-335 lokale Varietat aus suszeptibel
Samanko (Mali)
Toroniou C1 — suszeptibel

Die Klassifizierung in der Tabelle als ,resistent* oder ,suszeptibel* erfolgt aufgrund der Ergebnisse in

Feldversuchen (ICRISAT, Samanko, Mali). Dies bedeutet aber nicht, daR bei resistent eingestuften
Varietaten weitergehende Kenntnisse Uber die Art der ,Resistenz” und des zugrunde liegenden
Mechanismus bekannt sind.
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Millet

Pearl-Millet (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.), kiihl gelagert bei T = 4 °C im Kiihlraum

Tab. 2-2: Saatgut verschiedener Varietaten von Pearl-Millet (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) —
Herkunft und Eigenschaften.

Varietat Herkunft Resistenz «» Striga
Millet 1991/1 Universitat Hohenheim suszeptibel
Soxsat ICRISAT, Mali suszeptibel

(Souna x Sanio T C — 88)

Boboni ICRISAT, Mali suszeptibel

Die Klassifizierung in der Tabelle als ,suszeptibel* erfolgt aufgrund der Ergebnisse in Feldversuchen
(ICRISAT, Samanko, Mali).

Das Sorghum- und Millet-Saatgut wurde erhalten von:

Dr. D. Hess, ICRISAT, Niamey, Niger und

Dr. B. HauBBmann, ICRISAT, Samanko, Mali und Institut fiir Pflanzenziichtung,
Saatgutforschung und Populationsgenetik, Universitdt Hohenheim

Striga hermonthica (Del.) Benth.

Tab. 2-3: Samen von Striga hermonthica (Del.) Benth. — verschiedene Herkunfte.
Nahere Proben- bzw. Ortsbezeichnungen sowie die Wirtspflanzen sind angegeben, soweit

bekannt
Herkunft Ort/Bezeichnung Wirt Erntejahr i Bezeichnung
Ghana Naes 1986 G/Na/86
Ghana 1991 G/91
Ghana Novel 1992 G/No/92
Ghana 1993 G/93
Kenia 1992 K/92
Kenia 1994 K/94
Kenia Kisumu Sorghum, Mais 1996 K/K/96
Kenia Kisumu Sorghum, Mais 1996 K/G/96
Mali Samanko 1993 M/93
Mali Samanko Sorghum 1995 M/95
Mali Cinzana Sorghum 1995 M/ZS/95
Mali Cinzana Millet 1995 M/ZM/95
Niger 1994 N/94
Sudan 1988/89 S/88
Sudan 1993 S/93
Tansania 1994 Ta/94
Togo Kava 1988 To/K/88
Togo Savanne 1988 To/S/88
Jemen 1988 Y/88
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Die Striga hermonthica-Samen wurden zur Verfiigung gestellt von:

Dr. B. HauBBmann, ICRISAT, Samanko, Mali und Institut fiir Pflanzenziichtung,
Saatgutforschung und Populationsgenetik, Universitit Hohenheim und

Prof. Dr. Dr. h. c¢. K. Wegmann, Institut fiir Pflanzenbiochemie, Universitit Tiibingen

2.1.2 Pflanzenmaterial

Sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench)

Wurzelballen von Sorghum-Pflanzen der Varietdten N-13, 555, Framida, IS-9830, Seredo und
E-36-1, gewaschen und getrocknet, wurden zur Verfiigung gestellt von:

Dr. B. HauBBmann, ICRISAT, Samanko, Mali und Institut fiir Pflanzenziichtung,
Saatgutforschung und Populationsgenetik, Universitit Hohenheim

SiiBkartoffel (Ipomoea batatas)

Frische Wurzeln von Siilkartoffeln, eingesetzt in Keimungstests flir S. hermonthica-Samen,
wurden erhalten von:
Dr. A. Gutierrez, National Agrarian University La Molina, Lima, Peru

2.1.3 Pilzstimme

Die Pilzstimme wurden als Biotestorganismen in der Bioautographie zum Nachweis von
Phytoalexinen eingesetzt. Aspergillus niger-Sporen fanden auch als mogliche Elicitoren der
Phytoalexin-Synthese Verwendung.

Aspergillus niger, Neurospora crassa
Dr. J. Eberspécher, Institut fiir Mikrobiologie, Universitit Hohenheim

Botrytis cinerea
Prof. Dr. G. Winkelmann, Lehrstuhl fiir Mikrobiologie und Biotechnologie, Universitit
Tiibingen

Cladosporium herbarum (F92)
Dr. E. Langer, Lehrstuhl fiir spezielle Botanik und Mykologie, Universitit Tiibingen

2.2 RFLP-Analysen

Die in den RFLP-Analysen verwendeten Sonden und ihre Eigenschaften zeigt Tab. 2-4. Alle
Sonden waren DIG-markiert. Die genspezifischen Sonden pRZ25 und pRZ18 wurden
dankenswerterweise von Dr. B. Oberwalder, Institut fiir Pflanzenbiochemie, Universitit

Tiibingen zur Verfligung gestellt.
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Tab. 2-4: RFLP-Sonden — Eigenschaften. Alle Sonden DIG-markiert

Sonde Typ Besondere Eigenschaften Genhaufigkeit Bezugsquelle Referenz
(GATA),  Oligonukleotid — hochrepetitiv Fresenius AG, Oberursel —
(GACA), @ Oligonukleotid — Hochrepetitiv Fresenius AG, Oberursel —
(GTG)s Oligonukleotid — hochrepetitiv Fresenius AG, Oberursel —

frihere Bezeichnung: pRZ52

'DNA-Gene — Dr. B. Oberwalder,
pRZ25 genspezifisch enthalt einen groRen Teil des 25 S und des mittelrepetitiv Inst. f. Pflanzenbiochemie, =~ TORRES 1985

5,8 S rRNA-Gens aus Cucurbita pepo Universitat Tubingen

Grofe : 2900 bp

frGhere Bezeichnung: pRZ83

rDNA-Gene — Dr. B. Oberwalder, TORRES-RUIZ
pRzZ18 genspezifisch enthalt das 18 S rRNA-Gen sowie 400 bp des mittelrepetitiv Inst. f. Pflanzenbiochemie, : und HEMLEBEN

Aufwarts- und 100 bp des Abwarts-Bereiches aus
Cucurbita pepo
Grole : 2400 bp

Universitat Tubingen

1994
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2.3 RAPD-PCR

Die in der RAPD-PCR verwendeten flinfzehn 10mer-Primer wurden als Chargen von 0,01
und 0,05 umol, PSF-gereinigt und lyophilisiert von MWG Biotech AG, Ebersberg bezogen
(Tab. 2-5).

Tab. 2-5: 10mer-Primer fir die RAPD-PCR-Versuche.

Arbeitsbezeichnung : Ursprungsbezeichnung Sequenz Referenz
STR-R1 OP-G-06 5-GTGCCTAACC-3’
STR-R2 UBC-212 5-GCTGCGTGAC-3’
STR-R3 UBC-215 5 -TCACACGTGC-3° : KATZIR et al. 1996
STR-R4 UBC-250 5'-CGACAGTCCC-3’
STR-R5 UBC-300 5-GGCTAGGGCG-3’
STR-R6 OP-A-02 5'-TGCCGAGCTG-3
STR-R7 OP-B-07 5-GGTGACGCAG-3’
STR-R8 OP-B-08 5-GTCCACACGG-3’
STR-R9 OP-B-10 5 -CTGCTGGGAC-3° : PARAN etal. 1997
STR-R10 OP-C-06 5-GAACGGACTC-3
STR-R11 OP-C07 5-GTCCCGACGA-3’
STR-R12 OP-C-15 5'-GACGGATCAG-3’
STR-R13 AG8 5-GGGATATCGG-3’
STR-R14 AG-12 5 -ACGGTACCAG-3° | ZEIDetal 1997
STR-R15 AG-14 5 -TGCTGCAGGT-3’

Die Abkirzungen der Ursprungsbezeichnungen leiten sich von den in den Referenzen genannten
Herstellern der Primer ab:

OP = Operon: Operon Technologies Inc., Alameda, CA, USA;

UBC = NAPS / UBC: Nucleic Acid / Protein Service Unit at the University of British Columbia,
Vancouver, BC, Kanada [John Hobbs];

AG = Ageri: Agricultural Genetic Engineering Research Institute, Kairo, Agypten.

2.4 Gerite

Binokular
SMZ-2T, Nikon GmbH, Diisseldorf

Hybridisierungsdfen
Micro-4, Hybaid, Ashford, Middlesex, UK;
OV1, Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Géttingen

Elektrophoreseapparaturen fiir die Agarosegelelektrophorese
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg;

MWG Biotech AG, Ebersberg;

Institut fiir Pflanzenbiochemie, Werkstatt, Universitit Tiibingen
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Gefriertrocknungsanlagen

Bachofer GmbH, Reutlingen;

Edwards High Vacuum, Crawley, Sussex, UK

Leybold Vakuum GmbH, Kéln;

Vacuubrand GmbH & Co. Vakuumtechnik, Wertheim/Main

PCR-Thermocycler
UNO-Thermoblock 40, Biometra, Gottingen

Reinraumwerkbéanke
BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH, Reutlingen;
CEAG Envirco, Dortmund

Rontgenfilm-Entwickler
Fuji Photo Film Europe GmbH, Diisseldorf

Sicherheitswerkbank
Beck+Thies KG Reinraumtechnik, Langenfeld

Spektralphotometer
550 SE und Lambda 15,
Perkin-Elmer, Bodenseewerk Perkin-Elmer & Co. GmbH, Uberlingen

Tischzentrifugen
Biofuge A und Biofuge pico, Heraeus-Christ GmbH, Osterode am Harz

Transilluminator (Wellenldnge A = 312 nm)
Bachofer GmbH, Reutlingen

Trennkammern (fiir die Diinnschichtchromatographie)
Desaga GmbH, Wiesloch

Videodokumentation
S+L Gesellschaft fiir wissenschaftliche Gerdte mbH, Heidelberg

Wiarmeschrianke
Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach

Wachstumsschrénke
Rubarth Apparate GmbH, Hannover
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2.5 Computersoftware

Programme zur phylogenetischen Auswertung der RAPD-PCR-Daten

— PAUP*
Phylogenetic Analysis Using Parsimony (*and Other Methods). Version 4.
Swofford, D. L., 2000,
Sinauer Associates, Sunderland, MA, USA
— Popgene
Microsoft Windows-based Freeware for Population Genetic Analysis.
Version 1.31, 1999.
Francis C. Yeh und Rong-cai Yang, University of Alberta, Kanada;
Tim Boyle, Centre for International Forestry Research, Kanada

2.6 Materialien

DC-Platten
DC-Alufolien, Kieselgel 60 Fs4, 200 mm x 200 mm, Schichtdicke 0,2 mm
Merck KGaA, Darmstadt

Filtrierpapiere
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel

— Filtrierpapiere fiir Tests mit Striga hermonthica-Samen
Grundfilter:
Filtrierpapiere, qualitativ, Sorte 595, diinn, Cellulose,
Rundfilter verschiedene Durchmesser
Testfilter:
Filtrierpapier, qualitativ, Sorte 0859, Cellulose
zugeschnitten aus Bogen von 580 mm x 580 mm

— Filtrierpapiere fiir Cokulturen Striga hermonthica — Sorghum bicolor in Petrischalen
Glasfaserfilter, GF6, Rundfilter & = 90 mm

Kulturgefiale — Magenta
Magenta Corporation, Chicago, IL, USA

Kulturrohrchen

Duran, dickwandig, & 24 mm, H 150 mm
Schott Glaswerke, Mainz;

dazu Alu-Verschlukappen

Kultursubstrate fiir Pflanzen

— Kultursubstrat Einheitserde Typ ED 73
Einheitserde Werkverband e.V., Sinntal-Jossa, Hameln, Frondenberg, Uetersen
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— Perligran G
aus Perlite (Vulkangestein), pH-neutral, salzfrei, Gesamtporengrof3e 95 %
Deutsche Perlite GmbH, Dortmund

Membran fiir Hybridisierung
Nylonmembran Hybond-N (Nylon; 0,45 Micron)
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg

Petrischalen

— Kunststoff, Polystyrol
@94 mm, H 16 mm und & 145 mm, H 20 mm
Greiner GmbH, Frickenhausen

— Glas

& 100 mm, H 20 mm
Schott Glaswerke, Mainz

2.7 Chemikalien, Losungsmittel und Enzyme
2.7.1 Chemikalien

Es wurden Chemikalien des Reinheitsgrades p. a. bzw. reinst verwendet, bezogen von:
Merck KGaA, Darmstadt;

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe;

Serva, Heidelberg;

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Chemikalien mit besonderer Bedeutung fiir die Arbeit:

Agarose, NEEO
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Ayapin, 1 mg/ml
Labor Prof. Dr. Dr. h. c. K. Wegmann, Institut fiir Pflanzenbiochemie, Universitét Tiibingen

Benomyl, 50 % Wirkstoft
Du Pont, Bad Homburg

Blockierungsreagens, fiir Nukleinsdure-Hybridisierung und -Nachweis
Roche Diagnostics GmbH, vormals Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Chemilumineszenz-Substrat RTU CDP-Star™
Tropix, Bedford, MA, USA
Vertrieb: Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt
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Coniferylalkohol (4-Hydroxy-3-methoxy-zimtalkohol)
Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2,6-Dimethyl-p-benzochinon (2,6-dimethyl-benzoquinone, 2,6-DMBQ), 99 %
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

DNA-Léngenstandards
alle Losungen in 10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0

— DNA-Molekulargewichtsmarker II, DIG-markiert —
A-DNA mit Restriktionsenzym HindIII geschnitten,
Gemisch von DNA-Fragmenten folgender GréBen [bp]:
125, 564, 2027, 2322, 4361, 6557, 9416, 23130

— DNA-Molekulargewichtsmarker VIII und XVI —
50 ug = 1 A260-Einheit; 250 ug/ml
DNA-Molekulargewichtsmarker VIII (0,019-1,114 kbp) —
Gemisch von DNA-Fragmenten folgender Grofen [bp]:
19, 26, 34 (2 x), 37, 67, 110, 124, 147, 190, 242, 320, 404, 489, 501, 692, 900, 1114;
DNA-Molekulargewichtsmarker XVI (0,25-3 kbp) —
Gemisch von DNA-Fragmenten folgender Gréen [bp]:
250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000, 2250, 2500, 2750, 3000

Roche Diagnostics GmbH, vormals Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim;
jeweils verdiinnt 1:1 mit Elektrophorese-Probenpuffer

GR 24, Keimungsstimulans
wurde freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von:
Prof. Dr. P. Welzel, Institut fiir Organische Chemie, Universitét Leipzig

L-Maackiain
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

p-Nitrophenol
Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

p-Nitrophenyl-B-D-glucopyranosid, > 99 %
Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ostazin-Hydroxyethylcellulose
Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

PCR-Nukleotid-Mix

Na-Salze von dATP, dCTP, dGTP und dTTP, jeweils 10 mM in H,O bidest.
Roche Diagnostics GmbH, vormals Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Remazol-Brilliant-Blau, Farbstoffgehalt ca. 60 %;
Remazol-Brilliant-Blau-Xylan, Farbstoffgehalt ca. 13 %
beide Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Scopoletin (Aesculetin-6-methylether)
Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2,3,5-Triphenyl-tetrazoliumchlorid (TTC)
Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trocknungsmittel

Blaugel, Kieselgel mit Feuchtigkeitsindikator, & 1-3 mm
Merck KGaA, Darmstadt

2.7.2 Losungsmittel

p. a. und HPLC-grade fiir die Diinnschichtchromatographie:
Aceton, Diethylether, Ethanol, Ethylacetat, Methanol, Toluol
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe;

Merck KGaA, Darmstadt

2.7.3 Engyme

Die in den Exoenzym-Aktivititstests eingesetzen Enzyme sind in Tab. 2-6 aufgefiihrt.

Tab. 2-6: Enzyme fir Exoenzym-Aktivitatstests.

Enzym EC aus Organismus Aktivitat Hersteller
Endocellulase 3.2.1.4 ' Penicillium citreo viride i 0,56 U/mg Serva, Heidelberg
Polygalacturonase | 3.2.1.15 Aspergillus niger 0,55 U/mg Serva, Heidelberg

in Mischung mit
Cellulase und
Hemicellulase

B-Glucosidase 3.2.1.21 i Mandel (Prunus dulcis) 7,7 U/mg Serva, Heidelberg
Endoxylanase 3.21.8 Trichoderma viride 2,5U/mg Fluka, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH,
Steinheim

Anti-Digoxigenin-AP (Alkalische Phosphatase), Fab-Fragmente
Reagens zum Nachweis Digoxigenin-markierter Verbindungen
Roche Diagnostics GmbH, vormals Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
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Restriktionsenzyme

BamHI, Dral, EcoRI, EcoRV, HindIII, Kpnl und PstI

GIBCO BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein;

Promega Corporation, Madison, WI, USA;

Roche Diagnostics GmbH, vormals Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

RNase A
aus Rinderpankreas
Roche Diagnostics GmbH, vormals Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Taq DNA-Polymerase

Deoxynucleoside-triphosphate:DNA deoxynucleotidyltransferase, EC 2.7.7.7
aus Thermus aquaticus BM, rekombinant (E. coli), 1 U/ul

Roche Diagnostics GmbH, vormals Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

2.7.4 Puffer, Losungen, Testsysteme und Medien

Falls nicht anders angegeben, wurden die Puffer, Losungen und Medien mit VE-Wasser

angesetzt.

2.7.4.1 Puffer und LOsungen

2,6-DMBQ-Stammldsung
10° M in H>O bidest.

Anti-DIG-Losung
Anti-Digoxigenin-AP, Fab-Fragmente in Puffer 2 (Verdiinnung 1:5000)

CTAB-DNA-Isolierungspuffer
0,1 M Tris/HCI; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2 % (w/v) Cetyltrimethylammoniumbromid,
pH 8,0; in H,O bidest.

Denaturierungslosung
0,4 M NaOH; 0,6 M NaCl; in H,O bidest.

Denhardts Losung (100 x)
2 g Polyvinylpyrrolidon PVP 40; 2 g Rinderserumalbumin (BSA); 2 g Ficoll; ad 1 I H,O
bidest.

Elektrophorese-Probenpuffer
60 % (w/v) Glycerin; 0,5 x NEB-Puffer; 20 mM EDTA; 0,2 % (w/v) SDS; 0,6 % (w/v)
Bromphenolblau
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Farbreagentien fiir die Diinnschichtchromatographie

— nach KREBS et al. (1967):
Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagens (Nr. 15),
Iod-Kaliumiodid-Farbung (Nr. 128 und 129),
Kaliumpermanganat-Schwefelsdure-Reagens (Nr. 145),
Molybdatophosphorsidure-Reagens (Nr. 158),
Vanillin-Schwefelsdaure-Reagens (Nr. 247)

— kommerziell bezogen:
Phosphomolybdat Spray
Merck KGaA, Darmstadt

GR 24-Stammlosung, 3000 ppm
3 mg GR 24 in 1 ml Methanol p. a.

Hybridisierungsldosungen
jeweils 400 ng Digoxigenin-markierter Sonde in 10 ml Prahybridisierungslosung

Laufmittel fiir die Diinnschichtchromatographie
— Laufmittel 1
Ethylacetat: Ameisensdure:2N HCI 85:9:6 (v/v/v)
— Laufmittel 2
Ethylacetat:H,0O bidest.: Ameisensdure:HCI konz. 85:8:6:1 (v/v/v/v)
— Laufmittel 3
Ethylacetat:Hexan 9:1 (v/v)
— Laufmittel 4
2-Butanol:Ethanol:H,O bidest. 4:4:2 (v/v/v)
— Laufmittel 5
Ethylacetat:Methanol:Hexan 7:2:1 (v/v/v)
— Laufmittel 6
Ethylacetat (100 %)

— Laufmittel Vorchromatographie
Chloroform:Methanol 1:1 (v/v)

Losung 7
0,5 % (w/v) Blockierungsreagens in 6 x SSC

Losung 8
250 ml 20 x SSPE; 50 ml 100 x Denhardts Losung; 10 ml 10 % (w/v) SDS; 690 ml H,O
bidest.

NEB (-Puffer) (10 x)
1 M Tris; 9 mM EDTA; 125 mM Natriumacetat; pH 8,1 mit Eisessig eingestellt



Material

Neutralisierungslésung
0,5 M Tris/HCI; 1,5 M NaCl; pH 7,5; in H,O bidest.

Prahybridisierungslosung
1 % (w/v) Blockierungsreagens; 0,1 % (w/v) N-Laurylsarcosin; 0,02 % (w/v) SDS; 5 x SSC

Puffer 1
0,1 M Maleinsdure; 150 mM NaCl; pH 7,5; in H,O bidest.

Puffer 2
1 % (w/v) Blockierungsreagens; Puffer 1

Puffer 3
0,1 M Tris/HCI; 0,1 M NaCl; pH 9,5; in H,O bidest.

Saline
0,9 % (w/v) NaCl in H,O bidest.; autoklaviert

Spermidin-Stamml&sung
40 mM Spermidin in H,O bidest.; sterilfiltriert

SSC (20 x)-Puffer

3 M NaCl; 0,3 M Trinatriumcitrat; pH 7,0; in H,O bidest.

0,5 x SSC, 5 x SSC und 6 x SSC sind entsprechende Verdiinnungen aus 20 x SSC mit H,O
bidest.

SSPE (20 x)-Puffer
3 M NaCl; 0,2 M Na,HPOy4; 20 mM EDTA; pH 7,4 mit NaOH eingestellt

TE-Puffer
10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0; in H,O bidest.; autoklaviert

TTC-Losung
1 % (w/v) 2,3,5-Triphenyl-tetrazoliumchlorid (TTC) in H,O bidest.

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

Waschlosung A
50 mM EDTA; 2 x SSC; pH 8,0
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Waschlosung B
0,1 % SDS (w/v); 2 x SSC

Waschlosung C
0,1 % SDS (w/v); 0,2 N NaOH

2.7.4.2 Exoenzym-Testsysteme

Endocellulase-Test

— 1 mg/ml Ostazin-Hydroxycellulose in 50 mM Citronensidure/NaOH-Puffer; pH 4,8
— Ethanol:Aceton 2:1 (v/v)

Endoxylanase-Test

— 0,2 mg/ml Remazol-Brilliant-Blau-Xylan (= RBB-Xylan) in 50 mM Natriumacetatpuffer;
pH 5,0

— 96%iger Ethanol

— 0,1 mM Remazol-Brilliant-Blau (= RBB) in 50 mM Natriumacetatpuffer; pH 5,0

B-Glucosidase-Test

— 0,1 mM p-Nitrophenyl-B-D-glucopyranosid (= pNPG) in 50 mM Natriumacetatpuffer;
pH 5,0

— 0,1 mM p-Nitrophenol (= pNP) in 250 mM Glycin/NaOH-Puffer; pH 10,8
(fir Eichgerade)

Polygalacturonase-Test

— 1% (w/v) Polygalacturonsédure in 50 mM Natriumacetatpuffer; pH 5,0
— 0,5NHCI

— 0,1 M 2-Thiobarbitursdure in H,O bidest.

— 10 mM Galacturonsdure in 50 mM Natriumacetatpuffer; pH 5,0

2.7.4.3 Medien

Gelbildner

Bacto-Agar
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA

Gelrite®
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
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Versuchsmedien

Wasseragar, 0,7 und 1%ig
0,7 % bzw. 1 % (w/v) Agar in H,O bidest.; autoklaviert

Pflanzen-Nihrmedien
Pflanzenhormone

Gibberellinsdure (GAj3),
Indol-3-essigsdure (IES) und
Zeatin-ribosid, trans-Isomer, 95 %
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Hoaglands Pflanzennihrmedium

Hoaglands Nr. 2 Basale Salzmischung nach HOAGLAND und ARNON (1950)

115,03 mg/l (NH4);POy4; 2,86 mg/l H;BOs; 656,4 mg/l Ca(NO3),; 80 ug/l CuSO,4 « 5 HyO;
5,32 mg/l Fe-tartrat « 2 H,O; 240,76 mg/l MgSOs; 1,81 mg/l MgCl, « 4 H,O; 16 ng/l MoOs;
606,6 mg/l KNOs; 0,22 mg/l ZnSO4 ¢ 7 H,O; 1,6 g Mischung fiir 1 1 Medium; pH 4,7
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Nihrmedium fiir In vitro-Kulturen

MS-Medium nach MURASHIGE und SKOOG (1962)
mit optionaler Zugabe von Phytohormonen (Tab. 2-7)

Pilz-Kulturmedien

Alle Festmedien: zusitzlich 15 g/l Agar bzw. 2,5 g/l Gelrite

HM-Medium
10 g Malzextrakt; 4 g Hefeextrakt; 4 g Glucose; ad 1 1 H,O; pH 5,5; autoklaviert

MB-Medium (fiir Botrytis cinerea)
20 g/l Malzextrakt; pH 5,5; autoklaviert



50

Material

Tab. 2-7: Zusammensetzung des MS-Mediums nach MURASHIGE und SKOOG (1962).
Zugabe von Phytohormonen optional

Klasse Substanzen mg/mi
Anorganische NHsNO; 1650
Verbindungen KNOs3 1900

CaCl, * 2 H,O 440
MgSOQO, * 7 H,O 370
KH,PO, 170
Spurenelemente HsBO3 6,2
MnSQO, * 4 H,O 22,3
ZnS0O, « 7 H,O 10,59
Kl 0,83
Na,MoQO, * 2 H,0O 0,25
CoCl, * 6 H,O 0,025
CuSO, * 5 H,0O 0,025
Na,EDTA 37,2
FeSO,* 7 H,O 27,8
Cosubstrate Nicotinsaure 0,5
Pyridoxin « HCI 0,5
Thiamin « HCI 0,1
Aminosaure L-Glycin 2
Zucker Saccharose 20000
Gelbildner Gelrite 2,5
Phytohormone GA; o
IES L
Zeatin-ribosid L
pH-Wert 6,0

® = Zugabe optional, siehe Kapitel 3.3.4.3
MS-Medium autoklaviert, Phytohormone sterilfiltriert, hergestellt mit H,O bidest.




Methoden 51

3 METHODEN

3.1 Aligemeine Verfahren
3.1.1 Sterilisation

Gerite, Materialien und Losungen wurden entweder 20 min bei T=121°C und 1 bar

Uberdruck autoklaviert oder (wenn moglich) 4 h bei T = 180 °C hitzesterilisiert.

3.1.2 Bestimmung der Keimfiihigkeit der Samen im TTC-Test

Neben der Bestimmung der Keimungsrate in Petrischalen-Keimungstests (Kap. 3.2.3 und
3.3.2.2) wurde dariiber hinaus versucht, die Keimfahigkeit der Samen von Sorghum bicolor
und Striga hermonthica auch mittels TTC-Test (KUHN und JERCHEL 1941, EPLEE und NORRIS
1987) zu bestimmen. Das farblose TTC, 2,3,5-Triphenyl-tetrazoliumchlorid, auch als
Tetrazoliumrot bezeichnet, wird durch in lebensfdhigen Samen vorhandene Reduktions-
dquivalente und mitochondriale Dehydrogenasen zu rotem, wasserunldslichem Formazan
reduziert (Abb. 3-1). Der Test weist also eine Stoffwechselaktivitit nach, die nicht unbedingt
mit der Keimfihigkeit der Samen gleichzusetzen ist. Diese vereinfachende Gleichsetzung
wird in der Praxis jedoch vielfach gemacht, und der TTC-Test als Nachweis der Lebens- und

Keimfahigkeit von Samen verwendet.

\ / cl © Reduktion

N—N —_— H + 0,5 Cl,
TTC (farblos) TTC-formazan (rot)
2,3,5-Triphenyl-tetrazoliumchlorid 1,3,5-Triphenyl-tetrazolium-formazan

Abb. 3-1: Vitalitdtsnachweis von Samen mit dem TTC-Test — Reduktion des farblosen TTC zum roten
Formazan.

Die Samen von S. bicolor und S. hermonthica wurden zuerst oberflichensterilisiert (siche
Kap. 3.2.1 und 3.3.1). Danach wurden die Samen in 1%iger TTC-Losung im

Schnappdeckelglas inkubiert. Fiir Samen von S. bicolor betrug die Inkubationsdauer ein bis
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vier Tage, fir S. hermonthica-Samen zehn Tage. Danach wurden die Samen mit einem
Faltenfilter von der Losung abgetrennt. AnschlieBend wurde unter dem Binokular die Zahl der
(deutlich) rotgefarbten Samen im Auflicht und die Gesamtzahl an Samen im Durchlicht
bestimmt. Sorghum-Samen wurden auch halbiert, um die (rote) Anféarbung des Embryos

sichtbar zu machen. Rotgefarbte Samen wurden als TTC-positiv eingestuft.

3.2 Sorghum bicolor und Pearl-Millet (Pennisetum glaucum)

3.2.1 Oberfliichensterilisation der Samen von Sorghum und Millet

Die Samen wurden 10 min in 20 ml 0,125 % (w/v) Benomyl (50 % Wirkstoff) geschiittelt.
Danach wurden die Samen 15sec in 20 ml 70%igem Ethanol geschiittelt. Es folgte

20miniitiges Schiitteln in 20 ml 2,5 % (v/v) NaOCl, versetzt mit einem Tropfen Tween 20.

Anschliefend wurden die Samen viermal 3 min mit je 20 ml sterilem H,O bidest. gewaschen.

3.2.2 Anzucht fiir In vitro-Versuche und fiir Exsudatgewinnung

Oberflachensterilisierte Samen von Sorghum und Millet wurden zur Keimung auf feuchtem
Cellulose-Filtrierpapier Sorte 595 (Filtrierpapier autoklaviert, steriles H,O bidest.) in mit
Parafilm verschlossenen Petrischalen (Glas, & 100 mm, hitzesterilisiert) inkubiert. Die
Inkubation erfolgte im Wachstumsschrank bei T =28 °C und 16 h Licht (Leuchtstoffrohren).
Gekeimte Samen mit Wurzel und ausgebildeten, griinen Kotyledonen wurden

weiterverwendet.

3.2.3 Bestimmung der Keimungsrate

Jeweils 1040 Samen der verschiedenen Varietdten wurden wie oben beschrieben gekeimt.
Das Verhiltnis von gekeimten Samen zur Samengesamtzahl in den Petrischalen wurde

bestimmt.

3.2.4 [Identifizierung von Exoenzym-beeinflussenden Stoffen

3.2.4.1 Gewinnung von Sorghum-Wurzelexsudaten

Untersucht wurden Wurzelexsudate der Sorghum-Varietdten 1S-9830, Framida, DS-1195,
Seredo, IS-1037 und E-36-1. Die Keimlinge wurden auf Perligran G im Gewéchshaus



Methoden 53

angezogen. Eine 28 Tage alte Pflanze jeder Varietit wurde aus dem Kultursubstrat
herausgenommen und die Perligran-Partikel vorsichtig von den Wurzeln entfernt. Die
Wurzelballen jeder Pflanze wurden in jeweils 40 ml H,O bidest. getaucht und 5 min
geschiittelt. Die Losungen wurden durch Glaswolle filtriert und dann bei T =-70 °C
eingefroren. Danach wurden sie iiber Nacht lyophilisiert. Das gefriergetrocknete Material
wurde in 2 ml H,O bidest. resuspendiert. Aliquots hieraus wurden in den nachfolgenden
Enzymaktivititstests eingesetzt. Das Frischgewicht der Wurzeln, die flir die

Exsudatgewinnung verwendet worden waren, wurde bestimmt.

3.2.4.2 Test auf Beeinflussung der Aktivitit von Exoenzymen

Die gewonnenen Exsudate wurden in verschiedenen Enzymtestsystemen dahingehend
untersucht, ob sie die Aktivitit folgender Enzyme positiv oder negativ beeinflulten:
Endocellulase, Endoxylanase, [B-Glucosidase und Polygalacturonase. Dazu wurde im
jeweiligen Testssystem fiir alle Wurzelexsudat-Proben das zu untersuchende Exoenzym in
einer bestimmten Konzentration und Aktivitit vorgelegt. Diese Konzentration wurde vorab
bestimmt und so eingestellt, dal im Vorversuch ohne Exsudate der Umsatz des Substrats gut
zu verfolgen war und das Substrat soweit im UberschuBl vorlag, daB eine etwaige

Aktivititssteigerung im Test noch me3bar wire.

3.2.4.2.1 Endocellulase-Aktivitdtstest

Zur Bestimmung der Endocellulase (EC 3.2.1.4)-Aktivitdt wurde das Testsystem nach BIELY
et al. (1985) angewandt. Das Substrat Ostazin-Hydroxyethylcellulose ist Cellulose, die mit
dem roten Farbstoff Ostazin Brilliant Rot H-3B kovalent verkniipft worden ist. Das Substrat
wird mit Endocellulase umgesetzt. Freigesetzte Cellulose-Fragmente (mit gekoppeltem
Ostazin) werden vom Makromolekiill durch Zentrifugation abgetrennt und bleiben im
Uberstand. Der Uberstand wird bei A = 550 nm photometrisch vermessen. Dieser Test ist 16
bis 18mal sensitiver als der Nachweis reduzierender Gruppen mit 3,5-Dinitrosalicylsidure
(BIELY et al. 1985). Da der Farbstoff Ostazin (unkonjugiert) nicht zu erhalten ist, erfolgt die
Eichung durch die Umsetzung einer bestimmten Menge Ostazin-Hydroxyethylcellulose mit

definierten Mengen des Enzyms Endocellulase.
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Testsystem

Es wurden 75 ul Exsudat oder Citronensdure-Puffer (= Kontrolle E) und 75 ul 50 pg/ml
(28 mU/ml) Endocellulase in Citronensdure-Puffer (zusammen = Probe) mit 150 ul Ostazin-
Hydroxyethylcellulose in Citronensdure-Puffer vermischt, geschiittelt und 15 min bei
T =30°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 900 pul Ethanol:Aceton 2:1 (v/v) gestoppt
(kurzes Schiitteln). Danach wurden die Testansdtze 10 min bei T =4°C inkubiert,
anschlieBend 10 min bei 3200 x g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und 1 ml des
Uberstandes bei A = 550 nm photometrisch gegen die Kontrolle R (= 75 pl H,O bidest. und
75 ul Citronensédure-Puffer statt Probe) vermessen. Die Eichung erfolgte mit 75 ul einer von
1 bis 100 pg Enzym/ml variierenden Menge an Endocellulase in Citronensdure-Puffer plus
75 ul Citronensdure-Puffer statt Probe. Der lineare Anfangsbereich der Séattigungskurve

wurde als Eichgerade verwendet.

3.2.4.2.2 Endoxylanase-Aktivitdtstest

Zur Bestimmung der Endoxylanase (EC 3.2.1.8)-Aktivitdt wurde das Testsystem nach BIELY
et al. (1985) angewandt. Mit dem blauen Farbstoff Remazol-Brilliant-Blau (RBB)
gekoppeltes Xylan wird mit Endoxylanase umgesetzt. Freigesetzte Xylan-Fragmente (mit
gekoppeltem RBB) werden vom Makromolekiil durch Zentrifugation abgetrennt und bleiben
im Uberstand. Der Uberstand wird bei A =595 nm photometrisch vermessen. Die Eichung

erfolgt mit freiem RBB.

Testsystem

Es wurden 100 pl Exsudat oder Natriumacetatpuffer (= Kontrolle E) und 100 pl 1 pg/ml
(2,5 mU/ml) Endoxylanase in Natriumacetatpuffer (zusammen = Probe) mit 200 ul RBB-
Xylan in Natriumacetatpuffer vermischt, geschiittelt und 15 min bei T = 30 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde mit 800 ul 96%igem Ethanol gestoppt (kurzes Schiitteln). Danach wurden die
Testansdtze 10 min bei T =4 °C inkubiert und 10 min bei 3200 x g in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. AnschlieBend wurde 1 ml des Uberstandes bei A = 595 nm photometrisch gegen
Kontrolle R (= 100 pul H,O bidest. und 100 pl Natriumacetatpuffer statt Probe) vermessen.
Die FEichung erfolgte mittels FEichgerade mit 400pul 0 bis 100 uM RBB in
Natriumacetatpuffer statt Probe und RBB-Xylan.
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3.2.4.2.3 pB-Glucosidase-Aktivitdtstest

Zur Bestimmung der B-Glucosidase (EC 3.2.1.21)-Aktivitit wurde das Testsystem nach
DESHPANDE und ERIKSSON (1988) angewandt. Das farblose p-Nitrophenyl--D-
glucopyranosid (= pNPG) wird mit B-Glucosidase umgesetzt, wobei p-Nitrophenol (= pNP)
frei wird. pNP ist im alkalischen gelb und kann bei A =405 nm photometrisch vermessen

werden. Die Eichung erfolgt mit freiem pNP.

Testsystem

Es wurden 50 pul Exsudat oder Natriumacetatpuffer (= Kontrolle E) und 50 ul 0,1 mg/ml
(0,77 U/ml) B-Glucosidase in Natriumacetatpuffer (zusammen = Probe) mit 800 ul pNPG in
Natriumacetatpuffer vermischt, geschiittelt und 15 min bei T =40 °C inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 100 pl Na,COs-Losung (pH muB alkalisch sein) gestoppt (kurzes Schiitteln). 1 ml
der Losung wurden bei A =405 nm photometrisch gegen Kontrolle R (=50 pul H,O bidest.
und 50 pl Natriumacetatpuffer statt Probe) vermessen. Die Eichung erfolgte mittels
Eichgerade mit 0 bis 70 uM pNP. 1 ml pNP-Losung in Glycinpuffer wurde geschiittelt,

15 min bei T =40 °C inkubiert und bei A = 405 nm photometrisch vermessen.

3.2.4.2.4 Polygalacturonase-Aktivitdtstest

Zur Bestimmung der Polygalacturonase (EC 3.2.1.15)-Aktivitdt wurde das Testsystem nach
AYERS et al. (1966) und SHERWOOD (1966) angewandt. Polygalacturonase setzt aus Pektin
Mono- und Oligogalacturonsduren frei. Diese werden durch Erhitzen zu reaktiven
Carbonylverbindungen (Glyoxal, Malondialdehyd wu.&.) abgebaut. Solche reaktiven
Carbonylverbindungen bilden mit Thiobarbitursdure einen roten Farbstoffkomplex, dessen
genaue Struktur nicht bekannt ist. Die Komplexbildung kann bei A = 510 nm photometrisch

vermessen werden (NEUKOM 1960, ALBERSHEIM et al. 1960).

Testsystem

Es wurden 50 pul Exsudat oder Natriumacetatpuffer (= Kontrolle E) und 50 pul 20 pg/ml
(27,5 mU/ml) Polygalacturonase in Natriumacetatpuffer (zusammen = Probe) mit 500 pl 1 %
(w/v) Polygalacturonsdure in Natriumacetatpuffer vermischt, geschiittelt und 3 h bei
T =30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 600 ul 0,5 N HCI gestoppt (kurzes Schiitteln).
Nach Zugabe von 120 ul 0,1 M Thiobarbitursdure wurden die Testansdtze 1 h im kochenden
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Wasserbad inkubiert. Nach 20miniitiger Zentrifugation bei 14000 x g in der Tischzentrifuge
wurde 1 ml des Uberstandes bei A = 510 nm photometrisch gegen Kontrolle R (= 50 ul H,O
bidest. und 50 pl Natriumacetatpuffer statt Probe) vermessen. Die Eichung erfolgte mittels
Eichgerade mit 600 ul 0 bis 10 mM Galacturonsdure in Natriumacetatpuffer statt Probe und

Polygalacturonséure.

