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1 Anmerkungen zur Schreibweise

Fremdsprachige Fachbegriffe wurden, wenn dies als sinnvoll erachtet wurde, in das Deutsche
Ubersetzt. Fir alle anderen Falle wurden die Originalbegriffe beibehalten, diese jedoch in Kursivschrift
wiedergegeben. Produktbezeichnungen und Abkiirzungen fremdsprachiger Begriffe sind hiervon
ausgenommen. Zudem wurden alle wissenschaftlichen Namen von Organismen in Kursivschrift
geschrieben (z.B. E. coli). Benennungen von Genen sind in Versalien und kursiv geschrieben (z.B. AZR1).
Bei den Proteinnamen folgen dem ersten recte Versal recte Minuskeln (z.B. Azrl). Mutanten-
Bezeichnungen sind in Minuskeln und kursiv geschrieben (z.B. Aazr1). Im Rahmen dieser Arbeit wird
zwischen biologischen und technischen Wiederholungen differenziert. Ein Experiment wird zu einem
bestimmten Zeitpunkt mit mehreren technischen Wiederholungen durchgefiihrt. Die technischen
Wiederholungen sind demnach zu diesem Zeitpunkt den exakt gleichen Versuchsbedingungen
ausgesetzt. Bei der Wiederholung dieses Experimentes zu einem anderen Zeitpunkt wird hingegen von

einer biologischen Wiederholung gesprochen.



2 Einleitung

2.1 Der Beitrag von Fungiziden fiir die Ertragssicherung

Drei Milliarden Menschen weltweit konnten sich 2021 keine gesunde Erndhrung leisten (FAO 2021).
Dennoch wird die Weltbevélkerung bis 2050 auf 9,7 Milliarden Menschen anwachsen (Nations 2019).
Wahrend die Nachfrage nach Nahrungsmitteln also zunehmend ansteigt, sinkt die verfligbare
Ackerflache pro Kopf. Um unter diesen Bedingungen eine ausreichende Versorgung gewahrleisten zu
kénnen, misste die landwirtschaftliche Produktion bis 2050 um bis zu 54 % steigen (FAO 2018).

In den letzten Jahrzehnten haben vor allem die Zlichtung von Hochertragssorten, der Einsatz von
synthetischen Pflanzenschutz- und Diingemitteln, sowie die Installation von Bewadasserungsanlagen
massiv zur Produktionssteigerung beigetragen (Evenson and Gollin 2003; Meemken and Qaim 2018;
Qaim 2017). Besonders in den Industriestaaten steht allerdings ein steigender Teil der Konsumenten
vor allem den synthetischen Pflanzenschutzmitteln aus gesundheitlichen und umwelttechnischen
Grunden kritisch gegenilber (Klumper et al. 2013; Funk 2016; Seufert et al. 2017; e.V. 2017). Dabei hat
sich die Nahrungsmittelqualitdt durch die Einfiihrung synthetischer Pflanzenschutzmittel verbessert
und viele Lander haben synthetische Pflanzenschutzmittel als unersetzlich eingestuft (Keulemans
2019; National Research Council 2000; Knutson 1997; Oerke and Dehne 2004; Jorgenson 1999; Rosling
2018; Deising et al. 2019). Laut Umweltbundesamt werden in Deutschland jahrlich 8,8 kg
Pflanzenschutzmittel je Hektar Anbauflache eingesetzt (Umweltbundesamt 2022). Allein durch den
Verzicht von Fungiziden zur Bekdmpfung von Krankheiten wiirde Deutschland 12,6 % seiner jahrlichen
Ernte einblBen. Um diesen Ausfall weltweit kompensieren zu kdnnen, missten zusatzlich 1,2
Millionen Hektar Land neu in Ackerland umgewandelt werden. Hochrechnungen zufolge wiirden allein
dadurch 260 Millionen Tonnen CO,-Aquivalente zusitzlich emittiert werden (Noleppa 2013).
Interessanterweise sind mehr als 96 % der zugelassenen Wirkstoffe keiner Giftklasse zugeordnet.
Weitere Sicherheit gewadhrleisten gesetzlich festgelegte Grenzwerte fur
Pflanzenschutzmittelrlickstande (Tiedemann 2015). Dagegen stellen die natirlicherweise
vorkommenden Mykotoxine (Schimmelpilzgifte) eine weitaus groRere Bedrohung fiir die menschliche
Gesundheit dar. Im Verlauf der Geschichte konnten zahlreiche Vergiftungserscheinungen bei
Menschen mit Mykotoxin-kontaminiertem Getreide in Verbindung gebracht werden (Desjardins and
Proctor 2007). Jedes Jahr gibt es vor allem in den sich entwickelnden Lédndern zahlreiche Falle von
akuten sowie chronischen Vergiftungserscheinungen. Aus diesem Grund existieren heutzutage in
vielen Landern Grenzwerte fir Mykotoxingehalte in Nahrungs- und Futtermitteln. Das Europdische
Parlament hat die maximal zuldssigen Hochstgehalte fiir Mykotoxine in der EG-Verordnung Nr.

1881/2006 und in der Richtlinie 2002/32/EG festgeschrieben. Ferner existiert die Empfehlung



2006/576/EG, in welcher Richtwerte fiir Mykotoxine in Futtermitteln festgelegt sind. Hier zeigt sich in
besonderem MalRe, wie wichtig der Einsatz von Fungiziden fiir den Schutz der Verbraucher ist. Dieser
Aspekt wird u. a. am Beispiel der Fusarium-Toxine deutlich. Durch den Einsatz von Fungiziden kann der
Befall mit Fusarienpilzen um bis zu eine 10er-Potenz reduziert werden (Dietrichs 2012). Allerdings
haben sich in den vergangenen Jahrzehnten weltweit zahlreiche Resistenzen gegeniiber Fungiziden
ausgebildet und zum Verlust ganzer Fungizidklassen gefiihrt (Hewitt 1998). Zum Beispiel fiihrten bei
den Strobilurinen bereits zwei Jahre nach Markteinfihrung Punktmutationen mit der Konsequenz
eines einzigen Aminosdureaustausches in zahlreichen Pilzen zu dem kompletten oder teilweisen
Verlust der Wirksamkeit dieser Fungizidklasse (Bartels 2000; Kim et al. 2003; Krocher 2000; Lesemann
et al. 2006). Sich derartig entwickelnde Fungizidresistenzen wirden besonders im Fall von Fusarium-
Arten, wie Fusarium graminearum, die zu den bedeutendsten Produzenten von Mykotoxinen zahlen,

schwerwiegende gesundheitliche sowie 6konomische Folgen nach sich ziehen (Eskola et al. 2020).

2.2 Das Pflanzenpathogen Fusarium graminearum Schwabe

2.2.1 Die Einordnung von F. graminearum sensu stricto in die
Systematik der FHB verursachenden Fusarium-Spezies

Bei dem Pflanzenpathogen Fusarium graminearum (Teleomorph: Gibberella zeae (Schwein.), Petch,
1936) handelt es sich um einen Pilz von dem Stamm der Ascomycota, welcher zu der Gattung Fusarium
gehort (Sutton 1982; Leslie and Summerell 2006). Diese Gattung umfasst circa 150 verschiedene Arten
(Seifert and Gams 2011). Die Art F. graminearum sensu stricto gehort zu dem sogenannten F.
graminearum Spezieskomplex (FGSC), welcher auch als F. gramineraum sensu lato bezeichnet wird
und eine Pflanzenkrankheit namens Ahrenfusariose bzw. partielle Taubahrigkeit am Getreide
verursacht (Fusarium head blight (FHB)). AuRerdem konnen die FHB verursachenden Pathogene
Keimlings-, FuRR-, Kronen- und Wurzelkrankheiten hervorrufen (Becher 2013; Gardiner et al. 2013). FHB
wurde erstmalig 1884 in England beschrieben und fiihrt seitdem in Nordamerika, Europa und China
regelmaRig zu starken Ertragsausfallen (Parry et al. 1995; Shaner 2003; Goswami and Kistler 2004).
Phylogenetische Analysen unter Verwendung mehrerer single-copy Gene zeigten, dass mehrere
Spezies im FGSC vereint sind. Mit Hilfe dieser phylogenetischen Analysen konnte zunachst zwischen
sieben Spezies (Abstammungslinien), spadter dann zwischen neun verschiedenen Spezies
unterschieden werden (O'Donnell et al. 2000; O'Donnell et al. 2004). Bei diesen Spezies handelte es
sich um F. austroamericanum (Spezies 1), F. meridionale (Spezies 2), F. boothii (Spezies 3), F.
mesoamericanum (Spezies 4), F. acaciae-mearnsii (Spezies 5), F. asiaticum (Spezies 6), F. graminearum

(Spezies 7), F. cortaderiae (Spezies 8) und F. brasilicum (Spezies 9). Diese Spezies unterscheiden sich



deutlich von anderen FHB verursachenden Spezies wie z.B. F. culmorum, F. avenaceum und F. poae,
welche in Europa ebenfalls eine Rolle spielen (Parry et al. 1995; Xu and Nicholson 2009). Unter
Einbeziehung weiterer Gene und zahlreicher Isolate aus vielen unterschiedlichen Regionen der Welt
konnten in Folgearbeiten weitere Spezies innerhalb des FGSC identifiziert werden (O'Donnell et al.
2008; Starkey et al. 2007; Yli-Mattila et al. 2009; Desjardins and Proctor 2011; Sarver et al. 2011). Viele
Populationsstudien haben zudem gezeigt, dass selbst F. graminearum sensu stricto innerhalb von
Feldpopulationen bzw. innerhalb von Populationen aus bestimmten Regionen eine hohe genetische
Variabilitat aufweist (Gale et al. 2002; Gale et al. 2011; Gale et al. 2007; Guo et al. 2008; Naef and
Defago 2006; Talas et al. 2011; Karugia et al. 2009; Suga et al. 2008; Lee et al. 2009). Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass die Spezies F. graminearum sensu stricto, welche im Mittelpunkt dieser
Arbeit stand, unter all den Spezies innerhalb des FGSC weltweit die bedeutendste FHB verursachende

Spezies darstellt.

2.2.2 Lebenszyklus und  Wirtspflanzenspektrum von F.
graminearum

F. graminearum wird primar mit der Infektion von agronomisch bedeutenden Monokotyledonen wie
Weizen, Gerste, Mais und Reis in Verbindung gebracht, aber es zdhlen auch andere ein- und
mehrjahrige mono- und dikotyle Pflanzen zum Wirtpflanzenkreis (Kim et al. 2018; Leslie and Summerell
2006; Nyvall et al. 1999; Logrieco et al. 2002; Stack 2003; Atanasoff 1920). Aus forschungstechnischer
Sicht ist es erwahnenswert, dass F. graminearum auch die Modellpflanze Arabidopsis thaliana unter
Laborbedingungen zu infizieren vermag (Urban et al. 2002; Skadsen and Hohn 2004).
Bei F. graminearum handelt es sich bei um ein nekrotrophes Pathogen, welches saprophytisch auf
Pflanzen- bzw. Ernterlickstdnden bis zu drei Jahre lang tiberdauern kann (Dill-Macky 2008; Pereyra et
al. 2004). Die auf derartigen Ernterlickstdnden gebildeten asexuellen Makrokonidien und sexuellen
Askosporen stellen das Inokulum fiir die nachste Infektion mit F. graminearum dar (Abb. 1).
Askosporen gelten als Uberdauerungsform und werden zudem als die primare Quelle einer Infektion
betrachtet. Sie werden in Abhdngigkeit von der Temperatur und der relativen Luftfeuchtigkeit aus
schwarzen, kolbenformigen Perithezien freigesetzt und mit Hilfe des Windes verbreitet (Trail and
Common 2000; Trail et al. 2005). Daneben werden die drei- bis siebenzelligen, bananenférmigen
Makrokonidien in schleimigen, orangefarbigen Sporodochien in Abhangigkeit von Temperatur und
relativer Luftfeuchtigkeit gebildet und iberwiegend durch Regenspritzer verbreitet (Doohan et al.
2003; Xu 2003; Rossi et al. 2002). Eine Infektion der Ahre erfolgt wahrend der Anthese bei einem BBCH
Code von 65. Nach erfolgreicher Keimung der Sporen kolonisieren die Hyphen zunachst die duReren
Blitchenoberflachen. Durch die Ausbildung von Infektionshyphen, Infektionskissen oder gelappten

Appressorien erfolgt anschlieRend die Penetration der Epidermiszellen (Bushnell et al. 2003; Boenisch
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and Schafer 2011; Kang and Buchenauer 2000). Zunachst durchwachsen die Hyphen asymptomatisch
das lebende Wirtsgewebe, verursachen aber schlieBlich nach zwei bis drei Tagen Nekrosen (Kazan et
al. 2012). Interessanterweise hdngt es von der Wirtspflanze ab, ob F. graminearum, wie im Fall von
Weizen, sich von einem Ahrchen zum nachsten ausbreiten kann. Im Fall von Gerste ist dies z. B. nicht
moglich, was die Gerste aus diesem Grund widerstandsfahiger gegeniiber einer Infektion mit F.
graminearum macht. Dieser Vorgang ist abhadngig von Trichothecenen wie z.B. Deoxynivalenol (DON),
deren Produktion unter anderem durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Polyamine und/ oder
niedrigen pH-Wert ausgel6st wird (Jansen et al. 2005; Kazan et al. 2012; Walter et al. 2010).
Programmierter Zelltod sowie die Produktion von Wasserstoffperoxid sind die Folgen (Desmond et al.
2008; Feinberg and McLaughlin 1989). Die Hyphen penetrieren schlieRlich das Xylem, die Kolonisierung
weitet sich durch das Parenchym bis zum Chlorenchym hin aus, und 16 bis 18 Tagen nach der Infektion
fillen die Hyphen die Hohlrdaume der Stomata und die Bildung von Perithezien wird initiiert. Diese

Perithezien Gberdauern auf den Ernterlickstanden, reifen und generieren das Inokulum fiir die nachste

Makrokonidien (Sporodochien)

werden durch Regenspritzer verbreitet

Saison.

Askosporen werden aus
reifen Fruchtkérpern /5
(Perithezien) ) 7/ 3 g
ausgeschleudert und f [ ¢/
durch den Wind verbreitet

Infizierte Ahren mit partieller
Taubahrigkeit bilden

Kimmerkorner

{ i \ /;l A\

(1)
; i

- -y

Maisstangel mit Perithezien (schwarze Fruchtkorper) und
Sporodochien (orange Sporenmassen)

Abbildung 1: Schema des Lebenszyklus von Fusarium graminearum.
Quelle: www.agroscope.admin.ch.

Betrachtet man die Symptomatik von FHB auf Weizendahren makroskopisch, so sind die ersten
Symptome nach drei bis vier Tagen unter infektionsférdernden Bedingungen, in Form von 2-3 mm
schmalen braunen Flecken auf den Spelzen zu beobachten. Diese breiten sich dann zunehmend in alle
Richtungen aus (Bushnell et al. 2003; Goswami and Kistler 2004). Mit voranschreitender Infektion stirbt
das Ahrchen schlieBlich ab, vertrocknet und bleicht aus. Die Infektion breitet sich in die Spindel und
die benachbarten Ahrchen aus, wodurch es oftmals zum kompletten Absterben des oberen Teils der

Ahre kommt. Letzteres geschieht aufgrund der Tatsache, dass die voranschreitende Infektion die
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Wasser- und Nahrstoffversorgung in die oberen Teile der Ahre unterbricht. Auf diese Art und Weise
entsteht das fiir eine Infektion mit F. graminearum so typische Symptombild der partiellen
Weilahrigkeit. Je nach Wetterbedingungen kann flaumiges, pink bis rotes Myzel aus den Spelzen
heraustreten (Parry et al. 1995; Atanasoff 1920). Zu spateren Infektionszeitpunkten konnen schlieflich

Sporodochien oder Perithezien sichtbar werden (Bushnell et al. 2003).

