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Molekulargenetische Verfahren zur Bestimmung der Vielfalt von arbuskularen Mykorrhizapilzen in Wurzeln und Béden

Wichtige Begriffe im Zusammenhang 6kologischer Forschung mittels
molekulargenetischer Methoden

rDNS Ribosomale DNS Abschnitte, bestehend aus mehrfach vorkommenden Blocken von Ge-
nen, die fir die drei strukturellen RNS Bestandteile der Ribosomen kodieren und durch
nicht-kodierende, aber abgelesene / transkribierte variablere Platzhaltersequenzen von-
einander getrennt sind. Da die Genblécke immer zusammen abgelesen werden, werden
diese auch Operons genannt. Den in vielen Kopien auftretenden rDNS Sequenzabschnit-
ten stehen Eiweiss-kodierende Gene gegenuber, die z.T. nur einmal im Genom vorkom-
men und in ihrer Sequenz meistens weniger variable sind, da ihre Funktion wahrend der
Evolution erhalten werden muss.

OTU engl. Operational Taxonomic Unit: Aufgrund molekulargenetischer Daten unterschiedene
biologische Einheiten, die z.B. Individuen, Arten, Gattungen, oder Familien von zumeist
Mikroorganismen entsprechen. OTU werden je nach Organismengruppe, der verwende-
ten Methode und des Untersuchungstyps unterschiedlich festgelegt. Sequenzinformation-
basierte OTU kénnen leicht aufgrund der Ahnlichkeit, sollten aber besser nach der relati-
ven stammesgeschichtlichen Verwandtschaft, definiert werden.

PCR engl. Polymerase Chain Reaction: Ein grundlegendes molekulargenetisches Hilfsmittel
zur Enzym-vermittelten exponentiellen Vermehrung eines bestimmten DNA Abschnitts.
Durch zyklische Verlangerung von sog. PCR Primern (= Oligonukleotiden) kdnnen kleins-
te Mengen an DNA nachweisbar gemacht werden.

PCR Dirift Zuféllige, bevorzugte Vermehrung von einzelnen DNS Abschnitten in der PCR. Dieser
vermutlich bedeutende methodologische Fehler beeinflusst alle Ergebnisse aus auf PCR-
beruhenden Verfahren zur Analyse von Gemischen aus verschiedenen DNA Molekulen.
Je nach Empfindlichkeit der Verfahren mit denen die PCR Produkte schlussendlich analy-
siert werden, kann das Signal von seltenen durch das von haufigen Organismen tber-
deckt werden.

PCR-Selektion Bevorzugte Vermehrung gewisser DNS Abschnitte, sei es wegen nicht vollstandiger
Ubereinstimmung der Primer- mit denen der Gensequenzen, unterschiedlichem Schmelz-
verhalten der DNS Vorlagen oder weil haufigere PCR Produkte an seltene DNA Vorlage-
molekuile binden und diese somit von der kiinstlichen Vermehrung ausschlieBen. PCR-
Selektion ist ein anderer vermutlich immer auftretender methodologischer Fehler, der in
PCR von Gemischen von DNA Vorlagemolekilen unterschiedlicher Sequenz, d.h. z.B.
verschiedener Arten auftritt. Auf PCR beruhende molekulargenetische Schatzungen tber
die relative Haufigkeit verschiedener Arten sollten wegen PCR Drift und Selektion nur als
Anndherungen verstanden werden.

Pyrosequencing  Massives gleichzeitiges Echtzeitsequenzieren, das es erlaubt Sequenzinformation von
Gemischen von DNS Molekiilen aus Proben von mehreren Organismen, sowie Populatio-
nen und Gemeinschaften zu erhalten ohne dass ein separater Klonierungschritt nétig ist.
Damit ist dieses Verfahren geeignet, um mikrobielle Feldproben zu analysieren. Im Falle,
dass sehr viele Proben untersucht werden sollen, besteht zudem die Mdglichkeit wahrend
der anfanglichen PCR-vermittelten kunstlichen Vermehrung des DNS Markers kurze Pro-
ben-spezifische Wiedererkennungssequenzen einzufiihren. Alle neuen Sequenzierverfah-
ren ziehen Nutzen aus der Nanotechnologie und verwenden optimal aufeinander abge-
stimmte biochemisch-physikalische Verfahren, wie nanoklonale kiinstliche Vermehrung in
Wasser-Ol Emulsion, fluoreszenzmarkierte, exakt positionierte Biomolekiile und effiziente
Computer-gestiitzte Datenanalyse.
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1 Einleitung

Arbuskulare Mykorrhizen, die symbiotische Vergesellschaftung von Bodenpilzen des Stammes der
Glomeromycota (= 'Knauelpilze”) und Pflanzenwurzeln, wurden erst Ende des 19. Jahrhunderts ent-
deckt und seither intensiv untersucht. Weltweit verbreitet und haufig, unterstiitzen diese wurzelkoloni-
sierenden Pilze ihre Wirtspflanzen v.a. in der Aufnahme von schlecht verfiigbaren Mineralstoffen, wie
Phosphat und Zink. Sie erreichen dies, indem sie mit ihren Pilzfadengeflechten den Wirtspflanzen
zusatzlichen Bodenraum erschlieBen. Mykorrhizapilze verbinden Pflanzenwurzeln mit der Bodenmat-
rix und Pflanzenindividuen derselben und unterschiedlicher Arten miteinander. Vermutlich kénnen die
pflanzenverbindenden Pilzfaden Konkurrenzverhaltnisse in Pflanzengemeinschaften und das Auf-
kommen von Pflanzenkeimlingen beeinflussen. Wiederholt wurde gezeigt, dass Pflanzen und Ge-
meinschaften von arbuskularen Mykorrhizapilzen sich gegenseitig beeinflussen, wobei die Richtung
der Beeinflussung von den gegebenen Umweltbedingungen abhangt.