3.2.5 Identifizierung von Phytoalexinen aus der Wurzel von Sorghum bicolor-Varietiiten

Bei der Suche nach Phytoalexinen macht man sich den Umstand zunutze, dal Phytoalexine
nicht nur im Kontakt mit Phytoparasiten, sondern beispielsweise auch im Kontakt mit
Hefezellwandbestandteilen und Pilzen bzw. Pilzsporen elicitiert werden. Der Nachweis von
Phytoalexinen kann durch mikrobiologische Detektionsmethoden erfolgen. Anwendung fand
hier die Bioautographie unter Einsatz von Pilzsporen. Pilze, die sensitiv auf bestimmte
Phytoalexine reagieren, zeigen auf einem Festmedium in dem Bereich, wo Phytoalexine
vorhanden sind, hellere Zonen verminderten Wachstums, sogenannte Hemmzonen bzw.
Hemmhofe (HOMANS und FucHs 1970, FREY und ZIELOFF 1993). Untersucht wurden
Exsudate und Extrakte von Sorghum bicolor-Wurzeln, unbehandelt oder nach Kontakt mit
Elicitoren. Als Kontrollen wurden H,O bidest. und das Fungizid Benomyl eingesetzt. Darliber
hinaus wurden Stoffe getestet, die frither schon als Phytoalexine charakterisiert worden
waren: [L-Maackiain aus Kichererbse (Cicer arietinum) in Reaktion auf Orobanche crenata,
Coniferylalkohol aus Lein (Linum usitatissimum) in Reaktion auf den Pilz Melampsora lini,
Scopoletin  und Ayapin aus Sonnenblume (Helianthus annuus) in Reaktion auf

Orobanche cumana.

3.2.5.1 Pilzanzucht und Gewinnung von Pilzsporen

Die Arbeiten mit Pilzen und Pilzsporen fanden zur Vermeidung von Kontaminationen in einer
Sicherheitswerkbank statt. Unter sterilen Bedingungen wurden die Pilze aus kiihlgelagerten
Stammkulturen mit einer Impfése auf Festmedium in Petrischalen liberimpft, oder es wurden
aus dem Agar der Stammplatte Zylinder ausgestanzt und auf neues Festmedium {iberfiihrt.
Verwendet wurde HM-Medium, fiir Botrytis cinerea MB-Medium. Die Inkubation erfolgte
bei RT im Dunkeln. War der Pilz in der Petrischale gut angewachsen, wurde das Pilzmyzel
mit Saline, die mit einem Tropfen Tween 80 versetzt worden war, vom Agar abgespiilt und

durch Glaswolle filtriert.
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3.2.5.2 Bestimmung des Sporentiters und Einstellen der Sporensuspension

Die Zahl der Pilzsporen wurde mithilfe einer Neubauer Zahlkammer unter dem Mikroskop
bestimmt. Die gewiinschte Dichte der Sporensuspension wurde durch entsprechende

Verdiinnung mit Saline eingestellt.

3.2.5.3 Elicitierung und Gewinnung von Sorghum-Wurzelexsudaten und -extrakten

Die jeweils in Klammern angegebenen Bezeichnungen beschreiben die vorangegangenen

Behandlungsschritte der untersuchten Proben. Folgende Nomenklatur wurde verwendet:

Varietit / Elicitor / Probenart / Resuspendieren bei Extrakten
Elicitor: A = Pilzsporen, H = Hefezellwand, K = Kontrolle

Probenart: Wurzeln nach Elicitierung inkubiert in A = Aceton, W = H,O bidest.
oder es wurde E = ein Wurzelextrakt hergestellt

Resuspendieren: nur bei Wurzelextrakten —
Proben resuspendiert in A = Aceton, W = H,O bidest.

In Perligran G gewachsene, 28 Tage alte Sorghum bicolor-Pflanzen der Varietdten 555,
Framida, 1S-9830, E-36-1, M-35-1 und IS-1037 wurden dem Kultursubstrat entnommen und
noch anhaftende Perligran-Partikel vorsichtig entfernt. AnschlieBend wurden die

Wurzelballen einzelner Pflanzen drei Tage inkubiert in jeweils 40 ml

a) Pilzsporensuspension von Aspergillus niger (1-2 x 10° Sporen/ml) (Elicitor: A),
b) Suspension von Hefezellwandbestandteilen in H,O bidest. (1 mg/ml) (Elicitor: H) und
¢) H,O bidest. als Kontrolle (Elicitor: K).

Als weitere Kontrollen wurden unbehandelte Pflanzen direkt aus den Gewiachshauskulturen
eingesetzt. Die Wurzeln der Pflanzen, die in der Pilzsporensuspension oder in der Suspension
mit Hefezellwandbestandteilen inkubiert worden waren, wurden nach der Inkubation zunichst
I min in H,O bidest. gewaschen. Alle Wurzeln (jew. 100200 mg FG) wurden 30 sec in
Aceton (Probenart: A) und dann 30 min in H,O bidest. (Probenart: W) inkubiert. Danach
wurden die Wurzeln zunéchst bei T = -70 °C gelagert und spéter unter fliissigem Stickstoff im
Morser homogenisiert. Das gewonnene Pulver wurde in Reaktionsgefdf3e tiberfiihrt und mit
der gleichen Menge (v/v) Aceton versetzt. Die Proben wurden 8 h geschiittelt und danach
30min bei 7000 xg in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
abgenommen und 30 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Die Uberstinde der zweiten

Zentrifugation wurden anschliefend aliquotiert und gefriergetrocknet. Die Lyophilisate
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wurden sowohl in Aceton als auch in H,O bidest. resuspendiert (Probenart: E und

Resuspendieren: A bzw. W).

3.2.5.4 Diinnschichtchromatographie

Die Extraktionsproben (Probenart: E) von Elicitor-inkubierten Pflanzen und Kontrollen
wurden in der Diinnschichtchromatographie (DC) aufgetrennt. Als stationdre Phase diente
Kieselgel 60 mit Fluoreszenzindikator F,s4 auf Alufolie. Die Schichtdicke betrug 0,2 mm. Die
DC-Platten wurden zunéchst ohne Proben vorchromatographiert, um etwaige Riickstinde auf
den DC-Platten zu beseitigen. Verwendet wurde hierzu das Laufmittel zur
Vorchromatographie, Chloroform:Methanol 1:1 (v/v). Nach der Trocknung der DC-Platten
wurden jeweils 5 ul der Proben auf eine DC-Platte tiipfelweise an der Startlinie aufgebracht.

Die DC-Léaufe wurden mit folgenden Laufmitteln als mobile Phase durchgefiihrt:

— Laufmittel 1: Ethylacetat: Ameisensdure:2N HCI 85:9:6 (v/v/v),
— Laufmittel 2: Ethylacetat:H,O bidest.: Ameisensdure:HCI konz. 85:8:6:1 (v/v/v/v).

Nach dem DC-Lauf wurden Substanzflecken visuell aufgrund ihrer Farbe bei Tageslicht,
sowie unter UV-Licht der Wellenlingen A =254 und 366 nm als Fluoreszenz und bei

A =254 nm als Fluoreszenzldschung des Indikators der stationdren Phase registriert.

Die Charakterisierung der Substanzen erfolgte anhand ihres Re-Werts (R — Abk. fiir engl.

Relate to front) im Chromatogramm.

. o B Distanz Start - Fleck
Fiir den R-Wert gilt: Rf " Distanz Start - Front

3.2.5.5 Bioautographie

Zur Etablierung eines geeigneten Testsystems wurden verschiedene Substanzen, die als
Phytoalexine bekannt sind, und das Fungizid Benomyl auf ihre Féhigkeit Uberpriift, das
Wachstum verschiedener Pilzstimme zu hemmen:

— Benomyl (50 % Wirkstoff), 1,5 mg/ml in H,O bidest.,

— Ayapin, 1 mg/ml in Methanol, HPLC-grade,

— Coniferylalkohol, 1 mg/ml in Methanol, HPLC-grade,

— L-Maackiain, 1 mg/ml in Methanol, HPLC-grade,

— Scopoletin, 1 mg/ml in H,O bidest.
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In den anschlieBenden Tests wurden Exsudate und Extrakte von Sorghum-Wurzeln
untersucht. Jeweils 10 oder 20 pl der Proben wurden mit Glaskapillaren punktférmig auf eine
DC-Platte getiipfelt. Die weiteren Arbeitsschritte wurden im Abzug durchgefiihrt. Die DC-
Platte wurde mit HM-Festmedium (noch warm und fliissig) im Zick-zack horizontal, dann
vertikal bespriiht. AnschlieBend wurde die Platte mit einer Pilzsporensuspension ebenfalls im

Zick-zack bespriiht. Verwendet wurden Sporensuspensionen folgender Pilzarten:
— Aspergillus niger, 2-3 x 10° Sporen/ml,

— Botrytis cinerea, 3—4 x 10> Sporen/ml,

— Cladosporium herbarum (F92), 2 x 10° Sporen/ml,

— Neurospora crassa, 3,2 x 10° Sporen/ml.

AnschlieBend wurde die DC-Platte in einer Trennkammer mit hoher Luftfeuchte sieben Tage

im Dunkeln inkubiert. Danach wurde die Platte auf Hemmzonen bzw. Hemmhaofe untersucht.

3.2.6 Bestimmung des Ligningehalts von Sorghum-Wurzeln mittels >C-Festkorper-

Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie

Fiir einige Sorghum-Varietiten wurden mechanische Resistenzfaktoren postuliert. Eine
mogliche Grundlage hierfiir wire z.B. eine Verholzung der Zellwdnde. Durch die
Auflagerung von Lignin konnte das Haustorium von Striga moglicherweise nicht oder nur
weniger effizient in das Wirtsgewebe eindringen. Der Striga-Befall der Wirtspflanzen wére in
Folge geringer bzw. die Pflanzen vollig resistent. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich
der Ligningehalt von Wurzelproben verschiedener Sorghum-Varietiten mithilfe der "C-
Festkorper-NMR-Spektroskopie ermitteln 14B8t. Junge Wurzeln der S. bicolor-Varietdten N-13,
555, Framida, 1S-9830, Seredo und E-36-1 wurden zur Untersuchung herangezogen. Die
Sorghum-Pflanzen wuchsen auf Versuchsfeldern in Cinzana, Mali (Westafrika). 30 Tage alte
Pflanzen wurden moglichst mit ihrem gesamten Wurzelwerk ausgegraben. Der Wurzelballen
wurde gewaschen und anschlieend getrocknet. Von den Wurzeln wurden jeweils die ersten
10 cm von der Spitze her (jiingere Wurzelteile) abgeschnitten. Diese Wurzelteile wurden
zerkleinert und anschliefend in einer Kugelmiihle mit Wolfram-Karbid-Kugeln pulverisiert.
Jeweils 200 mg der pulverisierten Wurzelproben der verschiedenen Sorghum-Varietiten
wurde in einem 300 MHz-Festkorper-NMR-Spektrometer untersucht. *C-NMR-Spektren der
Wurzelproben wurden erstellt. Ebenfalls wurde ein Spektrum von einem kommerziellen
Ligninpraparat aus Fichtenholz aufgenommen. Dieses Spektrum konnte als Standard

verwendet werden, da die Lignine verschiedenster Herkunft fast identische NMR-Spektren
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besitzen®. Die *C-Spektren wurden dahingehend iiberpriift, ob sich die charakteristischen
Peaks aus dem Ligninspektrum auch in den Spektren der Sorghum-Wurzelproben
wiederfinden lieBen. Dariiber hinaus wurden die Spektren der Wurzelproben auch auf
Unterschiede zwischen den einzelnen Sorghum-Varietdten untersucht. So sollte festgestellt
werden, ob einzelne Varietiten, z. B. N-13, fiir die mechanische Resistenzfaktoren postuliert
worden waren, Besonderheiten im Spektrum zeigten oder ob Unterschiede zwischen

resistenten und suszeptiblen Varietéten auftraten.

3.3 Striga hermonthica

Alle Arbeiten zur Oberfldchensterilisation, Konditionierung, Keimung, Haustorialentwicklung
und zur Anlage von [nvitro-Kulturen wurden unter sterilen Bedingungen in einer
Reinraumwerkbank durchgefiihrt. Petrischalen, Arbeitsgeréte und Filtrierpapiere wurden steril

bezogen bzw. wurden sterilisiert.

3.3.1 Oberflichensterilisation der Samen

Fiir die Anlage von Gewebekulturen und fiir die Durchfithrung von Keimungstests war es
wichtig, saubere Striga hermonthica-Samen zur Verfiigung zu haben, d. h. Samen, die zuvor

auch von Pilzen bzw. Pilzsporen und Bakterien befreit worden waren:

a) Fiir die Verwendung zur Anlage von Gewebekulturen wurden folgende
Reinigungsschritte in Plastikrohrchen durchgefiihrt: Die Samen wurden in kleine
Sackchen aus Gaze-Stoff gefiillt und 30 sec in 10 ml 70%igem Ethanol geschiittelt.
Danach folgte 20miniitiges Schiitteln in 10 ml 5 % (v/v) NaOCl, versetzt mit einem
Tropfen Tween 20. Anschlieend wurden die Samen dreimal 2 min mit je 10 ml

sterilem H,O bidest. gewaschen.

b) Fiir die Verwendung in Keimungstests wurden die Samen wie folgt gereinigt:
Ebenfalls in Gaze-Stoffsdckchen wurden die Samen 4 min in 10 ml 70%igem
Ethanol geschiittelt, dann in 10 ml sterilem H,O bidest. gewaschen, 12 min in 10 ml
1 % (v/v) NaOCl, versetzt mit einem Tropfen Tween 20, geschiittelt und

abschlieBend fiinfmal 3 min mit je 10 ml sterilem H,O bidest. gewaschen.

% K. Wegmann, Institut fiir Pflanzenbiochemie, Universitit Tiibingen, persénliche Mitteilung.
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3.3.2 Keimung

Zur Optimierung der Keimung von Striga hermonthica-Samen wurden verschiedene
Bedingungen getestet. Als Inkubationsgefdll bewéhrten sich Petrischalen aus Kunststoff, da
dort im Gegensatz zu solchen aus Glas weniger Feuchtigkeit im Deckel kondensierte. Das
Filtrierpapier am Boden blieb so gleichmiBig feucht. Die Samen fiir einen Test (etwa 200 bis
300 Stiick) lagen jeweils auf einem kleinen, rechteckigen Stiick Filtrierpapier (Cellulose,
Sorte 0859) mit den ungefdhren Abmessungen 1,5 cm x 1,5 cm (,, Testfilter*). Die Testfilter
wurden dann auf einen ,,Grundfilter (Cellulose-Filtrierpapier Sorte 595, Rundfilter mit
70 mm) aufgebracht. Dies hatte den Vorteil, dal mehrere der kleinen Testfilter in einer

Petrischale inkubiert und Filter mit Bakterien- oder Pilzbefall leicht entfernt werden konnten.

3.3.2.1 Konditionierung

Entscheidend fiir die Keimung von S. hermonthica-Samen ist die Dauer der Konditionierung.
Hierunter versteht man den Zeitraum nach der Trockenlagerung der Samen und vor der
Zugabe eines Keimungsstimulans, in dem die Samen in feuchter Umgebung inkubiert werden.
Die Inkubation der Samen auf feuchtem Filtrierpapier (steriles H,O bidest.) erfolgte in mit
Parafilm verschlossenen Petrischalen (Kunststoff) bei RT im Dunkeln. Die Feuchte wurde
regelméBig tberpriift und bei Bedarf steriles H,O bidest. ergénzt. Zur Ermittlung der
optimalen Dauer wurde im Vorversuch der Zeitraum der Konditionierung von 0 bis 35 Tage
variiert. AnschlieBend wurde die Keimung induziert (siche Kap. 3.3.2.2). In den (meisten)
folgenden Versuchen betrug die Konditionierungsdauer acht Tage. Dieser Zeitraum erwies
sich in den Vortests als optimal, um im Versuch eine mdglichst hohe Keimungsrate bei

moglichst kurzer Konditionierungsdauer zu erzielen.

3.3.2.2 Bestimmung der Keimungsrate

Nach der Konditionierung wurde den Petrischalen 20 ul 3 ppm des synthetischen
Keimungsstimulans GR 24 zugesetzt, das entsprach einer Konzentration von 0,03 ppm in den
Schalen. Die S. hermonthica-Samen wurden weiter wie schon zur Konditionierung inkubiert.
Nach vier Tagen wurde das Verhéltnis von gekeimten Samen zur Samengesamtzahl unter
dem Binokular im Durchlicht ermittelt. Es wurden die Samen als gekeimt gezéhlt, bei denen

die Keimwurzel deutlich zur Mikropyle herausgetreten war.
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3.3.2.3 Keimungsinduktion

3.3.2.3.1 Keimungsstimulans GR 24

Die Standardisierung der Keimungstests erfolgte mit dem synthetischen Keimungsstimulans
GR 24. Zur Ermittlung der optimalen Konzentration von GR 24 wurden Konzentrationen (in
der Petrischale) von 3 x 10 bis 3 ppm getestet. Dazu wurde vorab die GR 24-Stammldsung

mit sterilem H,O bidest. stufenweise entsprechend verdiinnt.

3.3.2.3.2 Anzahl der Samen im Test

Verschiedentlich (JACKSON und PARKER 1991, LOGAN und STEWART 1991, BABIKER ef al.
1993) wurde diskutiert, dal S. hermonthica-Samen bei ihrer Keimung Ethylen freisetzen
wiirden. Freigesetztes Ethylen konnte seinerseits die Keimung anderer Samen in der Néhe
induzieren. Wiirde nun ein Versuchsansatz mehr Samen enthalten als ein anderer, und ldgen
die Samen dann dort auch dichter gepackt auf dem Filtrierpapier, so konnte dies eine hohere
Gesamtkeimungsrate in dieser Petrischale zur Folge haben. Durch Variation der Samenzahl
pro Petrischale wurde in drei Versuchsreihen mit 15, 22 und 24 Tagen Konditionierungsdauer

diese Hypothese tiberpriift.

3.3.3 Haustorialentwicklung

Induktion durch 2,6-Dimethoxy-p-benzochinon

2,6-Dimethoxy-p-benzochinon (engl. 2,6-dimethoxy-benzoquinone, 2,6-DMBQ) wurde in der
Literatur als Induktor der Haustorialentwicklung beschrieben (CHANG und LYNN 1986,
RIOPEL et al. 1986). In Experimenten im Rahmen dieser Arbeit wurde die Keimung von
Striga hermonthica-Samen mit GR 24 und Sorghum-Wurzelexsudaten in Petrischalen
induziert. Den gekeimten S. hermonthica-Samen wurde jeweils 1 ml 2,6-DMBQ-L6sung
zugesetzt. Verschiedene Konzentration von 10 bis 10* M wurden getestet. Die Petrischalen
wurden weiter wie schon zur Keimungsinduktion inkubiert. Uber einen Zeitraum von zwei
Wochen wurden die Keimwurzeln regelmiBig unter dem Lichtmikroskop auf morphologische
Verdanderungen untersucht. Die Tests erfolgten mit S. hermonthica-Samen der Herkiinfte
Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94). Es wurden drei Wiederholungen mit jeweils mind. vier
Parallelen durchgefiihrt.
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3.3.4 Anzucht von Striga hermonthica in verschiedenen Systemen

3.3.4.1 Anzucht auf Wirtspflanzen im Gewichshaus

Im Gewéchshaus schwankten die Klimabedingungen je nach Jahreszeit bei einer Temperatur
zwischen 18 und 28 °C (laut Thermographen). Es erfolgte eine kiinstliche Beleuchtung tiber
9 h mit 20.000-30.000 Lux zusitzlich zum Tageslicht. Die Topfe wurden regelméBig von

oben gewissert.

3.3.4.1.1 Anzucht der Wirte Sorghum bicolor und Pearl-Millet (Pennisetum glaucum)

Sorghum- und Millet-Pflanzen wurden auf dem Kultursubstrat Einheitserde Typ ED 73
angezogen. Zum Pikieren wurden drei—vier Wochen alte Pflanzen der Erde entnommen, die

Waurzeln vorsichtig von Erde befreit und mit H,O bidest. abgespiilt.

3.3.4.1.2 Anzucht auf den Wirten Sorghum und Millet im Topfversuch

Ziel war es, moglichst viele Striga hermonthica-Pflanzen fiir weitere Untersuchungen zu
erhalten. Deshalb wurde untersucht, mit welchem Anzuchtverfahren die grofte Zahl an
S. hermonthica-Pflanzen auf den Sorghum-Wirtspflanzen wuchsen. Jeweils eine Spatelspitze
S. hermonthica-Samen, das entspricht ca. 3000-4000 Samen, wurde den Topfen nach

verschiedenen Methoden zugegeben:

a) Waihrend des Eintopfens der einzelnen Wirtspflanze wurden S. hermonthica-Samen

direkt auf die Wurzeln aufgestreut,

b) wie a) — zusétzlich waren die S. hermonthica-Samen vorher oberflachensterilisiert

worden,

¢) wie a) — zusétzlich waren die S. hermonthica-Samen vorher oberflichensterilisiert

und acht Tage konditioniert worden.

Fiir diese Untersuchung wurden Sorghum-Pflanzen der suszeptiblen Varietit CSM-209 und
S. hermonthica-Samen der Herkiinfte Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94) verwendet. In
weiteren Anzuchtversuchen wurden Striga-Samen auch auf die Erdoberfldche von Topfen mit
Sorghum- und Milletpflanzen aufgestreut und anschlieend mit dem GieBwasser ins Erdreich

eingesplilt.
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3.3.4.2 Cokulturen Striga hermonthica — Sorghum bicolor in Petrischalen

Samen der Sorghum-Varietiten N-13, 555, Framida, 1S-9830, Seredo, E-36-1, M-35-1,
DS-1195, 1S-1037, CSM-209 und CSM-335 wurden oberflaichensterilisiert und in
Petrischalen in vitro gekeimt. S. hermonthica-Samen aus Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94)
wurden oberfldchensterilisiert und acht Tage konditioniert. Die Striga-Samen wurden in mit
feuchtem Filtrierpapier (Cellulose, Sorte 595) ausgelegte Petrischalen (& =145 mm)
tiberfithrt. Zur Anfeuchtung wurde steriles H,O bidest. verwendet. Sorghum-Pflanzchen mit
einer Sprofilange grofer 3 cm wurden so in die grofen Petrischalen gelegt, dall die Wurzeln
sich liber die gesamte Bodenfliche der Petrischale ausbreiten konnten. Der wachsende
Sorghum-SproB3 gelangte iiber eine kleine Offnung in der Petrischale nach auBen. Die Schalen
wurden mit Parafilm verschlossen, die Offnung mit dem SproB bestmoglichst abgedichtet.
AnschlieBend wurden die Schalen (Wurzelraum) mit Alufolie abgedunkelt. Die Kulturen
wurden dann in Wachstumsschranken bei T=28 °C und 16 h Licht (Leuchtstoffréhren)
inkubiert. Das Filtrierpapier wurde durch Zugabe von sterilem H,O bidest. immer feucht
gehalten. In weiteren Versuchen wurde das Filtrierpapier durch Glasfaserfilter GF6 ersetzt.
Dariiber hinaus wurden Versuche ganz ohne Filtrierpapier oder Glasfaserfilter durchgefiihrt,
stattdessen wurden die Wurzeln und Samen in 1%igem Wasseragar eingebettet. Die
Beobachtung der Entwicklungsvorgdnge in den Petrischalen erfolgte nach Abnahme der

Alufolie unter dem Binokular.

3.3.4.3 In vitro-Kulturen

3.3.4.3.1 Gewebekulturen aus Achselknospen

Die Oberfliachensterilisation wurde unter sterilen Verhidltnissen in einer Reinraumwerkbank
durchgefiihrt. Es wurden Striga hermonthica-Pflanzen aus dem Gewéchshaus verwendet. Die
SproBachse der Pflanzen wurde in kleine Abschnitte zerteilt, die jeweils ein Nodium besallen.
Aus der kreuzgegenstiandigen (dekussierten) Blattstellung von S. hermonthica ergibt sich so je
Nodium ein Paar potentiell regenerationsfahiger Achselknospen. Diese Abschnitte wurden
oberfldchensterilisiert: In einem Plastikrohrchen wurden die Gewebestiicke mit 20 ml sterilem
H,O bidest. plus zwei Tropfen Detergens Tween 20 gewaschen. AnschlieBend wurden sie fiir
zwei Sekunden in 20 ml 70%igem Ethanol, danach 20 min in 20 ml 2,5 % NaOClI, versetzt
mit zwei Tropfen Tween 20, geschiittelt. AbschlieBend wurden die Gewebestiicke dreimal mit
je 20 ml sterilem H,O bidest. gewaschen. Die durch diese Behandlung weifl gebleichten

Enden wurden entfernt und die Abschnitte so zugeschnitten, da3 ca. 3 mm Sprof3 oberhalb
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und 5 mm unterhalb der Achselknospen erhalten blieb. Zur Regeneration wurden die
SproBabschnitte bis zur Unterseite der Achselknospen in MS-Festmedium in Petrischalen
gesteckt und die Schalen mit Parafilm verschlossen. Verschiedene Zusitze zum MS-Medium
wurden in Kombination getestet: Gibberellinsdure (GA3;) 0 bis 3 ppm und Indolessigsdure
(IES) 0 bis 0,1 ppm. SproBabschnitte, die Regenerationsvermdgen zeigten, wurden spiter auf
reines MS-Festmedium in grofere Kulturgefile umgesetzt. Die Kultivierung erfolgte in

Wachstumsschrianken bei T =28 °C und 16 h Licht (Leuchtstoffrohren).

3.3.4.3.2 In vitro-Kulturen aus Samen

Samen von Striga hermonthica wurden wie beschrieben oberfldchensterilisiert (Kap. 3.3.1).
Danach wurden sie auf MS-Festmedium mit verschiedenen Zusétzen in Petrischalen
tiberfithrt. Folgende Zusdtze wurden getestet, ob sie die Keimung von S. hermonthica

auslosen und das Wachstum foérdern kénnen:

a) Zeatin-ribosid, 0,5 ppm,

b) Zeatin-ribosid, 1,0 ppm,

c) GAs, 1 ppm,

d) GR 24,3 ppm

sowie Cokulturen mit

e) Wurzelteilen von SiiBBkartoffel (lpomoea batatas) und

f) Sorghum bicolor (ganze Pflanzen, die Wurzeln jeweils in MS-Festmedium).

Striga-Keimlinge, die Wurzel- und SproBentwicklung zeigten, wurden spédter zuerst auf MS-
Festmedium mit 0,5 ppm Zeatin-ribosid oder gleich auf MS-Festmedium (ohne Zusatz)
umgesetzt. Flir bessere Wachstumsbedingungen wurden teilweise auch Plastikrohrchen mit
Schrigagar verwendet. Keimungsinduktion und Wachstum fanden in Wachstumsschrinken

bei T =28 °C und 16 h Licht (Leuchtstoffrohren) statt.

3.3.4.3.3 Erhaltung der In vitro-Kulturen

S. hermonthica-Pflanzen in In vitro-Kultur wurden alle vier Wochen umgesetzt. Bei Kulturen,
die aus einem einzelnen Klon stammten, wurden einzelne Pflanzen ausgewihlt, die dann
weitervermehrt wurden. Zur Vermehrung wurden unter sterilen Bedingungen die
Pflanzensprosse in kleine Abschnitte mit jeweils einem Paar Achselknospen zerteilt und auf

frisches MS-Festmedium tiberfiihrt.
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3.3.4.3.4 Untersuchung von ins Nihrmedium abgegebenen Stoffen

S. hermonthica-Pflanzen in In vitro-Kultur gaben wihrend des Wachstums farbige Stoffe in
das Ndhrmedium ab. Mit verschiedenen Losungsmitteln wurde versucht, diese farbige(n)
Substanz(en) aus der Gelmatrix heraus zu isolieren: Aceton, Diethylether, Ethanol,
Ethylacetat, H,O bidest., Methanol und Toluol. Desweiteren wurde untersucht, ob eine
Verdnderung des pH-Werts durch die Zugabe von Sdure (1 N HCI, Eisessig) oder Alkali (1
bzw. 10 N NaOH) zu einer Farbverdnderung fiihrt.

3.3.5 Morphologische Charakterisierung von Striga hermonthica
3.3.5.1 Samen

Die Samenschalen wurden zunichst unter dem Lichtmikroskop, spédter auch unter dem
Rasterelektronenmikroskop (REM) auf ihre morphologischen Charakteristika hin untersucht.
Die maximale VergroBerung fiir die Untersuchung der Samenschalen wurde unter dem REM
erreicht, sie lag bei 5000fach. Fiir die Untersuchungen unter dem REM wurden die
S. hermonthica-Samen mithilfe eines Haares auf spezielle Objekttrager aufgebracht. In einem
Sputter wurde dann eine Gold-Palladium-Legierung von ca. 20 nm Dicke auf die Samen
aufgedampft. Im REM wurden zur Untersuchung folgende Druckwerte eingestellt:

Kathode: ~ 5,3 x 107 hPa, Probe: ~ 2,7 x 10° hPa.

3.3.5.2 Bliten

S. hermonthica-Pflanzen aus Samen der Herkiinfte Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94)
wurden auf Sorghum bicolor im Gewiachshaus angezogen. In Zusammenarbeit mit Prof. E.
Teryokhin, St. Petersburg, Ruflland wurden Pflanzen aus beiden Herkunftsgebieten auf ihre
morphologischen Merkmale hin untersucht. Zur Charakterisierung wurden Bliitenmerkmale

herangezogen: Aufbau, Linge, Struktur und Farbe von Krone (Corolla) und Kelch (Calyx).

3.4 Molekularbiologische Methoden — Genetische Variabilitit von Striga hermonthica

Es wurde die Gesamt-DNA aus Blittern von Striga hermonthica-Pflanzen neunzehn
verschiedener Herkiinfte isoliert. Ein genetischer Fingerabdruck wurde mithilfe der RFLP-

Analyse und der RAPD-PCR erstellt. Die Daten der RAPD-PCR-Untersuchungen wurden
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anschlieBend phylogenetisch ausgewertet.

3.4.1 Isolierung von Gesamt-DNA aus Gewichshaus- und In vitro-Pflanzen

Gesamt-DNA von S. hermonthica wurde nach der von GEBHARDT et al. (1989) modifizierten
CTAB-Methode von SAGHAI-MAROOF et al. (1989) isoliert. 0,2—0,3 g Blattmaterial wurden
im Morser mit 1ml CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)-Isolierungspuffer
homogenisiert und anschlieBend in einem Reaktionsgefdl (RG) 1 h bei T =55-60 °C im
Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml Dichlormethan wurden die Proben gut
durchmischt. Die anschlieBende 15miniitige Zentrifugation erfolgte bei 14.000 x g in einer
Tischzentrifuge. Der wifBrige Uberstand wurde abgenommen und mit 1 ml 2-Propanol
gemischt. Nach 10maligem Invertieren wurde die ausgefallene DNA mit einer Pasteurpipette
in 100%igen Ethanol tiberfiihrt und dann bei T =-20 °C gelagert. Zur weiteren Bearbeitung
wurden die DNA-Proben 5 min bei 14.000 x g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der
100%ige Ethanol wurde verworfen und stattdessen 70%iger Ethanol zum Waschen auf den
DNA-Niederschlag gegeben. Danach wurde wieder fiir 5 min bei 14.000 x g in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Der 70%ige Ethanol wurde verworfen und der DNA-
Niederschlag 30 min im laminaren Luftstrom der Sterilbank getrocknet. Nach Zugabe von
40 ul TE-Puffer wurde die DNA zwei bis drei Stunden im Wasserbad bei T =60 °C gelost.
Grobe Inhaltsstoffe wurden mittels Zentrifugation (5 min bei 14.000 x g in einer
Tischzentrifuge) sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues RG iiberfiihrt. Die DNA in

TE-Puffer wurde bis zur weiteren Analyse bei T =-20 °C gelagert.

3.4.2 Bestimmung der DNA-Konzentration und Reinheit

Die DNA-Proben wurden 5 min bei 14.000 x g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, um
Schwebeteilchen zu sedimentieren. AnschlieBend wurde die Konzentration an Gesamt-DNA
photometrisch bestimmt. Dazu wurden die Extinktionen bei A =260 nm und 280 nm

gemessen. Die DNA-Konzentration 148t sich wie folgt berechnen (SAMBROOK et al. 1989):
[DNA] pg/ml = Egg x 50 x Verdunnungsfaktor

Im Versuch wurde eine 1:125 Verdiinnung (4 pl Probe und 496 ul H,O bidest.) verwendet.

Die Reinheit der Probe ergibt sich aus dem Quotienten E,q / E2g0: Reine DNA-Proben

besitzen einen Quotienten von 1,8-2,0. Niedrigere Werte deuten auf eine Kontamination mit
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Proteinen oder Phenolen hin, Werte grof3er als 2,0 dagegen auf ein hohes RNA/DNA-
Verhiltnis.

3.4.3 RFLP-Analysen

3.4.3.1 Restriktionsverdau

Zum Restriktionsverdau wurden die folgenden Enzyme eingesetzt: BamHI, Dral, EcoRI,
EcoRYV, HindIIl, Kpnl und Pstl. Im Verdau wurden jeweils 20 pg Gesamt-DNA mit 10 U des
jeweiligen Restriktionsenzyms umgesetzt. Aullerdem befanden sich im Reaktionsansatz 3 ul
10 x Restriktionsverdau-Puffer und 3 pl 10 mg/ml Spermidin. Mit sterilem H,O bidest. wurde
auf das Endvolumen von 30 pl aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei T =37 °C

im Wiarmeschrank.

3.4.3.2 DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden im 0,9%igen Agarosegel aufgetrennt. Das Agarosegel wurde
mit 1 x NEB-Puffer hergestellt, der ebenfalls als Laufpuffer Verwendung fand. Dariiber
hinaus enthielt das Gel 0,0003 % (v/v) Ethidiumbromid. Jeweils 30 ul DNA-Probe und 5 pl
Elektrophorese-Probenpuffer wurden vermischt und in die Geltaschen pipettiert. Die
Trennung erfolgte bei einer angelegten Spannung von 50 V und einer Stromstidrke von ca.
100 mA. Die Laufzeit betrug etwa 20 h. Als Langenstandard wurde der DIG-markierte DNA-
Molekulargewichtsmarker II (HindIII-geschnittene A-DNA) eingesetzt. Die Vollstindigkeit
des Verdaus, d. h. ob die gesamte hochmolekulare DNA durch den Restriktionsverdau in
kleinere Fragmente gespalten worden war, wurde unter UV-Licht auf dem Transilluminator

(Ethidiumbromid-Farbung der DNA-Banden bei A = 312 nm) iiberpriift.

3.4.3.3 Southern-Transfer (Southern-Blot)

Das Agarosegel wurde 10 min in 0,25 N HCI unter leichtem Schwenken inkubiert. Hierbei
wurde die aufgetrennte DNA teilweise depuriniert. AnschlieBend wurde das Gel kurz mit VE-
Wasser abgespiilt und dann 40 min in Denaturierungslosung unter leichtem Schwenken
inkubiert. Neben der Trennung in Einzelstringe fiihrte die Natronlauge zur Hydrolyse der
Phosphodiesterbindungen an den Stellen der Depurinierung und damit zu Strangbriichen. Dies

ermOglichte den spéteren Transfer der DNA-Fragmente auf die Membran, der mit den
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ungeteilten DNA-Strangen nicht moglich gewesen wire. Das Gel wurde erneut mit VE-
Wasser kurz abgespiilt und dann 40 min in Neutralisierungslosung unter leichtem Schwenken
inkubiert. Uber Nacht wurden die DNA-Stringe mit 20 x SSC-Puffer auf eine Nylonmembran
tibertragen. Dazu wurden zwei Lagen Filtrierpapier so auf eine erhohte Glasplatte gelegt, dal3
die Enden jeweils in 20 x SSC-Puffer tauchten. Das Gel wurde mit der Oberseite nach unten
auf das Filtrierpapier gelegt. Auf das Gel wurde die Nylonmembran gelegt, die zuvor 2 min in
H,O bidest. vorgequollen worden war. Darauf wurden zwei Lagen mit Transferlosung
getrankte Filtrierpapiere gelegt, auf diese wiederum zwei trockene Lagen. Es folgte ein ca.
10 cm hoher Stapel aus trockenen Papierhandtiichern, gefolgt von einer Glasplatte. Die
Glasplatte wurde mit einem 800 g schweren Gewicht (hier Wanne mit 800 ml Wasser)
beschwert. Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran kurz (ein- bis zweimal) in

2 x SSC-Puffer geschwenkt und dann bei RT getrocknet.

3.4.3.4 Fixierung der DNA auf der Membran

Zur Fixierung der DNA auf der Nylonmembran wurde die mit der DNA beladene Seite der

Membran 1 min mit UV-Licht (A = 312 nm) auf dem Transilluminator bestrahlt.

3.4.3.5 DIG-nichtradioaktives System zur Nukleinsdure-Markierung und -Detektion

Die Detektion der Banden erfolgte mit dem nichtradioaktiven Digoxigenin (DIG)-System
(VAN MILTENBURG et al. 1995). Zur Hybridisierung wurden DIG-markierte Sonden
eingesetzt. Die Markierung bestand aus in die Sonden eingebautem DIG-gekoppeltem dUTP
(Desoxyuridintriphosphat) (Abb. 3-2).

Cs

(6] (e} H
N
o 9 9 oy °
02P-0-P-0-P—0 o
0 0° O
R> R1

Abb. 3-2: Struktur DIG-markierter Nukleotide — als Beispiel alkali-stabiles dUTP
(Ry=H, R, = OH).
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Das Blockierungsreagens in der Prahybridisierungslosung diente dazu, freie Bindungsstellen
auf der Membran abzuséttigen und so den Hintergrund zu minimieren. An die hybridisierten
Sonden wurde ein Anti-DIG-Antikérper gebunden, der fest an eine alkalische Phosphatase
gekoppelt war. Die Detektion erfolgte mittels Chemilumineszenz-Verfahren. Dabei spaltete
die alkalische Phosphatase ein Chemilumineszenz-alkalische Phosphatase-Substrat an den
jeweiligen Bindungsorten der Sonden auf der Membran. Die Lumineszenzsignale wurden

mithilfe eines Rontgenfilms detektiert.

3.4.3.5.1 Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten Sonden

Hybridisierung mit Oligonukleotidsonden

Hochrepetitive DNA-Abschnitte sind typisch fiir das Genom von Eukaryonten. WEISING et al.
(1989a) und WEISING et al. (1989b) zeigten das Vorhandensein von (GATA),- und (GACA),-
Wiederholungen in pflanzlichen Genomen der Gymnospermen und Angiospermen. Spéter
konnten solche Abschnitte auch bei den Farnen nachgewiesen werden. Diese repetitiven
DNA-Bereiche werden als SSR (engl. Simple Sequence Repeats, einfache
Sequenzwiederholungen) oder Mikrosatelliten bezeichnet. Zum Nachweis der Bereiche
dienen Oligonukleotidsonden. In dieser Arbeit fanden die DIG-markierten Oligonukleotide
(GATA)4, (GACA)4 und (GTG)s als Sonden Anwendung. Alle Schritte wurden in rotierenden
Glasrohren im Hybridisierungsofen durchgefiihrt. Die Membran mit der fixierten DNA wurde
lh bei RT in 20ml Losung 7 (= Blockierungslosung) inkubiert. Danach folgte eine
Prahybridisierung fiir mindestens 1 h in 20 ml Losung 8. Die Losung 8 wurde anschlie3end
durch 20 ml Oligonukleotidsonde (0,16 nmol) in Losung 8 ersetzt. Die Hybridisierung
erfolgte iiber Nacht. Die Hybridisierungstemperatur betrug fiir die Sonden (GATA)s und
(GACA), jeweils 30 °C, fir (GTG)s 40 °C. Zur Vermeidung eines zu hohen Hintergrunds
wurde die Membran anschlieend dreimal 15 min in 20 ml jeweils frischem 6 x SSC-Puffer
bei RT gewaschen. Die Losungen mit den Oligonukleotidsonden konnten vielfach

wiederverwendet werden, gelagert wurden sie bei T = -20 °C.