2.2.3 Die Produktion pilzlicher Sekunddrmetabolite durch F.
graminearum

Neben den Uberlebensnotwendigen Primarmetaboliten wie z.B. Kohlenhydraten, Lipiden und
Aminosduren produzieren Pilze auch die sogenannten Sekundarmetabolite. Diese sind oftmals
charakteristisch fiir bestimmte Arten bzw. Gattungen und werden zudem oft nur wahrend bestimmter
Entwicklungsstadien, in bestimmten Gewebetypen oder unter bestimmten Umweltbedingungen
synthetisiert (Watson et al. 1999; Collemare et al. 2008; Tominaga et al. 2006; Nutzmann et al. 2011).
Mehr als die Hdlfte der zwischen 1993 und 2001 isolierten und charakterisierten 1500
Sekundarmetabolite weisen antibakterielle, antifungale oder antitumorale Aktivitat auf (Pelaez 2004).
Eine Klassifizierung der Sekundarmetabolite kann u. a. nach den fiir ihre Biosynthese bendtigten
Enzymklassen erfolgen, in welchem Fall die Polyketide die groRte Klasse an Sekundarmetaboliten
darstellen. Polyketidsynthasen (PKS) ahneln den eukaryotischen Fettsduresynthetasen und bestehen
aus mehreren unterschiedlichen Doméanen. Die Diversitat der pilzlichen Polyketidstrukturen hangt
nicht ausschlieBlich von den unterschiedlichen PKS, sondern zusatzlich von den vielen sich daran
anschlieRenden Syntheseschritten ab. Zum Beispiel werden im Falle der Sterigmatocystinsynthese
zusatzlich zur PKS finf Monooxygenasen, vier Dehydrogenasen, eine Esterase, eine O-
Methyltransferase, eine Reduktase und eine Oxidase benotigt. Neben den Polyketiden gibt es die
Klassen der nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPSs), der Terpene (TPS) und der Indolalkaloide
(DMATS).
Bei den sogenannten NRPS handelt es sich um modular aufgebaute Enzyme, die ebenfalls aus
mehreren Domanen bestehen (Keller et al. 2005). Die erste identifizierte pilzliche NRPS katalysiert den
ersten Schritt in der Biosynthese des B-Lactam Antibiotikums Penicillin (Smith et al. 1990). Terpene,
wie z.B. die Trichothecene bestehen aus mehreren Isopren-Einheiten. Das entscheidende Enzym bei
der Terpen Synthese stellen die Terpensynthasen dar. Die Terpene umfassen die Monoterpene, die
Sesquiterpene, die Diterpene und die Carotinoide. Interessant ist, dass F. graminearum Uber keine
DMATS verfligt (Sieber et al. 2014; Niehaus et al. 2016).
Gene, die fir ein bestimmtes Sekundarmetabolit kodieren, befinden sich oftmals in enger raumlicher
N&he zueinander, was als sogenanntes Clustern bezeichnet wird (Keller et al. 2005; Brown et al. 1996).

Pilzliche Sekundarmetabolitgencluster (SMC) sind oftmals Spezies spezifisch (Cary and Ehrlich 2006;
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Khaldi et al. 2008; Proctor et al. 2009). F. graminearum verfiigt Gber 69 SMC (Sieber et al. 2014; King
et al. 2015). Einige dieser sekundaren Stoffwechselprodukte, wie die zu den Sesquiterpen-
Verbindungen gehérenden Typ-B-Trichothecene, werden aufgrund ihrer toxischen Wirkung gegeniiber
anderen Organismen auch als Mykotoxine bezeichnet. Typ-B-Trichothecene wie Nivalenol (NIV),
Deoxynivalenol (DON) und deren Derivate (4-ANIV, 4,15-diANIV, 3-ADON, 15-ADON, 3,15-diADON)
sind entweder am C-3-, C-4- oder am C-15-Atom acetyliert, weshalb bei Isolaten von F. graminearum
zwischen den NIV, 3-ADON und 15-ADON Chemotypen unterschieden wird (Alexander et al. 2011). Die
Gene, welche fir die unterschiedliche Synthese dieser Verbindungen codieren, befinden sich zum
groBten Teil in dem sogenannten Tri-Gen-Cluster (Kimura et al. 2007; Proctor et al. 2009), wobei es
Mutationen in bestimmten Tri-Genen sind, welche die unterschiedlichen Chemotypen festlegen (Abb.
2). Mutationen in den beiden Tri-Genen 7 und 13 sind charakteristisch fir und bedingen die DON- und
NIV-Chemotypen (Lee et al. 2002). Demgegeniiber sind Mutationen im Tri8 Gen fir die Differenzierung
zwischen den 3-ADON- und 15-ADON-Chemotypen relevant (Alexander et al. 2011).

TRI8 @ TRI TRI3 TRI4 TRI6 TRI5 a2 TRI104 TRI9g TRI11 @ TRI12 TRI13 g TRI14
Tri8 C-3 deacetylation Tri6 transcription factor Tri11  C-15 oxygenation
Tri7 C-4 acetylation Tri5 trichodiene synthase Tri172  MFS transporter
Tri3 C-15 acetylation Tri10  regulatory gene Tri13  C-4 oxygenation
Tri4 C-2 oxygenation Tri9 unknown function Tri14  unknown function

Abbildung 2: Schema des Trichothecenen Genclusters.
Quelle: Rubella et al., 2004, verdndert.

Wahrend in Nordamerika tiber einen groflen Zeitraum hinweg der 15-ADON Chemotyp dominierte,
zeigte sich in Asien eine andere Chemotypenverteilung. Eine Studie mit 50 verschiedenen japanischen
F. graminearum lsolaten belegte, dass 70 % dem 3-ADON Chemotyp und die verbleibenden 30 % dem
15-ADON Chemotyp angehorten (Bridges and Gladfelter 2014; Ward et al. 2008; Suga et al. 2008). In
europadischen Feldisolaten wurden dagegen alle drei Chemotypen gefunden, wobei der 15-ADON
Chemotyp dominierte. Wahrend in Deutschland kaum Isolate mit dem NIV Chemotyp isoliert werden
konnten, wiesen in England 25 % der Isolate diesen Chemotyp auf (Talas et al. 2011; Jennings et al.

2004).

Neben der Produktion von Typ-B-Trichothecenen spielt im Zusammenhang mit F. graminearum auch
die Produktion des Mykotoxins Zearalenon eine wichtige Rolle. Dabei handelt es sich um ein Polyketid,
welches 6strogene Wirkung zeigt und somit einen negativen Einfluss auf die Reproduktion von
Menschen und Tieren hat (Bennett and Klich 2003; Diekman and Green 1992; Ahamed et al. 2001;
Prelusky et al. 1990; Mirocha et al. 1981; O’Donnell et al. 2018). Interessanterweise erhoht sich im

Organismus die ostrogene Wirkung des Polyketids Zearalenon nochmals, indem Zearalenon zu
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Zearalenon-Derivaten mit noch starkerer 6strogener Wirkung reduziert wird (Ueno 1985). Im Vergleich
zu Zearalenon verfiigen die Typ-B-Trichothecene jedoch tiber eine hohere akute Toxizitdt (Foroud and
Eudes 2009; Pestka and Smolinski 2005). Bei dem Polyketid Fusarin C handelt es sich neben Zearalenon
um ein weiteres Mykotoxin mit 6strogener Wirkung, wobei die Toxizitat vergleichbar mit der von
Zearalenon ist (Abb. 3). Die fur die Synthese von Fusarin C in F. graminearum relevanten neun Gene
sind zusammen in einem Cluster angeordnet (Brown et al. 2012a; Niehaus et al. 2013). Von zentraler
Bedeutung ist hierbei die PKS FgFus1 mit fusioniertem NRPS-Modul (Song et al. 2004; Gaffoor et al.
2005; Rees et al. 2007). Der helix-loop-helix APSES (Asm-1, Phdl, StuA, Efgl und Sok2)
Transkriptionsfaktor StuA ist dagegen in die Synthese von Fusarin C involviert (Rath et al. 2020).
Weiterhin beeinflusst der Velvet-Komplex die Biosynthese von Fusarin C (Jackson et al. 1989; Jackson
and Freer 1991; Jackson and Lanser 1993; Wiemann et al. 2010). Ebenso beeinflusst dieser Komplex
die Biosynthese der Tri-Gene des Trichothecenen-Clusters und die eines weiteren Mykotoxins namens
Aurofusarin (Merhej et al. 2012). Bei Aurofusarin handelt es sich um ein Naphthochinon, welches in
mit Fusarium infizierten Weizendahren nachgewiesen werden konnte und nach Einlagerung in die
Zellwand fir die typische rote Pigmentierung von F. graminearum verantwortlich ist (Kotik and
Trufanova 1998; Malz et al. 2005). Deletionsmutanten der Histidinkinase FgOs1, einer Komponente
der osmoregulatorischen MAPK-Kaskade, produzieren weniger von diesem roten Pigment (Ochiai et
al. 2007). Hauptverantwortlich fiir die Biosynthese von Aurofusarin sind allerdings 11 Gene, welche in
Form eines Clusters angeordnet sind. Die Enzyme, die von diesem Cluster codiert werden,
synthetisieren in einem flinf-stufigen Prozess zuerst das Zwischenprodukt Rubrofusarin und schlief8lich

das Polyketid Aurofusarin (Malz et al. 2005; Kim et al. 2005; Frandsen et al. 2006; Kim et al. 2006).
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3-ADON 15-ADON Nivalenol Zearalenon

/ ~

FusarinC Aurofusarin

Abbildung 3: Chemische Struktur von 3-ADON, 15-ADON, Nivalenol, Zearalenon, Fusarin C und Aurofusarin.
Quelle: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.

Naphthochinone wie Aurofusarin sind zytotoxisch gegeniiber bakteriellen, pilzlichen, viralen,
pflanzlichen, humanen und tierischen Zellkulturen, verfligen zudem aber auch Uber
entziindungshemmende und antipyretische Eigenschaften (Babula et al. 2009; Medentsev et al. 1990;
Medentsev and Akimenko 1998; Jarolim et al. 2018). Die Toxizitdt wurde auch an Gefligel
nachgewiesen, bei denen Aurofusarin die Konzentrationen von Vitamin A, Vitamin E und von
Carotinoiden reduziert und so die Anfalligkeit von Lipiden gegeniiber dem oxidativen Abbau erhoht
(Dvorska et al. 2001, 2002). Zudem konnte gezeigt werden, dass Aurofusarin in Pilzen der
Pezizomycotina zur Abwehr von Fressfeinden dient und dass diese die Produktion von Aurofusarin
sogar stimulieren (Xu et al. 2019b). Eine Studie an Trichoderma reesei unterstitzt diese Beobachtung
(Atanasova et al. 2013). Wahrend die Produktion von Aurofusarin mit dem vegetativen Wachstum und
der Sporenproduktion negativ korreliert, scheint Aurofusarin dagegen keinen Einfluss auf die Virulenz
zu haben (Kim et al. 2005; Kim et al. 2006). Hinter der komplexen Regulierung der
Aurofusarinbiosynthese stehen mindestens drei Transkriptionsfaktoren, welche sich alle innerhalb des
Clusters befinden (aurR1, aurR2 und aurl) (Malz et al. 2005; Frandsen et al. 2006; Kim et al. 2006). Aber
auch der Homoobox-Transkriptionsfaktor FgHtfl, dessen Gen nicht im Cluster liegt, reguliert neben
zahlreichen Genen fir die Sporenproduktion und die Chitinsynthese, auch Gene fiir die
Aurofusarinbiosynthese (Fan et al. 2020). Der Transkriptionsfaktor FgAceA, welcher in die
Kupferentgiftung involviert ist, reguliert die Aurofusarinbiosynthese dagegen negativ. Die Expression
von sechs Genen des Aurofusarinclusters ist in Deletionsmutanten dieses Transkriptionsfaktors erhoht,

ein Effekt, der durch Zugabe von Kupfer sogar noch gesteigert wird. Interessanterweise senkt die
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Zugabe von Kupfer in den Mutanten die Produktion des Typ-B-Trichothecens Deoxynivalenol (Liu et al.
2020), so dass man eine Beziehung zwischen der Produktion von Aurofusarin, Trichothecenen und
Zearalenon postulieren kann (Cambaza 2018). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass
Pks12 Deletionsmutanten von F. graminearum, welche kein Aurofusarin bilden, dagegen in der Lage
sind, mehr Zearalenon zu produzieren (Malz et al. 2005; Lysge et al. 2006). Beide Studien gehen davon
aus, dass das Unvermogen Aurofusarin zu produzieren indirekt dazu flihren koénnte, dass die
Polyketidvorstufen wie acetyl- und malonyl-CoA in die Synthese anderer Polyketide umgeleitet werden
(Malz et al. 2005; Lysge et al. 2006). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Histon-H3-Lysin-4-
Methylierung (H3K4Me) sowohl fiir die Expression der Gene der Deoxynivalenol- als auch fiir die der
Aurofusarinbiosynthese wichtig ist (Liu et al. 2015b). Auch die beiden Gene FgWc1 und FgWc2, welche
den sogenannten ,white-collar” Komplex bilden und ein Schliisselelement in dem lichtabhangigen
Reaktionsweg darstellen, beeinflussen die Biosynthese von Trichothecenen und Aurofusarin. In FgWc-
Deletionsmutanten ist die lichtunabhdngige Biosynthese der beiden genannten Mykotoxine

herunterreguliert (Kim et al. 2014).

2.2.4Durch FHB hervorgerufene Schiden und potenzielle
Gegenmallinahmen

F. graminearum zahlt zu den 6konomisch und wissenschaftlich relevantesten Pflanzenpathogen
weltweit und belegt damit Platz vier innerhalb der Top 10 der pilzlichen Pflanzenpathogene (Dean et
al. 2012). Fusarium-Populationen unterliegen einer starken Dynamik, welche durch verschiedene
Umweltbedingungen sowie verschiedene Parameter in der agrarischen Praxis beeinflusst wird.
Mittlerweile ist z.B. nicht mehr F. culmorum, sondern F. graminearum die bedeutendste FHB
verursachende Spezies in den Niederlanden (Waalwijk et al. 2003), dem Vereinigten Konigreich
(Jennings et al. 2004) und in Nordeuropa (Yli-Mattila et al. 2009). Aufgrund des gestiegenen
Maisanbaus in Nordamerika dominiert nun dort vor allem der NIV-Chemotyp (Carter et al. 2002). Allein
zwischen 1991 und 1997 betrugen die durch FHB verursachten Verluste fiir Weizenerzeuger in den
USA 1,3 Milliarden US Dollar (Johnson et al. 1998). Innerhalb des gleichen Zeitraums betrugen die
Verluste der Gerstenerzeuger in den Staaten des Mittleren Westens der USA 200 Millionen US Dollar
(Nganje and Johnson 2003). Und auch in den Jahren danach, von 1998 bis 2000, wurden die durch FHB
verursachten Verluste der US-amerikanischen Weizen- und Gerstenerzeuger auf 871 Millionen US
Dollar geschatzt (Nganje et al. 2004). In Jahren mit besonders starkem Befall wie z.B. 2003, fiihrte FHB
in den Siidstaaten der USA sogar zu Ertragsverlusten von 30-50 % (Cowger and Sutton 2005). In China
betrugen die Verluste durch FHB fiir den Zeitraum von 1950 bis 1990 ebenfalls bis zu 40 % (Wang
1997). Aligemein werden die jahrlichen Ertragsverluste durch FHB in China auf eine Millionen Tonnen

geschétzt, ein Wert, der sich in Befall starken Jahren auf 2,5 Millionen Tonnen erhéhen kann (Bai and
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Shaner 2004; Dubin and Ruckenbauer 1997). Und auch in Deutschland fiihrten eine kiihl-feuchte
Witterung zum Zeitpunkt der Bliite in den Jahren 1981, 1987, 1991, 1992 und 1998 zu einem starken
Auftreten von FHB (Fehrmann and Ahrens 1984; Obst et al. 1990; Muller et al. 1997; Matthies and
Buchenauer 2000).