Aufgrund ihrer weiten geographischen und 6kologischen Verbreitung und zentralen Funktion in der
Aufnahme von Né&hrsalzen aus nahrstoffarmen Bdden hat das Studium der arbuskularen Mykorrhiza-
pilze schon immer das Interesse der Grundlagenforschung wie der angewandten Wissenschaften,
Praktikerinnen und Praktiker der Agronomie, des Gartenbaus und der Restaurationstkologie geweckt.
Obwohl anfanglich als ,Biodiinger’ propagiert, muss anerkannt werden, dass arbuskulare Mykorrhiza-
pilze das Wachstum ihrer Wirtspflanzen nur in einem begrenzten Fenster von Umweltbedingungen
verbessern, wobei das Verhdltnis von pflanzenverfliigbarem Phosphat zu Stickstoff (P:N) wichtig ist
(Hoeksema et al. 2010; Johnson 2010). Insbesondere ist zu beachten, dass arbuskulare Mykorrhiza-
pilze keine neuen Nahrstoffe in Anbau- oder Okosysteme einbringen, sondern ausschlielich helfen,
die Nahrstoffversorgung der Pflanzen zu verbessern, falls einerseits gentigend, andererseits aber
auch nicht Gbermassig viele Nahrstoffe vorhanden sind. Nur wenn sich die Hilfe durch den Pilz bei der
Nahrstoffaufnahme gegeniber den Kosten fiir die abgetretenen Fotosyntheseprodukte fur die Wirts-
pflanzen auszahlt, sind Mykorrhizapilze fir die Pflanzen férderlich. Dies trifft zu, falls eine Wirtspflanze
durch die Verfugbarkeit von Bodennahrstoffen in ihrem Wachstum eingeschréankt ist, aber einen Uber-
schuss an Fotosyntheseprodukten zur Verfligung hat. Stehen der Wirtspflanze jedoch mineralische
Nahrstoffe in ausreichendem Masse zur Verfugung, die auch selber aufgenommen werden kénnen,
nitzen arbuskuléare Mykorrhizapilze den Wirtspflanzen wenig, oder fallen diesen sogar zur Last (John-
son 1993; Gamper et al. 2004; Jansa et al. 2006).

Obwohl der pflanzliche Nutzen aus Mykorrhizen stark von den vorherrschenden Umweltbedingungen
abhangt, bestehen seit langerem Bestrebungen, Inokula von effektiven arbuskularen Mykorrhizapilzen
heranzuziichten und ins Feld auszubringen. Wahrend ein solcher Ansatz in teilweise sterilisiertem
Boden oder Bdden mit einer geringen nattrlichen Vielfalt von arbuskularen Mykorrhizapilzen vielver-
sprechend sein kann, ist die Situation ganz anders - und tbrigens weitestgehend ungeklart - falls be-
reits eine Gemeinschaft von aneinander und an die lokalen Bedingungen angepassten Pilzen besteht.

Okologische Studien, beruhend auf Untersuchungen des Wirtspflanzenwachstums und der Wurzelko-
lonisation, leiden gemeinhin unter einem Erklarungsnotstand fir beobachtete Einfliisse der Versuchs-
verfahren. Dies trifft besonders in den Fallen zu, wo keine Korrelationen zwischen pflanzlichen und
pilzlichen MessgréRen bestehen. Solch ein Fall trat z.B. in einer durch die Gruppe Vollzug Boden-
Biologie (VBB) veranlassten Vorstudie zum Einfluss von Standortfaktoren auf die Mykorrhizierung von
Testpflanzen ein (Jansa et al. 2009). Molekulargenetische Untersuchungen zur Zusammensetzung
der Pilzgemeinschaften- und -populationen sind hingegen auch dann aufschlussreich, wenn sich My-
korrhizierungsgrade von Pflanzenwurzeln nicht unterscheiden. Molekulargenetische Analyseverfahren
erlauben es herauszufinden, ob unterschiedliche Wurzelkolonisationsgrade durch Unterschiede in der
pilzlichen Gemeinschafts- oder Populationsstruktur erklart werden kénnen.