Hybridisierung mit rDNA-Sonden

Ebenfalls in einer groBBer Zahl an Wiederholungen liegen die Gene fiir rRNAs im Genom vor.
In pflanzlichen Genomen gibt es Cluster von DNA-Sequenzen fiir die 5,8 S, 18 S und 25 S
rRNAs. Die Zahl der Kopien liegt bei 1.000 bis 50.000 pro Genom (HEMLEBEN et al. 1992,

TORRES und HEMLEBEN 1991, BORISIUK ef al. 1994). In dieser Arbeit wurden die DIG-
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markierten Sonden pRZ 18 und pRZ 25 verwendet. Beide Sonden enthalten rDNA-
Genabschnitte aus Zucchini (Cucurbita pepo). Angewandt wurde die Methode nach KREIKE
et al. (1990) in modifizierter Form. Alle Schritte wurden in rotierenden Glasréhren im
Hybridisierungsofen durchgefiihrt. Die Membran mit der fixierten DNA wurde 1h bei
T=62,5°C in 15 ml Priahybridisierungslosung inkubiert. Danach folgte die Hybridisierung
mit der in Prihybridisierungslosung gelosten Sonde (400 ng in 10 ml). Die Sondenldsung
wurde vor dem Einsatz 10 min gekocht (Auftrennen der Sonden-DNA in Einzelstringe) und
dann 5 min im Eisbad geschiittelt. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei T = 62,5 °C.
Zur Vermeidung eines zu hohen Hintergrunds wurde die Membran zweimal 5 min und
anschliefend zweimal 15 min bei T =62,5°C mit jeweils frischen 15 ml Waschlosung
gewaschen. Die Losungen mit den rDNA-Sonden konnten vielfach wiederverwendet werden,

gelagert wurden sie bei T = -20 °C.

3.4.3.5.2 Detektion

Die Detektion erfolgte nach dem Chemilumineszenz-Verfahren mit dem Chemilumineszenz-
alkalische Phosphatase-Substrat RTU CDP-Star™. Die nachfolgenden Schritte wurden alle
bei RT durchgefiihrt. Die Membran wurde 5 min in 20 ml Puffer 1, danach 30 min in 15 ml
Puffer 2 inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran 30 min in 10 ml Anti-DIG-Lsung
inkubiert, danach 10 min mit 15 ml Puffer 2 gewaschen. Dann wurde die Membran noch
dreimal 10 min mit jeweils frischen 20 ml Puffer 1 gewaschen, um ungebundene Antikdrper
zu entfernen. SchlieBlich erfolgte die Aquilibrierung durch fiinfminiitige Inkubation in 20 ml
Puffer 3. Nach diesen Arbeitsschritten, die in der Hybridisierungsrohre erfolgten, wurde die
Membran aus der Rohre herausgenommen und kurz in Puffer 3 geschwenkt. Anschlieend
wurde die Membran auf eine Plastikfolie gelegt, 1 ml RTU CDP-Star™ in Tropfchen auf die
Membran gegeben und durch Schwenken gleichméaBig verteilt. Danach wurde die Plastikfolie
tibergeschlagen und die Chemilumineszenzldsung durch Ausstreichen vorsichtig verteilt. Es
folgte eine flinfminiitige Inkubation, dunkel abgedeckt. Die {iberschiissige
Chemilumineszenzldsung wurde mit einem Roller herausgewalzt und die Folie mithilfe eines
Folienschweillgerdts rundum verschlossen. Die Folie wurde auBen mit 70%igem Ethanol
abgewischt und in einer lichtdicht schlieBenden Filmkassette so fixiert, dal die Seite der
Membran, auf der die DNA fixiert worden war, nach oben zeigte. AnschlieBend wurde im
Dunkeln ein Rontgenfilm aufgelegt, und der Film 30-150 min exponiert. Die Entwicklung
erfolgte in einem automatischen Filmentwickler oder manuell in der Dunkelkammer. Fiir die

Weiterverwendung in einem neuen Hybridisierungsexperiment wurde die Membran
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zusammen mit 10 ml 2 x SSC-Puffer in Plastikfolie eingeschweilit und bei T =4 °C gelagert

(Membran immer benetzt).

3.4.3.5.3 Strippen von Membranen

Zur erneuten Hybridisierung mit einer anderen Sonde kann die gebundene Sonde von der
Membran entfernt werden, dieses Verfahren bezeichnet man als ,,Strippen®. In der Regel
konnte eine Membran mindestens viermal ,,gestrippt* werden. Alle Arbeitsschritte wurden in
rotierenden Glasrohren im Hybridisierungsofen durchgefiihrt. Die Membran wurde zweimal
15 min bei T = 62,5 °C in Waschlosung A, zweimal 5 min bei T = 62,5 °C in Waschlésung B
und zweimal 15 min bei T =37 °C in Waschlosung C inkubiert. Es wurden jeweils 20 ml
frische Waschlésungen verwendet. Zum Schlu3 wurde die Membran kurz in 2 x SSC-Puffer
geschwenkt. Das weitere Vorgehen fiir die neue Hybridisierung erfolgte wie im Kap. 3.4.3.5.1

beschrieben.

3.4.4 RAPD-PCR
3.4.4.1 RNase-Verdau

Zur Entfernung von RNA-Anteilen, die die anschlieBenden RAPD-PCR-Analysen gestort
hitten, wurden die S. hermonthica-DNA-Proben zuvor mit RNase A verdaut. Die RNase A
wurde 15 min im Wasserbad gekocht, um vorhandene DNasen zu inaktivieren. Im RG wurden
50 pl in TE-Puffer geloster Gesamt-DNA mit 0,5 pul 10 mg/ml RNase A fiir 1 h bei T =37 °C
verdaut. AnschlieBend wurde 5 min bei 14.000 x g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.
Nach Zugabe von 150 pl 2-Propanol wurde viermal invertiert, und die ausgefallene DNA
wurde mit einer Pasteurpipette in 150 pl 100%igen Ethanol {iberfiihrt. Es wurde erneut 5 min
bei 14.000 x g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand verworfen und 150 pl
70%iger Ethanol zugegeben. Nach weiteren 5 min Zentrifugation bei 14.000 x g wurde der
Uberstand verworfen und der DNA-Niederschlag im laminaren Luftstrom der Sterilbank
getrocknet. AnschlieBend wurde die DNA in 40 ul TE-Puffer fiir 2-3 h im Wasserbad bei
T =60 °C gelost. Die Menge an Gesamt-DNA wurde photometrisch bestimmt (siche Kap.
342). Die DNA in TE-Puffer wurde bis zur weiteren Analyse bei
T =-20 °C gelagert.
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3.4.4.2 PCR-Ablauf

Die lyophilisierten 10mer-Primer fiir die RAPD-PCR wurden in sterilem H,O bidest. so
resuspendiert, dafl eine Konzentration von 10 uM erhalten wurde. Das Gesamtvolumen eines
PCR-Ansatzes betrug 50 pl. Zuerst wurde ein Mastermix mit allen Komponenten aufler der
Gesamt-DNA hergestellt. Jeder Probe wurden vor dem Reaktionsstart zu den vorgelegten
46 pl Mastermix 4 pl 20 ng/pl der jeweiligen Gesamt-DNA aus dem RNase-Verdau zugefiigt
(Tab. 3-1).

Tab. 3-1: Komponenten eines PCR-Ansatzes.

PCR-Ansatz
Malistab/Volumen 50 ul
Mastermix mit allen Komponenten auler DNA
Taqg-Polymerase 1U
PCR-Puffer 1x
MgCl, 2mM
Nukleotid-Mix 0,2 mM
Primer (gleicher Primer fiir beide DNA-Strange) 0,4 uM
DMSO 5%
H,O bidest., steril ad 46 ul
Gesamt-DNA in TE-Puffer 80 ngin4 pl

Die Amplifikation wurde in einem PCR-Thermocycler mit folgendem Temperaturprofil

durchgefiihrt (Abb. 3-3):

2 min 94 °C i
1 min 94 °C '/\
1 min 36 °C 40x
2min72 °C
v
7min72 °C Heiz-/Klhlrate:
halten 4 °C v 2°Cls

Abb. 3-3: PCR-Temperaturprofil.

Die siebenminiitige Inkubation bei T =72 °C diente der vollstindigen Kettenverldngerung.

Bis zur Entnahme aus dem PCR-Thermocycler wurden die Proben bei T = 4 °C gehalten.
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3.4.4.3 Auftrennen der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden im 2%igen Agarosegel aufgetrennt. Das Agarosegel wurde mit
1 x NEB-Puffer hergestellt, der ebenfalls als Laufpuffer Verwendung fand. Das Gel enthielt
auflerdem 0,0005 % (v/v) Ethidiumbromid zur spiteren Sichtbarmachung der Banden unter
UV-Licht. Jeweils 10 ul PCR-Produkt und 1 pl Elektrophorese-Probenpuffer wurden
vermischt und in die Geltaschen pipettiert. Die Trennung erfolgte bei einer angelegten
Spannung von 50V und einer Stromstirke von ca. 130 mA. Die Laufzeit betrug
durchschnittlich 3 h. Als Langenstandards wurden die DNA-Molekulargewichtsmarker VIII
und XVI eingesetzt.

3.4.4.4 Detektion und Bandenbestimmung

Die aufgetrennten PCR-Produkte im Agarosegel wurden auf dem Transilluminator unter UV-
Licht (A=312nm) sichtbar gemacht. Aufnahmen der Bandenmuster wurden mittels
Videodokumentationssystem angefertigt. Als erstes wurde untersucht, mit welchen Primern
Amplifikationsprodukte, d. h. Banden, erhalten werden konnten. Banden, die deutlich und
reproduzierbar auftraten und zumindest fiir die Mehrzahl der Genotypen einer Herkunft
vorhanden waren, wurden ausgewihlt. In allen PCR-Liufen wurde tiiberpriift, ob die
ausgewdhlten Banden fiir die jeweilige Primer-Genotyp-Kombination vorhanden waren oder
nicht. Die aus allen PCR-Liufen erhaltenen Bandenmuster wurden in einer Tabelle
zusammengefaBlt. Vorhandene Banden wurden mit ,,1* registriert, nicht vorhandene erhielten
eine  ,,0“. Primer-Genotyp-Kombinationen, fiir die selbst nach mehrmaligen
Wiederholungsversuchen keine eindeutigen Daten erhalten werden konnten, wurden in der

Tabelle mit ,,.* vermerkt.

3.4.5 Phylogenetische Auswertung

Die gewonnene Datenmatrix wurde mit den Computerprogrammen PAUP* und Popgene
analysiert. Zur phylogenetischen Auswertung aller RAPD-PCR-Einzeldaten wurden mit dem
Programm PAUP* zwei Dendrogramme mit unterschiedlichen Algorithmen erstellt. Das eine
Dendrogramm wurde unter Verwendung des Verfahrens nach UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Averages) erstellt. Der erhaltene Baum wurde mittels
heuristischem Bootstrap-Verfahren auf seine Giite hin tiberpriift. Dazu wurde eine 50%ige

Konsensusbedingung eingestellt, und es wurden 100 Wiederholungen gerechnet. Das andere
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Dendrogramm wurde mit der Methode Maximum Parsimony (MP) erstellt. Aus 2000
berechneten Bdumen wurde ein 50 %-Konsensusbaum ermittelt. Fiir die Untersuchung der
RAPD-Daten auf Populationsebene mit dem Programm Popgene wurden die DNA-Proben
gleicher Herkunft zu einer Population zusammengefal3t. Die einzelne Kenia-Probe K/K/96/iv
aus In vitro-Aufzucht wurde den Proben aus Gewéchshaus-Aufzucht K/K/96 zugeordnet. Als
MafB fiir die genetische Variabilitit innerhalb der Populationen wurde die Gendiversitét 4
nach NEI (1973) bestimmt. Zur Ermittlung der genetischen Identitdt und der genetischen
Distanz (GD) wurde die Methode ohne zusétzliche Randbedingungen (engl. unbiased) nach
NEI (1978) angewandt. Ein Dendrogramm wurde aufgrund der ermittelten GDs mit dem
UPGMA-Verfahren erstellt. Popgene verwendet hierfiir eine Modifikation der Prozedur
Neighbor aus dem Programm Phylip Version 3.5¢’.

3.5 Interaktion Wirt — Parasit Striga hermonthica. 1dentifizierung keimungs-

induzierender Stoffe in Sorghum- und Millet-Wurzelexsudaten

Samen von Striga hermonthica bendtigen zur Keimung einen chemischen Stimulus. Stoffe,
die als Keimungsstimulans wirken konnen, werden von verschiedenen Wirtspflanzen und
Nicht-Wirtspflanzen (Falsche-Wirte) iiber die Wurzel in die Umgebung abgegeben. Sorghum-
und Millet-Varietidten wurden auf ihre Kompetenz zur Abgabe solcher Stoffe getestet. Als
,Bioindikatoren wurden bei allen Untersuchungen S. hermonthica-Samen der Herkunft
Mali 95 (M/95) in Keimungstests eingesetzt. Stichproben mit Samen der Herkunft Kenia 94

(K/94) zeigten kein von dem der Samen aus Mali 95 abweichendes Keimungsverhalten.

3.5.1 Gewinnung von Wirtswurzelexsudaten

Wurzelexsudate der Sorghum bicolor-Varietiten N-13, 555, Framida, 1S-9830, Seredo,
E-36-1, M-35-1, DS-1195, IS-1037, CSM-209 und CSM-335 sowie der Millet-Varietiten
Soxsat und Boboni wurden gesammelt. Hierzu wurden Keimlinge mit ausgeprigter
Keimwurzel (rund eine Woche alt, die Pflanzenentwicklung variierte je nach Varietit)
verwendet (Anzucht nach Kap. 3.2). Jeweils vier bis fiinfzehn Keimlinge wurden in breite
Kulturréhrchen mit VerschluBBkappen iiberfiihrt, so daB3 die Wurzeln in 12 ml steriles H,O

bidest. am Boden des Kulturrohrchens tauchten. Das Sammeln der Exsudate erfolgte liber

7 © 1986-93 by Joseph Felsenstein, Dept. of Genetics SK-50, University of Washington, Seattle, WA, USA.
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einen Zeitraum von ein bis zwei Wochen in Wachstumsschrianken bei T =28 °C und 16 h

Licht (Leuchtstoffrohren).

3.5.2 Keimungstest mit Striga hermonthica-Samen

Fiir den Test auf keimungsinduzierende Stoffe wurden jeweils 100 ul der Rohexsudate in
einen S. hermonthica-Keimungstest (Kap. 3.3.2) eingesetzt. Als Kontrollen wurden 0,03 ppm
des Keimungsstimulans GR 24 verwendet. Rohexsudate, die die Keimung von S. hermonthica

induzierten, wurden mit der Diinnschichtchromatographie (DC) weiter untersucht.

3.5.3 Konzentrierung keimungsinduzierender Stoffe

Zum Nachweis der keimungsinduzierenden Stoffe in der Bioautographie war eine moglichst
hohe Konzentration der Substanzen in den Testlosungen wiinschenswert. Zur Erhéhung der
Konzentration keimungsinduzierender Stoffe in den Proben wurden zwei Verfahren auf ihre

Tauglichkeit tiberpriift:

— Lyophilisieren:
Wurzelexsudate und GR 24-Testlosungen wurden iiber Nacht bei T =-20 °C oder -70 °C
eingefroren. Kleinere Volumina in Reaktionsgefd3en wurden in der SpeedVac, groBBere
Probenmengen in einer Gefriertrocknungsanlage tiber Nacht lyophilisiert. AnschlieSend
wurden die Lyophilisate in H,O bidest. resuspendiert. Proben der Wurzelexsudate wurden
in einem Zehntel des Ausgangsvolumens aufgenommen. Bei Versuchen mit dem
Keimungsstimulans GR 24 wurden die Proben um (rechnerisch) Faktor 1, 10 und 50
angereichert, d. h. fiir Faktor 1: Das Lyophilisat wurde im Ausgangsvolumen
aufgenommen, bei Faktor 10 in einem 10tel, bei Faktor 50 in einem 50stel des
Ausgangsvolumens, jeweils in H,O bidest. Als Kontrolle fiir die Keimungstests dienten

Proben mit GR 24 ohne spezielle Behandlung.

— Konzentrieren iiber Trocknungsmittel:
Das Trocknungsmittel Blaugel wurde im Trockenschrank mehrfach 4 h bei T = 150 °C
getrocknet. Wurzelexsudate und GR 24-Losungen wurden jeweils in ein Priparateglas
gefiillt. Dieses Glas wurde in ein groferes Gefdl3 gestellt. Blaugel wurde bis knapp unter
den Rand des Préparateglases gefiillt und das AuBlengefdll mit einem Deckel und Parafilm

verschlossen. Der Konzentrierungsvorgang dauerte zwei Wochen bei RT im Dunkeln.

Die Proben wurden in Keimungstests mit S. hermonthica-Samen der Herkunft Mali 95 (M/95)

untersucht.
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3.5.4 Diinnschichtchromatographie

Die Durchfiihrung erfolgte analog Kap. 3.2.5.4, die DC-Platten wurden allerdings nicht
vorchromatographiert. Das Format der DC-Platten (Kieselgel 60 Fs4, 0,2 mm Schichtdicke
auf Alufolie) betrug 10 cm x 10 cm. Als mobile Phase wurden verschiedene Laufmittel

getestet:

— Laufmittel 3: Ethylacetat:Hexan 9:1 (v/v),

— Laufmittel 4: 2-Butanol:Ethanol:H,O bidest. 4:4:2 (v/v/v),
— Laufmittel 5: Ethylacetat:Methanol:Hexan 7:2:1 (v/v/v),
— Laufmittel 6: Ethylacetat (100 %).

Auf die DC-Platte wurden bis zu 250 ul der jeweiligen Probe in 5 pl-Schritten tiipfelweise
aufgebracht. Fiir die Untersuchung der Wurzelexsudatproben wurde das Laufmittel 4
verwendet. Dieses zeigte bei den (Vor-) Versuchen mit dem Keimungsstimulans GR 24 das

beste Trennvermdgen auf der DC-Platte.

Detektion von Substanzflecken

Nach der diinnschichtchromatographischen Trennung wurden die DC-Platten visuell bei
Tageslicht sowie unter UV-Licht der Wellenldngen A =254 und 366 nm untersucht. Unter
UV-Licht wurde die Eigenfluoreszenz und bei A =254 nm zusitzlich die Fluoreszenz-
l6schung des Indikators der stationdren Phase beobachtet. Aulerdem wurden verschiedene
Verfahren zur Sichtbarmachung mittels Bedampfung und Farbreagentien getestet (KREBS et
al. 1967, FREY und ZIELOFF 1993) sowie eine Bioautographie mit S. hermonthica-Samen als
Bioindikatoren durchgefiihrt. Die Substanzen wurden anhand ihres RgWerts im

Chromatogramm charakterisiert.

3.5.4.1 Bedampfung
Die DC-Platten wurden im Abzug in den Dampfraum {iber folgenden Fliissigkeiten gebracht:

— Ammoniak: unspez. Reaktion, Redox-Reaktionen (?),
— Brom: unspez. Reaktion,

— lod: unspez. Reaktion, meist reversible Anlagerung, auch Oxidation und

Addition — viele organische Verbindungen erscheinen als braune Flecken.

Anschliefend wurde visuell untersucht, ob Substanzen aufgrund einer Farbreaktion auf der
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DC-Platte zu detektieren waren.

3.5.4.2 Farbreagentien

Die Farbreagentien (Tab. 3-2) wurden als verdiinnte Lésung mittels Druckluftzerstduber auf

die DC-Platte aufgespriiht. Der Sprithvorgang wurde in einer Zick-zack-Bewegung im Abzug

ausgefiihrt.

Tab. 3-2: Sprihreagentien fir die Identifizierung von Substanzen auf DC-Platten.
Reagentien mit Ausnahme des Phosphomolybdat-Sprays nach KREBS et al. (1967)

Reagens

nachgewiesene Substanzklassen

Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagens (Nr. 15)

Zucker, Steroide und Terpene

lod-Kaliumiodid-Farbung (Nr. 128 und 129)

neutral: organische Verbindungen
sauer: Alkaloide

Kaliumpermanganat-Schwefelsaure-Reagens
(Nr. 145)

universell fir organische Verbindungen

Molybdatophosphorsaure-Reagens (Nr. 158)

allgemein fir reduzierende Substanzen

(Alkohole, Gallensauren, Lipide, Fettsauren, Steroide)

Vanillin-Schwefelsdure-Reagens (Nr. 247)

Kohlenhydrate, Glycole, reduzierte Carbonsauren,
Steroide, Antioxidantien, Vitamine, Phenole und
aromatische Amine

Phosphomolybdat-Spray (Fa. Merck)

wie Molybdatophosphorsaure-Reagens (Nr. 158)

Verfahren zur Sichtbarmachung von Substanzflecken auf DC-Platten unter Verwendung der

Farbreagentien nach Tab. 3-2:

— Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagens (Nr. 15)

Spriihlosung, frisch bereitet:

0,5 ml Anisaldehyd in 50 ml Eisessig unter Zusatz von 1 ml Schwefelséure konz.;

Nachbehandlung: Erhitzen auf 100-105 °C.

— lod-Kaliumiodid-Farbung (Nr. 128 und 129)

Nr. 128, neutral — Spriihlésung: 0,2 g Iod und 0,4 g Kaliumiodid in 100 ml H,O bidest.

Nr. 129, sauer — Spriihlosung: 1 g Iod und 10 g Kaliumiodid in 50 ml H,O bidest. unter

Erwiarmen gelost und mit 2 ml Eisessig angesduert, mit H,O bidest. ad 100 ml aufgefiillt.

— Kaliumpermanganat-Schwefelsdure-Reagens (Nr. 145)

Spriihlosung: 0,5 g Kaliumpermanganat in 15 ml Schwefelsdure konz.
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— Molybdatophosphorsdure-Reagens (Nr. 158)

Spriihlsung: 10%ige Molybdatophosphorsédurelosung in Ethanol;
Nachbehandlung: Erhitzen auf 120 °C.

— Vanillin-Schwefelsdure-Reagens (Nr. 247)

Spriihlésung: 1 g Vanillin in 100 ml Schwefelsdure konz.;

Nachbehandlung: Erhitzen auf 120 °C.

— Phosphomolybdat Spray (Fa. Merck)
gebrauchsfertig; Nachbehandlung: Erhitzen auf 120 °C.

Die DC-Platten wurden visuell untersucht, ob eine Farbreaktion mit Substanzen auf der Platte

stattgefunden hatte.

3.5.4.3 Bioautographie mit Striga hermonthica-Samen

Zum spezifischen und hochsensitiven Nachweis keimungsinduzierender Stoffe wurden
vorkonditionierte Striga hermonthica-Samen der Herkunft Mali 95 (M/95) (siehe Kap. 3.3)
auf DC-Platten (Kieselgel 60 Fzs4, 0,2 mm Schichtdicke auf Alufolie) aufgebracht. Alle
Arbeitsschritte bis zur Inkubation wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt, um eine

Kontamination mit Pilzen oder Bakterien zu vermeiden.

3.5.4.3.1 Test auf Verbreiterung

Da die Keimung der Samen nur in feuchter Umgebung moglich war, wurden die DC-Platten
mit Wasseragar liberschichtet. Es wurde untersucht, ob die Auftragung des Wasseragars und
die Feuchte zur Verbreiterung bzw. Wanderung der Keimungsstimulantien auf den DC-
Platten fiihrt. Hierzu wurden acht Tage vorkonditionierte S. hermonthica-Samen auf eine
8 cm x 10 cm grofle DC-Platte moglichst gleichmiBig verteilt aufgebracht. In der Mitte der
DC-Platte wurden dreimal nacheinander jeweils 5 pul 0,03 ppm Keimungsstimulans GR 24
aufgebracht. Anschlieend wurde die Platte diinn mit 0,7%igem Wasseragar {iberschichtet.
Nach einer Woche wurden unter dem Binokular die Positionen der gekeimten Samen

ermittelt.

3.5.4.3.2 Testsystem

Die DC-Platten wurden nach dem DC-Lauf quer zur Laufrichtung in 1 cm breite Streifen

zerschnitten. Auf die Kieselgeloberfliche der DC-Streifen wurden zentral Testfilter mit acht
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Tage vorkonditionierten S. hermonthica-Samen aufgelegt. Damit die lokale Umgebung feucht
blieb, wurde auf die feuchten Testfilter nochmals 50 pl steriles H,O bidest. gegeben.
AnschlieBend wurden die Testfilter dann mit 150 pl 0,7%igem Wasseragar {iberschichtet. Die
DC-Streifen mit Testfilter wurden in mit Parafilm verschlossenen Kunststoff-Petrischalen
eine Woche bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Testfilter von den DC-Streifen
abgenommen. Die Zahl der gekeimten S. hermonthica-Samen und die Samengesamtzahl

wurden unter dem Binokular im Durchlicht bestimmt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Sorghum bicolor und Pearl-Millet (Pennisetum glaucum)
4.1.1 Bestimmung der Keimungsrate

Die Keimungsraten der kiihl (Kiihlraum 4 °C) gelagerten Samen verschiedener Varietiten von
Sorghum (Sorghum bicolor) und Millet (Pennisetum glaucum) wurden in Keimungstests
ermittelt. Dazu wurden jeweils 1040 Samen der Varietiten in feuchter Umgebung auf
Filtrierpapier in Petrischalen inkubiert. AnschlieBend wurde die Keimungsrate bestimmt
(Tab. 4-1). Die Keimungsraten lagen zwischen 10 und 100 %. Vergleichsweise niedrige
Keimungsraten ergaben sich in einzelnen Experimenten fiir die Sorghum-Varietiten N-13
(Minimum 10 %) und M-35-1 (11 %). Bei vielen Varietiten schwankten die Keimungsraten

zwischen den einzelnen Experimente stark.

Tab. 4-1: Keimungsraten der Samen der Sorghum (Sorghum bicolor)- und Pearl-Millet (Pennisetum
glaucum)-Varietaten im Petrischalenversuch. Keimungsraten [%], funf Experimente mit
jeweils 10-40 Samen je Varietat

Experiment

Art Varietat 1 2 3 4 5
N-13 28 30 30 70 10

555 50 50 50 70 80

Framida 72 90 60 50 90

1S-9830 61 95 65 100 60

Seredo 33 75 50 70 90

Sorghum E-36-1 22 80 50 70 70
M-35-1 11 50 30 20 70

DS-1195 72 90 100 60 70
1S-1037 28 100 30 90 100
CSM-209 100 95 100 100 100

CSM-335 94 85 85 80 90
Toroniou C1 90 100 75 40 100

Millet 1991/1 72 75 70 43 80

Pearl-Millet | soxsat 94 85 80 40 90
Boboni 100 100 95 90 100




82 Ergebnisse

4.1.2 Bestimmung der Keimfihigkeit von Sorghum-Samen im TTC-Test

Ein Verfahren, das vielfach zur Bestimmung der Keimfahigkeit von Samen angewandt wird,
ist der TTC-Test. Hierbei wird das 2,3,5-Triphenyl-tetrazoliumchlorid (TTC) durch in
lebensfdhigen Samen vorhandene Reduktionsdquivalente und mitochondriale Dehydro-
genasen zum roten Formazan reduziert. Der TTC-Test wurde beispielhaft an Samen der
Sorghum-Varietit N-13 durchgefiihrt. Nach der Inkubation in TTC-Losung zeigten die Samen
eine rotgefirbte Schale. Halbierte man die Samen, so war im Querschnitt deutlich der
tiefrotgefdarbte Embryo zu erkennen. Das Speichergewebe behielt seine weille Farbe. Die Zahl
rotgefarbter Samen (TTC-positiv) wurde bestimmt: In allen drei Experimenten waren alle
N-13-Samen, also 100 %, als TTC-positiv einzustufen (Tab. 4-2). Untersuchungen zur
Keimfahigkeit von Striga hermonthica-Samen sind in Kap. 4.2.1 und 4.2.2 dargestellt.

Tab. 4-2: Anteil der im TTC-Test positiven Samen der Sorghum-Varietat N-13.
Drei Experimente mit jeweils 10 Samen

_Experiment_
1 i 2 i 3
TTC-positiv [%] 100 | 100 | 100

4.1.3 Identifizierung von Exoenzym-beeinflussenden Stoffen

Es wurden Wurzelexsudate von 28 Tage-alten Pflanzen der Sorghum-Varietiten 1S-9830,
Framida, DS-1195, Seredo, IS-1037 und E-36-1 gewonnen. Das Frischgewicht der hierfiir
verwendeten Wurzeln der verschiedenen Varietiten wurde bestimmt (Tab. 4-3). Die
Versuchspflanzen der verschiedenen Varietiten besaflen einen unterschiedlich groBen
Wurzelballen mit Wurzelmassen von 99 mg bis 520 mg. In verschiedenen Enzymtest-
systemen wurde untersucht, ob die Aktivitit der jeweiligen Exoenzyme durch die Zugabe von
Wurzelexsudaten der verschiedenen Varietiten positiv (erhohte Aktivitidt) oder negativ
(verminderte Aktivitit) beeinflult wird. Folgende Enzyme wurden getestet: Endocellulase,
Endoxylanase, P-Glucosidase und Polygalacturonase. Diese Exoenzyme werden von
Keimwurzeln von Striga hermonthica abgegeben und spielen bei der Penetration der
Keimwurzel in das Wirtsgewebe moglicherweise eine entscheidende Rolle (BROOKS 1995,
BAUMANN 1996, BACKER 1997). Bei den im Versuch eingesetzten Enzymen handelte es sich
nicht um origindre Enzyme aus Striga hermonthica, sondern um kommerziell zu beziehende
Enzyme aus anderen Organismen mit gleicher enzymatischer Funktion. Fiir jedes Enzym

wurde vorab die Menge ermittelt, bei der im Vorversuch ohne Exsudate der Umsatz des
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Substrats gut zu verfolgen war. Dariiber hinaus sollte noch ausreichend Substrat im
Testssystem vorliegen, so dafl ein héherer Umsatz durch Aktivititssteigerung aufgrund der

Wurzelexsudatzugabe meB3bar wiére.

Tab. 4-3: Frischgewichte der zur Exsudatgewinnung verwendeten Wurzeln der verschiedenen
Sorghum bicolor-Varietaten.

Sorghum-Varietat | Frischgewicht [g]
1S-9830 0,433
Framida 0,468
DS-1195 0,520
Seredo 0,099
IS-1037 0,212

E-36-1 0,340

4.1.3.1 Endocellulase-Aktivitétstest

Die Zugabe von Sorghum-Wurzelexsudaten aller getesteten Varietdten fiihrte zum Anstieg
der  Aktivitit der  Endocellulase (EC3.2.1.4) gegeniiber Kontrollen  ohne
Wurzelexsudatzusatz. Die gemessenen Enzymaktivititen betrugen zwischen 107 % und
140 %, bezogen auf die Aktivitidt der Kontrolle. Die Aktivititswerte fiir die Varietdt Seredo
lagen dabei auffallend niedrig. Dies kann daraus resultieren, da3 die zur Exsudatgewinnung
eingesetzte Seredo-Pflanze nur eine geringe Wurzelmasse besal (siche Tab. 4-3). Die
Streubreite zwischen zwei Experimenten war besonders bei den Varietidten IS-1037, Seredo
und DS-1195 gro. Im Vergleich der Varietiten untereinander war keine eindeutige

Gruppierung der Aktivititswerte festzustellen (Abb. 4-1).

4.1.3.2 Endoxylanase-Aktivitatstest

Die Zugabe von Sorghum-Wurzelexsudaten aller getesteten Varietiten fiihrte zur
Verringerung der Aktivitdt der Endoxylanase (EC 3.2.1.8) verglichen mit Kontrollen ohne
Wurzelexsudatzusatz. Die ermittelten Aktivititswerte reichten von 55 % (E-36-1) bis 99 %
(Seredo). Die Streubreite zwischen den einzelnen Experimenten war besonders bei den
suszeptiblen Varietiten E-36-1 und IS-1037 sowie bei den resistenten Varietidten Framida und
IS-9830 sehr grof3. Im Vergleich der Varietiten untereinander war, auch aufgrund der grof3en
Streuung von Experiment zu Experiment, keine eindeutige Gruppierung der Aktivitdtswerte

festzustellen (Abb. 4-2).
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Abb. 4-1: Endocellulase (EC 3.2.1.4)-Aktivitat beeinflufdt durch Sorghum-Wurzelexsudat.
Enzymaktivitaten [% der Kontrolle], die Kontrolle (H,O bidest. anstatt Wurzelexsudat)
entspricht hundert Prozent, zwei Experimente
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Abb. 4-2: Endoxylanase (EC 3.2.1.8)-Aktivitat beeinfluf3t durch Sorghum-Wurzelexsudat.
Enzymaktivitaten [% der Kontrolle], die Kontrolle (H,O bidest. anstatt Wurzelexsudat)
entspricht hundert Prozent, vier Experimente
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4.1.3.3 B-Glucosidase-Aktivititstest

Die Zugabe von Sorghum-Wurzelexsudaten aller getesteten Varietiten fiihrte zur
Verringerung der Aktivitdt der B-Glucosidase (EC 3.2.1.21) verglichen mit Kontrollen ohne
Wurzelexsudatzusatz. Der Einflul der Exsudate auf die Aktivitdt der B-Glucosidase war aber
nur gering: Die Enzymaktivititen reichten von 91-100 %. Die Streubreite zwischen den
einzelnen Experimenten war verglichen mit den anderen Testsystemen geringer. Im Vergleich
der Varietiten untereinander war keine eindeutige Gruppierung der Aktivititswerte

festzustellen (Abb. 4-3).

T
1S-9830

Framida

DS-1195

Seredo

1S-1037

E-36-1 o Exp. 2
W Exp. 1

50 60 70 80 90 100

Enzymaktivitit [% der Kontrolle]

Abb. 4-3: B-Glucosidase (EC 3.2.1.21)-Aktivitat beeinflut durch Sorghum-Wurzelexsudat.
Enzymaktivitaten [% der Kontrolle], die Kontrolle (H,O bidest. anstatt Wurzelexsudat)
entspricht hundert Prozent, zwei Experimente

4.1.3.4 Polygalacturonase-Aktivititstest

Die Exsudate der Sorghum-Varietiten 1S-9830, Framida, DS-1195, IS-1037 und E-36-1
fiihrten zur Steigerung der Aktivitéit der Polygalacturonase (EC 3.2.1.15) auf Werte von 113—
133 %. Exsudat der Varietit Seredo bewirkte dagegen eine Verringerung der Enzymaktivitét
auf 84 % (Abb. 4-4). Eine weitergehende Uberpriifung dieses Ausnahmeverhaltens war nicht

moglich, da hierfiir nicht ausreichend Wurzelexsudate zur Verfligung standen.
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Abb. 4-4: Polygalacturonase (EC 3.2.1.15)-Aktivitat beeinfluRt durch Sorghum-Wurzelexsudat.
Enzymaktivitaten [% der Kontrolle], die Kontrolle (H,O bidest. anstatt Wurzelexsudat)
entspricht hundert Prozent

4.1.4 Identifizierung von Phytoalexinen aus der Wurzel von Sorghum bicolor-Varietiiten

Wurzeln  verschiedener — Sorghum bicolor-Varietiten wurden mit Elicitoren der
Phytoalexinsynthese in Kontakt gebracht. Hierzu wurden die Wurzeln in einer Suspension
entweder mit Aspergillus niger-Sporen oder mit Hefezellwandbestandteilen inkubiert.
AnschlieBend wurden Exsudate und Extrakte der Wurzeln hergestellt. Kontrollpflanzen
wurden in H,O bidest. inkubiert bzw. ohne Inkubation direkt aus dem Gewdichshaus
entnommen. Die Exsudate und Extrakte wurden mit der Diinnschichtchromatographie (DC)
untersucht. Eine Bioautographie mit dem Pilz Aspergillus niger als Biotestorganismus wurde

zur Identifizierung von Phytoalexinen in den Proben eingesetzt.