Die Schaden, die durch FHB verursacht werden, sind mannigfaltig. Neben den quantitativen
Ertragsverlusten, welche sich auf die Anzahl, die GroRe und das Gewicht des Korns beziehen, sind es
vor allem die qualitativen Ertragsverluste, die Schdaden hervorrufen (McMullen et al. 1997). So kann
eine verringerte Kornqualitat in den weiterfiihrenden Produktionszweigen, z.B. in der Backindustrie,
zu Problemen flihren (Boyacioglu and Hettiarachchy 1995; Nightingale et al. 1999; Wang et al. 2005).
Bedeutsamer ist allerdings die bereits erwahnte Gefahr, welche von Mykotoxinen ausgeht. Um sowohl
die Ertragsverluste als auch die Kontamination mit Mykotoxinen durch F. graminearum auf ein
Minimum zu reduzieren, stehen der Landwirtschaft verschiedene MalBBnahmen zur Verfligung
(Blandino et al. 2012; Salgado et al. 2012; Willyerd et al. 2012). Die Gestaltung der Fruchtfolge und die
wendende Bodenbearbeitung stellen hierbei sehr wichtige MaBnahmen zur Bekdmpfung dar (Beyer et
al. 2006; Dill-Macky and Jones 2000; Pereyra et al. 2004; Pereyra and Dill-Macky 2008; Champeil et al.
2004; Chandelier et al. 2011; Blandino et al. 2010; Koch et al. 2006; Yi et al. 2001). Ebenso von
Bedeutung ist der Anbau quantitativ resistenter Sorten, wobei die Resistenz sowohl durch passive
Faktoren (morphologische Faktoren), als auch durch aktive physiologische Mechanismen vermittelt
werden kann (Koch et al. 2006; Schaafsma et al. 2001). Die Quellen der Resistenzziichtung sind alte
chinesische, japanische und stdamerikanische Sommerweizensorten sowie zentral europdische
Winterweizensorten (Bai and Shaner 2004; Snijders 1990; Wan et al. 1997). In Zukunft kénnte vielleicht
auch eine biologische Option zur FHB-Kontrolle zur Verfligung stehen, denn es konnten einige
Bakterien und Pilze von Weizen und Mais isoliert werden, welche in der Lage sind, das Aufkommen
von FHB im Feld zu reduzieren. Ein Pseudomonasstamm wies in diesem Zusammenhang in ersten Tests
eine mehr als 60 %ige Effizienz bzgl. der Reduzierung der Symptomentwicklung von FHB unter
Feldbedingungen auf (Schisler et al. 2006). Andere Pseudomonasstimme fiihrten zu einer 74 — 78
%igen Reduktion der Trichothecengehalte (Khan and Doohan 2009). Aufgrund der allerdings immer
noch relativ niedrigen Wirkungsgrade der bisher genannten MaBnahmen, ist der Einsatz von
Fungiziden zur Bekampfung von FHB nach wie vor von entscheidender Bedeutung (Gilbert and Tekauz
2000).

Da aber beispielsweise Strobilurin- und Amin-Fungizide in der Bekampfung von F. graminearum
ineffektiv sind und zudem die Anwendung von Strobilurinen zu erhéhten Mykotoxingehalten fiihren
kann, kommt den DMI-Fungiziden eine herausragende Bedeutung zu (Dubos et al. 2011; Liu et al.
2011a; Eiblmeier and von Gleissenthall 2007; Magan et al. 2002; Simpson et al. 2001). Zahlreiche

Feldstudien belegten die gute Wirksamkeit der kombinierten Anwendung der beiden DMI-Fungizide
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Tebuconazol und Prothioconazol (Mesterhazy et al. 2003; Paul et al. 2008). Metconazol schien
unterdessen die Mykotoxinkontamination am zu starksten zu reduzieren (Paul et al. 2008). Neben den
DMI-Fungiziden kommen insbesondere in China Benzimidazol-Fungizide (BMC-Fungizide) zur FHB-
Bekdmpfung zum Einsatz (Jones 2000; Yin et al. 2009). Beunruhigender Weise mehren sich die
Meldungen von Feldisolaten, welche Toleranzen gegentiber DMI- und/oder MBC-Fungiziden zeigen
(Klix et al. 2007; Chen and Zhou 2009; Chen et al. 2021; Chen et al. 2019; Yi et al. 2022). Zudem besteht
der Verdacht, dass die Verwendung von DMI-Fungiziden zu erhéhten DON-Gehalten fiihren kdnnte
(Ramirez et al. 2004). Obwohl es sich bei den DMI-Fungiziden um systemische Fungizide handelt,
werden die Triazole nicht in ausreichender Menge von den Blattern in die Ahren transportiert. Aus
diesem Grund erfolgt die bestmogliche Behandlung zum Zeitpunkt der Bliite, 2-3 Tage vor einer
moglichen Infektion durch F. graminearum (Mesterhazy et al. 2003; Pirgozliev et al. 2003; Edwards and

Godley 2010).

2.3 Die  Wirkungsweise von  Azol-Fungiziden und
Mechanismen der Azol-Resistenzentwicklung

2.3.1 Azol-Fungizide und deren Wirkungsmechanismus auf die
Sterolbiosynthese in pilzlichen Membranen

Interessanterweise unterscheiden sich einzelne Schritte der Sterolbiosynthese in Pflanzen, Tieren und
Pilzen voneinander. In Pilzen wird Lanosterol in mehreren Schritten iber Zymosterol, Fecosterol und
Episterol zu Ergosterol umgewandelt (Abb. 4). Sterolbiosyntheseinhibitoren (SBI), wie die Azol-
Fungizide unterbinden die fir die pilzliche Zellmembran unersetzliche Synthese von Ergosterol und
sind demzufolge insbesondere fiir die Bekampfung der meisten Asco- und Basidiomyceten geeignet
(Poehling and Verreet 2013). Sie bewirken durch die Inhibition der Sterol 14a-Demethylase die
Demethylierung an Position C14 von Lanosterol bzw. 24-Methylendihydrolanosterol (Borner 2009).
Die Demethylierung an Position C14 wird durch einen Cytochrom P450 Enzymkomplex katalysiert.
Dazu bildet das Eisen im Ham-Teil des Enzyms eine Sauerstoffbriicke zum Lanosterol aus. Die
Sauerstoffbriicke kann durch eine Stickstoffbriicke zum Azolring der Azol-Fungizide ersetzt werden.
Dadurch wird Lanosterol aus der Bindungstasche verdrangt. Verschiedene Azol-Fungizide passen
unterschiedlich gut in diese Enzymtasche. Die Sterol 14-o. Demethylase wird durch das Gen ERG11
codiert, welches in filamentdsen Pilzen als Cyp51 bezeichnet wird (Balding et al. 2008; Poehling and
Verreet 2013). Fungizide, die an dieser Stelle angreifen, werden als DMI-Fungizide bezeichnet (De-
Methylierungs-Inhibitors). Mit einem Marktanteil von circa 30 % kommt den DMI-Fungiziden eine der

bedeutendsten Rollen in der Bekdmpfung pilzlicher Schaderreger zu.

18



Durch die mangelnde Ergosterolproduktion, sowie die Akkumulation teils toxischer Intermediate
werden die Synthese der Membranlipide und somit die Funktion der Membran gestort (Sanglard et al.
2003; Kelly et al. 1995; Pinjon et al. 2003; Chau et al. 2005; Sanglard et al. 2009). So kann der Einbau
von 14a-Methylergosta-8,24(28)-dien-3[3,6a-diol, eines der toxischen Intermediate, die Fluiditat der
pilzlichen Membran erhéhen (Abe et al. 2009). Weitere Folgeeffekte betreffen u.a. die Synthese von
Fettsduren und die der Phospholipide (Sanglard et al. 2009). Neben der Wirkstoffgruppe der Triazole
gehoren die Triazolinthione, die Pyrimidine, die Pyridine, die Piperazine und die Imidazole zu den DMI-
Fungiziden (Borner 2009). Die fungizide Wirkung der Triazole wurde von K.H. Buechel entdeckt
(Buechel et al. 1975). 1976 erhielt Triadimefon als erstes Triazol-Fungizid die Zulassung. Die
Hauptstruktur fast aller Triazole besteht aus einem 1,2,4-Triazol mit einem Substituenten an Position
1. Lediglich Prothioconazol weicht durch ein Schwefelatom in Position 2 von diesem Aufbau ab.
Triazole werden (iber die Blatter und den Spross aufgenommen und systemisch innerhalb der Pflanze
verteilt. Die Translokation erfolgt im Apoplasten und akropetal tiber das Xylem. Triazole wirken sowohl

protektiv als auch kurativ und haben ein breites Wirkungsspektrum (Bérner 2009).
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Acetyl-CoA
V Acetoacetyl-CoA thiolase ERG710 FGSG_09321 FGSG_05087
Acetoacetyl-CoA synthase
VYHMG CoA synthase ERG13 FGSG_09266
HMG CoA
VHMG CoA reductase HMG1 FGSG_09197
Mevalonic acid
V¥Mevalonate kinase ERG712 FGSG_05912
Mevalonate-5-phosphate
V¥Phosphomevalonate kinase ERG8 FGSG_09764
Mevalonate-5-pyrophosphate
V¥ Mevalonate pyrophosphate decarboxylase ERG19 FGSG_10424
Isopentenyl pyrophosphate
Visopentenyl pyrophosphate isomerase ID/1 FGSG_09722
Dimethylallyl pyrophosphate
V Geranyl pyrophosphate synthase ERG20 FGSG_06784
Geranyl pyrophosphate
VFarnesyl pyrophosphate synthase ERG20 FGSG_06784
Farnesyl pyrophosphate
V¥ Squalene synthase ERG9 FGSG_09381
Squalene
V¥ Squalene epoxidase ERG1 FGSG_06215
Squalene epoxide
V¥Lanosterol synthase ERG7 FGSG_05950
Lanosterol
Azoles _l y,Sterol 14-a demethylase ERG11 FGSG_04092 FGSG_01000 FGSG_11024
4,4-dimethylcholesta-8,14,24-trienol
V¥ Sterol C-14 reductase ERG24 FGSG_06606 FGSG_02346 ERG25 ERG27 ERG26

4,4-dimethylcholesta
iSterol C-4 methyl oxidase ERG25 FGSG_09830

Sterol 14-a demethylase

Sterol C-3 dehydrogenase ERG26 FGSG_01203 14a-methyl fecosterol

Sterol 3-keto sterol reductase ERG27 FGSG_13956
Sterol C-5 desaturase

Zymosterol
¥ Sterol C-24 methyitransferase ERG6 FGSG_05740 FGSG_02783 ERG3
Fecosterol ERG3 mutation
V Sterol C-8 isomerase ERG2 FGSG_07315
Episterol 14a-mtherrgosta-§,
24(28)-dien-3B,6a-diol
¥V Sterol C-5 desaturase ERG3 FGSG_02502 FGSG_04994
Ergosta-5,27,24(28)-trienol @

V¥ Sterol C-22 desaturase ERG5 FGSG_01959 FGSG_03686
Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol

¥V Sterol C-24 reductase ERG24 FGSG_10003
Ergosterol

Abbildung 4: Schema der Ergosterolbiosynthese.

Die chemische Verbindung ist in schwarz, das synthetisierende Enzym in blau, das codierende Gen in griin und
die Fusarium graminearum-Gennummer in violett dargestellt. Quellen: Liu et al., 2019; Chau et al., 2005; Mastel
et al. 2010, verandert.

2.3.2 Mechanismen der Resistenzentwicklung gegen Azol-
Fungizide

In den meisten Fallen erfolgt die Resistenzentwicklung gegeniiber Azol-Fungiziden (Triazole +

Imidazole) liber einen langeren Zeitraum hinweg und wird zumeist polygenisch vererbt. Die ersten

Isolate mit einer reduzierten Sensitivitat gegenliber Azol-Fungiziden wurden sieben Jahre nach deren

erster Anwendung entdeckt. Isolate, welche diese sogenannte Form der quantitativen Resistenz

entwickelt haben, tolerieren im Vergleich zum Rest der Population deutlich hdhere
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Fungizidkonzentrationen. Im Gegensatz zu einer qualitativen Resistenz, bei der selbst sehr hohe
Fungizidkonzentrationen keine Wirkung mehr zeigen, kénnen tolerante Isolate, welche eine
guantitative Resistenz aufweisen, hinreichend mit sehr hohen Fungizidkonzentrationen bekampft
werden (Deising et al. 2008). Durch das Ergreifen entsprechender GegenmaRRnahmen (siehe 2.2.4)
kann diesem Vorgang entgegengewirkt werden. Nach Informationen des Fungicide Resistance Action
Committe (FRAC) unterliegen die Wirkstoffe der SBI-I Klasse einem mittleren Resistenzrisiko. Zudem
sind Kreuzresistenzen innerhalb dieser Klasse moglich (Bérner 2009). Studien belegen, dass
Feldpopulationen unterschiedlicher pflanzenpathogener Pilze quantitative Resistenzen gegentiber
DMI-Fungiziden ausgebildet haben. Diesen Resistenzen liegen unterschiedliche Mechanismen
zugrunde, welche haufig in Kombination auftreten (Hollomon 1993; Yin et al. 2009; Klix et al. 2006;
Becher and Wirsel 2012; Lucas et al. 2015).

2.3.2.1 Der Einfluss von Veranderungen am Angriffspunkt auf die Resistenz gegeniiber
Azol-Fungiziden
Weit verbreitet und gut studiert sind im Zusammenhang mit Azol-Fungizidresistenz Veranderungen am

Angriffspunkt der DMI-Fungizide, dem CYP51 Protein. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass
einige pflanzenpathogene Pilze der Gruppe der Pezizomycotina (iber zwei bzw. drei CYP51 Gene
verflgen. F. graminearum weist die drei paralogen Gene CYP51A, CYP51B und CYP51C auf (Becher et
al. 2011; Becher and Wirsel 2012). Sowohl fiir CYP51A als auch fiir CYP51C konnte gezeigt werden, dass
das Fehlen des jeweiligen Genproduktes die Sensitivitat gegentiber DMI-Fungiziden erhohte (Liu et al.
2011b). In Feldpopulationen spielen vor allem Punktmutationen im offenen Leserahmen (,open
reading frame”“, ORF) bzw. im codierenden Bereich der CYP51 Gene eine entscheidende Rolle fiir die
Auspragung der Azol-Toleranz (Becher and Wirsel 2012; Hollomon 1993; Cools et al. 2013; Leroux et
al. 2007). Derartige Punktmutationen im CYP51 Gen wurden sowohl in den Humanpathogen Candida
albicans und Aspergillus fumigatus (White 1997; Sanglard et al. 1998; Morio et al. 2010; Warrilow et
al. 2012; Bellamine et al. 2004; Mellado et al. 2007), als auch in Pflanzenpathogenen wie z.B. Blumeria
graminis, Zymoseptoria tritici, Penicillium digitatum, Pyrenopeziza brassicae, Ustilago maydis und
Venturia inaequalis identifiziert (Wyand and Brown 2005; Cools et al. 2011; Leroux et al. 2007; Sun et
al. 2011; Carter et al. 2014; Joseph-Horne et al. 1995; Kunz et al. 1997). In Abhéangigkeit von der
Punktmutation im ORF der CYP51 Gene kann dies die Toleranz gegeniber verschiedenen Azol-
Fungiziden in unterschiedlich starkem MalRe beeinflussen (Cools et al. 2013). Weniger spezifisch und
zumeist weniger drastisch hingegen fallt der durch Insertionen, Duplikationen und Substitutionen
hervorgerufene Effekt der Uberexprimierung der CYP51 Gene auf die Toleranz gegeniiber den

verschiedenen DMI-Fungiziden aus (Cools et al. 2013; Kretschmer et al. 2009; Becher and Wirsel 2012;
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Cowen and Steinbach 2008; Selmecki et al. 2006; Mellado et al. 2007; Ghosoph et al. 2007; Schnabel
and Jones 2001; Kontoyiannis et al. 1999).