Im Nachfolgenden werden molekulargenetische Untersuchungsansatze zur Erfassung von Unter-
schieden zwischen Pilzgemeinschaften und -populationen beschrieben, die inzwischen in der 6kologi-
schen Feldforschung die schlecht aufldosenden mikroskopischen Analysen ersetzt haben. In der Tat
sind molekulargenetische Methoden die besten Werkzeuge, um gro3- und kleinrdumige Einfliisse von
Bodenparametern, biogeographischer Isolation und Wirtspflanzen zu untersuchen. Studien letzterer
Art werden zukinftige Forschungsschwerpunkte darstellen.
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Bei der Wahl eines molekulargenetischen Analyseverfahrens zur Beantwortung 6kologischer Frage-
stellungen ist es aulRerst wichtig, dass Starken und Schwéchen verschiedener Methoden sorgfaltig
gegeneinander abgewogen werden. In diesem Beitrag konzentrieren wir uns ausschlie3lich auf eine
Darstellung von Methoden in der Erforschung von arbuskuldren Pilzgemeinschaften und -
populationen. Zum Verstandnis vieler dieser Methoden ist es wichtig zu wissen, dass arbuskulare
Mykorrhizapilze einer einzigen stammesgeschichtlichen Verwandtschaftslinie angehéren, deren Mit-
glieder alle untereinander ndher verwandt sind, als zu solchen anderer Pilzgruppen. Im Weiteren ist es
wichtig zu wissen, dass in den Pilzfadengeflechten der Vertreter der Glomeromycota Zwischenzell-
wande weitestgehend fehlen, und dass diese Pilze relativ grof3e, bodenbirtige und damit wenig mobi-
le vielkernige Dauersporen ausbilden. Eine Aufteilung der genetischen Information der Kerne in un-
gleiche, aber nebeneinander existierende Teile, ist vermutlich ein spezielles Merkmal der Glomeromy-
cota (Sanders 2004, Young 2009). Ein Nebeneinander von unterschiedlichen Gensequenzen im sel-
ben Organismus hat jedoch zur Konsequenz, dass gewisse molekulargenetische Untersuchungen fur
diese Pilzgruppe nicht so einfach durchfihrbar sind, wie in anderen Lebewesen, und, dass Vertreter
der Glomeromycota vermutlich auch anders als andere Organismen auf ihre Umwelt reagieren. Be-
funde aus der friheren molekulargenetischen Forschung haben gezeigt, dass das Kerngenom einiger
arbuskularer Mykorrhizapilze sowohl beztiglich ribosomaler, als auch Eiweiss-kodierender Gene &u-
Rerst vielfaltig ist (Kuhn et al. 2001; Jansa et al. 2002a). Im Moment wird davon ausgegangen, dass
das Pilzfadengeflecht oder eine Spore eines einzigen arbuskuldren Mykorrhizapilzindividuums gene-
tisch einer ganzen Population von Individuen anderer Organismen entspricht (Hijri & Sanders 2005).

2 Ubersicht mittels molekulargenetischer Methoden gewonnener Erkenntnisse auf
dem Hintergrund von Befunden aus mikroskopischen Studien

Bereits die ersten molekulargenetischen Studien zur Zusammensetzung der arbuskuldren Mykorrhi-
zapilzgemeinschaften in Agrar- und natiirlichen Okosystemen haben klare Unterschiede aufgezeigt.
Unterschiede im Auftreten von Pilzarten sind in der Zwischenzeit nun bereits in weiteren Studien bes-
tatigt worden. Im Gegensatz zu den Befunden von Sporengemeinschaftsanalysen deuten Resultate
von molekulargenetischen Untersuchungen nicht unbedingt auf eine Reduktion der Artenzahlen in
intensiv genutzten Agrartkosystemen hin. Sowohl mikroskopische, wie auch molekulargenetische
Studien zeigten aber wiederholt, dass die Intensitét der agronomischen Nutzung Verschiebungen in
den Artenzusammensetzung der arbuskuldren Mykorrhizapilze verursacht (Hijri et al. 2006). Nur dank
molekulargenetischer Analysen wurden im Feld Praferenzen zwischen Pilz- und Pflanzenpartnern der
arbuskularen Mykorrhiza aufgedeckt (Helgason et al. 2002; Vandenkoornhuyse et al. 2003). Dies be-
deutet, dass sich die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaften verschiedener Pflanzenarten im Feld
oft klar unterscheiden, obwohl unter konkurrenzfreien Bedingungen praktisch jeder Mykorrhizapilz
jede Mykorrhizawirtspflanze kolonisieren kann. Dank molekulargenetischer Methoden wurden saiso-
nale Veranderungen in der pilzlichen Gemeinschaftszusammensetzung von mykorrhizierten Wurzeln
festgestellt (Husband et al. 2002). Relative Unterschiede in der quantitativen Haufigkeit, in den sog.
Dominanzmustern, verschiedener Mykorrhizapilzarten wurden bisher in Proben mykorrhizierter Wur-
zeln gefunden (s. Abbildung 1), werden aber bald auch fur Bodenproben vorliegen (siehe Abschnitt
Zukunftsprojekte).