4.1.4.1 Diinnschichtchromatographie

Die Extrakte und Exsudate von Sorghum-Wurzeln nach verschiedenen Behandlungen wurden
mittels DC untersucht. Tab. 4-4 zeigt als Beispiel die Trennung von Extrakten der resistenten
Varietiten 555 und I1S-9830. Die DC-Platte wurde bei Tageslicht, unter UV-Licht und
zusitzlich nach Ammoniak-Bedampfung untersucht. Im Vergleich der Varietiten wurden fiir
555 und IS-9830 zwar unterschiedliche Banden gefunden, die Proben von einer Varietét, ob

mit Elicitoren inkubiert oder Kontrollen, waren allerdings jeweils identisch.
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Tab. 4-4: Dunnschichtchromatographische Auftrennung von Wurzelextrakten ,resistenter* Sorghum-
Varietaten nach unterschiedlicher Behandlung — Bandencharakteristika.
DC-Platte: DC-Alufolie, Kieselgel 60 F»s4, Schichtdicke 0,2 mm; vorchromatographiert mit
Chloroform:Methanol 1:1 (v/v); mobile Phase: Ethylacetat:Ameisensaure:2N HCI 85:9:6
(v/viv) (Laufmittel 1); Proben, je 5 ul: S. bicolor-Varietaten 555 und 1S-9830; Elicitor:
Suspension von: /A, Aspergillus niger-Sporen; /H, Hefezellwandbestandteilen bzw. /K,
Kontrolle (H,O bidest.); alle Proben sind Aceton-Lésungen von Extrakten (/E/A)

Bande Bandenfarbe Sorghum-Wurzelprobe
555 555 555 1S-9830 1S-9830 1S-9830
R~Wert UV3e6 vis /AJE/A [H/E/A /K/E/A IAJE/A [H/E/A /K/E/A
0,89 tief-rot + + +
0,83 grin + + + + + +
0,77 blau + + + hellblau hellblau hellblau
0,74 rot + + +
0,72 blau + + + nach NH;3 i nach NH; | nach NH;
0,65 rot + + +
0,45 hell/rot rot UV: hell UV: hell UV: hell UV: rot UV: rot UV: rot
vis: rot vis: rot vis: rot
0,40 grin gelb + + +
NHj;: orange
0,37 weild + + +
NH;: grin
0,31 weild/grau + + +

Zeichenerklarung: +, Bande vorhanden; NH;, Bedampfung mit Ammoniak;
vis, im sichtbaren Licht; UV346, unter UV-Licht (A = 366 nm)

Alle diinnschichtchromatographischen Untersuchungen mit den verschiedenen getesteten

Sorghum-Varietdten (555, Framida, 1S-9830, E-36-1, M-35-1 und IS-1037) und
Behandlungen (Inkubation mit verschiedenen Elicitoren sowie Kontrollen) ergaben keine
Hinweise auf eine durch Elicitierung induzierte Produktion von Substanzen in den Sorghum-
Wurzeln. Die erhaltenen Bandenmuster in den DC-Laufen variierten zwar von Varietdt zu
Varietét, signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungen bei einer
bestimmten Varietdt, so z.B. das Auftreten einer oder mehrerer neuer Banden nach
Elicitierung, konnten aber nicht festgestellt werden. Die einzelnen Proben zeigten z. T.
unterschiedliche Bandenintensititen — daraus konnten aber keine weitergehenden Schliisse
abgeleitet werden, da schon die Menge an eingesetzter Substanz methodenbedingt zwischen
den Proben differierte. Der Vergleich der Wurzelproben von ,resistenten” Varietdten mit

denen von ,suszeptiblen® zeigte keine spezifischen Bandenmuster auf, die mit einer

»Resistenz in Zusammenhang gebracht hitten werden konnen.
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4.1.4.2 Bioautographie

In der Bioautographie wurden Wurzelexsudate und -extrakte daraufhin untersucht, ob sie
Stoffe enthalten, die eine hemmende Wirkung auf das Wachstum der als Testorganismen
eingesetzten Schimmelpilze ausiiben. Als Tragermaterial wurden Kieselgel-beschichtete DC-
Alufolien verwendet. Die zu testenden Proben wurden auf die DC-Platten aufgebracht, es
erfolgte keine diinnschichtchromatographische Trennung! Als Kontrollen wurden die in
anderen Parasit-Wirt-Systemen als Phytoalexine charakterisierten Stoffe Ayapin,
Coniferylalkohol, L-Maackiain und Scopoletin sowie das Fungizid Benomyl eingesetzt. DC-
Platten, die mit Neurospora crassa-Sporen bespriitht worden waren, zeigten eine Hemmung
des Pilzwachstums nur im Auftragungsbereich des Fungizids Benomyl. Der Pilz Botrytis
cinerea zeigte auf den Platten nur eingeschrianktes Wachstum, eine Hemmung fand auch hier
nur im Bereich von Benomyl statt. Cladosporium herbarum (F92) wurde durch Benomyl
gehemmt. Auch Scopoletin bewirkte eine Hemmung, wenn auch nicht so stark wie Benomy].
Allein Aspergillus niger zeigte ein reproduzierbares, flaichendeckendes Wachstum auf den
DC-Platten. Verringertes Wachstum konnte im Auftragungsbereich von Benomyl und den
Phytoalexinen L-Maackiain und Coniferylalkohol festgestellt werden. Ayapin und Scopoletin
zeigten keine Hemmwirkung auf A. niger. Von den zur Verfiigung stehenden Sorghum-
Varietidten standen fiir die Versuche die Varietiten besonders im Blickfeld, bei denen die
Existenz von (ungeklérten) Resistenzmechanismen angenommen wird: Framida, IS-9830 und
555. Proben dieser Varietiten wurden nach verschiedenen Behandlungen untersucht:
Inkubation der Wurzeln mit A. niger-Pilzsporen oder Hefezellwandbestandteilen und als
Kontrollen Inkubation in H,O bidest. sowie Pflanzen unbehandelt direkt aus
Gewdéchshauskultur. Verwendet wurden sowohl Wurzelexsudate als auch Wurzelextrakte.
Untersucht wurden im Biotest u. a. Proben der Varietit Framida: Die Probe der Inkubation in
H,O bidest. (Framida/A/W) sowie die H,O bidest.-Kontrolle zeigten keine Hemmwirkung auf
das Wachstum von 4. niger. Die Proben der Inkubation in Aceton (Framida/A/A) sowie der
Extrakte resuspendiert in Aceton (Framida/A/E/A) und H,O bidest. (Framida/A/E/W) zeigten
alle eine Hemmwirkung auf das Pilzwachstum (Abb. 4-5 DC-Platte 1, siehe Pfeile). Der
Vergleich von Proben, die in Suspensionen mit A. niger-Sporen (Framida/A/E/A) oder
Hefezellwandbestandteilen (Framida/H/E/W und Framida/H/A) inkubiert worden waren, mit
Kontrollproben (Inkubation in H,O bidest.: Framida/K/E/W und Framida/K/A) ergab bei der
Sorghum-Varietit Framida keine signifikanten Unterschiede. Mit der Einschrankung, dal3 die
Probe Framida/H/A eine vergleichsweise schwache Hemmwirkung auf der DC-Platte zeigte

(Abb. 4-5 DC-Platte 2, siche Pfeile).
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Abb. 4-5: Bioautographie — Biotest auf DC-Platte (keine diinnschichtchromatographische Trennung).
Hemmzonen siehe Pfeile (=»); zwei Beispiele: Testorganismus Aspergillus niger (3x'105
Sporen/ml); aufgetragene Volumina: 20 pl (Benomyl 10 ul); Kontrollen: H,O bidest.,
Benomyl (50 % Wirkstoff, 1,5 mg/ml), L-Maackiain (1 mg/ml), Coniferylalkohol (1 mg/ml),
zusatzl. bei 1) Scopoletin (1 mg/ml), Ayapin (1 mg/ml); Proben der Sorghum-Varietat
Framida: 1) Framida/A/W, Framida/A/A, Framida/A/E/A, Framida/A/E/W; 2) Framida/A/E/A,
Framida/K/E/W, Framida/H/E/W, Framida/K/A, Framida/H/A; Probenbeschreibung siehe
Text; DC-Platten: DC-Alufolien, Kieselgel 60 Fos4, Schichtdicke 0,2 mm

In vielen Versuchen wurde die Auswertung durch die starke Farbung (braun-rot—orange) der
Probenspots auf den DC-Platten erschwert. Dadurch waren Hemmhofe nicht eindeutig zu
identifizieren. Unterschiede zwischen elicitierten Proben und Kontrollen waren auch bei den
Varietiten 555 und IS-9830 nicht zu erkennen. Unbehandelte Kontrollen der suszeptiblen
Sorghum-Varietdten I1S-1037, E-36-1 und M-35-1 zeigten im Erscheinungsbild auf der DC-

Platte keine Unterschiede zu dem resistenter Varietiten.

4.1.5 Bestimmung des Ligningehalts von Sorghum-Wurzeln mittels 13C—Festkb'rper—
Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie

Die Auflagerung von Lignin auf die Zellwinde fithrt zur Erhéhung der mechanischen
Festigkeit, man spricht von Verholzung. Dies konnte das Vordringen des parasitischen
Haustoriums verhindern oder zumindest hemmen. Fiir die quantitative Bestimmung des
Lignin-Gehalts junger Wurzelteile verschiedener Sorghum bicolor-Varietiten wurden
Wurzelproben mittels '*C-Festkorper-Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie untersucht.
Hierfiir waren 30 Tage-alte S. bicolor-Pflanzen der Varietdten N-13, 555, Framida, 1S-9830,
Seredo und E-36-1 auf einem Versuchsfeld in Cinzana, Mali (Westafrika) moglichst mit

ihrem gesamten Wurzelwerk ausgegraben worden.
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Abb. 4-6: 13C-Festkc'irper-NMR-Spektren (300 MHz) von Lignin (aus Fichtenholz als Standard) und
Wurzelproben verschiedener Sorghum bicolor-Varietaten (junge Wurzeln, pulverisiert).
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Abb. 4-7: "*C-Festkorper-NMR-Spektren (300 MHz) von Wurzelproben verschiedener
Sorghum bicolor-Varietaten (junge Wurzeln, pulverisiert).
AnschlieBend waren die Wurzelballen vom Rest der Pflanze abgetrennt, gewaschen und
anschlieend getrocknet worden. Junge Wurzelteile wurden in einer Kugelmiihle mit

Wolfram-Karbid-Kugeln pulverisiert. '*C-Festkdrper-NMR-Spektren wurden mit jeweils

200 mg der Wurzelproben und einem Ligninpréparat als

Standard bei

300 MHz

aufgenommen (Abb. 4-6 und 4-7). Beim Lignin-Standard handelte es sich um ein

kommerziell erhéltliches Praparat aus Fichtenholz.
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Der Vergleich mit den Sorghum-Proben war aber durchaus moglich, da die Lignine
verschiedenster Herkunft ein fast identisches NMR-Spektrum besitzen®. In den Spektren der
Sorghum-Wurzelproben konnten die charakteristischen Peaks des Lignin-Spektrums nicht
identifiziert werden. Auch wenn man davon ausgehen mufite, dal in den Spektren der
Wurzelproben einige Lignin-Peaks durch andere Stoffe iiberlagert wurden, so miiiten doch
die Verhiltnisse der Peakhohen der Lignin-Peaks mit unterschiedlicher chemischer
Verschiebung zueinander erhalten bleiben. Eine solche Relation der Peaks in den Spektren
konnte aber nicht festgestellt werden. Der Vergleich der Wurzelproben-Spektren
untereinander zeigte keine signifikanten Unterschiede auf, insbesondere unter
Beriicksichtigung der Peaks aus dem Lignin-Spektrum. Insoweit konnten auch keine
Unterschiede zwischen resistenten und suszeptiblen Varietiten festgestellt werden. Auch das
Spektrum der Wurzelprobe der Varietit N-13, fiir die mechanische Resistenzfaktoren

postuliert wurden, unterschied sich nicht signifikant von den Spektren der anderen Varietiten.

4.2 Striga hermonthica
4.2.1 Bestimmung der Keimfihigkeit der Samen im TTC-Test

Die Keimfdhigkeit von Striga hermonthica-Samen wurde mit dem TTC-Test an Samen der
Herkunft Mali 95 (M/95) beispielhaft bestimmt. Die Auswertung der Versuche erwies sich als
schwierig, da die Entscheidung, welche Samen als rotgefarbt einzustufen waren, nicht immer
zweifelsfrei zu treffen war. Neben rotgefirbten und weilen Samen gab es auch die
verschiedensten Farbnuancen. Es wurden nur die Samen als TTC-positiv gewertet, die eine
deutliche Rotfarbung besaBlen (Tab. 4-5). Der Anteil TTC-positiver S. hermonthica-Samen
betrug in den Experimenten 37-44 %.

Tab. 4-5: Anteil der im TTC-Test positiven Samen von Striga hermonthica der Herkunft Mali 95
(M/95). Drei Experimente

Experiment
1 2 3
TTC positiv [%] 37 44 42

¥ K. Wegmann, Institut fiir Pflanzenbiochemie, Universitit Tiibingen, personliche Mitteilung.
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4.2.2 Keimung

4.2.2.1 Konditionierung

Die Linge der fiir eine maximale Keimungsrate optimalen Konditionierungsdauer wurde mit
S. hermonthica-Samen der Herkunft Mali 95 (M/95) in zwei Experimenten mit je drei
Parallelen bestimmt. Die Keimungsinduktion erfolgte mit dem Keimungsstimulans GR 24
(Abb. 4-8). Ohne Konditionierung lag die Keimungsrate im Durchschnitt bei rund 4 %. Mit
zunehmender Konditionierungsdauer stieg die Keimungsrate anfangs steil an. Nach acht
Tagen Konditionierungsdauer lag sie bei 40-54 %. Wurde die Konditionierungsdauer weiter
verlangert, kam es nur noch zu einer vergleichsweise geringen Steigerung der Keimungsrate
auf 55-65%. Die maximale Keimungsrate, die iiberhaupt in einem Experiment (dieser
Arbeit) erzielt worden war, lag bei 71 %. Nach etwa 25 Tagen Konditionierungsdauer sank

die Keimungsrate langsam ab.

Keimungsrate [%)]
K

Exp. 1 (3x)
——Exp. 2 (3x)

0 - 1 1 1 1 1 1 ‘
0 5 10 15 20 25 30 35
Konditionierungsdauer [Tage]

Abb. 4-8: Konditionierung von Striga hermonthica-Samen — Keimungsrate S. hermonthica-Samen
aus Mali 95 (M/95) in Abhangigkeit von der Konditionierungsdauer. Keimungsinduktion mit
0,03 ppm GR 24; Auswertung vier Tage nach Induktion; Keimungsrate [%] und Standard-
abweichung; zwei Experimente mit jeweils drei Parallelen
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4.2.2.2 Keimungsinduktion

4.2.2.2.1 Keimungsstimulans GR 24

Die Konzentration des Keimungsstimulans GR 24 wurde in den Testansitzen von 3 x 10 bis
3 ppm variiert (Abb. 4-9). Die minimale Konzentration an Keimungsstimulans GR 24, bei der
eine signifikante Keimung von S. hermonthica-Samen induziert worden war, lag bei
3 x 10 ppm (1 % Keimungsrate). Die Keimungsrate stieg bis auf 67 % im Mittel bei einer
Konzentration von 0,3 ppm. Eine Erhohung auf 3 ppm brachte keine weitere Steigerung der
Keimungsrate. Die standardméBig verwendete Konzentration von 0,03 ppm GR 24 fiihrte zu

einer fiir die Versuche ausreichenden Keimungsrate von 57 % im Mittel.

g o N o
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| | | |

i

Keimungsrate [%]
N
o
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| | |
T
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Abb. 4-9: Induktion der Keimung von Striga hermonthica-Samen aus Mali 95 (M/95) mit GR 24-
Lésungen verschiedener Konzentration. Samen acht Tage konditioniert; Auswertung vier
Tage nach Induktion; Keimungsrate [%] und Standardabweichung; drei Parallelen

4.2.2.2.2 Anzahl der Samen im Test

Die Keimungsrate der S. hermonthica-Samen variierte mit der unterschiedlich langen
Konditionierungsdauer der drei Experimente (Abb. 4-10). Bei der Betrachtung der
Mefergebnisse getrennt fiir jede Reihe mit einer bestimmten Konditionierungsdauer zeigte
sich jedoch keine Tendenz zu hoherer oder niedrigerer Keimungsrate in Abhdngigkeit der
Zahl an Samen im Testansatz. Die Gesamtzahl der Samen in den Keimungstests hatte somit

keinen direkten EinfluB} auf die Keimungsrate.
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Abb. 4-10: Keimungsrate von Striga hermonthica-Samen aus Mali 95 (M/95) in Abhangigkeit von der
Zahl an Samen im Testansatz. Drei verschiedene Langen der Konditionierung (15, 22 und
24 Tage), Keimungsinduktion mit 0,03 ppm GR 24; Auswertung vier Tage nach Induktion;
Keimungsrate [%]

4.2.3 Haustorialentwicklung

Induktion durch 2,6-Dimethoxy-p-benzochinon

Die Zugabe des Haustorialinduktors 2,6-Dimethoxy-p-benzochinon (engl. 2,6-dimethoxy-
benzoquinone, 2,6-DMBQ) zu gekeimten Samen bewirkte in allen Versuchen keine sichtbare
morphologische Verdnderung der Keimwurzeln. Viele Keimwurzeln zeigten bereits nach der
Keimungsinduktion mit GR 24-Keimungsstimulans oder Wurzelexsudaten feine Hérchen
entlang der Wurzel und besonders an der Spitze. Durch Zugabe von 2,6-DMBQ wurden keine
neuen Wurzelhaare gebildet. Keimwurzeln ohne Héarchen nach der Keimungsinduktion

zeigten diese auch nicht nach Zugabe von 2,6-DMBQ.

4.2.4 Pflanzenanzucht

Anzucht von Striga hermonthica in verschiedenen Systemen

4.2.4.1 Anzucht auf den Wirten Sorghum und Millet im Topfversuch

Striga hermonthica lieB3 sich auf den Wirten Sorghum und Millet in Topfen im Gewéchshaus
anziehen. Dies gelang erwartungsgemil3 auf suszeptiblen Varietéten, allerdings zeigten auch

die resistenten Varietiten einen Striga-Befall, wenn auch in geringerem Mafle. Doch nicht in
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jedem Topfversuch kam es zur Entwicklung von einer oder mehreren S. hermonthica-
Pflanzen. Entwickelten sich Striga-Sprosse, so starben diese manchmal rasch ab: Kleine, erst
wenige Tage oberirdisch sichtbare S. hermonthica-Pflanzchen zeigten plotzlich eine schwarze
Verfarbung der Blattspitzen. Die Schwarzfarbung breitete sich dann von den Spitzen auf das
gesamte Blatt aus. Der Prozel3 begann bei den oberen Bléttern und setzte sich dann nach unten
fort. SchlieBlich wurde die gesamte Pflanze welk und vertrocknete. Eine Pilzinfektion (z. B.

mit Fusarium sp.) konnte nicht festgestellt werden.

Die Art der Striga-Samenvorbehandlung (unbehandelt, oberfldchensterilisiert, oberflachen-
sterilisiert und konditioniert) hatte keinen signifikanten EinfluB auf die Infektionseffizienz
von Striga auf Sorghum im Topfversuch. Obwohl bei den Experimenten mit Samen der Striga
hermonthica-Herkunft Mali 95 (M/95), die oberflachensterilisiert und konditioniert worden
waren, die Zahl der Pflanzen pro Topf rund 50 % unter den beiden anderen
Behandlungsmethoden lag, war dies aufgrund der groflen Streuung der MeBwerte nicht als
signifikant zu bewerten. Die Streuung der MeBwerte war bei S. hermonthica der Herkunft

Mali 95 (M/95) insgesamt stirker als bei der Herkunft Kenia 94 (K/94) (Abb. 4-11).
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Abb. 4-11: Infektionseffizienz im Topfversuch von zwei Striga hermonthica-Herkiinften auf der
suszeptiblen Sorghum bicolor-Varietat CSM-209 bei unterschiedlicher Striga-Samen-
vorbehandlung. Striga-Herkinfte: Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94); Vorbehandlung:
unbehandelt (unbeh.), oberflachensterilisiert (OSteril.), oberflachensterilisiert und 8 Tage
konditioniert (OS/Kond.); Anzucht im Gewachshaus; pro Behandlung 10 Parallel-Tépfe (bei
OS/Kond. 14 Parallel-T6pfe); durchschnittliche Anzahl der Striga-Individuen pro Topf und
Standardabweichung



Ergebnisse 97

4.2.4.2 Cokulturen Striga hermonthica — Sorghum bicolor in Petrischalen

Die Keimung von S. hermonthica-Samen der Herkiinfte Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94)
wurde von allen getesteten Sorghum-Varietiten (N-13, 555, Framida, 1S-9830, Seredo,
E-36-1, M-35-1, DS-1195, 1S-1037, CSM-209 und CSM-335) in den Petrischalen induziert.
Dies gelang in allen Testsystemen — auf Cellulose- und Glasfaser-Filtrierpapieren sowie
eingebettet in Wasseragar. Die Striga-Keimwurzeln zeigten zwar ein Elongationswachstum —
ein gerichtetes Wachstum auf eine Sorghum-Wirtswurzel hin war aber nicht festzustellen. In
einigen Versuchen bildeten sich an den Keimwurzeln, besonders an der Spitze, Harchen aus.
Eine signifikante Tendenz zur Ausbildung dieser Hérchen in der Nihe bestimmter Sorghum-
Varietiten trat nicht auf. Die Etablierung eines Haustoriums und die weitere
Sproflentwicklung konnte nur in einem Versuch, ndmlich an Wurzeln der (resistenten?)
Sorghum-Varietdt N-13 auf Cellulose-Filtrierpapier, beobachtet werden (Abb. 4-12). Deutlich
sichtbar war die rotliche Verfarbung der Sorghum-Wurzel rings um die Penetrationsstelle, die
vermutlich von einer hypersensitiven Reaktion herriihrte. Nach dem Attachment wurden die
griinen Kotyledonen ausgebildet (Abb. 4-12 Bild 1). Es folgte ein SproBwachstum unter der
Anlage weiterer Blétter. An der Sproflbasis kam es zur Ausbildung einer knollenférmigen
Verdickung (Abb. 4-12 Bild 2). Innerhalb von zwei Wochen erreichte der zunéchst griine

Sprof3 eine GroBe von ca. 1 cm, anschlieend verfarbte er sich schwarz und starb ab.

1

Abb. 4-12: Striga hermonthica — Attachment in Cokultur mit der Sorghum bicolor-Varietat N-13.
1) S. hermonthica-Keimwurzel penetriert Sorghum bicolor-Wurzel: Sichtbar ist die rétliche
Verfarbung der Sorghum-Wurzel um die Penetrationsstelle, die vermutlich von einer
hypersensitiven Reaktion herrihrt. Hinter der Samenschale sind die grinen Kotyledonen zu
erkennen. 2) SproRwachstum von S. hermonthica anderthalb Wochen nach Befall:
SproRBhéhe rund 1 cm, knollenférmige Verdickung an der Sprof3basis
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4.2.4.3 In vitro-Kulturen

4.2.4.3.1 Gewebekulturen aus Achselknospen

SproB3abschnitte mit jeweils zwei Achselknospen wurden in Ndhrmedien mit verschiedenen
Hormonzusdtzen gesteckt. Fiir das Phytohormon Gibberellinsdure (GAsz) wurde der
Konzentrationsbereich von 0 bis 2 ppm, fiir Indolessigsdure (IES) von 0 bis 0,1 ppm variiert.
Die Regenerationsfahigkeit der Explantate wurde bonitiert (Tab. 4-6). Dazu wurde eine
Einteilung in vier Klassen vorgenommen: Gut regenerierende Explantate (++) bildeten von
den Achselknospen neue Seitentriebe mit mehreren Blittern aus. Explantate (+) regenerierten,
bildeten auch Seitentriebe aus, die aber ein nicht so starkes Wachstum zeigten. Auch die Zahl
der neugebildeten Blétter war geringer. Explantate ohne Regenerationsvermogen (—) zeigten
keine Weiterentwicklung. Bei den Explantaten, die mit ,,@* gekennzeichnet sind, kam es
nicht zur Anlage von Seitentrieben. Stattdessen trat Kallusbildung ein: Es kam zu

Zellwucherungen im Bereich der Kontaktfliche zum Medium.

Tab. 4-6: Regeneration von SproRabschnitten von Striga hermonthica aus Mali 95 (M/95) in vitro auf
MS-Nahrmedien mit Hormonzusatzen von Gibberellinsdure (GA3) und Indolessigsaure
(IES) in verschiedenen Konzentrationen.

IES [ppm]
GA; [ppm] 0 0,02 0,05 0,1
0 ® [ ) — —
0,5 o ® + —
1 { (] + ++
2 + + ++ ++

Zeichenerklarung: ++, gute Regeneration; +, Regeneration; —, keine Regeneration;
@, Kallusbildung

Die hochste Regenerationsrate mit der stiarksten Sprof3bildung (Seitentriebe) und den vitalsten
Pflanzen wurde unter Verwendung der hochsten Konzentrationen an GAj3 (2 ppm) und IES
(0,1 ppm) erzielt. Es war jedoch duBerst schwierig, sterile Kulturen zu erhalten, da die
Oberflachensterilisation des Ausgangsmaterials sich als nicht ausreichend herausstellte.
Wurden hértere Bedingungen fiir die Oberfldchensterilisation angewendet, z. B. eine langere
Inkubationsdauer in 70%igem Ethanol und Natriumhypochlorit (NaOCI)-Lésung und/oder
hohere Konzentrationen an NaOCI, so kam es zum weiBllichen Ausbleichen des Gewebes
besonders an den Schnittstellen, z. T. bekamen die Enden auch ein glasiges Aussehen. Diese

Explantate regenerierten keine neuen Pflanzen.
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4.2.4.3.2 In vitro-Kulturen aus Samen

Fir die Invitro-Kultivierung von 8. hermonthica aus Samen wurden verschiedene
Kulturmedien zur Keimungsinduktion und zum Wachstum getestet. Eingesetzt wurden Samen
der Herkiinfte Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94). Alle Medien basierten auf MS-Medium,
das um Phytohormone und andere (moglicherweise) physiologisch-aktive Substanzen ergédnzt
wurde. Neben dem Zusatz von Zeatin-ribosid, Gibberellinsdure (GA3) und dem
Keimungsstimulans GR 24 (Tab. 4-7) wurden auch Cokulturen getestet. Bei den Cokulturen
wurden Wurzeln von SiiBkartoffeln (lpomoea batatas) dem MS-Medium beigegeben, oder
Sorghum bicolor-Pflanzen wuchsen mit ithren Wurzeln im MS-Medium. Beide Cokultur-
Systeme waren in der Lage, die Keimung von S. hermonthica-Samen sowohl der Herkunft

Mali 95 als auch Kenia 94 auszulosen und die Entwicklung zu kleinen Pflanzen zu foérdern.

Tab. 4-7: Samenkeimung und erste Entwicklung von Striga hermonthica aus Mali 95 (M/95) und
Kenia 94 (K/94) auf verschiedenen Kulturmedien. Zahl eingesetzter Samen, erhaltene
Keimlinge und entwickelte Pflanzen

Samen- MS-Medium und Samenzahl Keimlinge Pflanzen
Herkunft (inkl. Pflanzen)

M/95 Zeatin-ribosid (0,5 ppm) 244 46 (19%) 17 (7%)
Zeatin-ribosid (1,0 ppm) 326 6 (2%) 3 (1%)
GA; (1 ppm) 220 0 (0%) 0 (0%)
GR 24 (3 ppm) 225 5 (2%) 0 (0%)
K/94 Zeatin-ribosid (0,5 ppm) 181 6 (3%) 3 (2%)
Zeatin-ribosid (1,0 ppm) 185 0 (0%) 0 (0%)
GA; (1 ppm) 95 0 (0%) 0 (0%)
GR 24 (3 ppm) 192 2 (1%) 0 (0%)

Aufgrund der (vergleichsweise) hohen Keimungsrate sowie der guten Reproduzierbarkeit
wurden in allen folgenden Experimenten zur Keimungsinduktion in /n vitro-Kulturen 0,5 ppm
Zeatin-ribosid eingesetzt (Abb. 4-13 Bild 1, 2 und 3). Neben der erfolgreichen Keimung und
Vermehrung der Herkiinfte M/95 und K/94 konnten auch aus Samen der Herkiinfte Mali 95
auf Sorghum (M/ZS/95), Mali 95 auf Millet (M/ZM/95) und Kenia 96 (K/96) In vitro-

Pflanzen erhalten werden.



100 Ergebnisse

L.
e
v ot

g ¥ 5y M_S ‘ M
3 4 S

Abb. 4-13: In vitro-Kulturen von Striga hermonthica der Herkunft Mali 95 (M/95).
1) und 2) erste Entwicklung kurz nach der Samenkeimung, 3) einzelne Pflanzen umgesetzt,
jeweils auf MS-Medium plus 0,5 ppm Zeatin-ribosid, 4) und 5) fir die weitere Entwicklung
nur auf MS-Medium

4.2.4.3.3 Pflanzenentwicklung in den In vitro-Kulturen

Die kleinen Pflanzen wuchsen in vitro auf MS-Medium (Abb. 4-13 Bilder 4 und 5). In den
Magenta-Kulturgefdlen erreichten sie eine maximale SproBhdéhe von rund 10 cm. Eine
Bliitenbildung setzte nicht ein. Die Pflinzchen zeigten eine geringe Wurzelbildung. Es
wurden entweder nur Wurzelansitze oder aber kleine, fadenformige Wurzeln ohne groBere
Verzweigungen ausgebildet. Das Medium von S. hermonthica-In vitro-Kulturen zeigte nach
drei bis vier Wochen eine Braun- oder Lilafdrbung. Diese resultierte aus der Abgabe von
Stoffen durch die Striga-Pflanzen und deren Akkumulation im Medium. Blieben die Pflanzen
auf diesem Medium, so wurden alle kollektiv schwarz und starben ab. Aus diesem Grund
wurden Striga-Pflanzen alle vier Wochen auf frisches Medium umgesetzt. S. hermonthica-
Pflanzen konnten kontinuierlich tiber mehr als 15 Monate hinweg klonal vermehrt und in

In vitro-Kulturen gehalten werden, ohne dal die Pflanzen an Vitalitdt verloren.
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4.2.4.3.4 Untersuchung von ins Nihrmedium abgegebenen Stoffen

Die farbende(n) Substanz(en) im Medium konnte(n) mit den verschiedensten Losungsmitteln
(Aceton, Diethylether, Ethanol, Ethylacetat, H,O bidest., Methanol, Toluol) nicht aus der
Gelmatrix isoliert werden. Ansduern (1 N HCI, Eisessig) oder die Behandlung mit Alkali
(1 und 10 N NaOH) fiihrten nicht zu einer Verdnderung der Farbung.

4.2.5 Morphologische Charakterisierung von Striga hermonthica
4.2.5.1 Samen

Samen von S. hermonthica der Herkiinfte Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94) wurden unter
dem Lichtmikroskop untersucht. Hier zeigten sich keinerlei signifikante morphologische

Unterschiede.

Dartiber hinaus wurden Samen der Herkiinfte Mali 95 auf Sorghum (M/95/ZS) und auf Millet
(M/95/ZM), Kenia 94 (K/94) und Sudan 93 (S/93) unter dem Rasterelektronenmikroskop
(REM) bei einer maximalen VergroBerung von 5000fach untersucht. Zuvor wurde in einem
Sputter eine ca. 20 nm starke Schicht aus einer Gold-Palladium-Legierung auf die Samen
aufgedampft. Am REM wurden die folgenden Druckwerte eingestellt: fiir die Kathode
~53x 10" hPa und fiir die Probe ~2,7 x 10°hPa. Abb. 4-14 zeigt Aufnahmen von
beispielhaft ausgewdhlten Samen der verschiedenen Herkiinfte. Die Auswertung der
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Oberflichenstrukturen der S. hermonthica-
Samen ergab keine eindeutigen Merkmale, die spezifisch fiir die Samen einer bestimmten
Herkunft gewesen wéren. Allenfalls lief sich bei den Samen der Herkiinfte Kenia 94 (K/94)
und Sudan 93 (S/93) eine gewisse Tendenz zu lidnger-gestreckten Segmenten auf der
Oberfldche feststellen (siche Pfeile in Abb. 4-14, Aufnahmen 3 und 4). Die kugelférmigen
Elemente auf der Samenoberfliche, deutlich sichtbar in der Abb. 4-14, Aufnahmen 1
(M/ZS/95) und 2 (M/ZM/95), stellten kein Merkmal dar, das typisch nur fiir Samen dieser

Herkiinfte gewesen wire.
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Abb. 4-14: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Striga hermonthica-Samen verschiedener
Herkiinfte (VergréRerung ~ 5000fach). Zuvor wurde eine ca. 20 nm starke Gold-Palladium-
Legierung im Sputter aufgedampft. Kathode: ~ 5,3 x 107 hPa, Probe: ~ 2,7 x 10° hPa.
1) Mali 95 auf Sorghum (M/ZS/95), 3) Kenia 94 (K/94),
2) Mali 95 auf Millet (M/ZM/95), 4) Sudan 93 (S/93).
Pfeile in den Bildern 3) und 4) kennzeichnen die besonders langen Segmente auf der
Oberflache der Samen der Herkiinfte Kenia 94 (K/94) und Sudan 93 (S/93)

4.2.5.2 Bliiten

In Zusammenarbeit mit dem Taxonomen Prof. E. S. Teryokhin wurden Pflanzen von
S. hermonthica der Herkiinfte Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94) auf ihre morphologischen
Unterschiede hin untersucht. Das Augenmerk der taxonomischen Untersuchungen lag auf den
Bliitenmerkmalen (Tab. 4-8). Im Vergleich der Bliiten der S. hermonthica-Pflanzen aus Kenia
94 (K/94) mit denen aus Mali 95 (M/95) fielen sofort die groBeren Bliiten der Kenia-
Herkiinfte ins Auge. Die Vermessung der Bliitenteile bestétigte diesen Eindruck. Die Linge
des Calyx war mit 11 mm bei Kenia 94 wesentlich ldnger als bei Mali 95 (7 mm), ebenso die
Linge der Corolla: 20 Millimeter zu 15 Millimeter. Deutliche Formunterschiede traten auch
bei der Gestalt der oberen Kelchblitter auf. Wéhrend bei Bliiten der Herkunft Kenia 94 eine

runde Kelchblattform auftrat, hatten die der Herkunft Mali 95 dagegen eine gezahnte Form.
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Tab. 4-8: Taxonomische Untersuchung der Striga hermonthica-Pflanzen der Herkunfte
Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94) — Bliitenmerkmale (nach Teryokhin®).

Herkunft
Merkmal Mali 95 (M/95) Kenia 94 (K/94)
Calyx
Lange 7 mm 11 mm
Lange der Zahne 3 mm 3—4 mm
Oberflache dinne Harchen speziell an | dinne Harchen speziell an
der Spitze der Zahne der Basis der Zahne
Corolla
Lange Basis—Knick 8-9 mm 14 mm
Lange Knick—Mund 6 mm 6 mm
Lange gesamt 14—-15 mm 20 mm
Lange obere Kelchblatter 5-6 mm 6—7 mm
Lange untere Kelchblatter 7-8 mm 5-6 mm
Farbe pink—violett, helles pink,
bestandig in 70%igem bestandig in 70%igem

Ethanol Ethanol
Form obere Kelchblatter gezahnt rund
Form der Rander der gewellt schwach gewellt
oberen Kelchblatter mit langen Zacken mit kurzen Zacken
Form der Rander der gewellt schwach gewellt
unteren Kelchblatter mit Einschnitt in der Mitte

4.2.6 Genetische Variabilitit von Striga hermonthica — Molekularbiologische Methoden

4.2.6.1 DNA-Isolierung

Es wurde die Gesamt-DNA aus den Blittern 217 einzelner S. hermonthica-Pflanzen von
verschiedenen Herkiinften isoliert. Die Samen stammten aus den Ldndern Ghana, Jemen,
Kenia, Mali, Niger, Sudan, Tansania und Togo. Die Erntejahre lagen zwischen 1986 und
1996. Wirtspflanzen waren meist Sorghum, Millet und Mais. Die Konzentration und die
Qualitdt der DNA wurde photometrisch bestimmt. Die Menge an Gesamt-DNA, die aus dem
Blattmaterial der verschiedenen Pflanzen isoliert werden konnte, variierte von 60 bis 3000 pg.
Der Quotient Eyey / Epg0 der DNA-Proben lag zwischen 1,8 und 2,2, bei der Mehrzahl der
Proben betrug er 1,9-2,0. Fiir die RAPD-PCR-Untersuchungen wurde die isolierte DNA

zusatzlich mit RNase A verdaut.

’E.S. Teryokhin, Komarov Botanisches Institut, St. Petersburg, Rulland, personliche Mitteilung, 1997.
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4.2.6.2 RFLP-Analysen

Die RFLP-Analysen wurden mit Gesamt-DNA isoliert aus den Bléttern von S. hermonthica-
Pflanzen aus Mali, Erntejahre 1993 und 1995 (M/93 und M/95) und Kenia 1994 (K/94)
durchgefiihrt. Verdaut wurde die DNA mit folgenden Restriktionsenzymen: BamHI, Dral,
EcoRI, EcoRV, HindIll, Kpnl und Pstl. Als Sonden wurden die Oligonukleotidsonden
(GATA)4, (GACA)4 und (GTG)s sowie die rtDNA-Gensonden pRZ 18 und pRZ 25 verwendet.
In den RFLP-Experimenten konnten mit den verwendeten Oligonukleotidsonden
Polymorphismen detektiert werden. Eindeutige Bandenmuster fiir Pflanzen einer bestimmten
Herkunft konnten aber nicht festgestellt werden. Die Bandenmuster, die mit den Sonden
(GATA)4 und (GACA), erhalten wurden, waren identisch. Die rDNA-Gensonden pRZ 18 und
pRZ 25 zeigten dagegen keine Polymorphismen. Haufig traten nur sehr schwache Banden auf
den Filmen auf. Manche Proben zeigten auch einen ,,Schmier* (unaufgeloste Banden) tiber
die gesamte Spur. Abb. 4-15 zeigt exemplarisch drei Rontgenfilme. Der Film 1 zeigt die
Bandenmuster von DNA-Proben nach dem Verdau mit dem Restriktionsenzym EcoRI. Die
DNA-Proben auf Film 2 wurden mit BamHI verdaut. Es wurden jeweils verschiedene
Genotypen der gleichen Herkunft analysiert. Die Detektion erfolgte in beiden Féllen mit einer
DIG-markierten (GATA)s-Oligonukleotidsonde. Die Rontgenfilme zeigten fiir Genotypen der
gleichen Herkunft (oft) verschiedene Bandenmuster. Film 3 zeigt DNA-Proben aus drei
Herkiinften, verdaut mit flinf unterschiedlichen Restriktionsenzymen. Die Detektion erfolgte
hier einheitlich mit einer DIG-markierten rDNA-Gensonde pRZ 18. Die Bandenmuster waren
fiir das jeweilige Restriktionsenzym fiir alle Herkiinfte gleich. Eine Ausnahme bildete hier
lediglich der Verdau mit Dral. Hier konnten fiir drei Genotypen gar keine Banden detektiert

werden.
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Abb. 4-15: RFLP-Bandenmuster — Gesamt-DNA aus Striga hermonthica verschiedener Herkiinfte.
Detektion mit dem Chemilumineszenz-Verfahren; DNA-Molekulargewichtsmarker Il (1) und
Sonden DIG-markiert; 1) mit (GATA)4s-Sonde, EcoRI-verdaut; 2) mit (GATA)4s-Sonde,
BamHI-verdaut (Réntgenfilme jew. 30 min exponiert); 3) mit pRZ 18-Sonde, verschiedene
Restriktionsenzyme (Réntgenfilm 60 min exponiert); rechts: GréRen der Markerbanden [kb]
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4.2.6.3 RAPD-PCR

4.2.6.3.1 Untersuchungsmaterial

Zur Untersuchung mittels RAPD-PCR wurden 168 Gesamt-DNA-Proben, die aus
S. hermonthica-Blattmaterial isoliert worden waren, ausgewéhlt. Die Proben umfafiten 21
Herkiinfte. Die Herkiinfte der samenproduzierenden Striga-Mutterpflanzen unterschieden sich
in der geographischen Lage, im Erntejahr und in der jeweiligen Wirtspflanzenart. Neben
Pflanzen, die im Gewichshaus auf Sorghum aufgezogen worden waren, wurden auch In vitro-

Pflanzen untersucht (Tab. 4-9).

Tab. 4-9: Striga hermonthica-Herklnfte, untersucht mittels RAPD-PCR-Methode. S. hermonthica-
Pflanzen wurden im Gewachshaus auf Pflanzen der Sorghum bicolor-Varietat CSM-209
angezogen (Ausnahmen: in vitro). Angaben fur Ort und Wirt soweit bekannt

Herkunft Ort/ Wirt Erntejahr | Bezeichnung Zahl der
Aufzucht untersuchten
Pflanzen
Ghana Naes 1986 G/Na/86 3
Ghana 1991 G/91 2
Ghana Novel 1992 G/No/92 5
Ghana 1993 G/93 6
Kenia 1992 K/92 3
Kenia 1994 K/94 28
. Kisumu, inkl. Probe Sorghum,
Kenia aus In vitro-Aufzucht Mais 1996 KIKI96 12
Kenia Kisumu sorghum. 1 1996 KIG/96 6
Mais
Mali Samanko 1993 M/93 9
Mali Samanko Sorghum 1995 M/95 19
. Samanko, .

Mali In vitro-Aufzucht Sorghum 1995 M/95/iv 3
Mali Cinzana Sorghum 1995 M/ZS/95 21
Mali Cinzana Millet 1995 M/ZM/95 8
Niger 1994 N/94 5
Sudan 1988/89 S/88 4
Sudan 1993 S/93 10
Tansania 1994 Ta/94 10
Togo Kava 1988 To/K/88 3
Togo Savanne 1988 To/S/88 5
Jemen 1988 Y/88 6
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4.2.6.3.2 PCR-Bedingungen

Alle PCR-Laufe wurden unter identischen Bedingungen durchgefiihrt. Die Komponenten der
PCR-Ansitze zeigt Tab. 4-10.

Tab. 4-10: Komponenten eines PCR-Ansatzes.

PCR-Ansatz
MaRstab/Volumen 50 ul
Mastermix mit allen Komponenten au3er DNA
Tag-Polymerase 1U
PCR-Puffer 1%
MgCl, 2mM
Nukleotid-Mix 0,2 mM
Primer (gleicher Primer flr beide DNA-Strange) 0,4 uM
DMSO 5%
H,O bidest., steril ad 46 pl
Gesamt-DNA in TE-Puffer 80 ngin4 ul

Die Amplifikation im Thermocycler erfolgte unter Verwendung des in Abb. 4-16
dargestellten Temperaturprofils. Eine weitere Optimierung der PCR-Bedingungen erwies sich

als nicht notwendig.