2.3.2.2 Der Einfluss von Efflux-Transportern auf die Resistenz gegeniiber Azol-Fungiziden

Ein weiterer Resistenzmechanismus besteht darin, die intrazellulare Fungizidkonzentration niedrig zu
halten. Dies kann u.a. durch die Synthese von Fungizid degradierenden Enzymen und/ oder durch
Zellwandmodifikationen, welche die Permeabilitdit der Plasmamembran herabsetzten, erfolgen
(Loffler et al. 2000). Von besonderer Bedeutung sind jedoch Efflux-Transporter, welche den fungiziden
Wirkstoff aus den Zellen sekretieren (Del Sorbo et al. 2000). Efflux-Transporter sind in zahlreichen
zellularen Prozessen involviert und dienen natirlicherweise in Pilzen u. a. fiir den Export pilzlicher
Toxine und aufgenommener toxischer pflanzlicher Substanzen wie Phytoalexinen und
Phytoanticipinen (Snyder and Nicholson 1990; Dixon 2001; Hammerschmidt 1999). Darlber hinaus
belegen Studien zudem den Einfluss von Efflux-Transportern auf die Resistenz gegeniliber Fungiziden
(Del Sorbo et al. 2000; Reimann and Deising 2005; de Waard et al. 2006; Becher et al. 2011; Abou
Ammar et al. 2013; Goffeau 2008; Monk and Goffeau 2008). Von besonderer Bedeutung sind in diesem
Zusammenhang die Plasmamembran lokalisierten ATP-binding cassette (ABC) und die Major facilitator
superfamily (MFS) Transporter. ABC-Transporter nutzen die durch die Hydrolyse von ATP frei gestellte
Energie, um strukturell teils sehr unterschiedliche Substrate tiber die Plasmamembran gegen einen
Konzentrationsgradienten hinweg zu transportieren (Del Sorbo et al. 2000; Oldham et al. 2008; Bouige
et al. 2002; Holland and Blight 1999; Jones et al. 2009; Coleman and Mylonakis 2009). MFS-Transporter
nutzen hingegen die Energie eines Potentialgradienten, um diverse Substrate als Uni-, Sym- und
Antiporter Uber die Plasmamembran hinweg zu transportieren (Del Sorbo et al. 2000; Pao et al. 1998;
Saurin et al. 1999). Beispiele von Efflux-Transportern, welche zu der Toleranz gegeniiber Fungiziden
und antifungalen Substraten beitragen sind von Feld- sowie Laborisolaten u. a. aus Magnaporthe
oryzae, Z. tritici, Botrytis cinerea, Aspergillus nidulans, F. graminearum und P. digitatum bekannt
(Andrade et al. 2000a; Andrade et al. 2000b; de Waard et al. 2006; Del Sorbo et al. 1997; do Nascimento
et al. 2002; Gupta and Chattoo 2008; Nakaune et al. 2002; Stergiopoulos et al. 2003; Zwiers and De
Waard 2000; Zwiers et al. 2002; Omrane et al. 2017; Rupp et al. 2017; Sang et al. 2015; Zhao et al.
2022a; Samaras et al. 2020; Xu et al. 2019a; Abou Ammar et al. 2013; Becher and Wirsel 2012; Leroux
and Walker 2011). Die Fungizidtoleranz wird in diesen Pflanzenpathogen durch erhohte
Transkriptgehalte und translationale Aktivierung spezifischer Efflux-Transporter vermittelt. Ein Beispiel
hierfir stellt das ABC-Transportergen ABC1 aus M. oryzae dar, dessen Transkription sowohl durch das
Phytoalexin Sakuranetin als auch durch Azol-Fungizide induziert wird (Urban et al. 1999). Aatr5 ABC-

Transportermutanten in Z tritici sind sensitiver gegenliber den pflanzlichen Abwehrsubstanzen
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Resorcinol und Resveratrol, wohingegen sich die Aatr Mutanten 1, 2 und 4 als sensitiver gegenliber
Azol-Fungiziden zeigen (Zwiers et al. 2003; Zwiers et al. 2002). Auch das ABC-Transportergen PMR1 aus
P. digitatum beeinflusst die Toleranz gegeniiber Azol-Fungiziden (Nakaune et al. 1998). In F.
graminearum wurde gezeigt, dass die Einzeldeletion der ABC-Transportergene ABC3 und ABC4 zu einer
Erhohung der Sensitivitat gegenliber Azol-Fungiziden fiihrt. In Botrytis cinerea erhéht das MFS-
Transportergen MFS1 die Toleranz gegeniliber den beiden natirlichen toxischen Substraten
Camptothecin und Cercosporin, sowie gegenliber verschiedenen Fungiziden, einschliellich den Azolen
(Hayashi et al. 2003). Diese Beispiele untermalen die Bedeutung pilzlicher Efflux-Transporter fiir die
Resistenz und ggf. Kreuzresistenz gegentiber Fungiziden.

Aus diesen Griinden konnte der Einsatz von Efflux-Transporter-Inhibitoren, in Kombination mit der
Gabe von Fungiziden, einen wertvollen Beitrag in der Bekampfung von Pflanzenpathogen darstellen
(Reimann and Deising 2005). In diesem Zusammenhang sind Phytoalexine, wie die Flavonoide
einschlieRlich Hydroxyflavon von Leguminosen, zu nennen. Diese hydrophoben Substanzen assoziieren
mit der pflanzlichen Kutikula, inhibieren die Aktivitat von Efflux-Transportern und verstarken somit die
Wirkung von Fungiziden (Ruiz et al. 1999; Valkama et al. 2004). Am Beispiel von 4’-Hydroxyflavon
konnte dies im Zusammenhang mit dem Pflanzenpathogen Pyrenophora tritici-repentis gezeigt
werden. Die Applikation von 4’-Hydroxyflavon in Kombination mit Fungiziden verhinderte bei Fungizid-
toleranten P. tritici-repentis Isolaten die Infektion von Weizenblattern (Reimann and Deising 2005).
Um Fungizid-resistente Phanotypen zu bekdampfen, wird besonders in der humanmedizinischen
Forschung an Efflux-Transporter-Inhibitoren geforscht (van Zuylen et al. 2000; Silva et al. 2013; Nim et
al. 2014; Holmes et al. 2012). Weitere Beispiele im Zusammenhang mit der Bekdmpfung von
Pflanzenpathogenen stellen die Anwendungen von Chlorpromazin und Tacrolimus dar. Beide
Substanzen erhohen die Aktivitat von Azol-Fungiziden in B. cinerea durch Inhibition von Efflux-

Transporter-Aktivitat (Hayashi et al. 2003).

2.3.2.3 Der Einfluss von Transkriptionsfaktoren auf die Resistenz gegeniiber Azol-
Fungiziden
Die transkriptionelle Regulation von Efflux-Transportern und CYP51 Proteinen ist fir die Entwicklung

von Azol-Resistenz von groBer Bedeutung. Fiir die Hefen S. cerevisiae, C. albicans und C. glabrata
konnte gezeigt werden, dass es sich bei den beiden paralogen Transkriptionsfaktoren, Upc2 und
Ecm22, um Regulatoren der Ergosterolbiosynthese handelt. Die beiden
Zinkfingertranskriptionsfaktoren aus der Zn,Cyses-Familie regulieren im Zellkern u. a. die Biosynthese
von ERG2, ERG3 und ERG11, indem sie an die Sterol-regulierenden Elemente (SRE) innerhalb deren
Promotoren binden (Sanglard et al. 2009; Vik and Rine 2001). Bei einer Soll-Konzentration von

Ergosterol sind diese beiden Transkriptionsfaktoren jedoch im Cytoplasma lokalisiert, wo sie mittels

23



ihrer Liganden-Bindedomane die Ergosterolkonzentration wahrnehmen. Eine Verminderung der
Ergosterolkonzentration flihrt dazu, dass die beiden Proteine von der Membran in den Zellkern
transportiert werden, wo sie an die Promotoren ihrer Zielgene binden (Marie et al. 2008; Yang et al.
2015). Deletionsmutanten von UPC2 sind deutlich sensitiver gegenliber Azol-Fungiziden und weisen
unter Fungizid-Stress im Vergleich zum Wildtyp reduzierte Ergosterolgehalte auf. Die
Uberexprimierung von UPC2 erhéht die Resistenz gegeniiber Azol-Fungiziden demgegeniiber deutlich
(Silver et al. 2004; MacPherson et al. 2005). Das gleiche gilt, wenn ein Einzelnukleotidaustausch im
UPC2 Gen zum Aminosaureaustausch G648D fiihrt. Diese sogenannte ,Gain of function“-Mutation
(GOF-Mutation) fuhrt in C. albicans zur Hochregulierung von Ergosterolbiosynthesegenen und von
UPC2 selbst (Dunkel et al. 2008). Eine weitere GOF-Mutation wurde im UPC2-Gen von S. cerevisiae
gefunden und in Labormutanten von C. glabrata nachgestellt. Diese GOF-Mutation an Position 898
fihrt in C. glabrata dazu, dass die Zielgene von Upc2°8% unabhingig von einer Fungizidbehandlung,
dauerhaft verstarkt exprimiert werden. RNAseq Experimente zeigten, dass zusatzlich zu den
bekannten Ergosterolbiosynthesegenen auch solche, mit Bedeutung fiir die Translation und weitere
Membranbiosynthesegene, durch Upc2 reguliert werden (Vu et al. 2021). In beiden Fallen verminderte
die GOF-Mutation die Vitalitdit sowie die Virulenz der Isolate (Lohberger et al. 2014).
Interessanterweise zeigte sich, dass sich das regulatorische Netzwerk von Upc2 mit dem des
Transkriptionsfaktors Pdr1 Giberschneidet (Vu et al. 2021). Eine genomweite Lokalisationsstudie zeigte,
dass Upc2 an 202 Promotoren mit dem Motiv 5’VNCGBDTR'3 bindet und je nach Zielgen und
Umgebungsbedingungen sowohl als Aktivator als auch als Repressor fungieren kann. Bei den Zielgenen
handelte es sich in dieser Studie u. a. um 12 Ergosterolbiosynthesgene, um 18 Gene, die fir ribosomale
Proteine kodieren, drei Efflux-Transportergene, vier Transkriptionsfaktorgene und sechs Gene, deren
Genprodukte in den Metabolismus schwefelhaltiger Aminosauren involviert sind. Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass es sich bei Upc2 um einen globalen Regulator der Lipid- und
Membranproteinbiosynthese handelt, der zusatzlich durch die Regulation von Efflux-Transportern die
Toleranz gegeniiber Azol-Fungiziden beeinflusst (Znaidi et al. 2008).

In dem Erreger der Grinfaule an Zitrusfriichten, P. digitatum, fihrt die Einzeldeletion der beiden
Transkriptionsfaktoren SreA und SreB zu reduzierten Ergosterolgehalten, sowie zu einer erhdhten
Sensitivitat gegenliber DMI-Fungiziden. Beide Transkriptionsfaktoren gehoéren zu den sogenannten
,sterol regulatory element binding proteins (SREBPs) welche in den meisten wissenschaftlich
erforschten Pilzen als entscheidende Regulatoren der Sterolbiosynthese bekannt sind. Beide
Transkriptionsfaktoren weisen die, fiir die SREBP Transkriptionsfaktoren bekannte, , helix-loop-helix
leucine zipper” DNA-Bindedomane am N-Terminus auf. Die Deletion dieser Transkriptionsfaktoren in
Prochloraz-toleranten Isolaten erhdhte die Sensitivitat gegenliber Prochloraz. AuBerdem unterblieb

die flr Prochloraz typische induzierte Expression der Gene Cyp51A und Cyp51B. RNAseg-Analysen

24



lassen vermuten, dass die beiden Transkriptionsfaktoren zusatzlich Efflux-Transporter regulieren und
zur allgemeinen Stressantwort beitragen. Hervorzuheben ist, dass das Fehlen der beiden
Transkriptionsfaktoren die Virulenz negativ beeintrachtigt (Liu et al. 2015a; Ruan et al. 2017).
Ahnliches ist auch fiir den Zinkfingertranskriptionsfaktor AtrR aus Aspergillus fumigatus bekannt.
Dieser bindet direkt sowohl an den Promotor von CYP51A, als auch an den des ABC-Transportergenes
CDRB. Die Deletionsmutanten sind im vegetativen Wachstum und hinsichtlich ihrer Virulenz inhibiert
(Hagiwara et al. 2017). Fir F. graminearum konnte dagegen gezeigt werden, dass die
Ergosterolbiosynthese nicht durch SREBP-Orthologe reguliert wird, sondern durch den
Transkriptionsfaktor FgSR. Orthologe dieses Transkriptionsfaktors existieren nur in den Klassen der
Sordariomycetes und der Leotiomycetes. FgSR bildet ein Homodimer und bindet an ein 16 Basenpaar
kurzes cis-Element im Promotor der Zielgene, welches aus zwei konservierten CGAA-Sequenzen
besteht. FgSR wird durch Hogl, phosphoryliert und interagiert dann an den Zielgenen mit dem
Chromatin-Remodelierungskomplex SWI/SNF und erhoht auf diese Art und Weise deren Transkription.
Des Weiteren zeigen Deletionsmutanten von FgSR Wachstumsdefizite sowie eine reduzierte Virulenz.
Letztere wird durch zwei Faktoren verursacht. Zum einen produzieren diese Mutanten weniger des
Mykotoxins Deoxynivalenol (DON, siehe 2.2.3), welches fir die Ausbreitung des Pilzes innerhalb der
Wirtspflanze von Bedeutung ist. Die Transkriptgehalte der fiir die Biosynthese von DON wichtigen
Gene Tril, Tri6 und Tri8 sind in den Mutanten reduziert. Auf der anderen Seite reagieren die AFgSR-
Mutanten sensitiver auf Phytoalexine, welche als Abwehrantwort von Pflanzen auf biotischen Stress
produziert werden. Fiir die Virulenz von F. graminearum ist die Degradierung von Phytoalexinen
allerdings von entscheidender Bedeutung (Liu et al. 2019).