Trotz Problemen beim Definieren und Erfassen von Arten der arbuskularen Mykorrhizapilze (Gamper
et al. 2008, 2009), kdnnen grobe Schatzungen zum Artenreichtum gemacht werden. Einmalige und
ohne langzeitige Erfahrung im Mikroskopieren durchgefiihrte Sporengemeinschaftsanalysen ergaben
Artenzahlen, die je nach Okosystem zwischen vier und etwa einem Dutzend schwanken. Detailliert
und Uber eine langere Zeitperiode durchgefiihrte mikroskopische Sporengemeinschaftsuntersuchun-
gen ergaben Inventare mit bis zu etwa 40 Arten arbuskuléarer Mykorrhizapilze pro Okosystem (Oehl et
al. 2005, 2010). Mochte man jedoch eine Art eines arbuskularen Mykorrhizapilzes eindeutig nachwei-
sen, missen oftmals zumindest sog. Fangkulturen angelegt werden, d.h. Topfkulturen mit pilzfreiem
Wachstumssubstrat, einer Wirtspflanze und einer kleinen Feldprobe aus Wurzeln oder Boden als Ino-
kulum. Solche Fangkulturen dienen dazu, neue Dauersporen in allen Entwicklungsstadien und somit
mit allen mikroskopischen Merkmalen zu erhalten. Besser ist es jedoch auf alle Falle, den Aufwand
nicht zu scheuen und mehrere Einzelsporen- oder zumindest Reinkulturen der kultivierbaren Pilzarten
herzustellen. Eindeutig definiertes und qualitativ gutes Pilzmaterial von Reinkulturen ist zum Vergleich
fur molekulargenetische Analysen von grof3tem Nutzen (Jansa et al. 2002b, Gamper et al. 2007,
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2009). Méchte man eine bestehende Methode anwenden, ist es aul3erdem hilfreich, deren Eignung
zuerst anhand von Nukleotidsequenzsammlungen der im Untersuchungsgebiet vorkommenden Pilze
abzuklaren, weil immer noch Wissensliicken beziglich des globalen Artenreichtums der arbuskuléaren
Mykorrhizapilze in landwirtschaftlichen und natirlichen Okosystemen bestehen (Opik et al. 2006,
2009, 2010, Gamper et al. 2007). Mangel an Sequenzinformation ist der Grund, dass sich eine gréfie-
re Zahl von Pilzen mit gangigen molekulargenetischen Methoden noch nicht erfassen lasst.
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Abbildung 1: Quantitative Haufigkeit von sechs arbuskularen Mykorrhizapilzen in Maiswurzeln eines Bodenbear-
beitungsversuchs in Ténikon (TG) mit einem Direktsaat- und Pflugverfahren. Die Wurzeln wurden in einem Zeit-
abstand von einem Monat im Sommer 2000 gesammelt und mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qPCR) und spezi-
fischen Markern (Primern und Hydrolysesonden) analysiert. Die Marker binden an spezifische Sequenzmotive
des Gens der grof3en ribosomalen Untereinheit des Kerngenoms und wurden kiirzlich anhand von Nukleotidse-
gquenzen von Arten des untersuchten und eines nahe gelegenen Standorts konstruiert. Gezeigt sind die Mittelwer-
te von Wurzelproben aus vier Feldwiederholungen.

3 Molekulargenetische und traditionelle mikroskopische Methoden im Vergleich

Heutzutage werden in der 6kologischen und systematischen Forschung gleichzeitig molekulargeneti-
sche und mikroskopische Untersuchungen eingesetzt, da sich beide methodischen Anséatze gegensei-
tig ergdnzen und absichern.

Traditionell wird die Artbestimmung von arbuskuldren Mykorrhizapilzen aufgrund des auf3eren Er-
scheinungsbilds und der individuellen Entwicklung der Dauersporen vorgenommen. Weil aber mikro-
skopische Feinmerkmale alles andere als einfach zu erkennen sind, muss betréachtlich Zeit investiert
werden, um Arten mikroskopisch zuverlassig zu unterscheiden. Aul3erdem miussen fir Sporenge-
meinschaftsanalysen gute Mikroskope und Dokumentationssysteme zur Verfiigung stehen. Die Be-
schreibung von arbuskularen Mykorrhizapilzen aufgrund ihres auf3eren Erscheinungsbilds fiihrte durch
die Begrenztheit an sich unterscheidenden Merkmalen zur Auffassung, dass nur etwa 200 formal be-
schriebene Pilzarten etwa tausendmal mehr potenziellen Wirtspflanzenarten gegentber stehen. Aber
seit dem ersten Einsatz molekulargenetischer Methoden und v.a. seit massives gleichzeitiges Se-
quenzieren (engl. Pyrosequencing, Hudson 2008) von Feldproben mdglich wurde, ist es jedoch offen-
sichtlich, dass die formal beschriebenen, kultivierbaren und ausgiebig und haufig sporulierenden ar-
buskularen Mykorrhizapilzarten nur einen Bruchteil des ganzen Artenspektrums eines bestimmten
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Okosystems ausmachen. Es wurde auRerdem klar, dass Wirtspflanzen- und Habitatspezialisten viel
zahlreicher sind als urspriinglich angenommen (Opik et al. 2009). Die Bestimmung vieler arbuskulérer
Mykorrhizapilze wird dadurch erschwert, dass Merkmale von Dauersporen im Feld meist unvollsténdig
erhalten bleiben und wichtige BestimmungsgréR3en fehlen. Zudem sporuliert eine betréchtliche Zahl
von Pilzen selten oder méglicherweise auch nie. Die Artzugehdorigkeit der 6kophysiologisch wichtigen
Pilzfadengeflechte in Wurzeln und Bdden lasst sich mikroskopisch nicht bestimmen. Eine Ausnahme
ist jedoch das Unterscheiden von Grof3gruppen von Mykorrhizapilzen und deren Abgrenzung von
anderen Nicht-Mykorrhizapilzgruppen (Abbott & Robson 1978). Wahrend molekulargenetische Metho-
den friiher vornehmlich zur Pilzidentifikation verwendet worden sind, zielen heute molekulargenetische
Feldstudien und Experimente vermehrt darauf ab, ein tieferes Verstandnis der Biologie und Okologie
arbuskulérer Mykorrhizapilze zu erlangen.

Es ist aber nicht abzustreiten, dass bei Vertretern der Glomeromycota nicht nur die Artendefinition und
-unterscheidung nach dem &auReren Erscheinungsbild, sondern auch die biologische und molekular-
genetische Artenumschreibung und -unterscheidung an Grenzen stof3t (Gamper et al. 2009). Diese
Pilze scheinen sich fast ausschlieZlich klonal zu vermehren und bilden eine biologische Ausnahme,
was die Organisation ihres Genoms anbelangt. Das Kerngenom der am besten untersuchten arbusku-
laren Mykorrhizapilzarten scheint sich, wie erwéhnt, aus genetisch verschiedenen Kernen zusammen
zu setzten, die in der gleichen pilzlichen Zelle neben einander vorkommen (Hijri & Sanders 2005).