2 min 94 °C L
1 min 94 °C
1 min 36 °C 40x
2min72 °C
v
7 min72 °C Heiz-/Kihlrate:
halten 4 °C v 2°Cls

Abb. 4-16: PCR-Temperaturprofil.

4.2.6.3.3 Primer

Alle fiinfzehn Primer ergaben mit den DNA-Proben isoliert aus Striga hermonthica-
Blattmaterial Amplifikationsprodukte (Banden). Fiir sieben Primer konnten in Vorversuchen
Polymorphismen mit charakteristischen und reproduzierbaren Bandenmustern erhalten
werden: STR-R1, STR-R2, STR-R6, STR-R12, STR-R13, STR-R14 und STR-R15. Diese

sieben Primer wurden dann auch fiir die folgenden Analysen aller Genotypen herangezogen.
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Fiir jeden der eingesetzten Primer wurde das Vorhanden- oder Nichtvorhandensein von (je
nach Primer) vier bis acht Banden registriert (Tab. 4-11). Insgesamt wurden 36 RAPD-
Banden als Merkmale herangezogen. Die fiir den entsprechenden Primer ausgewihlten
Banden sind in beispielhaft ausgewéhlten Aufnahmen von Agarosegelen (Abb. 4-17 bis 4-23)

fiir einzelne Spuren exemplarisch markiert und numeriert.

Tab. 4-11: Ausgewahlte 10mer-Primer fiir die phylogenetischen Untersuchungen — Sequenzen und
Zahl ausgewerteter RAPD-Banden.

Primer Sequenz Zahl ausgewerteter
RAPD-Banden
STR-R1 9 -GTGCCTAACC-3" 4
STR-R2 5-GCTGCGTGAC-3" 4
STR-R6 5 -TGCCGAGCTG-3" °
STR-R12 5 -GACGGATCAG-3" 8
STR-R13 5 -GGGATATCGG-3" S
STR-R14 5 -ACGGTACCAG-3” S
STR-R15 5-TGCTGCAGGT-3' >
Ausgewertete RAPD-Banden gesamt: 36
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99/98 89/98 94/98 62/98 9/99
M/93 M/S5 M/95 K/94 K/94 Kontr. XVI  bp

Abb. 4-17: PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R1 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen.
Gel mit Ethidiumbromid; Aufnahme unter UV-Licht; Bezeichnung oben: DNA-Probe; Kontr.,
Kontrolle; XVI, DNA-Molekulargewichtsmarker XVI; rechts: GréRen der Markerbanden [bp]

99/98 89/98 94/98 62/98 9/99
M/93 M/95 M/95 K/94 K/94 Kontr. XVI bp

Abb. 4-18: PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R2 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen.
Gel mit Ethidiumbromid; Aufnahme unter UV-Licht; Bezeichnung oben: DNA-Probe; Kontr.,
Kontrolle; XVI, DNA-Molekulargewichtsmarker XVI, rechts: GréRen der Markerbanden [bp]



110 Ergebnisse

99/98 B9/98 94/98 62/98 9/99  44/98

M/83 MBS M9S5S K/S4  K/B4 KI/K/96 Kontr. XVI  bp
3000

2000
1500

1000
750

500

250

Abb. 4-19: PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R6 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen.
Gel mit Ethidiumbromid; Aufnahme unter UV-Licht; Bezeichnung oben: DNA-Probe; Kontr.,
Kontrolle; XVI, DNA-Molekulargewichtsmarker XVI; rechts: GroRen der Markerbanden [bp]

76/98 26/99 62/98 7/99 48/98 13/99
MIZM/9S KI94 KIGI96  Kontr. XVI bp

Abb. 4-20: PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R12 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen.
Gel mit Ethidiumbromid; Aufnahme unter UV-Licht; Bezeichnung oben: DNA-Probe; Kontr.,
Kontrolle; XVI, DNA-Molekulargewichtsmarker XVI; rechts: Grof3en der Markerbanden [bp]
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B6/98 19/98 14/99 72/99 73/99 74/99 BG/9S B7/99
M5 MIZS/95 KIGI96 S/93 S/93 S/93 Y/ Y/Be Kontr. XVI bp

Abb. 4-21: PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R13 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen
(Gelausschnitte). Gel mit Ethidiumbromid; Aufnahme unter UV-Licht; Bezeichnung oben:
DNA-Probe; Kontr., Kontrolle; XVI, DNA-Molekulargewichtsmarker XVI; rechts: Grofien der
Markerbanden [bp]

99/98 89/98 94/98 62/98 9/99  44/98
M93 M9S5S MBS KP4 K94 KI/IK/BE Kontr. XVI  bp

3000

2000
1500

1000
750

500

250

Abb. 4-22: PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R14 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen.
Gel mit Ethidiumbromid; Aufnahme unter UV-Licht; Bezeichnung oben: DNA-Probe; Kontr.,
Kontrolle; XVI, DNA-Molekulargewichtsmarker XVI; rechts: Grof3en der Markerbanden [bp]
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B5/98 55/98 69/99 75/99 BB/99 BY/99
M9S5S K/94 G/93 GI93 GE3 GME3 XVI bp

e
4] 2000

250

Abb. 4-23: PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R15 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen
(Gelausschnitte). Gel mit Ethidiumbromid; Aufnahme unter UV-Licht; Bezeichnung oben:
DNA-Probe; Kontr., Kontrolle; XVI, DNA-Molekulargewichtsmarker XVI; rechts: GroRen der
Markerbanden [bp]

4.2.6.3.4 RAPD-PCR-Analysen
RAPD-PCR-Analysen wurden mit Gesamt-DNA-Proben von 168 einzelnen Genotypen

durchgefiihrt. PCR-Durchléufe, deren Ergebnisse nicht eindeutig gewesen waren, z. B. solche,
die in der Gelelektrophorese nur zu sehr schwachen Banden gefiihrt hatten, wurden
wiederholt. Konnte fiir eine bestimmte Genotyp-Primer-Kombination auch nach mehreren
Wiederholungen kein eindeutiges Ergebnis erhalten werden, so der Fall fiir zwei Genotypen
(K/94/22 und K/K/96/11), wurde dies in der Datenmatrix mit einem ,,.*“ registriert. War fiir
einen Genotyp die entsprechende Primerbande vorhanden, so wurde in der Matrix eine ,,1*
eingetragen, beim Fehlen der Bande dagegen eine ,,0“. Die gesamte Datenmatrix ist im
Anhang (Kap. 7) dargestellt (Tab. 7-2 bis 7-7). Banden, die spezifisch fiir Genotypen einer
bestimmten Herkunft waren, wurden nur in einem Fall gefunden: Die Bande 3 fiir den Primer

STR-R13 (13/3) trat nur bei Genotypen der Herkunft Jemen, 1988 (Y/88) auf (Abb. 4-21).
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4.2.7 Phylogenetische Auswertung

Die mittels RAPD-PCR-Analysen gewonnene Datenmatrix wurde unter Anwendung
verschiedener mathematischer Verfahren phylogenetisch ausgewertet. Dabei wurden die
Daten sowohl fiir einzelne Striga hermonthica-Pflanzen als auch zusammengefal3t zu
Populationen analysiert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte jeweils in der libersichtlichen

Form eines Stammbaums.

4.2.7.1 Dendrogramme basierend auf Einzelproben

Es wurden Dendrogramme basierend auf den Daten der einzelnen Genotypen nach
unterschiedlichen mathematischen Verfahren unter Verwendung des Computerprogramms
PAUP* erstellt: Ein Dendrogramm wurde nach UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Averages) erstellt (Abb. 4-24 und 4-25). Der erhaltene Baum wurde
anschlieBend mittels Bootstrap-Analyse auf seine Giite hin liberpriift. Es wurde eine 50%ige
Konsensusbedingung eingestellt, und es wurden 100 Replikationen gerechnet. Die Bootstrap-
Analyse zeigt die Gliederung in zwei groe Zweige: Der eine Zweig mit einem Bootstrap-
Wert von 85 umfaflt die Proben der Herkiinfte aus Ghana (G), Mali (M), Niger (N) und Togo
(To), der andere mit dem Bootstrap-Wert von 90 die Herkiinfte aus Kenia (K), Sudan (S),
Tansania (Ta) und Jemen (Y), jeweils mit den entsprechenden Untergruppierungen. Diese
Aufgliederung kann als sehr sicher gelten, kamen doch HILLIS und BULL (1993) bei ihren
Untersuchungen zum Schluf3, da3 man bei Bootstrap-Werte > 70 davon ausgehen kann, daf3
mit einer Wahrscheinlichkeit > 95 % die richtigen phylogenetischen Verhéltnisse gefunden
worden sind. Innerhalb der zwei Hauptzweige sind nur nicht signifikante Aufspaltungen mit

wesentlich niedrigeren Bootstrap-Werten (Werte zwischen 51 und 74) zu finden.

Das andere Dendrogramm wurde unter Verwendung von Maximum Parsimony (MP) erstellt.
Aus den 2000 erhaltenen Baumen wurde ein 50 %-Konsensusbaum ermittelt (Abb. 4-26 und
4-27). Die Zahlenwerte geben in Prozent an, in wie vielen der 2000 gerechneten Baume die
entsprechende Verzweigung vorlag. Die Aufspaltung in zwei Hauptzweige, die fiir UPGMA
gefunden worden ist (s.o0.), wird durch das Dendrogramm nach MP bestitigt. Die zwei
Zweige wurden in allen 2000 gerechneten Bdumen (einhundert Prozent der Fille) gefunden.
Fiir die anderen Verzweigungen wurden Werte zwischen 50 % (untere Randbedingung) und

100 % ermittelt.



114 Ergebnisse

G Nasgs1
G Nage2
M ZS 95 11

GNog22
| iG932
ToS5881

MZ8957
Got1
G933
M ZS 953
G936
Mg52
Mg53
M g5 4
M ZS 95 4
M ZS 95 6
Mg856
N 941
Ng45
G935
M85 10
M ZS 9516
M Z8 9517
M ZM 95 1

—_:Mzsgsm

M ZS 9518
M ZS 9519

— Me38
M g5 13

MZM 95 6

M ZM 95 7

M ZM 95 8

MZS 9512

M ZS 95 14
M55

M85 11

M 85 iv 1

| M 85 18
M 95 19

M ZM 95 2

MZS 9515

M3 9
M 9515
— Mg512
IM9516
Mg517
_|M95iv3
M 78 95 20
MZS952

M 836
M858
M ZM 95 5
Me37
M ZM 95 3

Mg57
MZS 955
M ZS 95 21

M 831
Mg32
M 859
M833

GNo923
’_|_|:GN0924

Go12

|_| L Noss
ToK 881
| To K 88 3

l ToS5884
G934

{ ToS883

M ZM 95 4
G Nasg63

4|—| GNog21
To 5885

Abb. 4-24: Dendrogramm nach UPGMA (50 % Konsensus; 100 Replikationen) — Baumteil 1.
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Abb. 4-25: Dendrogramm nach UPGMA (50 % Konsensus; 100 Replikationen) — Baumteil 2.
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Abb. 4-26: Dendrogramm nach MP (50%iger Konsensusbaum aus 2000 Baumen) — Baumteil 1.
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Abb. 4-27: Dendrogramm nach MP (50%iger Konsensusbaum aus 2000 Baumen) — Baumteil 2.
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4.2.7.2 Untersuchungen auf Populationsebene

Da sich in den vorangegangenen Untersuchungen zeigte, da3 die einzelnen DNA-Proben
gleicher Herkunft eine hohe Verwandtschaft zeigten, war es gerechtfertigt, sie fiir die weitere
Auswertung zu Populationen zusammenzufassen. Die einzelne Kenia-Probe K/K/96/iv aus In
vitro-Aufzucht wurde den Proben aus Gewdéchshaus-Aufzucht K/K/96 zugeordnet. Alle
Untersuchungen auf Populationsebene wurden mit dem Computerprogramm Popgene

durchgefiihrt.

4.2.7.2.1 Gendiversitdt in den Populationen

Als MabB fiir die genetische Variabilitit innerhalb der Striga hermonthica-Populationen wurde
die Gendiversitdt 4 nach NEI (1973) bestimmt. Tab. 4-12 zeigt die Ergebnisse fiir die zwanzig

Populationen der verschiedenen Herkiinfte (Herkunftsbezeichnungen nach Tab. 4-9).

Tab. 4-12: Gendiversitat h nach NEI (1973) von zwanzig Striga hermonthica-Populationen
verschiedener Herkunfte ermittelt unter Verwendung des Computerprogramms Popgene.

Population Zah';f?;ﬁFZSeUnChter i
G/Na/86 3 0.052
G/No/92 2 0105
G/ 5 0,058
G/93 6 0,080
K/92 3 0,052
K/94 28 0,134
K/K/96 12 0117
K/G/96 6 0135
M/93 9 0,107
M/95 19 0,119
M/95/iv 3 0.063
M/ZM/95 21 0.114
M/ZS/95 8 0.115
N/94 5 0,061
S/88 4 0,122
S/93 10 0,138
Ta/94 10 0114
To/K/88 3 0,089
To/S/88 5 0.470
Y/88 6 0,087
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Die geringste Gendiversitit wurde fiir die Populationen aus Naes/Ghana, 1986 (G/Na/86) und
Kenia, 1992 (K/92) mit 2 =0,052 ermittelt. Die groffte Gendiversitit der untersuchten
Populationen zeigte die Population aus der Savanne/Togo, 1988 (To/S/88) mit 4 =0,170.
Diese Werte sind fiir einen Fremdbefruchter vergleichsweise niedrig (SCHOEN UND BROWN
1991). Eine Tendenz zu hoherer oder niedrigerer Gendiversitét fiir bestimmte Regionen lag
nicht vor. Auch konnte kein Zusammenhang zwischen der Grofe einer Population (Zahl der
untersuchten Individuen) und dem ermittelten Wert fiir die Gendiversitét hergestellt werden.
Beim Vergleich der Proben aus einem Land zeigte sich, da3 bei der Mehrzahl der Proben die

Gendiversitdt mit abnehmendem Alter der Samen (spéteres Erntejahr) zunahm.

4.2.7.2.2 Genetische Distanz und genetische Identitdit

Die genetische Distanz (GD) zwischen den verschiedenen Striga hermonthica-Populationen
sowie deren genetische Identitdit (GI) wurden nach dem Verfahren ohne zusétzliche
Randbedingungen (engl. umnbiased) nach NEI (1978) berechnet. Die Ergebnisse sind in
Tab. 4-13 zusammengefalit. Die Werte lassen sich in zwei Klassen einteilen: Werte fiir die
GD von 0,009-0,164 (GI=0,991-0,849) driicken einen hohen Verwandtschaftgrad der
Populationen zueinander aus. Dagegen sind Populationen mit GD = 0,283-0,552 (GI = 0,754—
0,576) nur wenig miteinander verwandt. Einen hohen Verwandtschaftgrad zueinander zeigten
jeweils die Populationen der Herkiinfte aus Ghana (G), Mali (M), Niger (N) und Togo (To)
auf der einen Seite und die aus Kenia (K), Sudan (S), Tansania (Ta) und Jemen (Y) auf der
anderen. Umgekehrt zeigten Populationen aus der ersten Gruppe nur eine geringe

Verwandtschaft zu Populationen aus der zweiten Gruppe.

4.2.7.2.3 Dendrogramm basierend auf den Populationsdaten

Basierend auf den ermittelten genetischen Distanzen nach NEI (1978) (Kap. 4.2.7.2.2) wurde
mit dem Verfahren nach UPGMA ein Dendrogramm erstellt, das die Verwandtschafts-
verhdltnisse der S. hermonthica-Populationen zueinander darstellt (Abb. 4-28). Dieses
Dendrogramm zeigt eine deutliche Aufspaltung in zwei Gruppen: Die eine Gruppe mit einem
Distanzwert von 19,055 umfaflt, wie bereits fiir die auf Einzelproben basierenden
Dendrogramme beschrieben (Kap. 4.2.7.1), die Populationen aus Ghana, Mali, Niger und
Togo. Die andere Gruppe mit dem Distanzwert 17,438 beinhaltet Populationen aus Kenia,
Sudan, Tansania und Jemen. Die genetischen Distanzen innerhalb der zwei Hauptgruppen

lassen keine weitere Struktur der Verwandtschaftsverhiltnisse erkennen.
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Tab. 4-13: Genetische Distanz und genetische Identitat ohne zusatzliche Randbedingungen (unbiased) nach NEI (1978)

von zwanzig Striga hermonthica-Populationen verschiedener Herklnfte ermittelt unter Verwendung des Programms Popgene.

M/ M/ M/

Pop | G/Na/86G/No/92 G/91  G/93  K/92  K/94 KI/K/96 K/G/96 M/93  M/95  95/iv.  ZM/95 ZS/95 N/94  S/88  S/93 Ta/94 To/K/88 To/S/88 Y/88
G/Na/g86] ****  0.030 0.070 0.040 0475 0486 0.453 0532 0.103 0.066 0.104 0.092 0.060 0.079 0.368 0.447 0458 0.048 0.040 0.521
G/No/92) 0.970  ***  0.040 0.062 0.374 0.391 0.346 0425 0.085 0.056 0.074 0.085 0.068 0.044 0.283 0.349 0.350 0.032 0.035 0.415

G/91 | 0.932 0.961 e 0.058 0425 0483 0425 0524 0.105 0.065 0.116 0.095 0.066 0.042 0.382 0.431 0.433 0.038 0.072 0.526

G/93 | 0.961 0.940 0944 ™™ 0469 0490 0466 0524 0.066 0.027 0.081 0.063 0.022 0.057 0.380 0.443 0.464 0.039 0.045 0.514

K92 | 0.622 0.688 0.654 0.626 **** 0.048 0.036 0.060 0.516 0.531 0.552 0.515 0.498 0.487 0.091 0.039 0.048 0477 0.336 0.164

K94 | 0.615 0.677 0617 0.612 0953 *** 0.011 0.010 0468 0.497 0.528 0.489 0497 0.525 0.046 0.013 0.022 0.467 0.346 0.086

K/K/96 | 0.636 0.708 0.654 0.627 0.965 0989 ™™  0.027 0458 0472 0482 0464 0471 0462 0.039 0.020 0.022 0427 0.327 0.100
K/G/96 | 0.587 0.654 0.592 0.592 0942 0.990 0973 *** 0488 0527 0.520 0.508 0.529 0.547 0.060 0.030 0.052 0.499 0.392 0.103

M/93 | 0.902 0.918 0.900 0.937 0597 0.627 0.633 0.614 * 0.028 0.028 0.011 0.087 0.098 0.397 0.440 0.451 0.066 0.089 0.480

M/95 | 0.936 0.946 0.937 0.974 0.588 0.608 0.624 0591 0973 *  0.037 0.026 0.009 0.064 0.380 0.457 0.464 0.036 0.054 0.494
M/95/iv| 0.901 0.929 0.890 0.922 0.576 0.590 0.617 0.595 0973 0964 *** 0.026 0.048 0.076 0.384 0483 0.502 0.067 0.100 0.521
M/ZM/95) 0.912 0.919 0910 0.939 0.598 0.613 0.629 0.602 0.989 0974 0974 ™  0.022 0.096 0408 0456 0480 0.057 0.077 0.485
M/ZS/95] 0.942 0.934 0.936 0978 0.608 0.609 0.624 0.589 0.963 0.991 0954 0.978 *** 0.070 0.379 0451 0487 0.034 0.045 0.515

N/94 | 0.924 0957 0.959 0.944 0.614 0591 0630 0579 0906 0.938 0926 0.909 0933 ™™ 0403 0491 049 0.014 0.074 0.584

S/88 | 0.692 0.754 0.683 0.684 0.913 0955 0.962 0942 0.673 0.684 0.681 0.665 0.684 0668 **** 0.038 0.077 0.348 0.260 0.085

S/93 | 0.640 0.705 0.650 0.642 0962 0.987 0980 0971 0.644 0.633 0617 0.634 0637 0612 0963 ™ 0.020 0.440 0.315 0.084

Ta/94 | 0.633 0.705 0.649 0.629 0.953 0.978 0979 0950 0.637 0.629 0.605 0.619 0.615 0.609 0.926 0.981 wex 0462 0333 0.105
To/K/88]| 0.954 0.969 0.962 0.962 0.621 0.627 0.653 0.607 0.936 0.964 0935 0.944 0966 0.987 0.707 0.644 0.630 **** 0.039 0.494
To/S/88]| 0.961 0.966 0.931 0956 0.715 0.708 0.721 0.676 0915 0948 0905 0.926 0956 0.930 0.771 0.730 0.717 0962 ***  0.354

Y/88 | 0.594 0.660 0.591 0.598 0.849 0918 0.905 0902 0.619 0.610 0594 0.616 0598 0.558 0.919 0.919 0.900 0.610 0.702  ****

Genetische Distanz (oberhalb der Diagonale) und genetische Identitat (unterhalb der Diagonale)
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Abb. 4-28: Dendrogramm von zwanzig Striga hermonthica-Populationen verschiedener Herklinfte
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basierend auf der genetischen Distanz (NEI 1978) — Methode UPGMA. Programm

Popgene, modifizierte Routine Neighbor aus Phylip Version 3.5 (© 1986-93 by Joseph

Felsenstein, Dept. of Genetics SK-50, University of Washington, Seattle, WA, USA)



122 Ergebnisse

4.3 Interaktion Wirt — Parasit Striga hermonthica

4.3.1 Identifizierung keimungsinduzierender Stoffe in Sorghum- und

Millet-Wurzelexsudaten

4.3.1.1 Keimungstests mit Sorghum- und Millet-Wurzelexsudaten

Die Keimung von Striga hermonthica-Samen konnte mit einzelnen Wurzelexsudaten,
unbehandelte Rohexsudate, aller in dieser Arbeit untersuchten Sorghum- und Millet-
Varietéten in Petrischalenkeimungstests induziert werden. Somit waren alle Varietéten, ob als
suszeptibel oder als resistent eingestuft, in der Lage, keimungsinduzierende Stoffe zu
produzieren. Die Keimungsraten waren dabei z. T. sehr gering, sie lagen meist zwischen 0,3
und 4 %. In Einzelfdllen wurde eine Keimungsrate bis zu 20 % erzielt (einzelne Probe der
Sorghum-Varietit CSM-209). Varietdten, die als low stimulant in der Literatur beschieben
wurden, wie z. B. 555 (2 % Keimungsrate im Versuch), Framida (3 %), IS-9830 (7 %),
zeichneten sich in den Experimenten nicht durch eine besonders geringe Keimungsrate aus.
Und nicht jede Wurzelexsudatprobe der verschiedenen Varietdten induzierte die Keimung der

S. hermonthica-Samen der Herkiinfte Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94) gleichermal3en.

4.3.1.2 Konzentrierung keimungsinduzierender Stoffe

Die in den Sorghum-Wurzelexsudaten vorhandene Menge an Keimungsstimulantien erwies
sich in den Keimungstests als sehr gering (s.o0.). Deshalb wurde versucht, die
Keimungsstimulantien in den Proben zu konzentrieren. Als Verfahren wurden das
Lyophilisieren sowie das Konzentrieren iiber Kieselgel (Blaugel) getestet. Fiir das Verfahren
des Lyophilisierens wurden zuerst Tests mit dem Keimungsstimulans GR 24 durchgefiihrt
(Abb. 4-29). Verwendet wurden sowohl Kunststoff- als auch Glasgefille. Als MaB fiir die
Konzentration wurde die Fihigkeit zur Keimungsinduktion von Striga hermonthica-Samen
herangezogen. Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden die Proben lyophilisiert und
anschlieBend in H>O bidest. mit dem Ausgangsvolumen wieder aufgenommen (Anreicherung
Faktor 1). Die Wiederfindungsrate lag bei gut 100 %, es wurde in etwa die gleiche
Keimungsrate wie bei den unbehandelten Proben erzielt, jeweils rund 40 %. Der
Anreicherungsversuch um (rechnerisch) Faktor 10 (im 10tel Volumen der Ausgangsmenge
aufgenommen) ergab eine Steigerung der Keimungsrate auf 55 %. Bei (rechnerisch) Faktor 50
(50stel Volumen) wurde keine weitere Steigerung der Keimungsrate erzielt. Das
Lyophilisieren von Wurzelexsudatproben der Sorghum-Varietiten 555, Framida, 1S-9830,
M-35-1, DS-1195, CSM-209 und CSM-335 sowie der Millet-Varietidten Boboni und Soxsat
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fiihrte zum Verlust der Fahigkeit zur Keimungsinduktion von Striga-Samen.
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Abb. 4-29: Konzentrierung von keimungsinduzierenden Lésungen durch Lyophilisieren am Beispiel
des Keimungsstimulans GR 24. Lésung 3 ppm, unbehandelt und (rechnerisch)
angereichert um Faktor 1, 10 und 50; im Keimungstest jeweils 20 pl bei 2 ml Gesamt-
volumen; Keimungstests mit acht Tage konditionierten Striga hermonthica-Samen der
Herkunft Mali 95 (M/95); Keimungsrate [%] und Standardfehler; drei Experimente mit
jeweils drei Parallelen

Bei den Versuchen mit Blaugel als Trocknungsmittel wurden innerhalb von zwei Wochen die
Volumina der Exsudate und Losungen auf 2-5 % des Ausgangsvolumens reduziert (Versuche
in Glasgefdflen). Die konzentrierten Proben des Keimungsstimulans GR 24 zeigten eine
Keimungsrate von 40-50 %. Damit lagen die Werte auf dem gleichen Niveau wie beim
Versuch des Lyophilisierens. Die Proben der Wurzelexsudate der Millet-Varietdten Boboni
(Keimungsrate 0,5 %) und Soxsat (7 %) sowie der Sorghum-Varietiten CSM-209 (1 %) und
Toroniu (1,2 %) lagen auf dem Niveau der Rohexsudate. Die Proben der Wurzelexsudate der
Sorghum-Varietiten Framida, 1S-9830, M-35-1, DS-1195 und CSM-335 zeigten nach dem

Konzentrieren keine keimungsinduzierende Wirkung mehr.
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4.3.1.3 Diinnschichtchromatographie

Registrierung von Substanzflecken

Proben des Keimungsstimulans GR 24 sowie Sorghum- und Millet-Wurzelexsudate wurden
mittels Diinnschichtchromatographie (DC) aufgetrennt. Als am besten zur Auftrennung
geeignet, erwies sich das Laufmittel 4 bestehend aus 2-Butanol:Ethanol:H,O bidest. 4:4:2
(v/v/v). Nach dem DC-Lauf wurden die DC-Platten visuell bei Tageslicht und unter UV-Licht
untersucht. Dariiber hinaus wurden verschiedene Bedampfungsverfahren sowie
Farbreagentien zur Sichtbarmachung eingesetzt. Nur Proben des Keimungsstimulans GR 24
konnten visuell nachgewiesen werden. GR 24 lag in der Probe als Racemat aus vier
Stereoisomeren vor. Unter UV-Licht bei A =254 nm liefen sich zwei Substanzflecken als
Fluoreszenzloschung des Indikators der stationdren Phase mit den R-Werten 0,66 und 0,75 in
den Chromatogrammen beobachten (Tab. 4-14). Die Detektion war allerdings auch hier nur

bei den hohen Konzentration ab 3 ppm Keimungsstimulans GR 24 moglich.

Tab. 4-14: Identifizierung von Keimungsstimulantien mittels Dinnschichtchromatographie —
Fluoreszenzloschung des Indikators der stationaren Phase unter UV-Licht bei A = 254 nm.
Proben: Keimungsstimulans GR 24 (jeweils 10 ul); DC-Platten: DC-Alufolien, Kieselgel 60
F2s4, Schichtdicke 0,2 mm; mobile Phase: 2-Butanol: Ethanol:H,O bidest. 4:4:2 (v/v/v)
(Laufmittel 4); R-Werte der detektierten Banden

DC-Laufe / R~Wert
Probe Bande 1 Bande 2
GR 24 (300 ppm) 0,66 075
~GR 24 (3 ppm) 06 0,75
GR 24 (3 ppm) 0,66 0,75

Stoffe aus den Proben aller untersuchten Wurzelexsudate konnten dagegen nicht auf den DC-
Platten nachgewiesen werden. Unter sichtbarem und unter UV-Licht konnten keine Banden
detektiert werden. Die getesteten Verfahren zur Sichtbarmachung (Anfirbung und

Bedampfung) fiihrten zu keiner Farbreaktion.
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4.3.1.4 Bioautographie mit Strica hermonthica-Samen

4.3.1.4.1 Test auf Verbreiterung

Die Keimung von Striga hermonthica-Samen war nur in einer feuchten Umgebung mdglich,
wie die Petrischalenkeimungstests zeigten. Wollte man die Keimung von Samen durch
Stimulantien auf einer DC-Platte induzieren, so mulite ein feuchtes Milieu geschaffen werden.
Dies konnte mithilfe des Uberschichtens mit Wasseragar geschehen. Im Vorversuch wurde
geklart, ob es durch das Auftragen des Wasseragars und die Feuchte zu einer Verbreiterung
bzw. Wanderung der keimungsstimulierenden Stoffe auf der DC-Platte kommt. Zuerst
wurden acht Tage konditionierte S. hermonthica-Samen der Herkunft Mali 95 (M/95)
moglichst gleichméBig auf die DC-Platte aufgebracht. Zur Keimungsinduktion wurde das
Keimungsstimulans GR 24 eingesetzt, welches punktféormig in die Mitte der DC-Platte
appliziert wurde. Es fand keine diinnschichtchromatographische Auftrennung statt. Danach
wurde die DC-Platte mit Wasseragar iiberschichtet und im Dunkeln inkubiert. Nach einer
Woche wurden die Positionen der gekeimten Samen ermittelt. Der Abstand auf der DC-Platte
zwischen der Auftragungsstelle des Keimungsstimulans GR 24 (15 pl 0,03 ppm) und den am
weitest-entfernt gekeimten Striga-Samen betrug 4 cm (Abb. 4-30). Die Keimungsrate auf der

DC-Platte selbst in der Nihe der Auftragungsstelle (Radius 2 cm) war mit 2—4 % sehr gering.

i
1,9 +
35+ 0,5 + + 1.1
. | *0,6
: Tl + 1,7
. — + 4,“
Auftragungspunkt +20
L P
1.9 +
4.0 +
Abstand [cm]

Abb. 4-30: Keimungstest auf DC-Platte — Verbreiterung. Keimung von Striga hermonthica-Samen in
Abstand von der Auftragung des Keimungsstimulans GR 24 (15 ul 0,03 ppm);
+, markieren gekeimte Samen; Zahlenangaben, Abstand [cm]; DC-Platte: DC-Alufolie,
Kieselgel 60 F,s4, Schichtdicke 0,2 mm; DC-Platte Uberschichtet mit 0,7%igem Wasser-
agar, ca. 300 Samen aus Mali 95 (M/95) gleichmaRig verteilt, acht Tage konditioniert
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Somit handelte es sich bei den gekeimten Samen um rein qualitative Ereignisse. Die Keimung
wurde aber mit hoher Wahrscheinlichkeit durch das aufgebrachte Stimulans induziert, da eine
Spontankeimung, d. h. eine Keimung ohne Induktor, in keinem einzigen Versuch im Rahmen

dieser Arbeit aufgetreten war.

4.3.1.4.2 DC-Biotest

Das Keimungsstimulans GR 24 und die Wurzelexsudate verschiedener Sorghum- und Millet-
Varietiten wurden im DC-Biotest untersucht. Wurzelexsudate, die im Vortest auf
Keimungsinduktion ein positives Ergebnis zeigten, induzierten im DC-Biotest nicht unbedingt
die Keimung. Generell waren die Keimungsraten im DC-Biotest (bei Wurzelexsudaten)
duBerst gering. Eine Erhohung der Substanzmenge auf der Platte um den Faktor 25 durch
wiederholtes Auftiipfeln (anfangs 10 pl, spéter bis 250 ul Gesamtvolumen) fiihrte nicht zu
wesentlich hoheren Keimungsraten. Eine weitere Steigerung der Substanzmenge scheiterte an
der Limitierung durch die technischen Eigenschaften der DC-Platte: weiteres Auftiipfeln war
ohne Beschiddigung der Kieselgeloberfliche nicht moglich. Die Abb. 4-31 verdeutlicht am
Beispiel des Keimungsstimulans GR 24 die Verhiltnisse im Chromatogramm schematisch:
Dargestellt ist die Auftragungsstelle der Probe, die Lage der Front sowie die Keimungsrate
der S. hermonthica-Samen im Biotest in Abhingigkeit vom Re-Wert. Zu beachten ist hierbei,
daBl der angegebene Ry-Wert der Laufstrecke bis zur Mitte eines der 1 cm breiten DC-
Teststreifen entspricht. Die Tab. 4-15 bis 4-19 zeigen die Ergebnisse aller Experimente unter
Verwendung des DC-Biotests: Die Keimungsraten sind in Abhédngigkeit vom Re-Wert fiir die
untersuchten GR 24-Losungen und Exsudate der Sorghum- und Millet-Varietiten dargestellt.
Als Laufmittel wurde 2-Butanol:Ethanol:H,O bidest. 4:4:2 (v/v/v) (Laufmittel 4) verwendet.
Diese Zusammensetzung fiihrte in Vorversuchen mit GR 24 zu guten Trennergebnissen. In
allen DC-Biotests wurden die DC-Abschnitte mit 0,7%igem Wasseragar iiberschichtet, als
Bioindikatoren wurden acht Tage konditionierte S. hermonthica-Samen der Herkunft Mali 95
(M/95) eingesetzt. Fiir das Keimungsstimulans GR 24 wurden unter den ausgewéhlten
Chromatographiebedingungen die maximalen Keimungsraten in der Mehrzahl der
Experimente bei einem Re-Wert von 0,76 registriert. In einigen wenigen Féllen befand sich
die Position, an der die maximale Keimungsrate auftrat, bei R¢= 0,65. Mit Maximalwerten
von 15-50 % erreichte die Keimungsrate ein fiir Biotests vergleichsweise hohes Niveau. Bei
der Induktion durch Wurzelexsudate von Sorghum- und Millet-Pflanzen ergaben sich
wesentlich geringere Keimungsraten: Die hochste, mit knapp 8 %, wurde bei einer Probe der

Millet-Varietat Soxsat ermittelt.
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Abb. 4-31: Nachweis von Keimungsstimulantien — Dinnschichtchromatographische Trennung mit
anschlieRendem Biotest. Probe: Keimungsstimulans GR 24 (aufgetragen: 20 pl 3 ppm);
Keimungsrate [%] von Striga hermonthica-Samen in Abhangigkeit vom RWert im
Chromatogramm; DC-Platte: DC-Alufolie, Kieselgel 60 Fos4, Schichtdicke 0,2 mm; mobile
Phase: 2-Butanol:Ethanol:H,O bidest. 4:4:2 (v/v/v) (Laufmittel 4); Biotest: DC-Streifen, pro
Streifen ca. 200—400 S. hermonthica-Samen aus Mali 95 (M/95), acht Tage konditioniert,
Uberschichtet mit 0,7%igem Wasseragar

Die Exsudate von Soxsat zeigten Keimung in den Abschnitten mit einem R-Wert von 0,76. In
einem Experiment lag die Keimungszone bei R¢= 1,00, also im Bereich der Laufmittelfront.
Bei den Sorghum-Varietidten DS-1195 und N-13 betrugen die R-Werte der Keimungszonen
ebenfalls 0,76. Exsudate von CSM-209 zeigten Keimung bei R¢= 0,88. In einem Experiment
wurde die Keimung auch im Bereich der Auftragungsstelle induziert. Die Millet-Varietét
Boboni zeigte eine Keimungsinduktion bei einem RgWert von 0,53. Fiir die Varietéiten
Seredo, IS-1037 und 555 bot sich ein unklares Bild: In verschiedenen Experimenten wurde
Keimung in unterschiedlichen Abschnitten der DC-Platte induziert. Fiir Exsudate der
Sorghum-Varietiten Framida, 1S-9830, E-36-1, M-35-1 und CSM-335 konnte eine

Keimungsinduktion auf den DC-Streifen nicht (zuverldssig) nachgewiesen werden.

Auf den folgenden Seiten Tab. 4-15 bis 4-19:

Identifizierung von Keimungsstimulantien — Dinnschichtchromatographische Trennung mit
anschlieBendem Biotest. Keimungsrate [%] von Striga hermonthica-Samen in Abhangigkeit vom
R~Wert im Chromatogramm, hdchste Keimungsrate jeweils grau hinterlegt.
Versuchsbedingungen: DC-Platten: DC-Alufolien, Kieselgel 60 Fs4, Schichtdicke 0,2 mm;
mobile Phase: 2-Butanol:Ethanol:H,O bidest. 4:4:2 (v/v/v) (Laufmittel 4);

Probenvolumen: 200-250 pl, fir GR 24 Volumen und Konzentration abhangig vom Experiment:
1) 10 pl 3 ppm, 2) 10 pl 300 ppm, 3) 10 pl 3 ppm, 4) 10 pl 3 ppm, 5) 20 pl 3 ppm, 6) 20 yl 3 ppm,
7) 20 pl 3 ppm, 8) 20 pl 3 ppm, 9) 20 pl 3 ppm, 10) 20 pl 3 ppm, 11) 20 pl 3 ppm;

Biotest: DC-Streifen, pro Streifen ca. 200—400 S. hermonthica-Samen aus Mali 95 (M/95), acht Tage
konditioniert, Uberschichtet mit 0,7%igem Wasseragar
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Tab. 4-15: Identifizierung von Keimungsstimulantien im DC-Biotest — Keimungsstimulans GR 24 und Millet-Wurzelexsudate.
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GR 24 Keimungsrate [%]

R, Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6 Exp. 7 Exp. 8 Exp. 9 Exp. 10 Exp. 11
0,06 0,6 13,1 0,2 0 0,3 0 0 0 0 0 0
0,18 0 4,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,29 0,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,41 0,4 7,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,53 0,4 18,7 1,4 0,2 0 0 0 0 0 0 0
0,65 29,4 15,1 21 1,8 0 1,7 0 2,6 0 33,6 7,8
0,76 15,7 31,9 11,3 15,4 25,3 47,8 17,5 35,1 50 1 38,9
0,88 0,6 1,5 0 0 8,5 4,4 11,9 4,9 0,6 0 0
1,00 0 2,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Soxsat Keimungsrate [%]

R, Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
0,06 0 0 0 0
0,18 0 0 0 0
0,29 0 0 0 0
0,41 0 0 0 0
0,53 0 0 0 0
0,65 0 0 0 0
0,76 0,8 0,9 0 0,4
0,88 0 0 0 0
1,00 0 0 7,8 0

Boboni Keimungsrate [%]

R, Exp. 1 Exp. 2
0,06 0 0
0,18 0 0
0,29 0 0
0,41 0 0
0,53 0,5 0
0,65 0 0
0,76 0 0
0,88 0 0
1,00 0 0
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Tab. 4-17: Identifizierung von Keimungsstimulantien im DC-Biotest — Sorghum-Wurzelexsudate.
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1S-9830 Keimungsrate [%)]

R, Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
0,06 0 0 0
0,18 0 0 0
0,29 (KA) 0 0
0,41 0 0 0
0,53 0 0 0
0,65 0 0 0
0,76 0 0 0
0,88 0 0 0
1,00 0 0 0

Seredo Keimungsrate [%]

R, Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6 Exp. 7 Exp. 8 Exp. 9 Exp. 10 Exp. 11 Exp. 12 Exp. 13
0,06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,3 0,5
0,18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,65 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,76 0 0 0 0 0 0,3 0 0 0,4 0 0 0 0
0,88 0 0 0 0 0 0 0,9 0 0 0 0 0 0
1,00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

E-36-1 Keimungsrate [%]

R Exp. 1 Exp. 2
0,06 0 0
0,18 0 0
0,29 0 0
0.41 0 0 Beobachtungen:

0,53 0 0

0,65 0 0 (KA) = Keimungsansatz,

0,76 0 0 . . .
088 0 0 Beobachtung nicht eindeutig.
1,00 0 0




131

00k
880
9.0
G9°'0

‘Biinapuis jyoiu Bunjyoeqoag = (LBAN)

o o o
o
S

:usbunjyoeqoaq

©
=}

Ergebnisse

€50
540
620
8L'0
900

o o o o
O O O O O O O o o

0 0 0

glo o o ©o © ©o o o ©

x
w
N~
glo o o o ©o o o o o
glo o o ©o © © o o o

glo o o o ©o o o o o

x
w
~
o
x
w
-

X3 9 'dx3 G 'dx3 ¥ dx3
[%] @11SBUNWISY 1€01-SI

©
™

00k
880
9.'0
G590
€50
540
620
8L'0
0 0 900

O O O O O o o o
o O O o o ¥ o o

z dx3 L rdx3 S
[%] @1eIsBunwiey S6LL-sa

00k
880
9.0
G590
€50
540
620
8L'0
0 900

(6°0)

O O O O O o o o

glo o o o o o ©
glo o o o ©o o o o o

™

X3 Z dx3 X3 N
[%] @1essBunwiay L-GE-IN
.oﬁmﬁuswxm_ON._3>>uE3r_m‘_Ow —1s9j0oig-0Q wil Cm_HCM_DE_“—wmmCDE_wx UOA DCJ‘_m_N_u—_chb_ 8l-¥ ‘qel

—




Ergebnisse

132

Tab. 4-19: Identifizierung von Keimungsstimulantien im DC-Biotest — Sorghum-Wurzelexsudate.