Die Promotoren der beiden ABC-Transportergene CDR1 und CDR2 aus Candida albicans und C.
glabrata weisen flnf typische regulatorische Elemente auf. Fiir die basale Expression ist das ,basal
expression element” (BEE) notwendig, wobei der daran bindende Transkriptionsfaktor noch
unbekannt ist. Im Zusammenhang mit Azol-Resistenz ist das ,,drug-responsive element” (DRE) wichtig,
dass zwei CGG-Triplets enthalt, welche durch Zn,-Cyse-Transkriptionsfaktoren erkannt werden
(Sanglard et al. 2009). Bei Tac1 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, welcher unter Fungizid-
Stress an das DRE-Element von Cdrl und Cdr2 bindet und auf diese Weise die beiden ABC-
Transportergene transkriptionell aktiviert. Die Deletion von TAC1 erhoht die Sensitivitat gegeniiber
Azol-Fungiziden, indem die Ubliche Induktion der beiden genannten ABC-Transporter ausbleibt (Coste
et al. 2004). Aus klinischen Isolaten von C. albicans sind bisher 16 unterschiedliche GOF-Mutationen in
Tacl bekannt, welche zu dessen verstarkter Expression fiihren. Die Mehrheit dieser GOF-Mutationen
befindet sich am C-Terminus in der potenziellen Transkriptions-aktivierenden Domane. Die Einflihrung
dieser Mutationen in Azol-sensitive Isolate fiihrt zur dauerhaften Uberexprimierung von Cdr1 und Cdr2

und ging mit erhohter Azol Toleranz einher (Coste et al. 2004; Coste et al. 2007). Interessanterweise
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hatte keine dieser Mutationen einen signifikanten Einfluss auf die Virulenz von C. albicans (Lohberger
et al. 2014). Unter Anwendung von Expressionsanalysen an Azol-resistenten klinischen Isolaten wurde
schlielRlich herausgefunden, dass neben Tacl selbst, Cdrl und Cdr2, sowie 28 weitere Gene erhdhte-
und 12 Gene erniedrigte Transkriptabundanzen aufwiesen. Chromatin Immunoprazipitation-Chip
(ChIP-Chip) Analysen, mit denen Protein-DNA Interaktionen herausgefunden werden kdnnen,
untermauerten diese Ergebnisse und zeigten, dass Tacl sowohl an seinen eigenen Promotor bindet als
auch an die von CDR1 und CDR2. Daruber hinaus bindet Tacl an 34 weiteren Promotoren von Genen
mit Funktionen in der Mobilisierung und dem Transport von Lipiden, sowie in der Antwort gegeniiber
oxidativem Stress (Liu et al. 2007).

In dem Erreger der Dollarfleckenkrankheit, Sclerotinia homoeocarpa, erhoht eine GOF-Mutation in
dem Transkriptionsfaktorgen XDR1 die Resistenz gegenliber mehreren Fungizidklassen einschlieflich
Azol-Fungiziden. In diesem Isolat sind sowohl Cytochrom P450 Monooxygenasen, welche in der Lage
sind, fungizide Wirkstoffe zu modifizieren, als auch ABC-Transporter iberexprimiert. Auch in B. cinerea
fihrte die Einflihrung dieser GOF-Mutation in das homologe Gen zu Resistenzen gegenliber mehreren
Fungizidklassen, einschlieBlich Azol-Fungiziden (Sang et al. 2018).

Bei einem weiteren Transkriptionsfaktor namens Pdrl handelt es sich um den Hauptregulator des
sogenannten ,pleiotropic drug resistance (PDR)“ Netzwerkes. Die Disruption von PDR1 in C. glabrata,
welches homolog zu dem gleichnamigen Gen in S. cerevisiae ist, erhoht die Sensitivitat gegenliber dem
Azol-Fungizid Fluconazol um das 16-fache. Pdrl reguliert die konstitutive und induzierte Expression u.
a. des ABC-Transporters Cdrl, welcher auch durch Tacl reguliert wird (Tsai et al. 2006). Genomweite
Expressionsstudien bestatigten 10, der bereits von Pdrl und Pdr3 aus S. cerevisiae bekannten,
differentiell exprimierten Zielgene. Zusatzlich wurden 99 weitere differentiell exprimierte Gene in C.
glabrata  gefunden. Hierbei handelt es sich um Gene mit Transporterfunktion,
Zellwandbiosynthesefunktion, Funktionen im Lipidmetabolismus und um Gene, die im Zusammenhang
mit Zellstress und DNA-Reparatur stehen (Vermitsky et al. 2006). In einer anderen Veréffentlichung
wurde zudem gezeigt, dass auch der ABC-Transporter Sng2 zu der Pdrl abhdngigen Resistenz
gegeniber Azol-Fungiziden beitragt (Torelli et al. 2008). Aus klinischen Isolaten sind zahlreiche GOF-
Mutationen in PDR1 von C. glabrata bekannt. Diese sind fiir die konstitutiv hohen Transkriptgehalte
einiger ABC-Transportergene, sowie fir die von Pdrl selbst, verantwortlich. Die verschiedenen
Mutationen beeintrdchtigen die Expression der Zielgene von Pdr1 allerdings unterschiedlich stark (Tsai
et al. 2006; Torelli et al. 2008; Tsai et al. 2010).

Neben der transkriptionellen Regulierung der ABC-Transporter spielt auch die der MFS-Transporter im
Zusammenhang mit Azol-Resistenz eine wichtige Rolle. Ein Beispiel hierfiir stellt der MFS-Transporter
Mdrl (,,multidrug resistance 1“) von C. albicans dar. In Fungizidresistenten Isolaten wird sowohl die

basale wie auch die durch Fungizide induzierte Expression von Mdrl durch den Zinkfinger-
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Transkriptionsfaktor Mrrl (,multidrug resistance regulator 1“) reguliert. Sowohl Mrr1 als auch Mdril
werden unter Fungizid-Stress hochreguliert. Die Inaktivierung des fiir Mrr1l codierenden Gens fiihrt in
resistenten Isolaten zu niedrigeren Transkriptgehalten von MDR1I und zum Verlust der
Fungizidresistenz. Ursache der erhohten Fungizidresistenz sind demgegeniliber GOF-Mutationen
innerhalb des Mrr1 Transkriptionsfaktors (Morschhauser et al. 2007). Keine der bisher bekannten GOF-
Mutationen hat einen signifikanten Effekt auf die Virulenz von C. albicans (Lohberger et al. 2014). GOF-
Mutationen im Mrrl Transkriptionsfaktor sind auch aus Fungizidresistenten B. cinerea Feldisolaten
bekannt (Kretschmer et al. 2009). Wie im Fall von Tac1, so sind auch im Fall von Mrr1 die funktionalen
Doménen noch immer unbekannt (Morschhauser et al. 2007). Viele der durch Mrr1 induzierten Gene
sind sowohl unter Fungizid-Stress als auch unter H,0, Stress induziert (Enjalbert et al. 2003).

In A. fumigatus wird die Uberexprimierung von Mdr1 dagegen u. a. durch den Cys,His, Zinkfinger-
Transkriptionsfaktor SItA reguliert, welcher an das AGGCA-Motiv in den Promotoren seiner Zielgene
bindet. SItA reguliert sich selbst und ist u. a. in die Regulierung von Mdrl und weiterer Efflux-
Transporter involviert, reguliert allerdings auch Gene der Ergosterolbiosynthese. Interessanterweise
kompensiert die Uberexprimierung von Ergl1A oder Mdrl den Azol-sensitiven Phinotyp der SItA
Deletionsmutante. Die Transkriptgehalte von ErgllA und Mdrl sind in den Deletionsmutanten
allerdings nur um 50 % reduziert. Grund dafiir ist die Co-Regulation durch weitere
Transkriptionsfaktoren. Dabei wird die Expression von Mdr1 zusatzlich durch CrzA und die Expression
von Ergl1 zusatzlich durch SrbA und AtrR reguliert (Du et al. 2021).

Ein weiterer Transkriptionsfaktor namens Yap1, reguliert in Alternaria alternata den MFS-Transporter
MFS54. Deletionsmutanten dieses Transporters zeigen deutliche Vitalitatsdefizite, sind sensitiver
gegeniber Fungiziden und schwacher virulent (Lin et al. 2018). In C. glabrata reguliert YAP1 ebenfalls
das Mdrl-Homolog FiIrl (Alarco et al. 1997). Von den bisher genannten Transkriptionsfaktoren
regulieren in Hefen vor allem Upc2, Pdrl, Tacl und Mrrl die wichtigsten Gene in Zusammenhang mit
Azol-Fungizidresistenz. Es ist allerdings bekannt, dass die Expression der bereits genannten Efflux-
Transporter durch weitere Transkriptionsfaktoren moduliert werden kann. In C. albicans ist der
Transkriptionsfaktor Ndt80 u.a. fiir die Expression der Ergosterolbiosynthesegene und der von Efflux-
Transportern wie z.B. Mdr1 wichtig. Flir den ABC-Transporter Cdrl ist Ndt80 ein positiver Regulator.
Die Inaktivierung von Ndt80 verringert sowohl die Basistranskriptgehalte von Cdrl als auch die
Induzierbarkeit von Cdrl unter Fungizid-Stress (Chen et al. 2004). Bei dem Transkriptionsfaktor Rep1
(,regulator of efflux pump 1“) handelt es sich dagegen um ein Beispiel flir einen negativen Regulator
flir Mdr1, da die Deletion von REP1 die Sensitivitat gegenliber Fungiziden verringert und die Expression
von MDR1 unter Fungizid-Stress erhoht. Sogar in Abwesenheit von Repl und Mrrl kann Mdrl unter
Fungizid-Stress transkriptionell aktiviert werden, was darauf hindeutet, dass weitere regulatorische

Faktoren involviert sind (Chen et al. 2009).
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Transkriptionsfaktoren sind in Eukaryoten zusammen mit den DNA-bindenden Proteinen und der RNA
Polymerasemaschinerie Teil eines Komplexes, welcher fiir die Transkription unersetzlich ist. Um die
Transkriptionsmaschinerie zu rekrutieren, kooperieren Transkriptionsfaktoren z.B. mit Coaktivatoren
wie Ada2, welcher Teil des sogenannten Spt-Ada-Gcn5 Histon Acetyl-Transferase (SAGA)
Coaktivatorkomplexes ist, welcher die Histonacetylierung koordiniert (Sanglard et al. 2009). Ada2 wird
durch Mrrl zu dem Promotor von MDR1 rekrutiert und kann auch an den Promotor von CDR1 binden,
wobei der fir diese Rekrutierung verantwortliche Transkriptionsfaktor nach wie vor unbekannt ist
(Sellam et al. 2009). Der SAGA Coaktivatorkomplex kann auch mit dem Mediatorkomplex assoziieren,
dessen Hauptaufgabe es ist, die Signale von den Transkriptionsfaktoren zu den Polymerasen
weiterzuleiten (Allen and Taatjes 2015; Nishikawa et al. 2016). Studien in S. cerevisiae und C. glabrata
haben gezeigt, dass Gall1, eine Untereinheit des Mediator Komplexes, an Pdrl bindet. Fungizid-Stress
stimuliert diese Assoziation von Pdrl mit Gall1, rekrutiert auf diese Weise den Mediatorkomplex und

fahrt zu einer Erhéhung der Transkriptabundanzen der Zielgene von Pdrl (Thakur et al. 2008).

Die Produktion von Sekundarmetaboliten (SM) ist fir Pilze essenziell, um die Wirtspflanzen erfolgreich
infizieren zu kénnen. Die meisten Sekundarmetabolitcluster (SMC) werden allerdings nur unter ganz
bestimmten Umweltbedingen angeschaltet. Tri6 ist ein globaler CyszHis;
Zinkfingertranskriptionsfaktor, welcher in F. graminearum positiv die Expression der Gene TRI1, TRI3,
TRI6, TRI7, TRI12 und TRI14 reguliert und somit gezielt die Biosynthese des Sekundarmetabolits DON
steuert (siehe 2.2.3). Chromatin Immunoprezipitation-Sequenzierungs (ChIP-Seq) Analysen zeigten,
dass Tri6 zudem 192 weitere potenzielle Zielgene reguliert. So interagiert Tri6 z. B. auch mit dem
Transkriptionsfaktorgen GRA2 und steuert somit indirekt den Gramillin Gencluster (Nasmith et al.
2011; Shostak et al. 2020). Auch der Transkriptionsfaktor StuA aus F. graminearum ist in die Produktion
von Sekundarmetaboliten involviert. Deletionsmutanten von StuA produzieren signifikant weniger
Sporen und sind deutlich schwéacher virulent (Lysge et al. 2011). Ebenso spielt in A. flavus der APSES
Transkriptionsfaktor StuA, zusammen mit RafA, eine zentrale Rolle in der Biosynthese von
Sekunddarmetaboliten. Dies bezieht sich in besonderem Male auf die Produktion von Aflatoxin und
Cyclopiazonsaure. Die Deletionsmutanten sind weniger virulent und zeigen Defekte hinsichtlich der
Sporenporoduktion (Yao et al. 2017). Ahnliches gilt auch fiir den Zn,-Cyss Transkriptionsfaktor AtrR aus
F. graminearum. AtrR Deletionsmutanten produzieren ebenfalls weniger Sporen und sind signifikant
schwacher virulent. Zusatzlich zeigen sie ein beschleunigtes radiales Wachstum mit
Pigmentierungsproblemen, eine reduzierte DON-Produktion sowie eine verringerte Toleranz
gegenlber Azol-Fungiziden. RNAseq Analysen zeigten, dass AtrR viele metabolische Stoffwechselwege

beeinflusst und auch das CYP51A Gen sowie ABC-Transportergene reguliert (Zhao et al. 2022b).
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass besonders die transkriptionelle Regulation von Efflux-
Transportern, Sekundarmetabolitclustern, Cytochrom P450 Monooxygenasen und weiteren
Ergosterolbiosynthesegenen im Zusammenhang mit Azol Toleranz von groBer Bedeutung ist. Dazu
regulieren sich viele der in diesem Zusammenhang stehenden Transkriptionsfaktoren selbst.
Interessant ist zudem, dass einige Transkriptionsfaktoren sowohl als Aktivatoren, als auch als
Repressoren fungieren konnen. Wahrend die Deletion dieser Transkriptionsfaktoren die Sensitivitat
gegenliber Azol-Fungiziden oftmals erhoht, flhren GOF-Mutationen dagegen haufig zu einer Erhéhung
der Azol Toleranz. GOF-Mutationen gehen wiederum oft mit einer verminderten Virulenz und/ oder

Vitalitat einher.

2.4 Zielstellung

In der Bekampfung von F. graminearum kommt vor allem den Azol-Fungiziden und an vorderster Stelle
Tebuconazol und Prothioconazol eine wichtige Stellung zu. Jedoch belegen zahlreiche Azol-resistente
Feldisolate die sich zuspitzende Gefahr einer weiter zunehmenden Resistenzentwicklung gegeniiber
Azol-Fungiziden. Aus diesem Grund ist es von elementarer Bedeutung das Verstandnis Uber die, der
Azol-Resistenz zugrundeliegenden Mechanismen zu erweitern. In vorangegangenen Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass Azol-Resistenz auch unter Laborbedingungen induzierbar ist (Becher et al. 2010).
Aus in vitro Adaptionsexperimenten hervorgegangene Azol tolerante Isolate wurden zusammen mit
dem Fungizid-sensitiven Ursprungsisolat Genom-sequenziert, wobei mehrere Einzelnukleotidpolymor-
phismen identifiziert wurden.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es im Detail herauszufinden, welche dieser Einzelnukleotid-
austausche (SNPs) Azol-Resistenz vermitteln und welche Mechanismen dieser Resistenz zugrunde
liegen. Die im Rahmen dieser Arbeit erzeugten Mutanten und Transformaten werden hierzu im
Vergleich zu den Referenzisolaten charakterisiert. Fungizidversuche priifen, ob ein einziger SNP
innerhalb eines bisher unbekannten Transkriptionsfaktorgens dazu in der Lage ist, Azol-Resistenz in F.
graminearum zu vermitteln. Versuche zur Vitalitat, Virulenz und Mykotoxinproduktion transgener
Stamme, sollen aufklaren, ob der SNP innerhalb des bisher unbekannten Transkriptionsfaktorgens fir
den Pilz von Nachteil ist. Zusatzlich liefern genomweite Transkriptomana-lysen Informationen lber die

der Azol-Resistenz zugrundeliegende Komplexitat der transkriptionellen Regulation.
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3 Material und Methoden

3.1 Biologisches Material

3.1.1 Fusarium graminearum

3.1.1.1 Verwendete Stimme

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde das Wildtypisolat F. graminearum NRRL 13383 als
Referenzisolat sowie als Ausgangsisolat fiir die durchgefiihrten Transformationen verwendet. Es
wurde urspriinglich von einem infizierten Maiskolben aus dem Iran isoliert und bildet das Typ B
Trichothecen Nivalenol (NIV). Innerhalb des F. graminearum Spezies Komplexes gehort dieses Isolat
der Abstammungslinie 7 an, die als Fusarium graminearum sensu stricto bezeichnet wird (O'Donnell et
al. 2000; O'Donnell et al. 2004). Es handelt sich um ein hoch infektitses Isolat gegenliber Weizen
(Goswami and Kistler 2004). Zudem wurde das Azol-tolerante Isolat P1-11 als weiteres Referenzisolat
verwendet (Becher et al. 2010). Nach Bestatigung des richtigen Integrationsereignisses bei den
Transformanten wurden pro Transformationskonstrukt zwei unabhangige Transformanten fir die in

dieser Arbeit gezeigten Experimente verwendet.