Aufgrund der obenerwéahnten Unklarheiten und praktischen Schwierigkeiten eine Art zu definieren
gehen Molekularokologen den Weg, sog. Operationelle Taxonomische Einheiten (engl. Units), abge-
kurzt OTU, zu definieren. Diese OTU werden meist der Einfachheit halber rein aufgrund der Ahnlich-
keit von Nukleotidsequenzen definiert, sollten zukiinftig aber besser aufgrund der relativen stammes-
geschichtlichen Verwandtschaft der Sequenzen berechnet werden, da nicht alles was ahnlich ist auch
verwandt ist. Relative stammesgeschichtliche Verwandtschaft ist auch ein universell anwendbares
Ordnungsprinzip und im Gegensatz zu reiner Sequenzéahnlichkeit informativer, da es oft auch mit zwi-
schen verwandten Organismen geteilten Eigenschaften Uibereinstimmt.

Molekulargenetische Methoden kdnnen systematische Einheiten feiner auflésen, als dies Mikroskopie
ermoglicht, und zudem kénnen diese Methoden auf Material von allen pilzlichen Entwicklungsstadien
angewendet werden. AulRerdem ist kein spezifisches mikroskopisches Training zur Arterkennung no-
tig. Trotzdem ertbrigen sich mikroskopische Untersuchungen nicht ganz, da diese oft eine erste grobe
Ubersicht und woméglich Grobklassifikation beziiglich systematischer Artzugehorigkeit und Haufigkeit
erlauben.

4 Notwendige praktische Arbeitsschritte zur mikroskopischen & molekulargeneti-
schen Untersuchung von arbuskularen Mykorrhizapilzen im Feld

Am Anfang jeder 6kologischen Studie zu Mykorrhizen stehen Arbeitsschritte, die viel Zeit und Fach-
kenntnis in praktischen Verfahren erfordern, sei es im Falle von mikroskopischen Analysen, sorgfélti-
gem Waschen von Wurzelproben, Isolieren von Dauersporen und/oder Pilzfaden, Anfarben von Pilz-
fadengeflechten oder dem Herstellen und Analysieren von Préaparaten. Bei der Anwendung moleku-
largenetischer Verfahren sind Extrahieren, weiter Bearbeiten (z.B. PCR-basierte Vermehrung) und
Aufbereiten (z.B. enzymatischer Verdau und Aufreinigung oder Klonieren) von Nukleinsduren zeitauf-
wandige Schritte bevor die eigentliche Datenerfassung beginnen kann. Wegen betrachtlicher zeitlicher
und finanzieller Aufwendungen mussen Analysemethoden dringend unter Berlicksichtigung aller ihrer
Vor- und Nachteile sorgféltig gewahlt werden. Die mikroskopischen und molekulargenetischen Analy-
sen erfordern beide eine gute Laborausristung und spezialisierte Personalausbildung.

5 Allgemeine Gegenuberstellung von gangigen molekulargenetischen Untersu-
chungsmethoden

Die zurzeit zur Verfigung stehenden molekulargenetischen Analyseverfahren unterscheiden sich zum
Teil betrachtlich in ihrer Auflésung und folglich Anwendbarkeit zur Bearbeitung 6kologischer Fragestel-
lungen. Umso wichtiger ist es, die richtigen molekulargenetischen Methoden zu wahlen oder aber
Methoden und Fragestellungen aneinander anzupassen.
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Tabelle 1: Ubersicht zu den géngigen molekulargenetischen Untersuchungsmethoden fiir Studien tiber die Zu-
sammensetzung und Struktur von Gemeinschaften und Populationen von arbuskuldaren Mykorrhizapilzen, sowie

fur den Nachweis und die Abschéatzung relativer Haufigkeiten (Dominanz) einzelner Taxa.