CSM-209

Exp. 1

Exp. 2

Keimungsrate [%)]
Exp. 3

Exp. 4

Exp. 5

0,06
0,18
0,29
0,41
0,53
0,65
0,76
0,88
1,00

CSM-335

0,2
0

o O O O o o o

Keimungsrate [%)]
Exp.1

0

O O O O © ©o o o

0,06
0,18
0,29
0,41
0,53
0,65
0,76
0,88
1,00

0

o O O O o o o o

0

o O O O O o o o

0

O O O O ©O O o o
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S DISKUSSION

Striga hermonthica ist eine parasitisch lebende Pflanze und ein groBer Pflanzenschédling
weltweit. Striga spp. wird von Autoren mitunter sogar als Geillel der Menschheit bezeichnet
(MACILWAIN 1999). Vorwiegend in Afrika kommt es durch den Befall mit S. hermonthica zu
erheblichen Ernteausfillen bei Getreide. Stark betroffen sind u. a. die Hirsearten Sorghum
bicolor und Pearl-Millet (Pennisetum glaucum). S. hermonthica bedroht damit die
Grundversorgung mit Nahrung von iiber 300 Millionen Menschen (BABALEYE 1989). Doch
auch eine Ausbreitung in andere Klimazonen, z. B. nach Europa, ist nicht auszuschlieBen.
Ihre groBe Anpassungsfihigkeit erlaubt es Striga, sich schnell auf neue Wirte und
Umweltbedingungen einzustellen — und S. hermonthica wurde schon in Gebieten Athiopiens

angetroffen, die klimatisch durchaus mediterranen Charakter besitzen.

Hat man die zunehmend hohen Ernteausfille vor Augen, so dridngt sich immer stirker die
Frage auf, wie man der Bedrohung durch S. hermonthica Herr werden kann. Der Einsatz von
Herbiziden zeigt unterschiedlichen Erfolg. In einigen Fillen kann S. hermonthica damit gut
kontrolliert werden, in anderen Féllen wird keine Verbesserung der Situation erreicht. Dazu
kommen die Risiken aus dem Gebrauch solcher Chemikalien: Einfliisse auf die Umwelt
(Bodenorganismen, Wasser) und auf den Menschen durch den Umgang mit Spritzmitteln
sowie als Verbraucher der produzierten Nahrungsmittel. Dartiber hinaus sind diese modernen
»Wunderwaffen fiir das schmale Budget afrikanischer Bauern viel zu teuer. Einen sehr guten
Erfolg in der Kontrolle von S. hermonthica zeigen traditionelle Landbewirtschaftungs-
mafBnahmen. Nachdem auch in Afrika in der jlingsten Vergangenheit immer mehr
Monokulturen entstanden sind, mit ihren ungiinstigen Folgen fiir den Néhrstoffgehalt des
Bodens und einem starken Befall mit S. hermonthica durch die Ansammlung einer grof3en
Zahl an Parasitensamen im Boden, wird heute wieder zunechmend die traditionelle
Landbewirtschaftung propagiert: Im integrierten Anbau kann durch Rotation, Intercropping
und Transplanting auf natiirlichem Weg eine erfolgreiche Bekdmpfung durchgefiihrt werden.
Eine andere Strategie, die in Afrika jetzt verstirkt in den Fokus moderner Anbaumethoden
riickt, ist der Einsatz resistenter Nutzpflanzen. Eine resistente Pflanze mul3 nicht durch den
Einsatz von Pflanzenschutzmitteln vor Parasiten geschiitzt werden — sie bringt ihren Schutz
schon selbst mit. So kann die Ausbreitung von Parasiten wie S. hermonthica in noch nicht
stark befallenen Gebieten vermieden werden. In bereits infizierten Feldern wird die
Steigerung des Befallsdrucks durch die Produktion von weiteren Parasitensamen verhindert

und so (langfristig) die Parasitensamenzahl im Boden verringert.
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Somit sind die Vorteile resistenter Pflanzen klar:

1. hoherer Ertrag und keine Ernteausfille,
2. keine Gefdahrdung von Mensch und Umwelt durch den Einsatz von Herbiziden.

In Feldversuchen =zeigte sich, daB bestimmte Sorghum bicolor-Varietiten nicht oder
zumindest weniger von Striga hermonthica befallen werden als andere. Diese Varietiten
besitzen also einen Schutzmechanismus, der den Befall durch Striga verhindert oder
erschwert. Solche Schutz- oder Resistenzmechanismen haben sich in der Evolution durch die
Jahrhunderte wihrende Interaktion zwischen Parasiten und ihren Wirten herausgebildet. Ziel
von Ziichtungsprogrammen ist es, dieses Potential in dariiber hinaus ertragreiche Varietéten
einzubringen. Die Resistenz von Wirtspflanzen gegeniiber Phytoparasiten kann auf einem
einzelnen Resistenzmechanismus beruhen, oder aber sie ist das Resultat aus der Addition und
Kombination mehrerer Resistenzfaktoren. Verschiedene Resistenzfaktoren wurden in der
vorliegenden Arbeit iiberpriift, ob sie bei bestimmten S. bicolor-Varietiten fiir die Resistenz
gegeniiber S. hermonthica verantwortlich sind. Wird in Folge von suszeptibel oder resistent
gesprochen, so bedeutet dies nicht, da die Existenz oder das Nichtvorhandensein von
Resistenzfaktoren in bestimmten Pflanzen detailliert beschrieben sind, sondern nur, daf}
empirisch im Feldversuch bestimmte Varietiten einen mehr oder minder starken Befall mit
S. hermonthica aufwiesen. Fiir die Entwicklung resistenter ,,Wirts“-Pflanzen sind auch
Kenntnisse iiber das genetische Potential des Parasiten von entscheidender Bedeutung: Daher
wurde eine vergleichende Untersuchung der Erbsubstanz (DNA) von Striga hermonthica-

Pflanzen aus verschiedenen Regionen Afrikas (und dem Jemen) durchgefiihrt.

In dieser Diskussion werden die verschiedenen Aspekte der vorliegenden Arbeit in drei

Abschnitten behandelt:

— Im ersten Abschnitt sollen verschiedene mogliche Resistenzmechanismen und ihre Rolle

bei Striga hermonthica betrachtet werden.

— Abschnitt 2 beschiftigt sich mit der Anzucht von Parasiten- und Wirtspflanzen sowie mit

Testsystemen zur Wirt-Parasit-Interaktion.

— Der letzte Abschnitt umfaB3t verschiedene Ansétze zur taxonomischen Einordnung von
S. hermonthica aus verschiedenen Herkliinften (verschiedene Regionen und Erntejahre).
Hier wird die bisher umfassendste Charakterisierung von S. hermonthica mittels RAPD-

PCR beschrieben.
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5.1 Resistenz gegeniiber Striga hermonthica
5.1.1 Parasitische Exoenzyme

Wirtswurzelexsudate, die die Aktivitidt von bestimmten Striga-Exoenzymen verringern, sind
ein moglicher Resistenzfaktor (HELLER und WEGMANN 2000). Exoenzyme sind notig, damit
die Striga-Keimwurzel durch die verschiedenen Gewebe der Wirtswurzel bis zum
Zentralzylinder vordringen kann. Dazu ist der Abbau bzw. die Desintegration von Stoffen wie
Pektin, Hemicellulose und Cellulose erforderlich (SHOMER-ILAN 1993 und 1994, BROOKS
1995, BAUMANN 1996, BACKER 1997). Am Zentralzylinder wird schlieBlich der Anschluf3 an
das Gefidllsystem des Wirts hergestellt. Ein Baustein primirer Zellwiande ist der Zucker
Xylose. Interessant ist in diesem Zusammenhang, daB3 Striga hermonthica als C-Quelle die
Pentose Xylose verwenden kann. Die Fidhigkeit zur Xylose-Verwertung ist bei hoheren
Pflanzen &uBerst selten vertreten. Die durch zellwand-abbauende Enzyme freigesetzten
Xylose-Bausteine konnten so von S. hermonthica gleich metabolisiert werden (OKONKWO
1966b). In den Testsystemen zur Beeinflussung der Exoenzymaktivitét fiihrte die Zugabe von
Wurzelexsudaten aller getesteten Sorghum-Varietiten, suszeptibler wie resistenter, zum
Anstieg der Aktivitit der Endocellulase. Die Aktivitit der Enzyme Endoxylanase und [3-
Glucosidase wurde durch Zugabe der Wurzelexsudate verringert. Die Polygalacturonase-
Aktivitdt wurde durch Exsudate der suszeptiblen Sorghum-Varietiten E-36-1, 1S-1037 und
DS-1195 sowie der resistenten Varietiten Framida und IS-9830 gesteigert. Dagegen
verringerte Exsudat der resistenten Varietdt Seredo die Enzymaktivitit. In den Aktivitétstest
mit den Enzymen Endocellulase und Endoxylanase zeigte sich eine sehr groe Streuung fiir
die verschiedenen Varietiten zwischen den einzelnen Experimenten. Fiir alle untersuchten
Exoenzyme ist beim Vergleich der Varietidten untereinander keine signifikante Gruppierung
der Aktivititswerte festzustellen. Eine Korrelation der Ergebnisse der Beeinflussung der
Exoenzymaktivitdt durch Sorghum-Wurzelexsudate mit der Einstufung der Varietiten als
resistent oder suszeptibel liegt auf Basis der erhobenen Daten nicht vor: So zeigten
Wurzelexsudate resistenter Varietdten keine signifikant groere Hemmung bzw. geringere
Steigerung der Exoenzymaktivitit als suszeptible Varietiten. Einzig das Ergebnis flir die
resistente  Sorghum-Varietdt Seredo sticht bei der Untersuchung der Polygalacturonase-
Aktivitdt durch die Verminderung der Enzymaktivitit aus dem Gesamtbild heraus. Da nicht
ausreichend Exsudate zur Verfiigung standen, konnte dieses Ausnahmeverhalten allerdings
nicht weiter untersucht werden. BeeinfluBt wurden die Aktivitdtstest moglicherweise auch
durch die bei den Pflanzen der verschiedenen Varietiten unterschiedlich grof3 entwickelten

Wurzelballen, die zur Exsudatgewinnung verwendet wurden. Ob diese unterschiedlichen
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WurzelausmalBle eine Relevanz haben, da sie die natiirlichen Anlagen der Varietiten
widerspiegelten oder ob sie aus den unnatiirlichen Anzuchtbedingungen im Gewichshaus
resultierten, kann nicht entschieden werden. Die These von einer Interaktion zwischen
,» Wirts“~-Wurzelexsudaten und Exoenzymen wird durch die Versuchsergebnisse nicht gestiitzt,
sie kann jedoch auch nicht vollig ausgeschlossen werden. Vor allem konnen die Labortests
die natiirlichen Bedingungen nur unzureichend wiedergeben: So beriicksichtigen sie nicht
eine mogliche Modifikation der Substanzen, z. B. durch Mikroorganismen im Boden. Auch
wurden fiir die Tests nicht die origindren Exoenzyme aus S. hermonthica, sondern Enzyme
aus anderen Organismen eingesetzt, die die gleiche Reaktion katalysieren. Dies geschah aus
praktischen Uberlegungen: Die Gewinnung von Exoenzymen der S. hermonthica-
Keimwurzeln ist nur unter hohem Aufwand moglich, und auch dann werden die Exoenzyme
nur in duflerst geringen Mengen produziert. Dies erschwert schon allein deren Nachweis
geschweige denn den Einsatz in Testreihen zur Untersuchung der Beeinflussung durch
Wurzelexsudate. Fiir die Gewinnung der Enzyme in groBeren Mengen miifite ein
Uberexpressionssystem entwickelt werden, was die Klonierung der Gene zur Voraussetzung
hitte. Ein Nachteil eines solchen Systems wére aber weiterhin, daf3 etwaige posttranslationale
Modifikationen, die sehr entscheidend fiir den Wirkmechanismus und die Interaktion sein

konnten, nicht beriicksichtigt wiirden.

5.1.2 Phytoalexine

Ein weiterer moglicher Resistenzmechanismus ist die Produktion und Abgabe von
Phytoalexinen aus den Wirtswurzeln. So wehren bestimmte Pflanzen den Angriff von
Phytoparasiten durch die Synthese von Phytoalexinen ab. Ein Beispiel hierfiir ist die Abwehr
von Orobanche spp., einer nahe mit Striga verwandte Gattung, durch resistente
Sonnenblumen-Varietiten (WEGMANN 1986). Da es schwierig ist, die Abgabe von
Phytoalexinen im jeweiligen Wirt-Parasit-System direkt zu untersuchen, setzt man alternative
Testsysteme ein. Dabei macht man sich folgende Umstéinde zunutze: 1. Die Synthese und
Abgabe von Phytoalexinen wird nicht nur von Phytoparasiten induziert, sondern es gibt eine
ganze Reihe von Auslosern: Elicitoren wie z. B. Polysaccharide und Zellwandbestandteile,
Pilze und Viren, oder auch Strefaktoren wie Hitze und Kélte. 2. Phytoalexine wirken auf
verschiedene Organismen toxisch, so z.B. auf Bakterien, Pilze und andere Parasiten
(HEMLEBEN 1990, KUcC 1995). Die toxische Wirkung 14Bt sich mithilfe verschiedener
Organismen, wie z. B. bestimmten Pilzstimmen, nachweisen (HOMANS und FucHs 1970,

FREY und ZIELOFF 1993). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde als Biotestorganismus
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Aspergillus niger eingesetzt. Die anderen getesteten Pilzstimme Cladosporium herbarum,
Botrytis cinerea und Neurospora crassa erwiesen sich als ungeeignet, da sie nur ein
unzureichendes Wachstum auf den Diinnschichtchromatographie (DC)-Platten zeigten und
die Standardisierung mit bekannten Phytoalexinen nicht erfolgreich verlief. Exsudate und
Extrakte von Sorghum-Wurzeln verschiedener Varietiten wurden gesammelt. Auf der DC-
Platte zeigte der Pilz Aspergillus niger im Bereich der Applikation aller Wurzelextrakte und
Acetonlosungen ein gehemmtes Wachstum. Dabei machte es keinen Unterschied, ob es sich
dabei um Proben von Pflanzen, die als suszeptibel oder die als resistent eingestuft waren,
handelte. Auch zeigten Proben, die von Pflanzen stammten, zu deren Wurzeln ein Elicitor
bzw. Induktor (Hefezellwandbestandteile oder Aspergillus niger-Sporen) zugegeben worden
war, keine anderen Ergebnisse als solche von unbehandelten Kontrollpflanzen. Auch bei der
Untersuchungen mittels diinnschichtchromatographischer Auftrennung wurden keine
Unterschiede (verschiedene Bandenmuster) zwischen den Proben elicitierter Pflanzen
verglichen mit denen von Kontrollpflanzen gefunden. Zusammenfassend 148t sich feststellen,
daB keine Stoffe identifiziert werden konnten, die als Antwort auf einen Reiz (Elicitor)
produziert worden waren, und die somit als Phytoalexine zu klassifizieren wiren. Der
Umstand, dal man Phytoalexine zwar in Bldttern von Sorghum nachweisen konnte, namlich
Apigeninidin und Luteolinidin (NICHOLSON et al. 1987, HIPSKIND et al. 1990), in den
Waurzelproben aber keine zu identifizieren sind, steht in Ubereinstimmung mit dem generellen
Befund, dal} die Kapazitét zur Bildung von Phytoalexinen in den Wurzeln meist weniger stark
ausgeprigt ist als in den Bléittern (WEGMANN 1996). Moglicherweise konnten mit den
verwendeten Untersuchungsmethoden kleinste, nur lokal vorhandene Mengen an
Phytoalexinen nicht erfafit werden. Fiir die Untersuchung solcher geringster Stoffmengen
miiflten ausschlieBlich die winzigen Infektionsstellen Wirt — S. hermonthica in grofler Zahl

(Stoffmenge!) gesammelt und analysiert werden.

5.1.3 Lignifizierung

Ein moglicher mechanischer Resistenzmechanismus ist die Verholzung der Wurzeln. Von
Lignifizierung als Resistenzfaktor wird im Fall der Sorghum-Varietiten N-13, Framida und
[S-4202 berichtet (MAITI et al. 1984, RAMAIAH 1987). Die Wurzeln von Sorghum-Varietiten,
deren Resistenz (u.a.) auf diesem Faktor beruht, miiiten einen erhohten Ligningehalt
aufweisen. '*C-Festkorper-NMR-Spektren wurden von Proben zermahlener junger Wurzeln
verschiedener Sorghum-Varietiten aufgenommen: N-13, 555, Framida, IS-9830, Seredo und

E-36-1. In den "C-NMR-Spektren der Wurzelproben konnten keine fiir Lignin
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charakteristischen Peaks indentifiziert werden. Die Spektren der Wurzelproben der
verschiedenen Sorghum-Varietiten zeigten auflerdem keine signifikanten Unterschiede,
gleich ob die Varietiten als resistent oder suszeptibel eingestuft waren. Auch bei den oben
erwihnten Varietiten N-13 und Framida, fiir die mechanische Resistenzfaktoren postuliert
worden waren, ergaben sich in den NMR-Spektren keine Hinweise auf einen erhohten
Ligningehalt. Diese Aussage trifft aber nur fiir die Untersuchung der gesamten Wurzelmasse
junger Sorghum-Wurzeln zu. Betrachtete man nur den ganz begrenzten Bereich eines
Haustoriums, also einer Infektionsstelle Wirt — S. hermonthica, so konnte der Ligningehalt in
den Messungen durchaus differieren. Die Isolierung und Untersuchung einzelner
Infektionsstellen ist aber duBerst aufwendig und schwierig, denn man bendtigte eine grofle
Zahl solcher Infektionsstellen und einen breiten Querschnitt durch die Population. Eine solche
Probensammlung liee sich ausschlieBlich direkt vor Ort in infizierten Feldern durchfiihren.
Dariiber hinaus konnte man die Wurzeln auch auf die Einlagerung anderer, die Infektion
verhindernder oder hemmender Stoffe untersuchen, z. B. auf die Einlagerung von Callose.
Histologische Untersuchungen einzelner Infektionsstellen lieen sich unter Verwendung
spezifischer Férbeverfahren durchfithren, moglich widre auch der Einsatz spezifischer

Antikorper mit Fluoreszenzmarkern.

5.1.4 Keimung

Auch Eingriffe in die Mechanismen rund um die Keimung von Striga hermonthica lassen sich
fiir die Ziichtung resistenter Sorghum bicolor-Varietdten nutzen. Ein Beispiel dafiir ist der
Resistenzfaktor low stimulant (KUMAR 1940, HESS et al. 1992). Bestimmte S. bicolor-
Pflanzen produzieren weniger Keimungsstimulans als suszeptible Varietiten. Durch die
Abgabe von weniger oder gar keinen Stimulantien wird die Keimung von S. hermonthica
nicht oder zumindest wesentlich geringer induziert. Die S. bicolor-Pflanzen werden so
weniger oder gar nicht befallen. Die Vorstellung von der Produktion nur eines die Keimung
stimulierenden Stoffes ist aber zu vereinfachend. Bekannt ist, dal S. bicolor mehr als eine
Substanz produziert, die die Keimung von S. hermonthica induzieren kann — Sorghum-

Pflanzen produzieren somit ein Bouquet an Keimungsstimulantien.

5.1.4.1 Keimungsrate und TTC-Test

Die Keimfdahigkeit von Samen wird hédufig mittels TTC-Test (KUHN und JERCHEL 1941,
EPLEE und NORRIS 1987) bestimmt. Hierbei wird das farblose 2,3,5-Triphenyl-
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tetrazoliumchlorid (TTC) durch Reduktionsédquivalente und mitochondriale Dehydrogenasen
in lebensfdhigen Samen zu rotem, wasserunloslichem Formazan reduziert. Somit weist der
Test eigentlich nur eine Stoffwechselaktivitit nach, die nicht unbedingt mit der Keimfahigkeit
der Samen gleichzusetzen ist. In der Praxis wird diese Vereinfachung jedoch vielfach
gemacht, und der TTC-Test als Nachweis der Vitalitit und Keimfahigkeit von Samen
verwendet. Im Rahmen der Arbeit wurde tliberpriift, ob mithilfe des TTC-Tests Aussagen liber
die Keimfdhigkeit sowohl von S. bicolor- als auch von S. hermonthica-Samen getroffen
werden konnen. Fiir S. bicolor wurden Tests mit Samen der Varietdt N-13 durchgefiihrt.
Samen, die nach der Inkubation in TTC-L&sung eine rotgefarbte Schale zeigten, wurden als
TTC-positiv eingestuft. Halbierte man diese Samen, so war im Querschnitt deutlich der
tiefrotgefarbte Embryo gegeniiber dem weillen Speichergewebe zu erkennen. Im TTC-Test
waren alle N-13-Samen positiv. TTC-positiv heiflt im Sinne des TTC-Tests auch keimfdhig.
Somit ergab der TTC-Test fir N-13 eine 100%ige Keimfahigkeit. Dagegen ergaben
Keimungstests in Petrischalen auf feuchtem Filtrierpapier nur eine Keimungsrate von 0-30 %.
Als Grundlage fiir die weiteren Versuche war nur die Zahl der Samen, die unter den
Versuchsbedingungen tatsidchlich zur Keimung gebracht werden konnten, relevant. Diese
Zahl wurde durch die Keimungstests ermittelt. Die Ergebnisse der TTC-Tests korrelierten mit
diesen Werten aber nicht. Somit war der TTC-Test zur Abschidtzung der Keimfahigkeit von
S. bicolor-Samen im Rahmen dieser Arbeit nicht geeignet. Auch die Keimféhigkeit von
S. hermonthica-Samen wurde tiberpriift. Hierfiir wurden Samen der Herkunft Mali 95 (M/95)
verwendet. Welche Samen im TTC-Test als positiv einzustufen waren, diese Entscheidung
war bei Striga-Samen lingst nicht so eindeutig zu treffen wie bei Sorghum-Samen. Neben
roten und weiflen Samen gab es auch verschiedene farbliche Nuancen. Weitere
Untersuchungen, wie z. B. das Halbieren der Samen, waren aufgrund der mikroskopischen
GroBe der Striga-Samen nicht moglich. Die Wertung aller deutlich roten Samen ergab, dal3
40 % der Striga-Samen als TTC-positiv einzustufen waren. Keimungstests mit dem
Keimungsstimulans GR 24 fiihrten zu einer Keimungsrate von 50-70 % in den Petrischalen.
Somit bestand auch bei Striga-Samen eine deutliche Diskrepanz zwischen den beiden
Testverfahren, wenn auch geringer als bei S. bicolor-Samen. Der TTC-Test sollte daher auch
fiir die Bestimmung der Keimfahigkeit von S. hermonthica-Samen nicht angewandt werden.
Interessanterweise sind diese Ergebnisse fiir Striga genau gegensitzlich zu denen von EPLEE
und NORRIS (1987): Sie beobachteten mehr Samen, die im TTC-Test positiv eingestuft
worden waren, als Samen deren Keimung sie mit Keimungsstimulans hatten induzieren

konnen.
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5.1.4.2 Konditionierung

Striga-Samen miissen erst eine Phase der Konditionierung durchlaufen, bevor sie auskeimen
konnen. Die biochemischen Prozesse, die dabei stattfinden, sind noch nicht aufgeklart.
Denkbare Vorgidnge sind das Auswaschen von Keimungsinhibitoren, die Produktion von
Stoffen, die fiir die Keimung nétig sind, oder die Verdnderung der Permeabilitit der
Samenstruktur. Ohne Konditionierung lag die Keimungsrate (nach Stimulanszugabe) bei nur
4 %. Mit zunehmender Konditionierungsdauer stieg die Rate steil an und erreichte nach acht
Tagen 40-54 %. Wurde die Konditionierung noch lidnger ausgedehnt, so erhohte sich die
Keimungsrate langsam ansteigend auf 55-65 %. Die maximal erreichte Keimungsrate in
einem Experiment (dieser Arbeit) lag bei 71 %. Nach 25 Tagen Konditionierungsdauer sank

dann die Keimungsrate wieder langsam ab.

5.1.4.3 Keimungsinduktion

Fiir die Induktion der Keimung von Striga hermonthica ist normalerweise ein chemischer
Stimulus erforderlich. Als Keimungsstimulantien dienen u. a. Stoffe, die von Wirtspflanzen
ausgeschieden werden. Auch synthetisch hergestellte Substanzen, wie das mit dem
natiirlichen Strigol strukturverwandte GR 24, induzieren die Keimung von Striga. KUST
(1963) berichtete dagegen von Féllen, bei denen Striga asiatica-Samen auch ohne Zusatz
eines Induktors keimten, sogenannten ,,Spontankeimungen®. FISCHER (1997) beschrieb dies
auch fiir S. hermonthica. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit traten Fille von
Spontankeimung bei S. hermonthica kein einziges Mal auf. Moglicherweise wurden bei den
Berichten von ,,Spontankeimungen* auch die Bedingungen, unter denen die Versuche
durchgefiihrt ~worden  waren, nicht richtig bewertet: Fischer wihlte zur
Oberfldchensterilisation der Striga-Samen duflerst ,,harte” Bedingungen: Die Samen wurden
u. a. 15 min in 70%igem Ethanol und anschlieBend 30 min in 10%igem Natriumhypochlorit
inkubiert. Darauf folgte noch eine Ultraschallbehandlung. Bei dieser Form der Behandlung
kann es sehr wohl zur Keimungsinduktion gekommen sein, denn auch Natriumhypochlorit
besitzt eine keimungsinduzierende Wirkung (HSAIO ef al. 1981). Mdglicherweise wurde auch
durch die Ultraschallbehandlung der Samen der Keimungsproze ausgelost. In dieser Arbeit
wurde das Keimungsstimulans GR 24 zur Standardisierung der Keimungstests in Petrischalen
verwendet. Keimungsstimulantien wirken schon in &uflerst geringen Konzentrationen. Die
minimale Konzentration an GR 24, bei der eine signifikante Keimung von §. hermonthica-

Samen induziert werden konnte, lag bei 3 x 10 ppm. Bei einer Konzentration von 0,3 ppm
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wurde eine Keimungsrate von 67 % im Mittel erzielt. Die Erh6hung der Konzentration auf
3 ppm brachte keine weitere Steigerung, die maximal mdgliche Keimungsrate wurde also
bereits bei 0,3 ppm erreicht. Fiir die Tests wurde standardméBig eine Konzentration von
0,03 ppm GR 24 verwendet. Diese fiihrte zu einer fiir die Versuche ausreichenden

Keimungsrate von 57 % im Mittel.

5.1.4.4 Keimungsrate in Abhingigkeit der Samenzahl im Test

In verschiedenen Arbeiten (EGLEY und DALE 1970, CHANCELLOR et al. 1971, EPLEE 1975,
JACKSON und PARKER 1991, LOGAN und STEWART 1991, BABIKER et al. 1993) wurde
diskutiert, dafl Ethylen als Keimungsstimulans wirken kann und da8 Ethylen bei der Keimung
von Samen entsteht. So stellte sich die Frage, ob in Petrischalenversuchen Keimung nicht nur
primir durch das Stimulans induziert wird, sondern moglicherweise auch sekundir durch das
von bereits keimenden Samen produzierte Ethylen. In Petrischalen, in denen sich mehr Striga-
Samen befinden, konnten durch Keimungsstimulantien auch mehr Samen zur Keimung
angeregt werden. Diese konnten (absolut) mehr Ethylen produzieren, welches wiederum die
Keimung bei bis dahin noch nicht gekeimten Samen induzieren konnte. Die Folge wére eine
(auch) prozentual hohere Keimungsrate. Die Versuche zeigten aber, dafl die Keimungsrate

nicht von der Zahl der Samen im Versuchsansatz abhéngig war.

5.2 Interaktion Wirt — Parasit Striga hermonthica

5.2.1 Keimungsinduzierende Stoffe in Sorghum- und Millet-Wurzelexsudaten

5.2.1.1 Konzentrieren keimungsinduzierender Stoffe

Die Keimungsraten bei Striga hermonthica-Samen, die mit Sorghum- und Millet-
Wurzelexsudaten zur Keimungsinduktion erzielt werden konnten, stellten sich als relativ
niedrig heraus. Daher wurden Versuche unternommen, die Konzentration der Stimulantien in
den Proben zu erh6hen. Zwei Verfahren wurden untersucht: Lyophilisieren und Konzentrieren
tiber dem Trocknungsmittel Blaugel. Zur Standardisierung wurden die Versuche des
Lyophilisierens zundchst mit dem Keimungsstimulans GR 24 durchgefiihrt. Die
Wiederfindungsrate lag bei 100 %. Die Keimungsrate ohne Konzentrierung betrug 44 %. Die
Anreicherung um das Zehnfache ergab einen Anstieg der Keimungsrate auf 55 %. Eine

stirkere Konzentrierung um Faktor 50 erbrachte keine Steigerung der Keimungsrate liber das
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bei Faktor 10 erzielte Mal} hinaus. Eine Konzentrierung der Proben des Keimungsstimulans
GR 24 durch Lyophilisieren war somit im  gewissen Rahmen  moglich.
Konzentrierungsversuche der Wurzelexsudate von Sorghum- und Millet-Pflanzen fiihrten
dagegen zum volligen Verlust deren Féhigkeit zur Keimungsinduktion. Die Konzentrierung
iiber Blaugel fiihrte fiir GR 24 zu dhnlichen Ergebnissen wie beim Lyophilisieren. Sorghum-
und Millet-Wurzelexsudate zeigten nach der Konzentrierung maximal die gleiche
Keimungsrate wie die Rohexsudate, ein grofler Teil der Exsudate verlor seine
keimungsinduzierende Wirkung. Somit war es mit beiden Verfahren nicht moglich, die
Wurzelexsudatproben  generell  fiir  die  weiteren  Untersuchungen in  der

Diinnschichtchromatographie zuverlédssig zu konzentrieren.

5.2.1.2 Diinnschichtchromatographie

Zur Charakterisierung der Keimungsstimulantien aus den Wurzelexsudaten muflite eine
Auftrennung der Rohexsudate durchgefiihrt werden. Nicht bekannt war die chemische Natur
der Stoffe, die in den Exsudaten der untersuchten Varietiten fiir die Keimungsinduktion
verantwortlich waren. Deshalb wurde ein Verfahren gewéhlt, bei dem ein Verlust der
Substanzen durch die unklaren (Bindungs-) Eigenschaften ausgeschlossen war. Bei
sdulenchromatographischen Verfahren wie der HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) ist dies nicht auszuschlieBen, hier konnen die Stoffe z.B. auf der
Séulenmatrix haften bleiben. Ideal dagegen ist die Diinnschichtchromatographie (DC): Die
Stoffe bleiben bei diesem Verfahren immer auf der Platte. Im ungiinstigsten Fall, bei der
Wahl ungeeigneter Laufmittel, werden sie nur nicht aufgetrennt. Voraussetzung fiir eine
Identifikation ist der Nachweis der Stoffe auf der DC-Platte. Getestet wurden die Verfahren
zunichst am Keimungsstimulans GR 24. GR 24 ist bei den geringen Probenmengen nicht
farbig, zeigt keine Fluoreszenz unter UV-Licht und 146t sich auch durch die verschiedensten
Anfiarbemethoden nicht sichtbar machen. Einzig durch Fluoreszenzléschung des Indikators
der stationdren Phase unter UV-Licht bei A =254nm konnte es im Chromatogramm
nachgewiesen werden. GR 24 zeigte zwei reproduzierbare Banden mit den R~Werten 0,66
und 0,75, allerdings auch nur bei den fiir Keimungsstimulantien hohen Konzentrationen ab
3 ppm. Diese zwei Substanzflecken konnten die Auftrennung des Racemats von GR 24 in die
zwei Diastereomerenpaare widerspiegeln. Auch THURING et al. (1997) beschrieben bei ihrer
Synthese von Strigol-analogen Verbindungen die Trennung der Diastereomeren von GR 24

mittels Diinnschichtchromatographie. In der DC aufgetrennte Proben der Sorghum- und
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Millet-Wurzelexsudate zeigten unter Anwendung der getesteten Nachweisverfahren keine
charakteristischen Banden. Dies ist nicht erstaunlich, denn meist liegen natiirliche
Keimungsstimulantien in wesentlich niedrigeren Konzentrationen vor, oft unterhalb der
Nachweisgrenze physikalischer MeBBmethoden. Als Ausweg bot sich da der Nachweis iiber
einen Bioindikator an. In der durchgefiihrten Bioautographie diente die Keimung von
S. hermonthica-Samen als hochspezifischer Indikator fiir die Anwesenheit von
Keimungsstimulantien — und das bei geringsten Substanzmengen: Wie bereits weiter oben

beschrieben, lieBen sich schon 3 x 10 ppm GR 24 durch einen Keimungstest nachweisen.

5.2.1.3 Bioautographie mit Striga hermonthica-Samen

S. hermonthica-Samen konnen nur in einer feuchten Umgebung keimen. Werden DC-Platten
angefeuchtet, so trocknen sie schnell ab — zu schnell fiir den mehrere Tage dauernden
Induktionsversuch. Als feuchtigkeitserhaltend bewihrte sich das Uberschichten mit 0,7%igem
Wasseragar. Die Verwendung von Agar brachte aber ein Problem mit sich: Durch das
Auftragen des Agars und die Feuchte kam es zur Mobilisierung der Substanzen auf der DC-
Platte und damit zur Verbreiterung der Banden. So wurde in einem Vortest mit GR 24 die
Keimung von S. hermonthica-Samen noch in 4 cm Entfernung von der Stelle induziert, an der
GR 24 punktformig auf die DC-Platte appliziert worden war. Um die groBflachige
Verbreiterung der Banden auf der DC-Platte zu unterbinden, wurden die Platten nach
abgeschlossenem DC-Lauf in Abschnitte mit je 1 cm Laufstrecke zerschnitten. Auf diese DC-
Abschnitte wurden anschlieend S. hermonthica-Samen und Wasseragar aufgebracht. Die
Zone maximaler Keimungsrate wurde fiir das Keimungsstimulans GR 24 in der Mehrzahl der
Experimente mit einem mittleren Re-Wert von 0,76 ermittelt. Bei einigen wenigen Versuchen
gab es eine Verschiebung zum Abschnitt mit dem kleineren Re-Wert von 0,65. Da die
Abschnitte nur mit der groben Auflésung von 1 cm ausgewertet werden konnten, ist es
moglich, daB eine nur geringe Schwankung fiir diesen scheinbar groBen Effekt
ausschlaggebend war. Solche kleinen Schwankungen konnten z. B. aus unterschiedlichen
Umgebungstemperaturen bei den Trennungsexperimenten resultieren. Der R-Wert von 0,76
im Biotest entsprach in hoher Ubereinstimmung dem Wert, der bei der
diinnschichtchromatographischen Auftrennung von GR 24 fiir die zweite Bande (R¢=0,75)
im Chromatogramm bestimmt worden war. Somit lag der Bereich mit hoher
keimungsstimulierender Wirkung im Bereich von einer der zwei in der DC identifizierten

GR 24-Banden. Dies unterstiitzt die Aussage, dafl nur ein Stereoisomer von GR 24, nimlich
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das mit der gleichen stereochemischen Konfiguration wie Strigol und Sorgolacton, fiir die
Keimungsstimulation (hauptsédchlich) verantwortlich ist (THURING et al. 1997). Die Exsudate
der suszeptiblen Sorghum-Varietit DS-1195 sowie der suszeptiblen Millet-Varietit Soxsat
zeigten wie GR 24 bei Ry=0,76 die maximale Keimungsinduktionsfahigkeit. Auch die
resistente Sorghum-Varietdt N-13 induzierte die Keimung der Striga-Samen bei Ry= 0,76
maximal. Diese identischen R~Werte konnten ein Hinweis auf eine strukturelle Ndhe der in
den Exsudaten vorhandenen Keimungsstimulantien zu GR 24 bzw. Strigol sein. Exsudate der
suszeptiblen Varietdt IS-1037 sowie der resistenten Varietdten Seredo und 555 induzierten
ebenfalls die Keimung von S. hermonthica-Samen im Biotest. Doch eine definierte Zone
maximaler Keimung konnte in den Einzelexperimenten nicht bestimmt werden. Die R-Werte
differierten von Experiment zu Experiment. Somit zeigte sich in den Versuchen, da3 durchaus
auch Wurzelexsudate resistenter Sorghum-Varietiten die Keimung von S. hermonthica-
Samen induzieren konnen. Fiir die Varietdt N-13 stellt dies keinen Widerspruch dar, werden
hier doch mechanische Faktoren als Grundlage fiir die Resistenz vermutet. Die Art und
Menge von Keimungsstimulantien braucht hier keine Rolle zu spielen. Fiir die Varietit
Seredo ist der zugrundeliegende Resistenzmechanismus nicht bekannt. Schwieriger ist die
Bewertung bei der Varietét 555, fiir die als Resistenzfaktor low stimulant postuliert wird und

die trotzdem Keimung in der Bioautographie zeigte. Eine Erkldrung hierfiir kdnnte sein:

a) low stimulant heil3t nicht, da3 gar keine Stimulantien gebildet werden, sondern nur,
dal} die Menge der gebildeten Stimulantien geringer ist. Ein solcher quantitativer
Unterschied konnte in den Keimungstests nicht nachgewiesen werden: Der Test ist
zu empfindlich und weist schon geringste Spuren von Keimungsstimulantien

qualitativ (durch Samenkeimung) nach,

b) low stimulant bedeutet nicht, dal durch das Wurzelexsudat der Wirtspflanze die
Keimung von Striga-Samen nicht induziert werden kann. Mdglicherweise werden
neben den Keimungsstimulantien auch Keimungsinhibitoren gebildet, die die
Wirkung der Stimulantien in der natiirlichen Umgebung maskieren. Im DC dagegen
werden die Stimulantien von den Inhibitoren abgetrennt, und die Stimulantien
konnen so ihre induzierende Wirkung entfalten oder
c¢) die Einstufung als low stimulant ist nicht richtig.
Die Unterschiede in den R-Werten der keimungsinduzierenden Stoffe machen deutlich, daf3
es sich in den Wirtswurzelexsudaten nicht nur um eine Substanz handeln kann, die zur

Keimungsinduktion von S. hermonthica-Samen fdhig ist. Vielleicht ist auch das

Zusammenwirken von verschiedenen Stimulantien fiir die Keimungsinduktion nétig. Einzelne
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Stoffe konnten dann in so geringen Konzentrationen auftreten, daf3 sie in der Bioautographie
nicht nachweisbar sind. Erst durch das Zusammenwirken der verschiedenen Faktoren wiirde
die Keimung induziert. Mdglicherweise produziert jede Varietit auch ein ganz spezielles
Bouquet an Stimulantien. Verschiedene Bouquets konnten eine unterschiedlich starke
Fahigkeit zur Keimungsinduktion besitzen. Der bislang gebrauchliche Agargel-Test (HESS et
al. 1992) ermdglicht keine Aussagen zu Charakteristika von keimungsstimulienden Stoffen.
Er miBt nur das Vermogen von Wirtspflanzen zur Keimungsinduktion von Striga-Samen in
einem kiinstlichen Testsystem. Zur Quantifizierung des Keimungsinduktionsvermogens wird
dabei der Abstand zwischen der Wirtswurzel und dem keimenden Striga-Samen, der sich am
weitesten von der Wirtswurzel entfernt befindet, herangezogen. Unterschiede im
Diffusionsvermodgen der verschiedenen Keimungsstimulantien (und moglicherweise auch
Keimungsinhibitoren) in der Agargel-Matrix im Vergleich zur natiirlichen Umgebung bleiben

unbertiicksichtigt.