3.1.1.2 Kultivierung und Lagerung

Die Makrokonidien der verwendeten Isolate werden bei -70 °C als Dauerkulturen in 35 %-igem (v/v)
Glycerin gelagert. Fir Experimente wurden SNA-Agar-Petrischalen (siehe 8.4.1) aus diesen
Dauerkulturen angeimpft und bei 25 °C im Dunkeln inkubiert. Die Petrischalen mit einem Durchmesser
von 85 mm enthielten 30 ml Medium. Diese Vorkulturen erreichten meist in fiinf Tagen den Rand der
Petrischale und dienten als Inokulum fir die darauffolgenden Versuche. Bei Antibiotikum-resistenten
Transformanten wurde dem SNA-Medium das entsprechende Antibiotikum in einer Konzentration von

100 pg/ml zugesetzt (siehe 8.4.2).

Zur Gewinnung von Makrokonidien wurden ausgehend von den SNA-Petrischalen 100 ml
Mungobohnen Fliissigmedium (siehe 8.4.1) in einem 300 ml Erlenmeyer-Weithalskolben mit finf
Myzelstiickchen angeimpft und anschlieBend bei 23 °C und 125 rpm in einem Inkubationsschiittler
(Infors HT Multitron Standard, CH) im Dunkeln inkubiert. Nach funf bis sieben Tagen wurde die Kultur
durch autoklaviertes Miracloth-Gewebe (Merck KGaA, Darmstadt, DE) abfiltriert. Das hauptsachlich
Makrokonidien enthaltende Filtrat wurde bei 3500 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Das Sediment
wurde mit 500 pl HOgidest aufgenommen und auf Eis gelagert. Die Zelldichte wurde mit Hilfe einer

Thoma-Zdhlkammer (LO-Laboroptik, Friedrichsdorf, DE) bestimmt. Soweit nicht anders angegeben,
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wurden diese Suspensionen auf 1 x 10° Konidien/ml eingestellt. Die Sporen wurden immer vor dem

jeweiligen Experiment am gleichen Tag geerntet.

3.1.2 Escherichia coli

3.1.2.1 Verwendete Stimme

Die beiden E. coli-Stamme, NEB 5-alpha (New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main, DE) und X-
L1-Blue (Stratagene, Heidelberg, DE) wurden fir die Transformationen und zur Vermehrung von
Plasmiden verwendet. Die chemisch kompetenten Zellen des Stammes NEB 5-alpha wurden kauflich
erworben. Chemisch kompetente Zellen von X-L1-Blue wurden nach dem Protokoll von Chung et al.

(1989) hergestellt.

3.1.2.2 Kultivierung und Lagerung

Um chemisch kompetente X-L1-Blue Zellen herzustellen (Chung et al. 1989), wurden 400 pl einer
Ubernachtkultur in 50 ml LB-Medium (siehe 8.4.1) tiberfiihrt und bis zu einer ODgo von 0,3 - 0,5 bei 37
°C und 200 rpm im Kulturschuttler (Infors HT Multitron Standard, CH) inkubiert.

Die Zellen wurden bei 1000 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert und in 5 ml eiskalter Transformation and
Storage-Solution (TSS-Losung) (siehe 8.4.2) resuspendiert. Aliquots von jeweils 100 ul wurden bei -70
°C eingefroren oder direkt flr eine Transformation genutzt (siehe 3.2.4.3).

E. coli Stamme mit Plasmiden fiir Ampicillin-Resistenz wurden entweder auf LB.mp-Agar-Petrischalen
bei 37 °Cim Inkubationsschrank, oder in LBamp-Fllissigmedium bei 37 °C und 200 rpm im Kulturschittler

kultiviert. Das LB-Fliissigmedium wurde jeweils mit einer Einzelkolonie angeimpft.

3.1.3 Pflanzen

3.1.3.1 Verwendete Sorten

Fir die Infektionsexperimente wurde die Weizen Sorte Sonett (Lantmadnnen Lantbruk, Svalov,
Schweden) verwendet. Bei dieser Sorte handelt es sich um einen seit 2010 zugelassenen
Sommerweichweizen der E-Qualitatsgruppe mit der Kennnummer 900. Die Anfalligkeit gegeniber
Ahrenfusarien wird vom Bundessortenamt als mittel bis stark angegeben (Note 6). Die Samen waren
nicht gebeizt. Die Infektion von Mais wurden mit der Sorte Golden Jubilee (Territorial Seed Company,

Cottage Grove, OR, USA) durchgefihrt.
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3.1.3.2 Anzuchtbedingungen

Zehn Weizensamen wurden in Rundtopfen (¢14 cm) in Einheitserde (Classic Profi Substrat;
Einheitserde GmbH & Co. KG, Sinntal-Altengronau, Uetersen, Frondenberg, DE) ausgesat und sieben
Tage nach Aufgang auf finf Pflanzen pro Topf vereinzelt. Um ein Umknicken der Pflanzen zu verhindern
und die Handhabung beim woéchentlichen Randomisieren zu erleichtern, wurde auf jeden Topf eine
Pflanzenstiitze aufgesetzt. Als Langzeitdiinger wurde pro Topf nach fiinf Tagen eine PLANTOSAN™
COMPACT 4 g Tablette verwendet. Dieser NPK-Diinger (15-8-15) enthalt zusatzlich 2 % Magnesium,
0,02 % Bor, 0,05 % Kupfer, 0,1 % Eisen, 0,075 % Mangan, 0,015 % Molybdan und 0,015 % Zink
(AGLUKON Spezialdiinger GmbH & Co. KG, Diisseldorf, DE). Die Pflanzen wurden tagsiiber bei 25 °C (+2
°C) und einem Lichtflux von 35000 Lumen (Natriumdampflampen Plantastar 600 Watt E40/ES Lampen;
Osram, Miinchen, DE) kultiviert. Die Nachttemperatur betrug 20 °C (+2 °C). Der Tag-Nacht-Rhythmus
betrug 16 h/8 h (Langtagbedingungen), die relative Luftfeuchtigkeit (RH) lag bei 50 %. Nach sieben bis
acht Wochen im Gewaéchshaus erfolgte die Inokulation (siehe 3.4), und die inokulierten Pflanzen
wurden bei 25 °C und 75 % RH in Anzuchtschranke (Percival Scientific AR-75HIL; Percival Scientific Inc.,
Perry, lowa) gestellt. Wa&hrend der ersten drei Tage erfolgte die Inkubation zusatzlich in
Folienkabinetten (420 x 610 x 1220 mm BxTxH) auf gefiillten Wasserschalen bei nahezu 100 % RH. Fiir
die Beleuchtungsdauer von 16 h wurde die Lichtintensitit auf 200 pE/m?/s eingestellt, gemessen auf
Hohe des Topfrandes.

Maispflanzen wurden fir fiinf bis sechs Wochen im Gewachshaus kultiviert. Dazu wurden pro
Rundtopf (910 cm) vier Samen in Einheitserde (Classic Profi Substrat Einheitserde GmbH & Co. KG,
Sinntal-Altengronau, Uetersen, Fréndenberg, DE) ausgesat und nach dem Aufgang der Pflanzen auf
eine Pflanze pro Topf vereinzelt. Die in den Gewachshauskabinen eingestellten Parameter entsprachen
denen fiir Weizen. Die Pflanzen wurden nach der zweiten, vierten und sechsten Woche mit je 30 ml
verdiinntem Flissigdinger pro Topf gediingt (TIP Flussigdinger, NPK-Dilinger, Goldhand
Vertriebsgesellschaft, Disseldorf, DE; 20 L Wasser + 40 ml Dlnger). Nach der Inokulation verbrachten
die Pflanzen zehn weitere Tage unter diesen Bedingungen im Gewachshaus.

Weizen- wie Maispflanzen wurden gegossen, sobald die Erde im Topf oberflachlich abgetrocknet war

und einmal pro Woche wurden die Positionen aller Topfe randomisiert.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Praparation von Nukleinsauren

3.2.1.1 Praparation von genomischer DNA aus F. graminearum

3.2.1.1.1 Mini-Praparation

Die folgende Methode wurde fiir die Isolierung von genomischer DNA (gDNA) aus F. graminearum fir
den Einsatz in Test-PCRs angewendet. Zu diesem Zweck wurde etwas Luftmyzel mit einem sterilen
Zahnstocher von einer bewachsenen PDA-Petrischale in ein 2 ml MikroreaktionsgefaR Gberfiihrt, in
welchem bereits 1 ml PD-Medium vorlag. Nach einer Inkubation von mindestens drei Tagen bei
Raumtemperatur (RT) und 50 rpm wurde bei 17000 x g und RT flir 5 min zentrifugiert und im Anschluss
der Uberstand verworfen. Zum Sediment wurden 800 pl Breaking Buffer und zwei sterile Stahlkugeln
(¢ 2 mm) zugegeben. Das Myzel wurde dann in einer Schwingmiihle (MM 400, Retsch, Haan, DE) bei
30 Hertz fir 1 min fragmentiert. AnschlieBend wurden je MikroreaktionsgefaR 800 pl Roti-
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) zugegeben und auf der hochsten Stufe fir 10 sec auf
einem Vortexer gemischt. Es folgte eine erneute Zentrifugation bei 4 °C und 13000 x g fir 20 min. Die
obere Phase wurde jeweils in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefal} (iberfiihrt, in welchem bereits 750 pl
Isopropanol (auf 4 °C vorgekihlt) vorgelegt waren. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei 4 °C.
Danach wurde die DNA durch Zentrifugation gefillt (4 °C, 13000 x g, 20 min). Der Uberstand wurde
verworfen und das Sediment mit 500 ul 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
von 5 min wurde der Uberstand verworfen, dass MikroreaktionsgefidRe zum Trocknen unter eine

Sterilbank gestellt und das Sediment in 50 pl H,0gigest resuspendiert.

3.2.1.1.2 Maxi-Praparation

Mit dieser Methode war es moglich, gDNA von hoherer Qualitat zu isolieren. Zu diesem Zweck wurden
100 ml PD-Medium mit finf Myzelstlickchen von einer SNA-Petrischale angeimpft und bei 23 °C und
50 rpm fir funf Tage inkubiert. AnschlieRend wurde der Kulturiiberstand mit Hilfe eines Kaffeefilters
abfiltriert, das so erhaltene Myzel wurde dann zwischen saugfahigem Papier trocken gepresst, in
Alufolie verpackt und bei -20 °C gelagert. Etwa 500 mg Myzel wurden in flissigem Stickstoff in einem
Morser zermahlen, das erhaltene Pulver wurde in ein 2 ml Mikroreaktionsgefald tGiberfiihrt und 800 ul
Extraktionspuffer I hinzugegeben. Nach dem Mischen per Hand wurden 800 pl Roti-Phenol/Chloroform
(1:1; 4 °C) zugefugt und die MikroreaktionsgefdaRe erneut gemischt. Nach der Zentrifugation (4 °C,
14.500 x g, 10 min) wurde die obere wassrige Phase in ein neues 2 ml MikroreaktionsgefaR tiberfiihrt

und 800 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1; 4 °C) zugegeben. Nach Mischung der Ansatze durch
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Invertieren und Zentrifugation (10 min, 4 °C, 14.500 x g), wurde die obere wassrige Phase in ein neues
2 ml Mikroreaktionsgefa® Uberfihrt und mit 800 ul Isopropanol (4 °C) versetzt. Die
MikroreaktionsgefaRe wurden vorsichtig invertiert und fiir 1 h bei -20°C inkubiert. Die DNA wurde
schlieBlich durch Zentrifugation (4 °C, 6800 x g, 15 min) gefallt, die wassrige Phase abgezogen und
verworfen. Das Sediment wurde in 700 ul Extraktionspuffer Il (siehe 8.4.2) aufgenommen. Nach
Zugabe von 3,5 pl RNAse A (10 mg/ml) erfolgte eine 30-minltige Inkubation bei 37 °C und eine weitere
fur 2 min auf Eis. Nun wurden 17,5 ul 20 % (w/v) SDS zugegeben und die GefaBe invertiert.
Anschliefend wurden 10 pl Proteinase K zugesetzt und fiir 1 h bei 60 °C inkubiert. Es folgte die Zugabe
von 800 ul Roti-Phenol Chloroform (1:1; 4 °C). Nachdem die MikroreaktionsgefaRe invertiert und
zentrifugiert wurden (4 °C, 14500 x g, 20 min), wurde die obere Phase erneut in ein 2 ml
MikroreaktionsgefaR tberfiihrt und 800 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1; 4 °C) zugegeben und fiir
10 min zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefal Gberfiihrt und
800 ul Isopropanol (4 °C) zugegeben. Die MikroreaktionsgefdBe wurden erneut invertiert und
zentrifugiert (4 °C, 14.500 x g, 20 min), der Uberstand anschlieBend verworfen und das Sediment in
500 ul 70 % (v/v) Ethanol vorsichtig gemischt. Nach erneuter Zentrifugation (4 °C, 14.500 x g, 20 min)
wurde der Uberstand verworfen und das Sediment unter einer Sterilbank getrocknet. AbschlieRend

wurde es in 50 pl H2Ogidest gelost und bei -20 °C gelagert.

3.2.1.2 Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid DNA wurde aus E. coli nach Herstellerangaben mit Hilfe des GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) isoliert. Flir diesen Zweck wurden 5 ml LB-Medium in 15 ml
Plastikrohrchen mit 5 pl Ampicillin (100 mg/ml) versetzt und anschlieBend mit einer einzelnen E. coli
Kolonie angeimpft. Die Kultur wurde fir 24 h bei 250 rpm und 37 °C inkubiert, bevor die
Plasmidpraparation nach Herstellerangaben erfolgte. Die Plasmid DNA wurde am Ende in 50 pl

sterilem H;Opgiqest aufgenommen.

3.2.1.3 Praparation von Gesamt-RNA aus Pilzmyzel

Die Inokulation von 100 ml PD-Medium in 300 ml Erlenmeyerkolben erfolgte mit 750.000
Makrokonidien (siehe 3.1.1.2). Nach einer Inkubation von 24 h im Dunkeln bei 23 °C und 150 rpm
wurde bei den Fungizidvarianten die entsprechende Tebuconazol-Konzentration eingestellt (0, 5, 10
oder 15 pg/ml) und fir 16 h weiter inkubiert. Da die Tebuconazol-Stammlésung in Aceton angesetzt
war, enthielten alle Kolben eine Acetonkonzentration von 0,2 %. Jede Variante wurde mit vier
technischen Wiederholungen gefiihrt. Zur Ernte wurden die Kolben auf 4 °C gekihlt bevor das Myzel

Uber eine Thermo Scientific Nalgene Reusable Bottle Top Filter Unit unter Verwendung von Rundfiltern
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(Typ 112A, Karl Roth GmbH Co. KG) vom Kulturfiltrat getrennt wurde. Das geerntete Myzel wurde zu
jeweils 70 mg Myzel aliquotiert, um dann in fllissigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert zu
werden. Zur RNA-Isolation wurde je ein Aliquot in fliissigem Stickstoff in einem Morser zermahlen, das
erhaltene Pulver in ein 2 ml MikroreaktionsgefaR tberfiihrt und mit 1 ml TRIzol™ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) versetzt. Die sich direkt anschlieBende RNA-Isolation wurde entsprechend
der Anleitung mit dem PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) durchgefiihrt.
Wahrend der RNA-Isolation wurde der dort erwdhnte optionale Schritt fiir den Verdau der restlichen
DNA mit dem Purelink™ DNase Set nach Anleitung durchgefiihrt. Die RNAs wurden final in 50 pl

Nuklease freiem Wasser (nicht DEPC behandelt; Ambion, USA) aufgenommen und bei -70 °C gelagert.