Molekulargeneti- Forschungsfragen Far Wider Beteiligte
scher Ansatz Schweizer
Forscher
Nachweis von Pilz- | Ist eine bestimmte Hohe Empfindlich- Fur jede Art ist ein sepa- | Mathimaran
arten/-gruppen Art vorhanden oder keit rater Ansatz erforderlich. | Natarajan,
mittels spezifischer | nicht? Begrenzte Vergleichbar- | Jan Jansa,
PCR Primer keit von Daten verschie- | Hannes A.
dener Arten Gamper, Dirk
Redecker
Identifikation von Wer sind die Ge- Genaue Information | Relativ teuer, arbeitsin- Dirk Red-
Pilzarten mittels meinschafts- & Po- zur ldentitat der tensiv & oft wenig emp- ecker, Han-
PCR, Klonieren & pulationsmitglieder Organismen; be- findlich fur seltene Pilze; | nes A. Gam-
Sequenzieren und welches sind wahrte Methode suboptimales Binden der | per, Mathi-
ihre nachsten Ver- PCR Primer kann zu maran Nata-
wandten? PCR Drift fihren und rajan, Jan
Klonieren kann gewisse | Jansa und
Fragmente bevorzugen andere
Quantifikation von | Wie vorherrschend / | Einzige molekular- Relativ teuer, muss fir Jan Jansa,
Pilzarten/-gruppen aktiv ist eine Art? genetische Methode | verschiedene Arten Hannes A.
via qPCR von DNS zur genauen und separat durchgefihrt Gampetr,
oder cDNS aus fehlerfreien Bestim- werden, kann nicht zwi- Mathimaran
pilzlichen Reinkul- mung der Haufigkeit | schen Pilzfaden und - Natarajan,
turen & Feldproben einer einzelnen Art sporen unterscheiden. lan R. Sand-
oder Artengruppe Spezifitat muss mittels ers
oder der Ablesungs- | Proben von Nicht-
haufigkeit eines Zielorganismen getestet
einzelnen Gens werden
Gemeinschaftspro- | Wie ist die Gemein- Relativ gunstig, Die Identitat der nach- Mathimaran
filmethoden: schafts- und Popula- | schnell und geeig- gewiesenen Organismen | Natarajan,
DGGE, PCR-RFLP, | tions-struktur? Wel- net, um viele Proben | steht nicht direkt fest; Hannes A.
T-RFLP, SSCP che Arten zeigen ein | zu analysieren PCR Dirift und Selektion | Gamper, Jan
Analysen korreliertes Vor- kénnen die Schéatzung Jansa
kommen? der relativen Haufigkeit
von Organismen beein-
flussen
Populationsprofil- Kreuzen sich Pilz- Hohe Auflésung, da | Relativ grof3er Zeit- und Mathimaran
methoden: SSR / stamme? Welche die Marker sehr Kostenaufwand fir die Natarajan,
Mikrosatelliten, Pilzstamme kommen | variabel sind Entwicklung Dirk Red-
SNP, RFLP von vor & in welcher ecker, Daniel
mitochondrialen relativen Haufigkeit? Croll, lan R.
und Kern-DNS Sanders
Abschnitten
Massives gleichzei- | Wie viele und wel- Nahezu vollstdndige | Betrachtlicher Bioinfor- Hannes A.
tiges / Pyrose- che Gemeinschafts- | Beprobung mit ho- matik- und Statistikauf- Gamper
guenzieren von und Populationsmit- | her Empfindlichkeit wand, Unsicherheiten
referenzmarkierten | glieder sind vorhan- | und Auflésung flr betreffend der Robust-
Gemeinschafts- den? Wie nahe einzelne Pilzstamme | heit relativer Quantifika-
PCR Produkten verwandt und haufig | moglich tion, wegen PCR Dirift
sind diese? und Selektion, falls dem
Sequenzieren eine PCR
Vermehrung vorausgeht

Abkiirzungen: cDNA: komplementéare Desoxyribonukleinsédure, DGGE / DTGE (engl. Denaturing Gradient / Tem-
perature Gel Electrophoresis): dt. Denaturierungs- / Temperaturdenaturierungsgradientengelanalyse; gPCR (engl.
quantitative Polymerase Chain Reaction): dt. Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion, PCR-RFLP (engl.
PCR Restriction Fragment Length Polymorphism): dt. PCR-Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus Analyse;
T-RFLP (engl. Terminal RELP): dt. Endstiicklangenvielfaltanalyse von Verdauungsprodukten, SNP (engl. Single
Nucleotide Polymorphism): dt. Analyse einzelner Nukleotidunterschiede; SSCP (engl. Single-Strand Conformatio-
nal Polymorphism): dt. Einzelstrangkonformationsvielfaltsanalyse; SSR (engl. Simple Sequence Repeat): dt.
einfache Wiederholungseinheit- oder Mikrosatellitenanalyse.

Molekulargenetische Analyseverfahren kénnen nach verschiedenen Kriterien klassifiziert werden.
Einerseits bestehen Verfahren, die nur eine einzelne systematische Einheit (= Taxon) erfassen, wie
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z.B. eine Art, eine Gattung, eine Familie, eine Ordnung, oder den ganzen Stamm der Glomeromycota.
Solche methodischen Ansatze sind darauf beschrankt die Anwesenheit, das Fehlen, die quantitative
Haufigkeit von einzelnen Organismen oder -gruppen zu erfassen. Sie erlauben es aber nicht tiefere
systematische Einheiten, wie z.B. Populations- oder Gemeinschaftsmitglieder (d.h. Individuen oder
Arten) aufzuschlisseln. Beispiele solcher Methoden sind die Polymerasekettenreaktion (PCR)-
vermittelte Vermehrung von DNS Abschnitten mittels spezifischer Oligonukleotidprimer oder quantita-
tive Echtzeit PCR (vgl. Tabelle 1 und Kéastchen; Gamper et al. 2007, 2008). Andererseits gibt es mole-
kulargenetische Verfahren, um Mischproben von Organismen auf ihre Zusammensetzung hin zu un-
tersuchen und sog. Gemeinschafts- oder Populationsprofile zu erstellen. Profilanalysen erlauben ei-
nen hohen Probendurchsatz und sind deshalb besonders fiir 6kologische Untersuchungen geeignet.
Der Nachteil der Methoden die das Vorkommen erfassenden ist jedoch, dass die Identitaten der ein-
zelnen Populations- oder Gemeinschaftsmitglieder nicht sofort feststehen und, dass nur die haufigsten
Organismen unter relativ groRem Zusatzaufwand identifiziert werden kénnen. Die mittels PCR ver-
mehrten DNS Fragmente miissen vor dem Sequenzieren fir die stammesgeschichtliche Identifikation
Uber Klonieren voneinander getrennt werden. Klonieren, Sequenzieren und stammesgeschichtliche
Verwandtschaftsanalyse erlauben es also, Elementen eines Populations- oder Gemeinschaftsprofils
Identitdten zuzuordnen.