In den Versuchen unter Verwendung des Biotests konnte nicht fiir alle Wirtswurzelexsudate,
die zuvor in den Petrischalenkeimungstests die Keimung von S. hermonthica-Samen induziert
hatten, eine keimungsinduzierende Wirkung nachgewiesen werden. Moglicherweise wurden
Keimungsstimulantien so vom Kieselgel der DC-Platte adsorbiert, dafl sie ihre

keimungsinduzierende Wirkung auf die Striga-Samen nicht mehr ausiiben konnten.

5.2.2 Haustorialentwicklung

Die Haustorialentwicklung wird ebenfalls als ein Ansatzpunkt flir die Resistenzziichtung
diskutiert. Analog low stimulant bei der Keimung wird low haustorial als moglicher
Resistenzmechanismus bei der Haustorialentwicklung untersucht (EJETA ef al. 1993, REDA et
al. 1994). Es wird allgemein angenommen, dafl auch die Bildung von Haustorien bei Striga
durch bestimmte Stoffe induziert wird. 2,6-Dimethoxy-p-benzochinon (engl. 2,6-dimethoxy-
benzoquinone, 2,6-DMBQ) soll ein solcher Haustorialinduktor sein (CHANG und LYNN 1986,
RIOPEL ef al. 1986). Wiirde in der Interaktion von Striga mit bestimmten Sorghum bicolor-
Varietiten weniger eines solchen Induktors vorhanden sein, so konnten dann auch weniger
(keine) Haustorien etabliert werden, mit der Folge eines geringeren Befalls durch Striga.
Doch die Entstehung von 2,6-DMBQ unterliegt wohl nicht einer geregelten Produktion.
Untersuchungen von FRICK ef al. (1996) ergaben, daf} 2,6-DMBQ aus Syringaséure unter
milder Oxidation mittels Peroxidase hergestellt werden kann. Die Syringasdure ist ein

ubiquitidr vorkommender Metabolit u. a. der Ligninbiosynthese. Peroxidaseaktivitit konnte in
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Keimwurzelexsudaten von S. hermonthica nachgewiesen werden (BACKER 1997). Somit ist es
duBerst wahrscheinlich, daB3 2,6-DMBQ immer als Beiprodukt der Interaktion des Parasiten
mit Pflanzenwurzeln entsteht. Aus diesem Grund ist nicht zu erwarten, dal3 ein effektiver
Resistenzmechanismus auf der Basis von low haustorial existiert (HELLER und WEGMANN
2000). Dariiber hinaus stellen Beobachtungen im Rahmen dieser Arbeit die Rolle von 2,6-
DMBQ als Haustorialinduktor generell in Frage: Als morphologisches Merkmal der
eingeleiteten Haustorialentwicklung wurde in der Literatur die Bildung von Hérchen auf der
Epidermis besonders im vorderen Bereich der Keimwurzel beschrieben (NICKRENT et al.
1979, RIOPEL et al. 1986, SMITH et al. 1990). In den unter definierten Bedingungen
durchgefiihrten Petrischalenexperimenten zeigten viele Keimwurzeln aber bereits nach der
Keimungsinduktion mit GR 24 oder mit Wurzelexsudaten solche Hérchen an den
Keimwurzelspitzen. Die anschlieBende Zugabe von 2,6-DMBQ hatte dann keine weiteren
sichtbaren Verdnderungen zur Folge. Weder kam es zur Verdnderung des Erscheinungsbildes
der Keimwurzeln mit Harchen noch wurde die Bildung neuer Hérchen induziert.
Keimwurzeln, die nach der Induktion mit GR 24 oder Wurzelexsudat keine Hérchen zeigten,
bildeten diese auch nicht nach Zugabe von 2,6-DMBQ. Diese Versuchsergebnisse lassen

folgende Interpretationen zu:

a) Bei den Versuchen mit dem Keimungsstimulans GR 24 handelte es sich um definierte
Petrischalensysteme, in denen kein 2,6-DMBQ vorhanden war. Somit hétte, vorausgesetzt
die Hérchenbildung kann nur durch ein spezielles Stimulans induziert werden, dieses
Stimulans von den Striga-Keimlingen selbst hergestellt werden miissen. Dariiber, dafl
S. hermonthica selbst einen Haustorialinduktor herstellt, gibt es keine Hinweise. Warum
nicht alle Keimwurzeln nach der anschlieBenden Zugabe von 2,6-DMBQ Hirchen zeigten,

148t sich so nicht erkléren.

b) Die beobachtete Hirchenbildung hat mit der Induktion durch einen Haustorialinduktor

nichts zu tun. Erst spitere Entwicklungsschritte bediirfen eines solchen Stimulans.

c) Ein spezieller Haustorialinduktor ist fiir die Einleitung der Haustorienbildung bei
S. hermonthica, sichtbar durch die Ausbildung feiner Harchen an den Keimwurzelspitzen,

nicht erforderlich.
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5.2.3 Pflanzenanzucht und Testsysteme

Die Anzucht von Striga hermonthica-Pflanzen erfolgte zum einen auf Wirtspflanzen im
Gewiéchshaus, zum anderen gelang es, ein System zu entwickeln, das die Kultivierung in vitro
unabhingig von Wirtspflanzen und auch ganz ohne Stoffe von Wirtspflanzen ermdglichte.
Wechselwirkungen von Parasiten und Wirtspflanzen lieBen sich in Cokulturen in Petrischalen

verfolgen.

5.2.3.1 Anzucht von Striga hermonthica auf Sorghum und Millet im Gewéchshaus

Die Anzucht von Striga hermonthica gelang auf Wirtspflanzen sowohl von suszeptiblen als
auch resistenten Sorghum-Varietiten und auch auf Millet-Pflanzen im Topfversuch.
Resistente Varietiten zeigten aber einen geringeren Befall, eine geringere Zahl von
S. hermonthica-Pflanzen als die suszeptiblen Varietiten. Die Resistenzmechanismen kamen
im Topfversuch demnach nicht oder nur unzureichend zum Tragen. Moglicherweise war der
Befallsdruck im Topfversuch, verstiarkt durch die unnatiirlichen Verhéltnisse in den Topfen
und im Gewichshaus (StreB!), auf die Sorghum-Pflanzen lokal so stark, dafl die
Resistenzmechanismen durchbrochen werden konnten. Generell erforderte die Anzucht im
Gewiéchshaus Temperaturen von iiber 20 °C und viel Licht. Voraussetzung war hier die
zusitzliche kiinstliche Beleuchtung, die tagsiiber sehr hohe Lichtstarken ermdglichte, wie sie
am natiirlichen Standort in Afrika iiblich sind. Auch eine gute Bewidsserung der Topfe war fiir
die Striga-Entwicklung entscheidend. Die Spaltdffnungen von S. hermonthica reagieren nur
schwach auf Abscisinsdure (SHAH et al. 1987, SMITH und STEWART 1990) und sind daher fast
immer gedffnet. Aus der damit verbundenen auBerordentlich hohen Transpirationsrate
resultiert ein starker Wasserflu vom Wirt zum Parasiten und so eine hohe Wassernachfrage
durch die Wirtspflanzen in den Topfen. Doch auch unter diesen giinstigen
Wachstumsbedingungen kam es lédngst nicht in jedem Versuchstopf zur Entwicklung von
einer oder mehreren Striga-Pflanzen. Zudem traten Fille auf, wo es schon bei kleinen
S. hermonthica-Pflinzchen, deren Sprof3 erst wenige Tage oberirdisch sichtbar war, zu einer
schwarzen Verfarbung der Blattspitzen kam. Diese Schwarzfiarbung breitete sich von den
Spitzen auf das gesamte Blatt aus. Der Prozef3 begann an der SprofBspitze und setzte sich dann
nach unten zur Basis hin fort. SchlieSlich wurde die gesamte Pflanze welk und vertrocknete.
ABBASHER (1994) beschrieb diesen Vorgang als Antwort auf eine Infektion von Striga mit
dem pathogenen Pilz Fusarium nygamai. Eine solche Infektion konnte aber bei den Pflanzen

nicht festgestellt werden, zumal dieser Vorgang auch in den sterilen /n vitro-Kulturen auftrat.
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Wahrscheinlich koénnen diese Phdnomene auch ganz ohne Pathogeneinwirkung beobachtet
werden und treten immer dann auf, wenn generell die Lebensbedingungen fiir S. hermonthica
suboptimal sind: zum Beispiel wenn die Versorgung mit Nihrstoffen oder Phytohormonen
nicht zufriedenstellend ist. Ziel der Anzucht war es, moglichst viele Striga-Pflanzen fiir
weitere  Untersuchungen zu erhalten. Daher wurde gepriift, ob verschiedene
Samenvorbehandlungen EinfluB auf die Zahl der entwickelten Striga-Pflanzen hatten. So
konnte eine Oberfldchensterilisation wachstumshemmende Pilzinfektionen vermeiden oder
eine Konditionierung den Befallsdruck erhéhen. Ein solcher Zusammenhang bestdtigte sich
jedoch nicht. Die Topfversuche ergaben keine Korrelation zwischen der Art der
Vorbehandlung (unbehandelt, oberflachensterilisiert oder oberflachensterilisiert und
konditioniert) und der Infektionseffizienz. Der Aufwand einer Oberfldchensterilisation oder

Konditionierung kann also entfallen.

5.2.3.2 Cokulturen Striga hermonthica — Sorghum bicolor in Petrischalen

Fiir die Untersuchung von Aspekten der Interaktion von Striga mit einer Wirtspflanze wie
Keimung, Elongation der Keimwurzel, Attachment, Haustorienbildung und Sprofentwicklung
des Parasiten war ein System erforderlich, in dem sich die Vorgédnge optisch gut verfolgen
lieBen. Versuche mit Cokulturen von Striga hermonthica und Sorghum bicolor in Petrischalen
mit Filtrierpapier oder Agar erfiillten diese Voraussetzung, dariiber hinaus gab es keine
unbekannten Komponenten in diesem System. Einen Nachteil hatte ein solchermafllen
definiertes System: In der natiirlichen Umgebung im Boden sind eine Vielzahl von (Mikro-)
Organismen vorhanden, die Stoffe modifizieren oder auch in ganz andere Produkte
umwandeln konnen. Ein Beispiel hierfiir ist die Bildung von Elicitoren der
Phytoalexinsynthese bei Pflanzen: So werden durch bakterielle Enzyme Oligosaccharide aus
der pflanzlichen Zellwand freigesetzt, die dann als Elicitoren wirken konnen. Moglicherweise
liegen durch verschiedene Umweltbedingungen in den verschiedenen Lindern bzw. Regionen
unterschiedliche Stoffe in den Boden vor, was die Wirt-Parasit-Interaktion beeinflussen
konnte. Eine solche Modifikation der Substanzen konnte im artifiziellen Testsystem nicht
stattfinden. Die Sorghum-Wurzeln aller getesteten Varietiten (N-13, 555, Framida, 1S-9830,
Seredo, E-36-1, M-35-1, DS-1195, IS-1037, CSM-209 und CSM-335) induzierten die
Keimung von S. hermonthica-Samen in den Petrischalentestsystemen. Unterschiede zwischen
suszeptiblen und resistenten Varietiten traten hier nicht auf. Verschiedentlich wurde

beschrieben, dall das Elongationswachstum der Keimwurzeln einem Chemotropismus
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unterliegt und gerichtet auf eine Wirtswurzel hin erfolgt (PEARSON 1913, DIXON und PARKER
1984, RIOPEL ef al. 1986). Eine solche Orientierung konnte in den Petrischalenversuchen
nicht festgestellt werden. Moglicherweise verhinderte der hohe Feuchtegrad in den
Testsystemen (Wasserfilm, Wasseragar) die Bildung des fiir die Ausrichtung nétigen
Konzentrationsgradienten. In den Cokulturen von S. hermonthica und Wirtspflanzen kam es
bei einem Teil der Versuche zur Ausbildung von Harchen im Bereich der Keimwurzelspitzen
von Striga. Die Hirchenbildung wird meist im Zusammenhang mit der Induktion der
Haustorialentwicklung gesehen (Kap. 5.2.2). Keine oder weniger Hérchen an den Striga-
Keimwurzeln konnten so ein Hinweis auf die Existenz eines Resistenzfaktors der
Wirtspflanze sein. Wird die Haustorienbildung nicht oder nur in geringerer Zahl als bei
suszeptiblen Pflanzen induziert, wird die Haustorialentwicklung durch die Wirtspflanze
gestort oder verhindert, so kann Striga die potentielle Wirtspflanze nicht befallen oder nur mit
zahlenmifig geringerem Erfolg. In den Versuchen zeigte aber keine Sorghum-Varietét einen
von den anderen Varietidten abweichenden EinfluB3 auf S. hermonthica. Im Gegensatz zu den
Topfversuchen im Gewichshaus bei denen Striga-Pflanzen auf Wirtspflanzen angezogen
werden konnten, gelang es in den Cokulturen in Petrischalen nur in einem Fall, die
Etablierung eines Haustoriums und die weitere Entwicklung von S. hermonthica mit der
Ausbildung eines Sprosses zu beobachten. In diesem Experiment wurde S. hermonthica der
Herkunft Mali 95 eingesetzt. Der Petrischalenboden war mit Cellulose-Filtrierpapier
ausgelegt. Uberraschenderweise handelte es sich bei der Wirtspflanze im Versuch nicht etwa
um eine suszeptible Sorghum-Varietét, sondern um eine Pflanze der als resistent eingestuften
Varietiat N-13. Als Grundlage der Resistenz von N-13 werden im allgemeinen mechanische
Resistenzfaktoren angenommen (siche Kap. 5.1.3). Daher sollte ein Befall mit S. hermonthica
eigentlich ausgeschlossen sein. Der Umstand, da3 N-13 dennoch befallen werden konnte,
kann verschiedene Ursachen haben: a) Die mechanische Resistenz ist nicht vollkommen und
kann durchaus durchbrochen werden, b) die Resistenz besteht nicht gegeniiber dem
eingesetzten S. hermonthica-Biotyp (siehe Kap. 5.3.3) oder c¢) die Resistenz der Varietit N-13
beruht nicht wie angenommen auf mechanischen, sondern auf anderen Faktoren, deren
Resistenzwirkung im Testsystem nicht zum Tragen kam. Zwei Wochen nach der
SproBbildung verfarbte sich der zundchst griine, rund 1 cm groBle S. hermonthica-Sprof3
plotzlich schwarz und starb ab. Moglicherweise war die Versorgung mit Nahrstoffen oder
Phytohormonen durch den Wirt im Petrischalensystem gestért und fiir die weitere

Entwicklung nicht ausreichend.
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5.2.3.3 In vitro-Kulturen von Strica hermonthica

In vitro-Kulturen von Striga hermonthica werden fiir alle Experimente bendtigt, bei denen
Gewebe- und Zellkulturen oder das Vorhandensein definierter Klone Voraussetzung sind. So
konnen Striga-Zellkultur-Testsysteme entwickelt werden, um z.B. die Wirkung von
Herbiziden, Phytotoxinen oder Phytoalexinen zu testen. Striga-Klone konnen bei der
Evaluation der Resistenz von ,,Nicht-Wirtspflanzen* und bei Studien zu Wechselwirkungen
zwischen Wirt und Parasit eingesetzt werden. Auch kann die aus In vitro-Pflanzen isolierte
DNA fiir genetische Untersuchungen und Transformationsexperimente verwendet werden,
ohne S. hermonthica-Pflanzen z. B. im Gewéchshaus anziehen zu miissen. Die Etablierung
von [In vitro-Kulturen verschiedener S. hermonthica-Herkiinfte gelang mittels zweier
unterschiedlicher Methoden: Beim ersten Verfahren, der vegetativen Vermehrung iiber
Achselknospen, wurden SproBabschnitte von Gewéchshauspflanzen verwendet. Die
Explantate wurden oberflachensterilisiert und anschlieBend auf MS-Ndhrmedium mit
Phytohormonzusitzen tiiberfiihrt. Die beste Regeneration mit Entwicklung eines Sprosses
wurde unter Zusatz der hochsten getesteten Konzentrationen von Gibberellinsdure (GA3) und
Indolessigsdure (IES) erzielt: 2 ppm GAj3 und 0,1 ppm IES. Die Oberfldchensterilisation mit
Natriumhypochlorit und 70%igem Ethanol erlaubte es nicht, unter Beibehaltung der Vitalitét
der Achselknospen, die SproBabschnitte ausreichend von Keimen zu befreien, so daB3 es sehr
hiufig zur Kontamination mit Bakterien und Pilzen auf dem Kulturmedium kam. Somit ist die
Anlage von Gewebekulturen unter Verwendung von SproBexplantaten prinzipiell zwar
moglich, doch bietet das zweite getestete Verfahren eine zuverldssigere Alternative. Bei
diesem Verfahren wurden als Ausgangsmaterial nicht SproBabschnitte, sondern Samen
verwendet. Diese lieBen sich erfolgreich oberfldchensterilisieren, unter Erhalt einer guten
Keimungsrate. Eine Kontamination in den Petrischalen trat relativ selten auf. Die Induktion
der Keimung gelang in Cokulturen sowohl mit frischen Wurzeln von Sorghum bicolor (ganze
Pflanzen, Wurzeln im Medium) als auch mit Wurzelteilen von Siilkartoffeln (lpomoea
batatas), die dem MS-Medium beigegeben worden waren. Letzteres war insoweit
tiberraschend, da Siikartoffeln zu den Dikotyledonen zdhlen. Dikotyledonen gehdren nicht
zu den Wirten von S. hermonthica. Verschiedene zweikeimbléttrige Pflanzen werden aber von
S. gesneroides befallen. Eine Wirtsspezifizierung in Mono- und Dikotyledonen aufgrund der
Keimungsinduktion findet in den /n vitro-Kulturen von S. hermonthica demnach nicht statt.
Da nicht immer frisches Pflanzenmaterial von Sorghum oder Siilkartoffel zur Verfiigung
steht und die Keimungsinduktion von S. hermonthica unabhédngig von weiteren Organismen

erfolgen sollte, wurde nach (synthetischen) Induktoren gesucht, deren Handhabung auch in
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Bezug auf Lagerung und Anwendung einfacher ist. Das Phytohormon GA; wurde in der
vegetativen Vermehrung zur Regeneration von S. hermonthica-Pflanzen aus Achselknospen
verwendet (s. 0.), und es induzierte auch die Keimung der Samen von Orobanche (SAHAI und
SHIVANNA 1982) und S. angustifolia (WORSHAM 1987). Die Keimung von S. hermonthica-
Samen jedoch wurde in den Experimenten nicht induziert. Mit dem Keimungsstimulans
GR 24 ist die Induktion der Keimung zwar mdglich, eine Weiterentwicklung zu Pflanzen fand
aber nicht statt. Den besten Erfolg ergab der Einsatz von Zeatin-ribosid. Mit der Zugabe von
0,5 ppm Zeatin-ribosid zum MS-Kulturmedium konnte bei zuverldssiger Reproduzierbarkeit
die Keimung der S. hermonthica-Samen induziert werden, und es gelang, kleine Pflanzchen in
vitro heranzuziehen. Spédter konnten diese Pflanzen dann auf MS-Medium kultiviert werden,
wobei sie eine maximale SproBhéhe von rund 10cm erreichten. Ein weiteres
Liangenwachstum lieBen die verwendeten Kulturgefile (Magenta) nicht zu. Eine
Bliitenbildung setzte nicht ein. Die Pflinzchen zeigten eine geringe Wurzelbildung. Es
wurden entweder nur Wurzelansédtze oder aber kleine, fadenformige Wurzeln ohne grof3ere
Verzweigungen ausgebildet. Ein Umstand der nicht iiberraschen kann, wenn man sich die
Verhéltnisse in der Natur vergegenwaértigt. S. hermonthica bildet im natiirlichen Parasit-Wirt-
System zuerst auch keine Wurzeln sondern nur ein Primérhaustorium aus. Erst spéter werden
von der SproBbasis aus Adventivwurzeln entwickelt, die Sekundirhaustorien etablieren
konnen. Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Pflanzen, die sich aus den Samen entwickelt
hatten, problemlos iiber lingere Zeit vermehrt werden. Der Versuch wurde nach mehr als
15 Monaten beendet, ohne dal die Pflanzen an Vitalitit verloren hétten. Erfolgreich
angewandt wurde das Kultivierungsverfahren auf S. hermonthica-Samen der Herkiinfte
Mali 95, Mali 95 auf Sorghum, Mali 95 auf Millet, Kenia 94 und Kenia 96. Auch auf alle
anderen S. hermonthica-Herkiinfte sollte die Methode iibertragbar sein. Somit konnte ein
universelles Verfahren etabliert werden, das es zuverldssig ermdglicht, S. hermonthica-
Pflanzen aus unterschiedlichen Populationen ohne Wirtspflanzen und ohne Exsudate in vitro
zu kultivieren. In dieser Arbeit wurde aus In vitro-Pflanzen isolierte DNA in genetischen
Untersuchungen zur Charakterisierung der Verwandtschaftsverhéltnisse der verschiedenen

Herkiinfte eingesetzt.

5.2.3.4 Akkumulation der von Striga hermonthica abgegebenen Stoffe im Nihrmedium

In vitro-Pflanzen von Striga hermonthica auf MS-Medium gaben rosa—violett gefarbte Stoffe

ins Ndhrmedium ab. Diese Stoffe akkumulierten im Medium, und nach drei bis vier Wochen
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besall das Gel eine lila bis braune Farbe. Verblieben die In vitro-Pflanzen auf diesem
Medium, so verfiarbten sie sich alle kollektiv schwarz und starben ab. Deshalb wurden die
Pflanzen alle vier Wochen auf frisches Medium umgesetzt. Moglicherweise spielen diese
Stoffe auch bei der Interaktion von Wirt und Parasit eine physiologische Rolle. Wenn diese
Stoffe tatsdchlich Ausloser fiir das Absterben der In vitro-Pflanzen sind, konnte man sich
diesen Umstand vielleicht auch in einer Striga-Bekdmpfungsstrategie zunutze machen. Leider
gelang es aber nicht, die Stoffe aus der Gelmatrix heraus zu isolieren. Versuche durch Gabe
von Alkali oder durch Ansduern eine farbliche Verdanderung (Redoxreaktion) und damit einen

gewissen Hinweis auf die Stoftklasse zu erhalten, fiihrten zu keinem Erfolg.

5.3 Morphologische Charakterisierung und genetischer Fingerabdruck von

Striga hermonthica

Mehrere neue Sorghum bicolor-Varietiten, die im Rahmen des Restricted Core Project
wotriga Resistance in Sorghum® von ICRISAT und den Universititen Hohenheim und
Tiibingen geziichtet worden waren, wurden in verschiedenen Regionen Afrikas in
Feldversuchen auf ihre Resistenz gegeniiber Striga hermonthica getestet. Die Versuche
fanden in den westafrikanischen Lindern Mali und Niger sowie im ostafrikanischen Kenia
statt. Dabei ergab sich folgendes Bild: Sorghum-Varietiten, die in Mali einen signifikant
geringeren Befall mit S. hermonthica aufwiesen, waren dagegen in Kenia stark befallen'”.
Dieses Versuchsergebnis konnte z.B. in den unterschiedlichen Umweltbedingungen
begriindet liegen. Moglich ist allerdings auch, daB verschiedene Formen — Biotypen,
Unterarten von S. hermonthica oder sogar verschiedene Striga-Arten in den Regionen
existieren, welche unterschiedliche Wirtsspezifititen oder auch eine unterschiedliche
Aggressivitdt im Wirtsbefall besitzen konnten. Das Wissen dariiber, ob verschiedene Striga-
Formen in den Regionen présent sind, ist fiir die Planung weiterer Ziichtungsversuche und fiir
den Feldeinsatz neuer Sorghum-Varietiten von groftem Interesse. Zur taxonomischen
Einordnung der S. hermonthica-Pflanzen, die aus Samen verschiedener Herkiinfte angezogen
worden waren, wurden verschiedene Merkmale bestimmt. Bei zwei Herkiinften, eine aus
West-, die andere aus Ostafrika, wurden die Bliiten auf ihre morphologischen Merkmale
untersucht.  Fir  vier  Herkiinfte = wurden die  Samenschalen unter dem

Rasterelektronenmikroskop (REM) auf ihre morphologischen Charakteristika untersucht. Zur

K. Wegmann, Institut fiir Pflanzenbiochemie, Universitit Tiibingen, personliche Mitteilung.
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Bestimmung der Abstammungsverhdltnisse auf genetischer Ebene wurde die bisher
umfassendste Untersuchung auf Grundlage der Erbsubstanz (DNA) bei S. hermonthica
durchgefiihrt. Methoden, die auf der DNA-Analyse basieren, haben Vorteile gegeniiber der
fiir taxonomische Untersuchungen ebenfalls héufig angewandten Isoenzymanalyse: Die
Isoenzymanalyse kann nur Unterschiede aufzeigen, die sich in strukturellen Merkmalen der
Proteine niederschlagen. Sind diese Proteine aufgrund ihrer enzymatischen Funktion fiir den
Organismus wichtig, so wird die Zahl der Mutationen, die Bestand haben, relativ gering sein.
Untersuchungsmethoden auf der Basis der DNA-Analyse, die das gesamte Genom abdecken,
konnen dagegen auch Unterschiede in den nicht-kodierenden Sequenzabschnitten detektieren.
Verdanderungen in diesen Bereichen unterliegen einem geringeren Evolutionsdruck -
Mutationen konnen hier hédufiger auftreten. Eine weitere Schwierigkeit bei der
Isoenzymanalyse ist, dal sich das Proteinexpressionsmuster mit den verschiedenen
Lebensstadien einer Pflanze é&ndert, was bei vergleichenden Untersuchungen immer
beriicksichtigt werden mufl. Zur Untersuchung der Gesamt-DNA fanden zwei moderne
Verfahren der Genomanalyse Anwendung. Ein sogenannter ,,genetischer Fingerabdruck®
wurde von 168 Pflanzen aus 21 verschiedenen Herkiinften mithilfe der RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA)-PCR ermittelt. Die RAPD-PCR ist ein Verfahren, das die
Methodik der Polymerasekettenreaktion (PCR) nutzt. AuBerdem wurden Versuche unter

Ausnutzung des Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) durchgefiihrt.

5.3.1 Morphologie der Bliiten und Samen

Striga hermonthica-Pflanzen wurden in Zusammenarbeit mit dem Taxonomen Prof. E. S.
Teryokhin auf ihre morphologischen Merkmale untersucht. Das Augenmerk lag dabei
besonders auf den Bliitenmerkmalen. Sie dienten zur taxonomischen Unterscheidung der
S. hermonthica-Pflanzen der Herkiinfte Mali 95 und Kenia 94. Der Vergleich der beiden
Herkiinfte ergab signifikante Unterschiede in Form und Farbe von Calyx und Corolla: Am
auffilligsten war die kleinere Bliitenform der Herkunft Mali 95 gegeniiber Kenia 94.
Aufgrund der morphologischen Unterschiede ist davon auszugehen, dal3 es sich bei Pflanzen
von §. hermonthica aus Mali 95 und aus Kenia 94 zumindest um unterschiedliche (Bio-)
Typen von S. hermonthica handelt. Teryokhin ist sogar der Ansicht, dal es sich um
verschiedene (Unter-) Arten handelt, wenn auch eng miteinander verwandt''. Moglicherweise

entspricht diese Einordnung in zwei verschiedene (Unter-) Arten auch der Einteilung von

E.sS. Teryokhin, Komarov Botanisches Institut, St. Petersburg, Ruflland, personliche Mitteilung, 1997.
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HEMSLEY (1906): Er beschrieb neben S. hermonthica auch eine weitere mit ihr sehr
verwandte Art: Striga senegalensis. S. senegalensis zeichnete sich danach besonders durch die
kleinere Bliitenform verglichen mit S. hermonthica aus. Herbarbelege wiesen ein Vorkommen

besonders im Bereich des westlichen Afrikas aus.

Die Untersuchungen unter dem REM ergaben keine signifikanten Unterschiede in der
Struktur der Samenschale beim Vergleich der ausgewéhlten Herkiinfte aus Mali, Kenia und
dem Sudan. Betrachtete man die Samen aus einer Samencharge, das hei3t von identischem
Herkunftsort und Erntejahr, so konnte man schon da erhebliche Unterschiede in der Gestalt
der einzelnen Samen feststellen. Einzig eine gewisse Tendenz zu ldnger-gestreckten
Segmenten auf der Oberflache lie sich bei den Samen der Herkiinfte Kenia 94 und Sudan 93
gegeniiber Mali 95 (auf Sorghum bzw. Millet) bemerken. Diese Unterschiede waren aber
nicht so eindeutig, als daB man sie als charakteristisches Unterscheidungsmerkmal

heranziehen hitte konnen.

5.3.2 Molekularbiologische Methoden

5.3.2.1 DNA-Isolierung

Zur genetischen Untersuchung wurde die Gesamt-DNA aus dem Blattmaterial von
Striga hermonthica-Pflanzen isoliert. Die Mehrzahl der hierfiir bendtigten Striga-Pflanzen
wurde auf Sorghum bicolor-Wirtspflanzen im Gewichshaus angezogen. Daneben wurde auch
Material von einigen In vitro-Pflanzen verwendet. Die S. hermonthica-Samen fiir die Anzucht
stammten von 21 Herkiinften aus sieben afrikanischen Lindern (Ghana, Kenia, Mali, Niger,
Sudan, Tansania, Togo) und dem Jemen, z. T. von verschiedenen Orten eines Landes, aus
unterschiedlichen Erntejahren und von Striga-Pflanzen, die auf unterschiedlichen
Wirtspflanzen gewachsen waren. Die Gesamt-DNA wurde jeweils aus den Blittern von mehr
als 200 einzelnen S. hermonthica-Pflanzen isoliert. Dabei wurden immer nur so viele Blitter
vom Sprof3 entfernt, dal der Fortbestand der Pflanze gewéhrleistet blieb. Die Ausbeuten
variierten je nach einzelner Pflanze (GroBe und Statur) zwischen 60 und 3000 pg DNA.
Konnten bei einer Pflanze nur geringe DNA-Mengen isoliert werden, so wurde, wenn noch
geniigend neues Blattmaterial nachwuchs, die DNA-Isolierung wiederholt. Einige DNA-
Préaparationen besaflen eine lila Farbung. Der Farbton dhnelte der Farbung der Medien in den
In vitro-Kulturen. Die Féarbung hatte jedoch keinen Einflu3 auf die weiteren Untersuchungen.
Ein Mal} fir die Qualitdit der DNA-Proben ist der photometrisch bestimmte Quotient

Easo / Eas0. Reine Priparationen von DNA besitzen ein Verhiltnis von 1,8-2,0. Liegt eine
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Kontamination mit Proteinen oder Phenol vor, so liegen die Werte niedriger als 1,8. Werte
hoher als 2,0 deuten auf ein hohes Verhiltnis RNA/DNA hin. Die meisten DNA-
Priparationen von S. hermonthica besallen eine hohe Reinheit mit einem Quotienten zwischen
1,9 und 2,0. Fiir die RAPD-PCR-Untersuchungen wurde die isolierte DNA zusitzlich mit
RNase A verdaut, um in den Praparationen vorhandene RNA zu eliminieren. RNA wiirde der
Polymerase in der PCR ebenfalls als Matrize dienen und damit das Bandenmuster
beeinflussen. Durch die nach dem RNase A-Verdau nétige erneute Féllung verringerte sich

die fiir die Untersuchungen zur Verfiigung stehende DNA-Menge nochmals.

5.3.2.2 RFLP-Analysen

RFLP-Analysen wurden fiir Striga hermonthica-Pflanzen der Herkiinfte Mali 93 und 95
sowie Kenia 94 durchgefiihrt. Die DNA wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI, Dral,
EcoRI, EcoRV, Hindlll, Kpnl und Pstl verdaut. Als Sonden wurden die
Oligonukleotidsonden (GATA)4, (GACA)4 und (GTG)s sowie die rDNA-Gensonden pRZ 18
und pRZ 25 eingesetzt. Die rDNA-Gensonden pRZ 18 und pRZ 25 enthalten rDNA-
Genabschnitte aus Zucchini (Cucurbita pepo) und wurden erfolgreich bei der genetischen
Charakterisierung von Kartoffel-Arten (Solanum spp.) eingesetzt (BORISIUK et al. 1994). Bei
der Verwendung der rDNA-Gensonden bei S. hermonthica traten dagegen keine
Polymorphismen auf. Die von diesen Sonden detektierten Genabschnitte kodieren fiir
Komponenten der Ribosomen. Diese Bereiche sind fiir S. hermonthica wohl so essentiell, daf3
umfangreiche Mutationsereignisse hier keinen Bestand haben. Die Folge waren identische
Bandenmuster fiir alle DNA-Proben. Anders bei den Oligonukleotidsonden: Hier traten sehr
viele Polymorphismen auf. Die sich wiederholenden Sequenzmotive (GATA)4, (GACA)4 und
(GTG)s hybridisieren mit repetitiven DNA-Bereichen des Genoms, welche als SSR (engl.
Simple Sequence Repeats, einfache Sequenzwiederholungen) oder Mikrosatelliten bezeichnet
werden. Die SSRs sind bei Eukaryonten iiber das gesamte Genom verstreut und unterliegen
einer Vielzahl von Mutationsereignissen. Die Bandenmuster, die mit den Sonden (GATA)4
und (GACA), erhalten wurden, waren identisch. Offenbar spielt es bei der Detektion keine
Rolle, welche Pyrimidinbase in der Sonde eingebaut ist. Leider lieBen sich keine
Bandenmuster identifizieren, die spezifisch fiir einen bestimmten Genotyp, eine bestimmte
Striga-Herkunft gewesen wiren. Unterschiede in den Bandenmustern traten auch beim
Vergleich der DNA von Pflanzen gleicher Herkunft auf. Die verwendeten Kombinationen aus

Restriktionsenzymen und Sonden ermoglichten also eine sehr genaue Unterscheidung auf
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genetischer Ebene. Unterschiede im Genom wurden bis zur Ebene des einzelnen Individuums
aufgelost. Diese Auflosung ist aber zu fein fiir die Ermittlung der Abstammungsverhéltnisse
auf der Ebene der Herkiinfte. Die RFLP-Analyse ist somit unter diesen Bedingungen fiir die
phylogenetische Auswertung der S. hermonthica-DNA-Proben nicht geeignet. Auch aus
einem anderen Grund erschien die Methodik der RFLP fiir die Untersuchungen an
S. hermonthica nicht vorteilhaft. Die RFLP-Analysen bendtigten fiir jeden Ansatz eine grof3e
Menge an DNA, rund 20 pg. Die DNA-Isolierung erbrachte aber fiir bestimmte Genotypen
sehr geringe Ausbeuten von z. T. nur 60 pg DNA (siehe Kap. 5.3.2.1). Damit war das notige
Versuchsprogramm an verschiedenen Kombinationen und Wiederholungen nicht
durchzufiihren. Dagegen kommt das Verfahren der RAPD-PCR mit wesentlich geringeren
DNA-Mengen aus. Hier reichen schon 80 ng fiir einen Analysendurchgang, also nur ein
250stel dessen, was fiir die RFLP bendtigt wird. Daher wurde fiir die umfassende
phylogenetische Untersuchung aller S. hermonthica-DNA-Proben das RAPD-PCR-Verfahren
gewdhlt.

5.3.2.3 RAPD-PCR

Im Rahmen der RAPD-PCR-Analysen wurden insgesamt 168 DNA-Proben von einzelnen
S. hermonthica-Pflanzen der verschiedenen Herkiinfte untersucht. Fiir die Durchfiihrung der
PCR-Laufe wurde ein Protokoll entwickelt, das Elemente aus verschiedenen bestechenden
Protokollen vereinigt, die bei der Untersuchung von Orobanche spp. erfolgreich waren
(KATZIR et al. 1996, PARAN et al. 1997, ZEID et al. 1997). Orobanche ist ebenfalls ein
Wurzelparasit und nahe mit Striga verwandt. Die optimierten Reaktionsbedingungen
ermoglichten eine zuverldssige Amplifikation von DNA-Abschnitten des S. hermonthica-
Genoms. Die PCR-Laufe wurden mit fiinfzehn verschiedenen 10mer-Primern durchgefiihrt.
Es wurden hierfiir speziell Primer ausgesucht, die bei RAPD-PCR-Untersuchungen von
Orobanche-Arten zu Polymorphismen gefiihrt hatten. Auch bei S. hermonthica lielen sich
diese Primer in Verbindung mit dem gewidhlten PCR-Protokoll erfolgreich einsetzen. Mit
allen fiinfzehn Primern wurden Amplifikationsprodukte, d. h. Banden, erhalten. Dies ist ein
hervorragendes Ergebnis: Werden die Primer dagegen zufillig gewahlt, ein durchaus iibliches
Verfahren, zeigen oft nur 5% oder weniger der Primer Amplifikationsprodukte.
Polymorphismen mit charakteristischen und reproduzierbaren Banden ergaben sich fiir sieben
der fiinfzehn Primer. Fiir die Identifizierung und Einordnung der Genotypen wire es der

Idealfall, wenn Banden erhalten werden, die spezifisch fiir die Genotypen einer bestimmten
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Herkunft sind. So lieBen sich Genotypen durch einen Test auf das Vorhandensein dieser
spezifischen Bande sehr schnell und einfach auf ihre Herkunft untersuchen. Eine solche
spezifische Bande konnte nur fiir eine Herkunft identifiziert werden: Bei der Verwendung des
Primers STR-R13 wurde die Bande 13/3 nur bei Genotypen der Herkunft Jemen, 1988
gefunden. Doch lieen sich Aussagen iiber die Herkunft eines jeden Genotyps auch aus einem
sogenannten ,,genetischen Fingerabdruck® treffen. Dabei wurde fiir jeden Genotyp tiberpriift,
welche der 36 fiir die Analyse ausgewihlten RAPD-Banden vorhanden waren und welche
nicht. Aus diesen Bandenmustern konnten in anschlieBenden phylogenetischen
Untersuchungen Abstammungsverhiltnisse durch mathematische Verfahren berechnet
werden. Dabei wurde vereinfachend davon ausgegangen, dal es sich bei den typischen
Banden mit identischem Molekulargewicht, die fiir einen Primer erhalten worden waren,
tatsiichlich um homologe Genabschnitte handelte. Uberpriift werden konnte diese Annahme
noch durch Southern Blotting, Sequenzieren oder einen zusétzlichen Restriktionsverdau der

PCR-Produkte analog dem CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)-Verfahren.