3.2.1.4 Quantifizierung von Nukleinsduren

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte spektrophotometrisch
(DeNovix DS-11 Fx + Spektrophotometer/Fluorometer, DeNovix, Wilmington, USA). Die Verhéltnisse
OD260/OD2g0 und OD260/OD230 lieBen Riickschliisse auf die Reinheit der Nukleinsduren zu. Alle
OD260/0D,30 Werte der verwendeten Praparationen lagen zwischen 2,0 und 2,2. Prdparationen mit

niedrigeren Werten wurden verworfen.

3.2.1.5 Qualitatsbestimmung der RNA

Um die Quantitat der RNA zu bestimmen, wurde zum einen der 2100 Bioanalyzer mit dem Agilent RNA
6000 Nano-Kit (5-500 ng/ul) (Agilent Technologies, Waldbronn, DE) nach Anleitung verwendet. Die
Software des Gerates analysierte die Elektropherogramme zur Bestimmung verschiedener Werte. Zum
einen wies ein 285/18S-rRNA Verhiltnis von zwei auf eine Praparation ohne RNA-Abbau hin. Zum
anderen wiesen RNA Integrity Number (RIN)-Werte von mindestens finf auf eine fiur gRT-PCR
ausreichende Qualitat hin. RNA-Praparationen, die fir RNAseq Versuche verwendet wurden, mussten
mindestens einen RIN-Wert von sieben aufweisen. Fir die, an die Firma GenomeScan (Leiden,
Niederlande) verschickten RNAseq Proben liegen zusatzlich zu den RIN-Werten, von der Firma
erhobene RNA Quality Number (RQN)-Werte vor. Die RQN-Werte aller Proben mussten mindestens
groBer als sechs sein. Ferner wurde eine RT-PCR (siehe 3.2.2.3) durchgefiihrt, um auf das

Vorhandensein von DNA zu testen.
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3.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.2.2.1 Standard-PCR

Standard PCR Reaktionen hatten ein Volumen von je 10 pl und wurden in den TProfessional und

TPersonal Thermocyclern der Firma Biometra (Biometra GmbH, Go6ttingen, DE) durchgefiihrt. Die

DreamTaq™ DNA Polymerase und die Phusion - High Fidelity DNA Polymerase wurden (iber die Firma

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) bezogen.

Reaktionsansatz fiir eine Standard-PCR mit der Taq Polymerase (DreamTaq™):

Reagenz Stammkonzentration Endkonzentration Eingesetztes Volumen
ThermoPol Puffer 10 x 1x 1l
dNTP’s 10 mM 0,2 mM 0,2 ul
Vorwarts Primer 2 uM 0,2 uM 1l
Rlckwarts Primer 2 uM 0,2 uM 1l
Taq Polymerase 5 Units/ ml 0,05 Units 0,2 ul

Matrize DNA (1-10 ng)
ad 10 [J.l HZOBidest

Reaktionsansatz fiir eine Standard-PCR mit der Phusion Polymerase:

Reagenz Stammkonzentration Endkonzentration Eingesetztes Volumen
HF Puffer 5x 1x 2 ul
dNTP’s 10 mM 0,2 mM 0,2 ul
Vorwarts Primer 2 uM 0,2 uM 1l
Rlckwarts Primer 2 uM 0,2 uM 1l
Phusion 2 Units/ ml 0,02 Units 0,1l
Polymerase
Matrize DNA (1-10 ng)
ad 10 U.' HZOBidest
PCR-Programm fiir Reaktionen mit der Taq Polymerase (DreamTaq™):
Schritt Temperatur Zeit Prozess Zyklen
Heizdeckel: 96 °C
1 96 °C Pause Einsetzen der Proben
2 96 °C 1:00 Initiale Denaturierung 1
3 96 °C 0:30 Denaturierung
4 X(Tm+3°C) 0:30 Hybridisierung 25-35
5 72°C X Verlangerung
6 72°C 3:00 Auffillung der Enden 1
7 12 °C Pause
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PCR-Programm fiir Reaktionen mit der Phusion Polymerase:

Schritt Temperatur Zeit Prozess Zyklen
Heizdeckel: 98 °C
1 98 °C Pause Einsetzen der Proben
2 98 °C 1:00 Initiale Denaturierung 1
3 98 °C 0:15 Denaturierung
4 X(Tm)+3°C 0:15 Hybridisierung 25-35
5 70°C X Verlangerung
6 70°C 3:00 Auffillung der Enden 1
7 12 °C Pause

Die Taq Polymerase amplifiziert circa 1 kb pro Minute, wohingegen die Phusion Polymerase circa 1 kb
pro 30 Sekunden amplifiziert. In Abhangigkeit von diesen beiden Parametern wurde die
Elongationsdauer je nach der GroBe des zu amplifizierenden Fragmentes berechnet. Die
Schmelztemperatur T, wurde mit der folgenden Formel berechnet und lag idealerweise um die 60 + 2
°C: Tm = 69,5 °C + (0,41 x GC-Gehalt) — (650 / Anzahl der Basen des Primers). Neben der héheren
Aktivitat bietet die Phusion Polymerase die Vorteile, dass sie langere Produkte, d.h. bis zu 10 kb,
erzeugen kann und wegen einer 3'= 5” Exonucleaseaktivitat eine bis zu 50 fach niedrigere Fehlerrate
aufweist als die normale Tag-Polymerase. In Experimenten, bei denen die niedrigere Fehlerrate
gegenliber der Phusion Polymerase keine Rolle spielte, wurde die glinstigere Tag-Polymerase

verwendet.

3.2.2.2 Double-Joint-PCR

Die aus drei Teilreaktionen bestehende DJ-PCR (Yu et al., 2004) wurde zur Erzeugung der zu
transformierenden DNA-Konstrukte angewendet. In der ersten Reaktion erfolgte die Erzeugung von
drei oder mehr Teilfragmenten mit definierten Uberhdngen, an welchen in der nachfolgenden
Reaktion die Fusionen stattfinden konnten. In der zweiten Reaktion erfolgte die Zusammenfligung der
drei Teilfragmente zu einem Produkt. Dabei handelt es sich um eine Reaktion, fiir welche keine Primer
bendtigt wurden, da die Teilfragmente iiber komplementire Uberhdnge an den Fusionsstellen
verflgten. Sie dienten somit selbst als eine Art Primer. Fir die abschlieRende dritte Reaktion (Nested-
PCR) wurde die zweite Reaktion nach 10 Zyklen unterbrochen, um die Nested-Primer zuzugeben, die
an den duBeren Bereichen des Fusionsproduktes um wenige Basenpaare nach innen versetzt binden.
Das Ziel dieser dritten Reaktion war es, mogliche Nebenprodukte auszuschlieBen und die Ausbeute
des gewiinschten Produktes zu steigern. Alle Schritte wurden mit dem Enzym Phusion — High Fidelity

Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) durchgefihrt.
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Reaktionsansatz der ersten Reaktion:

Reagenz Stammkonzentration Endkonzentration Eingesetztes Volumen
HF Puffer 5x 1x 10 ul
dNTPs 10 mM 0,2 mM 1l
Vorwarts Primer 2 uM 0,2 uM 5ul
Rickwarts Primer 2 uM 0,2 uM 5ul
Phusion Polymerase 2 Units/ ml 0,02 Units 0,5 ul

Matrize DNA (10-50 ng)
ad 50 [J.l HZOBidest

Alle PCR-Produkte wurden durch das GenelET PCR Purification Kit (Fisher Scientific, Schwerte, DE)

aufgereinigt. Auf diese Weise wurden Reste von Primern und Nukleotiden entfernt.

Reaktionsansatz der zweiten und dritten Reaktion:

Reagenz Stammkonzentration Endkonzentration Eingesetztes Volumen
HF Puffer 5x 1x 10 ul
dNTPs 10 mM 0,2 mM 1l
Vorwarts Primer 2 uM 0,2 uMm 5ul
Rickwarts Primer 2 uM 0,2 uM 5ul
Phusion Polymerase 2 Units/ml 0,02 Units 0,5 ul
Produkte der ersten 1:3:1 bzw. 1:3:1:3:1
PCR-Reaktion (molares Verhaltnis)
ad 50 U.' HZOBidest
PCR-Programm der ersten Reaktion: (siehe 3.2.2.1)
PCR-Programm der zweiten und dritten Reaktion:
Schritt | Temperatur ‘ Zeit ‘ Prozess Zyklen
Heizdeckel: 98 °C
1 98 °C Pause Einsetzen der Proben
2 98 °C 0:30 Initiale Denaturierung 1
3 98 °C 0:20 Denaturierung
4 60 °C 0:20 Hybridisierung @ 10
5 72°C 1:00 Verlangerung
6 72 °C Pause Zugabe der Nested-Primer
7 98 °C 0:20 Denaturierung
8 X(Tm+3°C) 0:20 Hybridisierung @ 25
9 72 °C X Verlangerung
10 72 °C 5:00 Auffillung der Enden 1
11 12 °C Pause

Die Berechnung der Elongationszeit richtete sich nach der Lange der zu amplifizierenden Fragmente.

Die Schmelztemperatur Ty, lag idealerweise um die 60 *+ 2 °C (Berechnung siehe 3.2.2.1).
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3.2.2.3 RT-PCR

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das QIAGEN™ OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, DE) gemiR den
Angaben des Herstellers eingesetzt. Mit dem verwendeten Primerpaar (Cof.FG06245.F1 und
Cof.FG06245.R1), konnte im Fall von kontaminierender gDNA, die ein Intron enthalt, ein 300 bp langes
und im Fall von RNA ein 179 bp langes Fragment amplifiziert werden. Beide Primer binden im Cofilin

Gen, dass fiir ein Protein kodiert, welches Actin depolymerisiert. Nach der RT-PCR wurde der jeweilige

Ansatz in einem 1,5 %igen (w/v) TAE Agarosegel aufgetrennt.

PCR-Schema:
Reagenz Stammkonzentration Endkonzentration Eingesetztes
Volumen
RT-PCR Puffer 5x 1x 2ul
dNTP Mix 10 mM dNTPs 0,4 mM dNTPs 0,4 ul
5x Q-Solution 5x 1x 2ul
Cof.FG06245.F1 10 uM 0,6 uM 0,6 ul
Cof.FG06245.R1 10 uM 0,6 uM 0,6 ul
RT-PCR Enzym Mix - - 0,4 ul
Matrize RNA 2 pl (25 ng/ul) / DNA 1 pl (10 ng/pl)
ad RNase freies H,Ogigest
PCR-Programm:
Schritt Temperatur Zeit Prozess Zyklen
Heizdeckel: 98 °C
1 50°C Pause
2 50 °C 30:00 Reverse Transkription 1
3 95 °C 15:00 Aktivierung der HotStarTag DNA 1
Polymerase + Initiale cDNA Denaturierung
+ Deaktivierung der Reversen
Transkriptasen
4 94 °C 0:30 Denaturierung
5 54 °C (5°C< Tm) 0:30 Hybridisierung 9 29
6 72 °C 1:00 Verlangerung
7 72 °C 10:00 Auffillung der Enden 1
8 12°C Pause

3.2.3 Gelelektrophorese

Es wurden Gele mit 0,7 % (w/v) Agarose und 1,5 % (w/v) Agarose verwendet (Seakem LE-Agarose;
Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf). Die Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht und nach dem Abkiihlen in einen Geltrager gegossen. Die Proben wurden mit 6 x
Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Als GroRenstandard wurden DNA-Fragmente
definierter Lingen (GeneRuler™ DNA Ladder Mix und GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA) verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei konstanter Spannung (60 — 100
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Volt) in einer Elektrophoresekammer. Die Farbung des Gels erfolgte in einer 0,12 %igen
Ethidiumbromid-Losung fiir 15 bis 20 min. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe eines

Geldokumentationssystems der Firma Analytik Jena (Jena, DE).

3.2.4 Klonierung von DNA-Fragmenten in Escherichia coli

3.2.4.1 Erzeugung von DNA-Fragmenten

Die zu klonierenden DNA-Fragmente wurden mittels PCR (siehe 3.2.2.1) erzeugt. Die PCR-Produkte
wurden anschliefend im Agarose-Gel aufgetrennt und dann in einer 0,01 % Methylenblauldsung fir
eine halbe bis eine Stunde inkubiert, anschliefend in H,Ove entfarbt, um dann auf einem Fototisch die
gewlinschten Banden auszuschneiden. Die Gelelution der DNA erfolgte entsprechend den

Herstellerangaben mit dem GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

3.2.4.2 Ligation von DNA-Fragmenten mit Plasmid-DNA

Flr die Ligation der DNA-Fragmente mit Plasmid-DNA wurde das CloneJET™ PCR Cloning Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Die Phusion-Polymerase erzeugt aufgrund ihrer
proofreading-Aktivitat (iberhangfreie DNA-Enden, weswegen das Plasmid pJET1.2/blunt verwendet

wurde.

Standard-Ligationsansatz mit einem Gesamtvolumen von 10 pl:

Reagenz Eingesetztes Volumen
Reaction Buffer 1l
PCR-Produkt X ul (75 ng bei gleicher bp Anzahl von Plasmid und Fragment)
pJET1.2/blunt 0,5 pl (25 ng/ul)
cloning vector
T4 DNA Ligase 0,5 ul
Wasser, Nuclease-frei ad 10 ul

Der Reaktionsansatz wurde nach 30-mintiger Inkubation bei RT direkt fiir die E. coli Transformation

eingesetzt.

3.2.4.3 Transformation von Escherichia coli

Ein 100 pl Aliguot chemisch kompetenter Zellen (siehe 3.1.2.2) wurde fiir 15 min auf Eis aufgetaut und
nach Mischung mit maximal 10 pl der Ligations-Reaktion fiir 30 min auf Eis inkubiert. Dann folgte ein
Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 sec und eine Inkubation auf Eis fiir 2 min. AnschlieRend wurden 900 pl LB-

Medium zugegeben und bei 37 °C und 250 rpm fiir 1 h inkubiert. Der Ansatz wurde schlieflich auf drei
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LB.mp-Petrischalen zu 9, 90 und 900 pl ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Vermehrung
von Transformanten wurden am nachsten Tag jeweils 5 ml LB/Amp100 mit einer Einzelkolonie

angeimpft und lGber Nacht bei 37 °C und 250 rpm im Kulturschiittler inkubiert.

3.2.5 Transformation von Fusarium graminearum

5 x 10° Makrokonidien (siehe 3.1.1.2) wurden in 100 ml YEPD-Medium inokuliert und fiir 12 h inkubiert
(28 °C, 175 rpm). Die Kultur wurde abfiltriert (Rundfilter, 90 mm, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE) und
das Myzel in einen 100 ml Kolben, mit dem vorgelegten Protoplastierungs-Mix tGberfihrt. Wahrend
der Inkubation bei 30 °C und 90 rpm wurde in den folgenden drei bis vier Stunden der Fortschritt der
Protoplastierung unter dem Mikroskop verfolgt. Die Protoplasten wurden durch eine Lage Miracloth
(Merck, Darmstadt, DE), in ein 50 ml Plastikrohrchen Gberfiihrt und zentrifugiert (3000 rpm, 4 °C, 15
min). Der Uberstand wurde verworfen, die sedimentierten Protoplasten in 5 ml STC-Puffer
aufgenommen und bei 3000 rpm, 4 °C, 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die
Protoplasten in 100 pl STC-Puffer resuspendiert und auf Eis gestellt.