Profilanalysen kdnnen danach klassifiziert werden, ob sie einerseits unterschiedliche Langen, oder
aber, andererseits, Sequenzunterschiede von Nukleinsdureabschnitten zur Unterscheidung nutzen.
Sequenzunterschiede fihren meistens dazu, dass sich Nukleinsduren unterschiedlich falten, kénnen
aber auch unter Zuhilfenahme von DNS-schneidenden Enzymen zum Erzeugen von Fragmenten un-
terschiedlicher Lange genutzt werden. Beispiele von molekulargenetischen Gemeinschafts- und Popu-
lationsprofilanalyseverfahren sind DGGE und SSCP, die auf Faltungsunterschieden von DNS Frag-
menten beruhen, oder z.B. RFLP und SSR / Mikrosatelliten Analysen, die DNS Fragmentldngenunter-
schiede nutzen (vgl. Tabelle und zugehdrige Fu3note fir die Englischen Abkiirzungen der einzelnen
Methoden).

Neuste technologische Entwicklungen auf dem Gebiet des Sequenzierens, welche es auch erlauben,
aus Probengemischen oder Mischproben Nukleotidsequenzen zu erhalten, sprengen nun diese Dicho-
tomie zwischen den Gemeinschafts- oder Populationsprofiimethoden und den Verfahren der Ein-
Organismusanalysen. Es ist vorauszusehen, dass Pyrosequencing unseren Informationsstand massiv
verbessern und es erméglichen wird die derzeitigen molekulargenetischen Markersysteme so anzu-
passen, dass sie im Idealfall generell einsetzbar werden. Vermutlich werden sich auch bald einige der
Profilanalysemethoden durch das Sammeln von Sequenzen eribrigen (s. Abbildung der Zusammen-
fassung). Im Moment besteht das Problem, dass viele molekulargenetische Werkzeuge nur fur ortlich
begrenzte Studien einsetzbar sind. Es ist zu hoffen, dass dieser methodische Flaschenhals durch
Fortschritte in der Entwicklung neuer Sequenziertechnologien tberwunden wird, damit in Zukunft der
Fokus endlich weg von Markersystemen und methodologischen Belangen auf 6kologische Fragestel-
lungen gelenkt werden kann. Ein vollstdndigeres Erfassen der Pilzgemeinschaften und —populationen
sollte es in Zukunft ermdglichen, ein koharenteres 6kologisches Gesamtbild zu erhalten.

Die gesamte Artenvielfalt wird jedoch sowohl mittels molekulargenetischer, wie auch mikroskopischer
Methoden unterschatzt und verzerrt wahrgenommen. Unterschiedliche DNA Extraktionseffizienz, An-
zahl von Genkopien zwischen Pilzstimmen und —arten und Vermehrungsraten in der Polymeraseket-
tenreaktion (sog. PCR Drift und Selektion — siehe Kastchen) sind einige der Grunde fir eine fehlerhaf-
te Wahrnehmung mittels molekulargenetischer Methoden. Molekulargenetische Analyseverfahren
haben im Gegensatz zu mikroskopischen Methoden aber immer noch den grof3en Vorteil, dass sie
sich auch zur Untersuchung von Pilzfadengeflechten in Wurzeln und Bdden eignen.

Es ist wichtig, die aus molekulargenetischen Untersuchungen errechnete Vielfalt (Diversitat) der ar-
buskularen Mykorrhizapilze nur als genaherte Schéatzung zu betrachten. Gerade ribosomale, aber
auch andere Gensequenzen des Kerns, scheinen v.a. innerhalb von Individuen der Glomeromycota
aulerst vielfaltig und in vielen Kopien vorhanden zu sein (Jansa et al. 2002a).

Zu kurze Sequenzmarker und damit verbunden zu wenig Information zur stammesgeschichtlichen
Verwandtschaftsanalyse verunmdglichten es bisher im Feld zwischen Populationen und Gemeinschaf-
ten der arbuskularen Mykorrhizapilze zu unterscheiden. Durch immer mehr und langere Nukleotidse-
quenzen scheint es nun aber moglich zu werden, zwischen den verschiedenen systematischen Ein-

Arbeitsgruppe Vollzug Bodenbiologie VBB Seite 10 von 13



Molekulargenetische Verfahren zur Bestimmung der Vielfalt von arbuskularen Mykorrhizapilzen in Wurzeln und Béden

heiten pragmatisch Grenzen ziehen zu kénnen (Stockinger et al. 2010). Ein methodologisch einfache-
rer Weg zur Erkennung von arbuskularen Mykorrhizapilzstdmmen ist es zurzeit, mitochondrielle Se-
guenzmarker zu verwenden (Borstler et al. 2010). Die Entwicklung mitochondrieller Markersysteme ist
aber noch in den ersten Anfédngen, weshalb das abgedeckte Artenspektrum noch sehr begrenzt ist
(Odile Thiéry, miindl. Kommunikation).

Es fehlen immer noch getestete und auf alle arbuskulare Mykorrhizapilze anwendbare Populations-
marker, die sich auch zur Untersuchung von Wurzel- und Bodenproben aus dem Feld eignen.

6 Zukunftsprojekte und Herausforderungen

Derzeit ist eine grofRe vergleichende Studie zu den arbuskularen Mykorrhizapilzgemeinschaften in
dutzenden von Schweizer Landwirtschaftsb6den am Laufen. Es handelt sich hier um eine weiterfuh-
rende Studie nach Evaluationsarbeiten (Jansa et al. 2009) zu einer aus Aktivitaten der Gruppe VBB
hervorgegangenen bodenbiologischen Referenzmethode der Eidgenéssischen Forschungsanstalten
(FAL, 1996) zur Bestimmung der Bodenqualitdt anhand von arbuskuldaren Mykorrhizen. In dieser
durch das Bundesamt fir Umwelt (BAFU) finanzierten Studie werden die Struktur und Zusammenset-
zung von arbuskularen Mykorrhizapilzgemeinschaften und die pflanzenwachstumsphysiologischen
Effekte in Acker- und Grinlandflachen im Flachland, der Hulgelstufe, in alkalischen, sauren, ton-,
lehmhaltigen, mit organischem Material angereicherten und sandigen Bbéden verglichen. Das Ziel die-
ser Studie ist es, den Einfluss verschiedener Umweltfaktoren auf arbuskulare Mykorrhizapilze ab-
schétzen zu kdnnen.