5.3.2.4 Phylogenetische Auswertung

5.3.2.4.1 Dendrogramme basierend auf Einzelproben
Mit dem Computerprogramm PAUP* wurde ein Dendrogramm nach UPGMA (Unweighted

Pair Group Method with Arithmetic Averages) auf der Grundlage der Daten der einzelnen
Genotypen erstellt. Der erhaltene Baum wurde anschliefend mittels Bootstrap-Analyse auf
seine Giite hin tiberpriift. Es wurde hierbei eine 50%ige Konsensusbedingung eingestellt, und
es wurden 100 Replikationen gerechnet. Die Bootstrap-Analyse zeigt die Gliederung in zwei
grofle, monophyletische Zweige oder (engl.) clades: Der eine Zweig mit einem Bootstrap-
Wert von 85 umfalit die Proben der Herkiinfte aus dem westlichen Afrika (Ghana, Mali, Niger
und Togo), der andere mit dem Bootstrap-Wert von 90 die Herkiinfte aus dem 0Ostlichen Teil
(Kenia, Sudan, Tansania) und Jemen, jeweils mit den entsprechenden Untergruppierungen der
verschiedenen Orte und Erntejahre. Innerhalb der zwei Hauptgruppen sind nur nicht
signifikante Aufspaltungen mit wesentlich niedrigeren Bootstrap-Werten (Werte zwischen 51
und 74) zu finden. HILLIS und BULL (1993) kamen bei ihren Untersuchungen zum Schluf3,
dafl man bei Bootstrap-Werte > 70 davon ausgehen kann, dafl mit einer Wahrscheinlichkeit
> 95 % die richtigen phylogenetischen Verhiltnisse gefunden worden sind. So kann es als
sehr sicher gelten, da3 die Aufspaltung in eine ,,Westgruppe* (Bootstrap-Wert = 85) und eine
,Ostgruppe™  (Bootstrap-Wert =90) die tatsdchlichen phylogenetischen Verhéltnisse
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widerspiegelt. Das andere Dendrogramm wurde unter Verwendung des Verfahrens Maximum
Parsimony (MP) erstellt. Aus den 2000 erhaltenen Bdumen wurde ein 50 %-Konsensusbaum
ermittelt. Dieser Baum gibt nur die Topologie wieder. Er zeigt keine konkreten Léngen in
Bezug auf genetische Unterschiede. Das Dendrogramm zeigt eine Auftrennung in zwei grof3e,
monophyletische Zweige. Diese Aufspaltung ist in allen (100 %) der gerechneten 2000
Einzelbdume vorhanden. Die Genotypen in den Zweigen sind identisch mit den fiir UPGMA
beschriebenen zwei Hauptgruppen. Auch unter Verwendung von MP gibt es also eine klare

Auftrennung in eine ,,West-* und eine ,,Ostgruppe.

5.3.2.4.2 Untersuchungen auf Populationsebene

Da sich in den vorangegangenen Untersuchungen zeigte, da3 die einzelnen DNA-Proben
gleicher Herkunft eine hohe Verwandtschaft zeigten, war es gerechtfertigt, sie fiir die weitere
Auswertung zu Populationen zusammenzufassen. Zur Untersuchung der genetischen
Variabilitit innerhalb der Populationen wurde die Gendiversitdt 2 nach NEI (1973) bestimmt.
Je groBer der Wert /4 ist, desto genetisch heterogener ist die jeweilige Population. Die
ermittelten Gendiversititen reichen von 0,052 (Naes/Ghana, 1986 und Kenia, 1992) bis zum
hochsten Wert von 0,170 (Savanne/Togo, 1988). Ein Trend zu hoherer oder niedrigerer
Gendiversitit fiir bestimmte Regionen ist nicht festzustellen. Auch liegt kein Zusammenhang
zwischen der untersuchten Populationsgréfe und dem ermittelten Wert fiir die Gendiversitét
vor. Vergleicht man die Proben aus einer Region untereinander, so fillt auf, da in der
Mehrzahl der Fille die Gendiversitdt zunimmt, je jiinger das Erntejahr der Probe ist. Im
Verlauf der Evolution nimmt also die genetische Vielfalt von S. hermonthica in den
Populationen zu. Dies steht in Einklang mit der generellen Vorstellung, daf3 die Fortpflanzung
tiber Fremdbefruchtung, wie sie bei S. hermonthica stattfindet, zu hoherer genetischer Vielfalt
fiihrt. Die genetischen Distanzen zwischen den verschiedenen S. hermonthica-Populationen
wurden nach dem Verfahren ohne zusétzliche Randbedingungen nach NEI (1978) berechnet.
Basierend auf diesen Distanzwerten wurde mit dem Verfahren nach UPGMA ein
Dendrogramm erstellt, das die Verwandtschaftsverhéltnisse der Populationen zueinander
darstellt. Auch dieses Dendrogramm zeigt die deutliche Aufspaltung in zwei Gruppen: Die
»Westgruppe mit einem Distanzwert von 19,055 umfal3t, wie bereits fiir die auf Einzelproben
basierenden Dendrogramme beschrieben, die Populationen aus Ghana, Mali, Niger und Togo.
Die ,,Ostgruppe mit 17,438 fiir die genetische Distanz beinhaltet Populationen aus Kenia,
Sudan, Tansania und Jemen. Die genetischen Distanzen innerhalb der zwei Hauptgruppen

lassen keine weitere Struktur der Verwandtschaftsverhiltnisse erkennen.
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5.3.2.4.3 Gesamtbetrachtung der phylogenetischen Untersuchungen

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dafl alle verwendeten Verfahren zur phylogenetischen
Auswertung der RAPD-PCR-Daten, auf Einzelproben wie auch auf Populationsdaten
basierend, die gleiche signifikante Aufspaltung in zwei monophyletische Gruppen zeigen.
Somit kann es als sicher angesehen werden, daB fiir Striga hermonthica in Afrika (zumindest)
zwei groBBe Genpools existieren. Der eine, als ,,Westgruppe* bezeichnet, beinhaltet Genotypen
deren Herkunft mehr dem westlichen Teil Afrikas zuzuordnen ist: Das sind in dieser Arbeit
Herkiinfte aus Ghana, Mali, Niger und Togo. Die ,,Ostgruppe umfalit Genotypen aus dem

Ostlichen Afrika (Kenia, Sudan, Tansania) und auch die aus Jemen.

5.3.3 Taxonomische Einordnung der Herkiinfte

Sowohl die morphologischen Untersuchungen der Bliitenmerkmale als auch die genetischen
Analysen auf der Grundlage der RAPD-PCR-Daten lassen den SchluB3 zu, daB3 in Afrika
(zumindest) zwei unterschiedliche Formen von ,,Striga hermonthica® existieren. Wie diese
taxonomisch einzuordnen sind, ist noch unklar. So kénnte es sich bei den unterschiedlichen

Formen handeln um

a) Biotypen unterhalb des Artbegriffs,
b) Unterarten von Striga hermonthica oder
c) zwei verschiedene Arten: Striga hermonthica und eine nahe mit ihr verwandte.

Moglicherweise konnte diese nahe mit S. hermonthica verwandte Art der von HEMSLEY
(1906) beschriebenen und in der heutigen Taxonomie in Vergessenheit geratenen

Striga senegalensis entsprechen.

Aufgrund dieser Ergebnisse 148t sich der eingangs beschriebene unterschiedlich starke Befall
der gleichen Sorghum bicolor-Varietiten in den verschiedenen Regionen erkléren: Sorghum-
Pflanzen werden in Mali im westlichen Afrika von genetisch anderen Striga (hermonthica ?)-
Formen bzw. -Biotypen attackiert als in Kenia im Osten Afrikas. Gegeniiber diesen genetisch
unterschiedlichen Formen besitzen die Sorghum-Varietiten sehr wahrscheinlich eine
unterschiedlich  starke  Resistenz. Die Existenz  verschiedener —Genpools von
Striga hermonthica bzw. das Auftreten verwandter (Unter-) Arten ist ein Umstand, der bei der

Diskussion von Resistenz in Zukunft immer mitberticksichtigt werden muf.

Ziel weitergehender Arbeiten sollte es sein, eine Ubersicht der geographischen Verbreitung

der verschiedenen S. hermonthica-Formen bzw. Striga-Arten in Afrika und weltweit zu
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erstellen. Die in dieser Arbeit etablierten Methoden auf Basis der RAPD-PCR stellen hierfir

ein geeignetes Instrumentarium zur Verfiigung.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Ziichtung Striga-resistenter Sorghum-Varietiten steht im Fokus der internationalen
Forschung. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Sorghum bicolor-Varietiten auf
mogliche Resistenzmechanismen gegen Striga hermonthica untersucht. Exoenzyme der
Parasiten sind nétig fiir das Eindringen des Haustoriums in das Wirtsgewebe, um den
Anschlul an das Gefdlsystem des Wirts herzustellen. Stoffe, die vom Wirt abgegeben
werden, konnten die Aktivitdt dieser Enzyme hemmen. Exsudate resistenter Sorghum-
Varietiten zeigten aber keinen von dem suszeptibler Varietiten signifikant abweichenden
Einflu auf die Aktivititen der getesteten Enzyme. Die Produktion von Phytoalexinen durch
die potentielle Wirtspflanze kann den Befall durch Parasiten verhindern. Das Vorkommen
von Phytoalexinen in den Bléttern bestimmter Sorghum-Varietiten ist zwar bekannt, in den
Wurzeln der (resistenten) Sorghum-Pflanzen konnten Phytoalexine jedoch nicht nach-
gewiesen werden. Ein mechanischer Resistenzfaktor ist die Modifikation der Zellwénde. Die
Einlagerung von Lignin konnte eine Barriere bilden, die das Eindringen der Haustorien
verhindert. Kernspinresonanz-Untersuchungen zeigten keine Unterschiede im Lignin-Gehalt
junger Sorghum-Wurzeln resistenter Varietdten verglichen mit denen suszeptibler. Die
diinnschichtchromatographische Untersuchung mit anschlieBender Bioautographie der
Sorghum-Wurzelexsudate zeigte das Vorhandensein unterschiedlicher Stoffe mit
keimungsinduzierender Wirkung in den verschiedenen Sorghum-Varietiten. Die
unterschiedliche Zusammensetzung des Bouquets der Keimungsstimulantien ist eine
mogliche Erkldrung fiir den verschieden starken Befall mit S. hermonthica im Feld. Die Rolle
eines Haustorialinduktors erschien in den Versuchen unklar. Die durchgefiihrten
Untersuchungen konnten die Einleitung der an die Keimung der Striga-Samen anschlieenden
Entwicklungsschritte durch einen solchen Induktor nicht bestdtigen. Die Existenz eines
Resistenzmechanismus im Zusammenhang mit der Haustorialinduktion ist hdochst

unwahrscheinlich.

Neben der klassischen Anzucht auf Wirtspflanzen im Topfversuch gelang es im Rahmen
dieser Arbeit auch, ein Verfahren zu etablieren, welches es ermdglichte, S. hermonthica unter
volligem Verzicht auf Stoffe von Wirtspflanzen in vitro anzuziehen. Das Phytohormon
Zeatin-ribosid induzierte die Keimung der Samen und stimulierte das weitere Wachstum. Die
so erhaltenen Klone konnten auf MS-Medium weitervermehrt werden. Aus In vitro-Pflanzen
isolierte DNA wurde bei der Erstellung eines genetischen Fingerabdrucks von S. hermonthica

verschiedener Herkiinfte eingesetzt.
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S. hermonthica-Pflanzen aus Mali und Kenia wurden anhand der Bliitenmerkmale
charakterisiert. Die Untersuchung ergab klare morphologische Unterschiede zwischen der
west- und der ostafrikanischen Herkunft. Ein genetischer Fingerabdruck von 168 Pflanzen aus
21 Herkiinften verschiedener afrikanischer Lander und dem Jemen wurde mittels RAPD-
PCR-Analyse erstellt. Die phylogenetische Auswertung unter Verwendung der
mathematischen Verfahren nach UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Averages) und Maximum Parsimony (MP) ergaben eine klare Aufspaltung in zwei
monophyletische Gruppen. Die eine Gruppe umfaflt die Herkiinfte aus dem westlichen, die
andere die aus dem 0Ostlichen Afrika und Jemen. Somit lassen sowohl die morphologischen
Untersuchungen als auch die genetischen Analysen {libereinstimmend den Schluf3 zu, daf3 in
Afrika (zumindest) zwei Formen von ,Striga hermonthica® mit unterschiedlicher
geographischer Verbreitung vorkommen. Deren taxonomische Einordnung ist allerdings noch
unklar. Moglicherweise konnte es sich bei der zweiten Form um die nahe mit S. hermonthica
verwandte Art Striga senegalensis handeln, die in ,,Flora of Tropical Africa® (HEMSLEY 1906)
noch als eigenstindige Art aufgefithrt worden war, in der heutigen Taxonomie aber in

Vergessenheit geraten ist.
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7 ANHANG

Die Tab. 7-2 bis 7-7 zeigen die Ergebnisse der RAPD-Bandenauswertung. Wurde fiir einen
Genotyp eine der fiir die Analyse ausgewédhlten Banden gefunden, so ist in der Matrix fiir
diese Bande eine ,,1* eingetragen, beim Fehlen der Bande dagegen eine ,,0*“. Konnte fiir eine
Genotyp-Primer-Kombination auch nach mehreren Wiederholungen kein eindeutiges

Ergebnis erhalten werden, ist dies mit einem ,,.* vermerkt. Die verwendeten Abkiirzungen fiir

die Herkunfte erlautert Tab. 7-1.

Tab. 7-1:

DNA-Proben aus Blattmaterial von Striga hermonthica (Del.) Benth. fur die RAPD-PCR —
Beschreibungen der Herklnfte (Angaben soweit bekannt).

Herkunft Land Ort/Bezeichnung Wirt Erntejahr i Zusatz
Ghana/Naes86 Ghana Naes 1986
Ghana91 Ghana 1991
Ghana/Novel92 Ghana Novel 1992
Ghana93 Ghana 1993
Kenia92 Kenia 1992
Kenia94 Kenia 1994
Kenia/K96 Kenia Kisumu Sorghum, Mais 1996
Kenia/K96iv Kenia Kisumu Sorghum, Mais 1996 in vitro
Kenia/G96 Kenia Kisumu Sorghum, Mais 1996
Mali93 Mali Samanko 1993
Mali95 Mali Samanko Sorghum 1995
Mali95iv Mali Samanko Sorghum 1995 in vitro
Mali/ZS095 Mali Cinzana Sorghum 1995
Mali/ZMill95 Mali Cinzana Millet 1995
Niger94 Niger 1994
Sudan88/89 Sudan 1988/89
Sudan93 Sudan 1993
Tansania94 Tansania 1994
Togo/Kava88 Togo Kava 1988
Togo/Sav88 Togo Savanne 1988
Jemen88 Jemen 1988
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Tab. 7-2: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 1 — Primer 1/1 bis 12/5.

Genotyp  Herkunft 1M1 12 113 1/4 21 22 2/3 2/4 6/1 6/2 6/3 6/4 6/5 12/1 12/2 12/3 12/4 12/5

G/Na/86/1 Ghana/Naes86 1 1
G/Na/86/2 Ghana/Naes86
G/Na/86/3 Ghana/Naes86
G/No/92/1  Ghana/Novel92
G/No/92/2 Ghana/Novel92
G/No/92/3 Ghana/Novel92
G/No/92/4 Ghana/Novel92
G/No/92/5 Ghana/Novel92
G/91/1 Ghana91
G/91/2 Ghana91
G/93/1 Ghana93
G/93/2 Ghana93
G/93/3 Ghana93
G/93/4 Ghana93
G/93/5 Ghana93
G/93/6 Ghana93
K/92/1 Kenia92

K/92/2 Kenia92

K/92/3 Kenia92

K/94/1 Kenia94

K/94/2 Kenia94

K/94/3 Kenia94

K/94/4 Kenia94

K/94/5 Kenia94

K/94/6 Kenia94

K/94/7 Kenia94

K/94/8 Kenia94

K/94/9 Kenia94
K/94/10 Kenia94
K/94/11 Kenia94
K/94/12 Kenia94
K/94/13 Kenia94
K/94/14 Kenia94
K/94/15 Kenia94
K/94/16 Kenia94
K/94/17 Kenia94
K/94/18 Kenia94
K/94/19 Kenia94
K/94/20 Kenia94
K/94/21 Kenia94
K/94/22 Kenia94
K/94/23 Kenia94
K/94/24 Kenia94
K/94/25 Kenia94
K/94/26 Kenia94
K/94/27 Kenia94
K/94/28 Kenia94
K/K/96/1 Kenia/K96
K/K/96/2  Kenia/K96
K/K/96/3  Kenia/K96
K/K/96/4  Kenia/K96
K/K/96/5  Kenia/K96
K/K/96/6  Kenia/K96
K/K/96/7  Kenia/K96
K/K/96/8  Kenia/K96
K/K/96/9  Kenia/K96
K/K/96/10 Kenia/K96
K/K/96/11  Kenia/K96 . . . .
K/K/96/iv  Kenia/K96iv 0 0 1 1
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Tab. 7-3: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 1 — Primer 12/6 bis 15/5.

12/6 12/7 12/8 13/1 13/2 13/3 13/4 13/5 14/1 14/2 14/3 14/4 14/5 15/1 15/2 15/3 15/4 15/5 Herkunft _Genotyp
0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Ghana/Naes86 G/Na/86/1
0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Ghana/Naes86 G/Na/86/2
0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 Ghana/Naes86 G/Na/86/3
o 11 0o o0 o0 1 o0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 Ghana/Novel92 G/No/92/1
o o 1t o0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Ghana/Novel92 G/No/92/2
1 0 1t 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Ghana/Novel92 G/No/92/3
o o 1t o0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Ghana/Novel92 G/No/92/4
o 1 1 0o 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 Ghana/Novel92 G/No/92/5
o 1+ 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Ghana91  G/91/1
o o 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Ghana91  G/91/2
11 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Ghana93  G/93/1
o o 1t o0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Ghana93  G/93/2
0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Ghana93 G/93/3
o o 1t o 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 Ghana93  G/93/4
o 1 1 0o 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 o0 Ghana93  G/93/5
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 o0 Ghana93  G/93/6
0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 Kenia92 K/92/1
o o o 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 O Kenia92  K/92/2
1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 Kenia92 K/92/3
0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 Kenia94 K/94/1
o 1 0 1 0 0o 1t 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia94  K/94/2
1 o 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia94  K/94/3
o 1+ o 1 0 o0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Kenia94  K/94/4
1 1.0 1 0 o0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 O Kenia94  K/94/5
1 10 1 0 o0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia94  K/94/6
o 1 0 1 0 0 1 o0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia94  K/94/7
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 Kenia94 K/94/8
1+ 1.0 1 0 o0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 O Kenia94  K/94/9
11 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 O Kenia94  K/94/10
0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 Kenia94  K/94/11
1 1 0 1 0 o0 1 0 1 0 O 1 0 1 0 1 0 O Kenia94  K/94/12
1 1.0 1 0 o0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 0 O Kenia94  K/94/13
o o o 1 o0 o0 1 o0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia94  K/94/14
1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 Kenia94  K/94/15
1 1.0 1 0 o0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia94  K/94/16
o 1 0 1 0 0 1t o0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 O Kenia94  K/94/17
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 Kenia94  K/94/18
o 1 0 1 0 0o 1t 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 O Kenia94  K/94/19
o 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia94  K/94/20
o 1 0 1 0 0 1t o0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 O Kenia94  K/94/21
1 1 0 1 0 0 1 O . . . . . 1 1 1 0 o0 Kenia94  K/94/22
o 1 0 1 0 0 1 o0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 O Kenia94  K/94/23
o 1 0 1 0 o0 1t o0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 O Kenia94  K/94/24
o 1+ o 1 0 o0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Kenia94  K/94/25
o 1 0 1 0 0 1 o0 1 0 O 1 0 1 1 1 0 O Kenia94  K/94/26
1 1 0 1 0 o0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia94  K/94/27
i1 1.0 1 0 o0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 O Kenia94  K/94/28
1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Kenia/K96  K/K/96/1
o 1 0o 1. o0 0o 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia/K96  K/K/96/2
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Kenia/K96  K/K/96/3
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Kenia/K96  K/K/96/4
1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 Kenia/K96  K/K/96/5
1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 Kenia/K96  K/K/96/6
1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Kenia/K96  K/K/96/7
1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Kenia/K96  K/K/96/8
o o o 1 0 0o 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia/K96  K/K/96/9
1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 Kenia/K96 K/K/96/10
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 Kenia/K96 K/K/96/11
1 10 1 0 o0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 O Kenia/K96iv  K/K/96/iv
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Tab. 7-4: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 2 — Primer 1/1 bis 12/5.

Genotyp Herkunft 1M1 12 113 1/4 211 2/2 2/3 2/4 6/1 6/2 6/3 6/4 6/5 12/1 12/2 12/3 12/4 12/5

K/IG/96/1 Kenia/G96 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0
KIG/96/2  Kenia/G96
KIG/96/3  Kenia/G96
KIG/96/4  Kenia/G96
KIG/96/5  Kenia/G96
KIG/96/6  Kenia/G96
M/93/1 Mali93
M/93/2 Mali93
M/93/3 Mali93
M/93/4 Mali93
M/93/5 Mali93
M/93/6 Mali93
M/93/7 Mali93
M/93/8 Mali93
M/93/9 Mali93
M/95/1 Mali9s
M/95/2 Mali95
M/95/3 Mali95
M/95/4 Mali95
M/95/5 Mali95
M/95/6 Mali95
M/95/7 Mali95
M/95/8 Mali95
M/95/9 Mali95
M/95/10 Mali95
M/95/11 Mali95
M/95/12 Mali95
M/95/13 Mali95
M/95/14 Mali95
M/95/15 Mali95
M/95/16 Mali95
M/95/17 Mali95
M/95/18 Mali95
M/95/19 Mali95
M/95/iv/1 Mali9biv
M/95/ivi2  Mali95iv
M/95/iv/i3  Mali95iv
M/ZM/95/1  Mali/ZMill95
M/ZM/95/2  Mali/ZMill95
M/ZM/95/3  Mali/ZMill95
M/ZM/95/4  Mali/ZMill95
M/ZM/95/5 Mali/ZMill95
M/ZM/95/6  Mali/ZMill95
M/ZM/95/7 Mali/ZMill95
M/ZM/95/8  Mali/ZMill95
M/ZS/95/1  Mali/lZS095
M/ZS/95/2  Mali/ZS095
M/ZS/95/3 Mali/ZS095
M/ZS/95/4 Mali/ZS095
M/ZS/95/5 Mali/lZS095
M/ZS/95/6 Mali/ZS095
M/ZS/95/7 Mali/ZS095
M/ZS/95/8 Mali/lZS095
M/ZS/95/9 Mali/ZS095
M/ZS/95/10 Mali/ZS095
M/ZS/95/11 Mali/ZS095
M/ZS/95/12 Mali/ZS095
M/ZS/95/13 Mali/ZS095
M/ZS/95/14 Mali/lZS095

o
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Mali/ZS095 M/ZS/95/10
Mali/ZS095 M/ZS/95/11
Mali/ZS095 M/ZS/95/12
Mali/ZS095 M/ZS/95/13
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Tab. 7-5: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 2 — Primer 12/6 bis 15/5.

12/6 12/7 12/8 13/1 13/2 13/3 13/4 13/5 14/1 14/2 14/3 14/4 14/5 15/1 15/2 15/3 15/4 15/5 Herkunft __ Genotyp
o 1 0 1. 0o 0o 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 O Kenia/G96  K/G/96/1
1 1 0 1 0 0 1 0 14 0 O 1 0 1 0 1 0 O Kenia/G96  K/G/96/2
0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 Kenia/G9%6  K/G/96/3
i 11 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 0 O Kenia/G96  K/G/96/4
o 1 0o 1 o 0 1 0 1 0 O 1 0 1 0 O 0 O Kenia/G96  K/G/96/5
1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 Kenia/G9%6  K/G/96/6
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 Mali93 M/93/1
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 Mali93 M/93/2
o 1 1 0o 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 Mali93 M/93/3
i1 11t o0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 Mali93 M/93/4
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali93 M/93/5
1+ 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali93 M/93/6
o 1+ 1 0 1 0o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali93 M/93/7
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali93 M/93/8
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali93 M/93/9
o 1 1 0 o0 0o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95 M/95/1
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95 M/95/2
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95 M/95/3
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95 M/95/4
o 1+ 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95 M/95/5
o o 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95 M/95/6
i 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 o0 Mali95 M/95/7
o 1+ 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali95 M/95/8
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Mali95 M/95/9
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali95  M/95/10
1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95  M/95/11
o 1+ 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95  M/95/12
o 11 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95  M/95/13
1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95  M/95/14
o 1+ 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95  M/95/15
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95  M/95/16
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali95  M/95/17
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95  M/95/18
11 1 o0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95  M/95/19
11 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali95iv  M/95/iv/1
1+ 11 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 o0 Mali95iv  M/95/iv/2
o 1+ 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali95iv  M/95/iv/3
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZMill95  M/ZM/95/1
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 Mali/ZMill95  M/ZM/95/2
1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 o0 Mali/ZMill95  M/ZM/95/3
o 14 0 o 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 O Mali/ZMill95  M/ZM/95/4
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 o0 Mali/ZMill95  M/ZM/95/5
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali/ZMill95  M/ZM/95/6
o 1+ 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali/ZMill95  M/ZM/95/7
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali/ZMill95  M/ZM/95/8
o o 1t o0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali/ZSo95 M/ZS/95/1
o 1t 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZS095 M/ZS/95/2
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZS095 M/ZS/95/3
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali/ZSo95 M/ZS/95/4
o 1 1 0o 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZS095 M/ZS/95/5
o 1t 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali/ZS095 M/ZS/95/6
o o 1t o 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZS095 M/ZS/95/7
o 1 1 0o 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 o0 Mali/ZS095 M/ZS/95/8
0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZS095 M/ZS/95/9
o 1 0 0o 1 o0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
o o 1t o 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
11 1t 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
o 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

Mali/ZS095 M/ZS/95/14
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Tab. 7-6: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 3 — Primer 1/1 bis 12/5.

Genotyp Herkunft 1M 1/2 1/3 1/4 211 2/2 2/3 2/4 6/1 6/2 6/3 6/4 6/5 12/1 12/2 12/3 12/4 12/5

M/ZS/95/15 Mali/ZS095 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0
M/ZS/95/16 Mali/ZS095 1
M/ZS/95/17 Mali/ZS095 1
M/ZS/95/18 Mali/ZS095 1
M/ZS/95/19 Mali/ZS095 1
M/ZS/95/20 Mali/ZS095 1
M/ZS/95/21 Mali/ZS095 1
N/94/1 Niger94 1
N/94/2 Niger94 1
N/94/3 Niger94 1
N/94/4 Niger94 1
N/94/5 Niger94 1
S/88/1 Sudan88/89 0
S/88/2 Sudan88/89 0
S/88/3 Sudan88/89 0
S/88/4 Sudan88/89 0
S/93/1 Sudan93 0
S/93/2 Sudan93 0
S/93/3 Sudan93 0
S/93/4 Sudan93 0
S/93/5 Sudan93 0
S/93/6 Sudan93 0
S/93/7 Sudan93 0
S/93/8 Sudan93 0
S/93/9 Sudan93 0
S/93/10 Sudan93 0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1
1
1
1
1
1
1
0
0
0
0
0
0

o
-

Ta/94/1 Tansania94
Tal94/2 Tansania94
Tal94/3 Tansania94
Tal94/4 Tansania94
Tal94/5 Tansania94
Tal94/6 Tansania94
Ta/94/7 Tansania94
Ta/94/8 Tansania94
Tal94/9 Tansania94
Ta/94/10  Tansania94
To/K/88/1 Togo/Kava88
To/K/88/2 Togo/Kava88
To/K/88/3 Togo/Kava88
To/S/88/1  Togo/Sav88
To/S/88/2 Togo/Sav88
To/S/88/3 Togo/Sav88
To/S/88/4 Togo/Sav88
To/S/88/5 Togo/Sav88
Y/88/1 Jemen88
Y/88/2 Jemen88
Y/88/3 Jemen88
Y/88/4 Jemen88
Y/88/5 Jemen88
Y/88/6 Jemen88
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Tab. 7-7: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 3 — Primer 12/6 bis 15/5.

12/6 12/7 12/8 13/1 13/2 13/3 13/4 13/5 14/1 14/2 14/3 14/4 14/5 15/1 15/2 15/3 15/4 15/5 Herkunft Genotyp
0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Mali/ZSo95 M/ZS/95/15
0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZS095 M/ZS/95/16
0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZSo95 M/ZS/95/17
0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZS095 M/ZS/95/18
0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZS095 M/ZS/95/19
0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZSo95 M/ZS/95/20
0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Mali/ZS095 M/ZS/95/21
1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Niger94 N/94/1
1 0o 1 0o 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 o0 Niger94 N/94/2
1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Niger94 N/94/3
1 1 1 0o 1 0o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Niger94 N/94/4
1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Niger94 N/94/5
1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Sudan88/89 S/88/1
1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Sudan88/89 S/88/2
0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Sudan88/89 S/88/3
0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 Sudan88/89 S/88/4
0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Sudan93 S/93/1
0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Sudan93 S/93/2
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 Sudan93 S/93/3
1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 Sudan93 S/93/4
0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Sudan93 S/93/5
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Sudan93 S/93/6
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Sudan93 S/93/7
0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 Sudan93 S/93/8
0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 Sudan93 S/93/9
0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 Sudan93 S/93/10
1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 Tansania94 Ta/94/1
0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 Tansania94 Ta/94/2
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 Tansania94 Ta/94/3
1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 Tansania94 Ta/94/4
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Tansania94 Ta/94/5
0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 Tansania94 Ta/94/6
0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Tansania94 Ta/94/7
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Tansania94 Ta/94/8
1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 Tansania94 Ta/94/9
0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 Tansania94  Ta/94/10
1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Togo/Kava88 To/K/88/1
1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Togo/Kava88 To/K/88/2
1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Togo/Kava88 To/K/88/3
0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Togo/Sav88  To/S/88/1
0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Togo/Sav88 To/S/88/2
0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 Togo/Sav88 To/S/88/3
0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 Togo/Sav88 To/S/88/4
1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 Togo/Sav88 To/S/88/5
0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 Jemen88 Y/88/1
0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Jemen88 Y/88/2
0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Jemen88 Y/88/3
0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Jemen88 Y/88/4
0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 Jemen88 Y/88/5
0 1 (0] 0 0 1 1 0 1 (0] 0 1 (0] 1 1 1 0 0 Jemen88 Y/88/6
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9 VERZEICHNIS DER ABBILDUNGEN UND TABELLEN

9.1 Abbildungen

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

1-1:

1-2:
1-3:
1-4:
1-5:

1-6:

4-7:

4-8:

4-9:

4-10:

4-11:

4-12:

4-13:
4-14:

4-15;
4-16:
4-17:
4-18:
4-19:

Verbreitung von Striga hermonthica — Hauptverbreitungsgebiete schwarz gefarbt (nach
MUSSELMAN et al. 1988).

Striga hermonthica (Del.) Benth.
Lebenszyklus von Striga hermonthica — Wirt-Parasit-Wechselwirkungen.
Molekdilstrukturen verschiedener Keimungsstimulantien von Striga spp.

Molekdlstrukturen der Phytoalexine verschiedener Pflanzen — aus Kichererbse

(Cicer arietinum) 1) Medicarpin und 2) Maackiain, aus Sonnenblume (Helianthus annuus)
3) Scopoletin und aus Sorghum (Sorghum bicolor) 4) Apigeninidin (R=H) und Luteolinidin
(R=0OH).

Herkunft der in den Untersuchungen verwendeten Samen von Striga hermonthica —
Herkunftslander auf dem afrikanischen Kontinent sind grau unterlegt, dazu Jemen.

. Vitalitatsnachweis von Samen mit dem TTC-Test — Reduktion des farblosen TTC zum roten

Formazan.

: Struktur DIG-markierter Nukleotide — als Beispiel alkali-stabiles dUTP (R, = H, R, = OH).
: PCR-Temperaturprofil.

Endocellulase (EC 3.2.1.4)-Aktivitat beeinfluf3t durch Sorghum-Wurzelexsudat.
Endoxylanase (EC 3.2.1.8)-Aktivitat beeinflufdt durch Sorghum-Wurzelexsudat.

: B-Glucosidase (EC 3.2.1.21)-Aktivitat beeinflult durch Sorghum-Wurzelexsudat.

. Polygalacturonase (EC 3.2.1.15)-Aktivitat beeinflut durch Sorghum-Wurzelexsudat.

. Bioautographie — Biotest auf DC-Platte (keine diinnschichtchromatographische Trennung).
: 13C-Festkc'irper-NMR-Spektren (300 MHz) von Lignin (aus Fichtenholz als Standard) und

Wurzelproben verschiedener Sorghum bicolor-Varietaten (junge Wurzeln, pulverisiert).

13C—Fes’tkc’jrper—NMR—Spektren (300 MHz) von Wurzelproben verschiedener Sorghum
bicolor-Varietaten (junge Wurzeln, pulverisiert).

Konditionierung von Striga hermonthica-Samen — Keimungsrate S. hermonthica-Samen
aus Mali 95 (M/95) in Abhangigkeit von der Konditionierungsdauer.

Induktion der Keimung von Striga hermonthica-Samen aus Mali 95 (M/95) mit GR 24-
Ldsungen verschiedener Konzentration.

Keimungsrate von Striga hermonthica-Samen aus Mali 95 (M/95) in Abhangigkeit von der
Zahl an Samen im Testansatz.

Infektionseffizienz im Topfversuch von zwei Striga hermonthica-Herkiinften auf der
suszeptiblen Sorghum bicolor-Varietat CSM-209 bei unterschiedlicher Striga-Samen-
vorbehandlung.

Striga hermonthica — Attachment in Cokultur mit der Sorghum bicolor-Varietat N-13.
In vitro-Kulturen von Striga hermonthica der Herkunft Mali 95 (M/95).

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Striga hermonthica-Samen verschiedener
Herkunfte (VergroRerung ~ 5000fach).

RFLP-Bandenmuster — Gesamt-DNA aus Striga hermonthica verschiedener Herkiinfte.
PCR-Temperaturprofil.

PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R1 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen.
PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R2 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen.

PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R6 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen.
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PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R12 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen.

PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R13 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen
(Gelausschnitte).

PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R14 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen.

PCR-Bandenmuster mit Primer STR-R15 — DNA einzelner Striga hermonthica-Pflanzen
(Gelausschnitte).

Dendrogramm nach UPGMA (50 % Konsensus; 100 Replikationen) — Baumteil 1.
Dendrogramm nach UPGMA (50 % Konsensus; 100 Replikationen) — Baumteil 2.
Dendrogramm nach MP (50%iger Konsensusbaum aus 2000 Bdumen) — Baumteil 1.
Dendrogramm nach MP (50%iger Konsensusbaum aus 2000 Bdumen) — Baumteil 2.

Dendrogramm von zwanzig Striga hermonthica-Populationen verschiedener Herklinfte
basierend auf der genetischen Distanz (NEI 1978) — Methode UPGMA.

Konzentrierung von keimungsinduzierenden Ldsungen durch Lyophilisieren am Beispiel
des Keimungsstimulans GR 24.

Keimungstest auf DC-Platte — Verbreiterung.

Identifizierung von Keimungsstimulantien — Diinnschichtchromatographische Trennung mit
anschlieBendem Biotest.

9.2 Tabellen
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Elicitoren und StreRfaktoren — Beispiele.

Saatgut verschiedener Varietaten von Sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench) —
Herkunft und Eigenschaften.

Saatgut verschiedener Varietaten von Pearl-Millet (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) —
Herkunft und Eigenschaften.

Samen von Striga hermonthica (Del.) Benth. — verschiedene Herklnfte.
RFLP-Sonden — Eigenschaften.

10mer-Primer fur die RAPD-PCR-Versuche.

Enzyme flr Exoenzym-Aktivitatstests.

Keimungsraten der Samen der Sorghum (Sorghum bicolor)- und Pearl-Millet (Pennisetum
glaucum)-Varietaten im Petrischalenversuch.

Anteil der im TTC-Test positiven Samen der Sorghum-Varietat N-13.

Frischgewichte der zur Exsudatgewinnung verwendeten Wurzeln der verschiedenen
Sorghum bicolor-Varietaten.

Dunnschichtchromatographische Auftrennung von Wurzelextrakten ,resistenter® Sorghum-
Varietaten nach unterschiedlicher Behandlung — Bandencharakteristika.

Anteil der im TTC-Test positiven Samen von Striga hermonthica der Herkunft Mali 95
(M/95).

Regeneration von SproRRabschnitten von Striga hermonthica aus Mali 95 (M/95) in vitro auf
MS-Nahrmedien mit Hormonzusatzen von Gibberellinsdure (GA3) und Indolessigsaure
(IES) in verschiedenen Konzentrationen.

Samenkeimung und erste Entwicklung von Striga hermonthica aus Mali 95 (M/95) und
Kenia 94 (K/94) auf verschiedenen Kulturmedien.

Taxonomische Untersuchung der Striga hermonthica-Pflanzen der Herklinfte
Mali 95 (M/95) und Kenia 94 (K/94) — Blitenmerkmale (nach Teryokhin).

Striga hermonthica-Herklnfte, untersucht mittels RAPD-PCR-Methode.
Komponenten eines PCR-Ansatzes.
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Tab. 4-11: Ausgewahlte 10mer-Primer fur die phylogenetischen Untersuchungen — Sequenzen und
Zahl ausgewerteter RAPD-Banden.

Tab. 4-12: Gendiversitat h nach NEI (1973) von zwanzig Striga hermonthica-Populationen
verschiedener Herklinfte ermittelt unter Verwendung des Computerprogramms Popgene.

Tab. 4-13: Genetische Distanz und genetische Identitéat ohne zusatzliche Randbedingungen
(unbiased) nach NEI (1978) von zwanzig Striga hermonthica-Populationen verschiedener
Herkinfte ermittelt unter Verwendung des Programms Popgene.

Tab. 4-14: Identifizierung von Keimungsstimulantien mittels Diinnschichtchromatographie —
Fluoreszenzléschung des Indikators der stationdren Phase unter UV-Licht bei A = 254 nm.

Tab. 4-15: Identifizierung von Keimungsstimulantien im DC-Biotest — Keimungsstimulans GR 24 und
Millet-Wurzelexsudate.

Tab. 4-16: Identifizierung von Keimungsstimulantien im DC-Biotest — Sorghum-Wurzelexsudate.
Tab. 4-17: Identifizierung von Keimungsstimulantien im DC-Biotest — Sorghum-Wurzelexsudate.
Tab. 4-18: Identifizierung von Keimungsstimulantien im DC-Biotest — Sorghum-Wurzelexsudate.
Tab. 4-19: Identifizierung von Keimungsstimulantien im DC-Biotest — Sorghum-Wurzelexsudate.

Tab. 7-1: DNA-Proben aus Blattmaterial von Striga hermonthica (Del.) Benth. fir die RAPD-PCR -
Beschreibungen der Herkiinfte.

Tab. 7-2: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 1 — Primer 1/1 bis 12/5.
Tab. 7-3: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 1 — Primer 12/6 bis 15/5.
Tab. 7-4: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 2 — Primer 1/1 bis 12/5.
Tab. 7-5: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 2 — Primer 12/6 bis 15/5.
Tab. 7-6: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 3 — Primer 1/1 bis 12/5.
Tab. 7-7: RAPD-PCR-Bandenauswertung — Teil 3 — Primer 12/6 bis 15/5.
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