Im Rahmen eines SNF-finanzierten Projekts (Nr. 127522) zur Gemeinschaftsbildung bei arbuskuléaren
Mykorrhizapilzen wird massives gleichzeitiges Sequenzieren (Pyrosequencing) verwendet, um den
Gemeinschaftshildungsprozess im Feld zu untersuchen. Um die Hypothese zu testen, ob nur weiter-
verwandte und deshalb sich funktionell starker unterscheidende Arten zusammen am selben Ort vor-
kommen kdnnen, wurden acht nattirliche Pilzgemeinschaften mit einem Teil ihres Oberbodens kreuz-
weise an die sieben anderen Schweizer Standorte gebracht und dort mit den einheimischen Gemein-
schaften vermischt. Erkenntnisse aus dieser Studie sollen dazu dienen, allgemein vorhersagen zu
kénnen, welche Pilzinokula sich méglicherweise erfolgreich gegen natirliche Gemeinschaftsmitglieder
durchsetzen und sich in Zukunft invasiv ausbreiten kdnnten.

Wie in der tbrigen molekularen Okologie bestehen auch in der Erforschung von arbuskularen Mykor-
rhizapilzen Tendenzen, vermehrt Eiweiss-kodierende molekulargenetische Marker anzuwenden
(Gamper et al. 2010, Thomson et al. 2010). Diese haben den Vorteil, dass Aminosauresequenzen
stammesgeschichtlich hoch konserviert sind, was es ermdglicht, auch sehr unterschiedliche Arten
vergleichen zu kdnnen. AuBerdem erlauben Gen-basierte Marker Expressionsstudien auf der Ebene
der Ribonukleinsduren (RNS). RNA-basierte Studien ergeben einen unmittelbareren Einblick in die
spezifischen metabolischen Aktivitaten von Organismen. In der Tat kann mit einem solchen Ansatz
der Einfluss von Umweltfaktoren auf einzelne molekulare Prozesse oder funktionelle Merkmalsaus-
pragungen im Detail studiert werden. Im Weiteren erlauben es Eiweiss-kodierende molekulargeneti-
sche Marker oft auch tiefere systematische Einheiten, wie Arten zu unterscheiden, da Pilze in vielen
ihrer Gensequenzen variable ,Introns’, kurze nicht-kodierende Sequenzeinschibe, aufweisen. Um
diese Variation in den Intronsequenzen nutzen zu kénnen, werden PCR Primer entworfen, die beidsei-
tig an die stammesgeschichtlich konservierten kodierenden Gensequenzen binden (vgl. Thomson et
al. 2010 fur eine allgemeine Ubersicht zu molekulargenetischen Methoden).

Somit ist es eine Herausforderung fur die Zukunft, von der reinen Beobachtung wegzukommen und
biologische Wechselwirkungen direkt in Feldproben zu erfassen, sei es nur zwischen arbuskularen
Mykorrhizapilzen, Mykorrhizapilzen und Pflanzen, oder Mykorrhizapilzen und anderen Bodenmikroor-
ganismen oder auch nicht-biologischen Umweltfaktoren. Gerade die neu eingefihrten Methoden des
Pyrosequencing dirften unser immer noch begrenztes Wissen zur Okologie und Populationsbiologie
einzelner Mykorrhizapilzarten enorm erweitern.
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7 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Heutzutage stiitzen sich die meisten Untersuchungen zur Bestimmung der Vielfalt der arbuskularen
Mykorrhizapilze in Wurzeln und Bdden auf molekulargenetische Analyseverfahren, im Gegensatz zu
frGher, als sich Gemeinschaftsstudien nur auf die Analyse von Sporengemeinschaften abstitzten
konnten. Nur dank molekulargenetischer Methoden ist es méglich, Gemeinschaften von Pilzfadenge-
flechten auf ihre Artzusammensetzung und das quantitative Vorkommen der einzelnen Arten hin zu
untersuchen.

Wahrend die 6kologische Forschung der letzten beiden Jahrzehnte durch einen Mangel geeigneter
molekulargenetischer Methoden und hohe arbeitszeitliche und finanzielle Aufwendungen Einschran-
kungen erfahren hat, stehen wir heute an einem Wendepunkt zu einer Forschungsperiode, wahrend
der vermutlich eher angemessene statistische Analyseverfahren und Kopfe fir die Dateninterpretation
fehlen werden. Es ist vorauszusehen, dass bewahrte traditionelle molekulargenetische gemeinschafts-
und populationsanalytische Methoden durch erleichterte und glnstigere moderne Sequenzierverfah-
ren ersetzt werden. Die Bedeutung gut durchdachter Studiendesigns, effizienter Probenahme,
-aufbereitung und Datenanalyse wird zunehmen. Ganz offensichtlich stehen wir im Moment an einem
interessanten technologischen Wendepunkt, weil wir nun die Mdglichkeit haben nie dagewesene In-
formationsmengen zu sammeln und zu interpretieren und damit ganz neue Forschungsfragen ange-
hen kénnen.
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