Fiir jeden Transformationsansatz wurden 100 pl dieser Suspension in ein Mikroreaktionsgefald
Uberfihrt, mit 100 ul STC-Puffer, 50 ul 30 % (w/v) PEG8000 und maximal 50 pl des zu
transformierenden Konstruktes (6-8 ug) vorsichtig gemischt und fir 20 min bei RT inkubiert. In ein 15
ml Plastikréhrchen wurden 2 ml 30 % PEG8000 vorgelegt und der Transformationsmix zugegeben. Der
Ansatz wurde nun invertiert, finf min spater mit vier ml STC-Puffer vermischt und auf Eis gestellt. 600
ul  der Transformationsreaktion wurden in einem 15 ml Plastikrohrchen mit 15 ml
Regenerationsmedium gemischt und dann in eine Petrischale (385 mm) gegossen. Auf diese Weise
wurde mit dem Rest des Ansatzes verfahren, so dass 10 Petrischalen fiir jedes transformierte Konstrukt
bei 26 °C liber Nacht inkubiert wurden. 10 — 14 h nach dem Ausplattieren, noch bevor die ersten
Hyphen die Oberflache des Agars erreichten, wurde auf das Regenerationsmedium eine zweite Schicht
von 15 ml Regenerationsmedium gegossen, welches das entsprechende Antibiotikum in einer
Konzentration von 200 pg/ml enthielt. Nach Diffusion wurde so eine finale Konzentration von 100
pug/ml im gesamten Agar erreicht. Nach drei bis vier Tagen konnten die Transformanten auf SNA-
Petrischalen (55 mm) mit 100 pg/ml Antibiotikum Gberimpft werden. Davon ausgehend wurden SNA-
Petrischalen inokuliert, um Macrosporen zu gewinnen. Etwa ein Viertel einer Petrischale wurde nach
10 Tagen mit zwei ml H,Ogigest abgesplilt und 100 ul dieser unverdiinnten Sporensuspension wurden
mit einem Drigalski-Spatel auf SNA-Petrischalen mit 100 pug/ml Antibiotikum ausgestrichen. Nach etwa
drei bis sieben Tagen wurden jeweils zwei Einzelkolonien auf neue SNA-Petrischalen mit 100 pg/ml
Antibiotikum Uberimpft. Bei diesen Einzelkolonien handelte es sich um Einzelspor- bzw.

monokaryotische Isolate. Diese zuletzt genannten SNA-Petrischalen dienten nach Bestatigung der
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richtigen Integration mittels Southern-Blot-Hybridisierungsverfahren als Ausgangsmaterial zur

Herstellung der Dauerkulturen. Samtliche SNA-Petrischalen wurden bei 25 °C im Dunkeln inkubiert.

3.2.6 Southern-Blot-Hybridisierung

Nach der Minipraparation (siehe 3.2.1.1.1) wurde mit der gDNA monokaryotischer Isolate (siehe 3.2.5)
eine Test-PCR durchgefiihrt (siehe 3.2.2.1). Zu diesem Zweck wurden der Vorwarts-Primer, der fir die
Erzeugung der linken 5°-Flanke genutzt wurde und der Rickwarts-Primer, der fir die Erzeugung der
rechten 3’-Flanke genutzt wurde, verwendet (siehe 3.2.2.2). Diese beiden Primer banden auBerhalb
der Nested-Primer, welche zur Amplifizierung des zu transformierenden Konstruktes verwendet
wurden. Auf diese Weise war es maoglich, erste Hinweise zu erhalten, ob eine homologe (Typ Ill)
Integration des Konstruktes stattgefunden hatte. Es konnte allerdings keine Aussage dazu getroffen
werden, ob das Konstrukt im Ganzen oder bruchstlickhaft zusatzlich noch an anderen Stellen in das
Genom integriert wurde. Daher wurden von Klonen mit einer mutmaRlichen Typ IIl Integration auch

noch Southern-Blot-Hybridisierungen durchgefiihrt.

3.2.6.1 Herstellung Digoxigenin-markierter Sonden

Mittels PCR wurden Digoxigenin (DIG)-markierte Sonden hergestellt. Zu diesem Zweck wurde ein DIG-
dNTP-Mix aus je zwei mM dATP, dCTP, dGTP sowie aus 0,19 mM dTTP und 0,1 mM DIG-dUTP (Roche
Diagnostics, Mannheim, DE) verwendet. Zur Kontrolle wurden in einem parallelen Ansatz unmarkierte
Standard dNTPs verwendet. Als Matrize dienten die aus E. coli Transformaten isolierten und
aufgereinigten Plasmide, die das nachzuweisende Transformationskonstrukt enthielten. Es wurde das
Standard PCR-Programm (siehe 3.2.2.1) verwendet. Die Tag DNA Polymerase mit dem ThermoPol™

Puffer (M0267) (New England Biolabs, Ipswich, USA) wurde als Polymerase eingesetzt.

PCR-Schema mit der Tag-Polymerase:

Reagenz DIG markierte dNTPs unmarkierte Standard dNTPs
ThermoPol™ Puffer 5 ul 5 ul
dNTPs bzw. 2 ul 1l

DIG-dNTP-Mix
Vorwarts Primer 5ul 5ul
Rickwarts Primer 5ul 5ul
Taq DNA Polymerase 1l 1l
Matrize 1l 1l
ad 50 [l' HZOBidest

Der Ansatz mit den DIG-markierten dNTPs wurde mit dem GeneJET PCR Purification Kit (Fisher
Scientific, Schwerte, DE) aufgereinigt. Der erfolgreiche Einbau der DIG-dUTPs wurde

gelelektrophoretisch tUberpriift (siehe 3.2.3).

42



3.2.6.2 Restriktionshydrolyse von DNA

Jeweils funf pg gDNA (siehe 3.2.1.1.2) wurden mit 20 Units des bendtigten Restriktionsenzyms
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA oder New England Biolabs, Ipswich, USA) in einem Volumen
von 30 pl Giber Nacht gemaR den Herstellerangaben verdaut. Zur Uberpriifung der Vollstandigkeit der
Reaktion, wurde ein Aliquot des Ansatzes nach Herstellerangaben auf ein 0,7 %iges Agarosegel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 3.2.3). In vollstdndig verdauten Ansdtzen wurde

das Enzym schlieRlich nach Herstellerangaben inaktiviert.

3.2.6.3 Fixierung, Hybridisierung und Detektion

25 pl des Ansatzes wurden zusammen mit 5 pl 6 x TAE-Puffer, auf ein circa 1 cm dickes 0,7 %iges
Agarosegel aufgetragen und bei 60 V fiir 3 h elektrophoretisch aufgetrennt. Das Agarosegel wurde
dann mit H,Oye abgesplilt und anschlieRend fiir 30 min in 0,25 M HCL auf einem Taumelschttler bei
30 rpm geschwenkt. Bei diesem Schritt wurde die genomische DNA depuriniert, was zur teilweisen
Fragmentierung der DNA flihrte und den Transfer auf die Membran erleichterte. Danach wurde das
Agarosegel erneut mit H,Oye abgesplilt und fiir 30 min in 0,4 M NaOH geschwenkt. Bei diesem Schritt
wurde die dsDNA in ssDNA umgewandelt. Nach einem kurzen Waschschritt in H,Ove wurde die DNA
durch einen abwarts gerichteten Kapillartransfer (iber Nacht auf eine positiv geladene Hybond-N+
Nylonmembran (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, DE) (ibertragen. Der Blot wurde

folgendermallen von unten nach oben aufgebaut:

4 cm hoher Papierstapel

3 Lagen Filterpapier (Whatman™ 3MM Cellulose von Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA); zuvor
in 20 x SSC-Transferpuffer getrankt

Nylonmembran (zuvor in 20 x SSC-Transferpuffer getrankt)

Agarosegel (Offnung der Ladetaschen nach oben, vor Transfer entfernt)

3 Lagen Filterpapier (Whatman™ 3MM Cellulose von Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA); zuvor
in 20 x SSC-Transferpuffer getrankt

Briicke aus Filterpapier (Whatman™ 3MM Cellulose von Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA);
zuvor in 20 x SSC-Transferpuffer getrankt

Glas-Petrischale oder Geltrager

Gewicht (gefillte 250ml Blaukappflasche)

Links und rechts neben dem Blotaufbau wurden zwei flache Schiisseln mit 20 x SSC-Transferpuffer

gestellt und die beiden Enden der Papierbriicke wurden in diese Schiisseln gelegt. Durch Bestrahlung
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mit UV-Licht (Cross-Linking) wurde die ssDNA am folgenden Morgen mit der Nylonmembran kovalent

verknUpft.

Zur Prahybridisierung wurde die Nylonmembran in eine Glasrohre gesteckt und fiir 2 h bei 65 °C in
vorgewarmtem Hybridisierungspuffer (siehe 8.4.2) in einem Hybridisierungsofen (Biozym Diagnostic
GmbH, Hess. Oldendorf) inkubiert. AnschlieRend wurde die Dig-markierte Sonde fiir 5 min bei 99 °C
denaturiert und danach unmittelbar auf ein Gemisch aus Eis, kaltem Wasser und NaCl gestellt. Von der
Sonde wurden 6 pl dem Hybridisierungspuffer zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei 68 °C lber
Nacht. Am folgenden Morgen wurde der Hybridisierungspuffer mit der darin enthaltenen Sonde
verworfen und mehrere Waschschritte in der Glasrohre durchgefiihrt, wobei die Waschlésungen

vorgewdarmt waren.

20 ml 2 x Waschldsung; Inkubation bei RT fir 5min

20 ml 2 x Waschldsung; Inkubation bei RT fir 5min

20 ml 0,5 x Waschldsung; Inkubation bei 65 °C fiir 15min
20 ml 0,25 x Waschlosung; Inkubation bei 65 °C flir 15min
20 ml Waschpuffer M; Inkubation bei RT fiir 1 min

AnschlieBend wurde die Nylonmembran fiir 1 h bei RT in 20 ml 1 x Blockingreagenz (4 ml 10 x
Blockingreagenz (Roche Diagnostic, Mannheim, DE) + 36 ml Maleinsaurepuffer) inkubiert. Dann
wurden 4 pl anti-DIG-AP-Fab-Fragment (Roche Diagnostic, Mannheim, DE) zugegeben und fiir 30 min
bei RT inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt mit 20 ml Waschpuffer M (siehe 8.4.2) bei RT fir
10 min, durch welchen unspezifisch- und nicht gebundene Antikoérper entfernt wurden. Dieser
Waschschritt wurde zweimal wiederholt, ehe die Nylonmembran mit 20 ml Detektionspuffer flir 2 min
bei RT inkubiert wurde. Sie wurde dann der Glasréhre entnommen, in einen Folienhalbschlauch (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, DE) gelegt und mit sechs Tropfen CSPD-L6sung (Roche Diagnostics, Mannheim,
DE) betraufelt. Sie wurde dann luftblasenfrei auf die Innenseite einer Schlauchhélfte gelegt und fir
finf Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach wurde die Nylonmembran luftblasenfrei in einen neuen
Folienhalbschlauch gelegt. SchlieRlich wurde der Folienhalbschlauch mit der darin befindlichen
Nylonmembran im Dunkeln in eine Filmkassette gelegt und unter und (ber ihn wurde je ein
Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, DE) platziert. Der Rontgenfilm
wurde mit Hilfe einer Optimax TR Entwicklermaschine (MS Laborgerate, Heidelberg, DE) entwickelt. In
der Regel wurde der erste Film 3 h nach Auflegen des Rontgenfilms entwickelt, der zweite nach circa

14 - 16 h.
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3.2.7 Sanger-Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg, DE, durchgefiihrt.
Zu diesem Zweck wurde das zu sequenzierende DNA-Produkt zuerst mittels Standard PCR erzeugt
(siehe 3.2.2.1) und dann mit dem GenelET PCR Purification Kit (Fisher Scientific, Schwerte, DE)
aufgereinigt. Das PCR-Produkt hatte eine Liange von 1000 bis 3000 bp und wurde auf eine
Konzentration von 10 ng/ul eingestellt. Es wurden 15 pl des aufgereinigten PCR-Produktes mit 2 pul des
fur die Sequenzierreaktion benétigten Primers (10 uM) gemischt und als Premixed Sample an die
beauftragte Firma verschickt. Die Sequenzierung diente zur Priifung, ob im Genom der fiir die weiteren
Experimente ausgewahlten Mutanten am Ziellocus unerwiinschte Veranderungen stattgefunden
haben. Von besonderer Wichtigkeit waren zum einen die flankierenden Bereiche, welche z.T. weitere
Gene enthielten, und zum anderen, dass an der entscheidenden Stelle im ORF des AZR1 Genes das

richtige Nukleotid vorhanden war.

3.2.8 Gesamt-Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung (RNA-Seq)

Das Ziel der RNA-Seq war es, den Einfluss einer Fungizidbehandlung auf die in dieser Arbeit erzeugten
transgenen Stamme und auf die Referenzstaimme zu vergleichen. Auf diese Weise sollte
herausgefunden werden, welche Gene unter welchen Bedingungen hohere oder reduzierte
Transkriptgehalte aufwiesen. Jedes Isolat war innerhalb einer Behandlung durch vier technische
Wiederholungen reprasentiert. Die dafiir an die Firma GenomeScan (Leiden, Niederlande) versendeten
Gesamt RNAs wurden, wie unter Punkt 3.2.1.3 erldutert, isoliert, quantifiziert und deren Qualitat
bestimmt. Die RNA-Seq wurde von GenomeScan unter Verwendung des lllumina NovaSeq 6000 und
des HiSeq4000 Sequenzierungssystems und der sogenannten Paired-End Sequenzierungsstrategie
(150 bp) durchgefiihrt. GenomeScan flihrte unter Verwendung ihres RNA-Seq v4 Arbeitsablaufplanes,
welcher in der standard operating procedure SOP 70 beschrieben ist, die Daten Vor-Prozessierung und
die Genexpressionsanalyse durch (https://www.genomescan.nl/wp-content/uploads/PDF/Genome
Scan_ Bioinformatics-mRNASeqg-Analysis_Guidelines.pdf). Als Referenzgenom wurde das Genom des
F. graminearum Stammes PH-1 (RR1) verwendet (http://fungi.ensembl.org/Fusarium_ graminearum
/Info/Index; Stand der Assemblierung: August 2016). Diese Version der genomischen Sequenz wurde
von Rothamsted Research erzeugt und (ber das European Nucleotide Archive
(https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB5475) bezogen.

Im Folgenden wird der Ablauf der durch GenomeScan durchgefiihrten RNA-Seq Analyse kurz
dargestellt. Als erstes wurde die an GenomeScan versendete Gesamt RNA hinsichtlich ihrer Qualitat
analysiert und schlielllich gereinigt. Es erfolgte eine Filterung nach mRNA, um im Folgenden

ausschlieBlich mit dieser weiterzuarbeiten. Als Methode wurde die Poly-A-Schwanz Selektion der
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MmRNA unter Verwendung von Oligo (dT) Primern angewendet. Die erhaltene mRNA wurde
fragmentiert und daraus cDNA synthetisiert. Es folgte eine erneute Reinigung, die Reparatur der
Fragmentenden und die Ligation von Adaptern an die cDONA-Fragmente. Letztere dienen der Anheftung
der zu sequenzierenden cDNA-Fragmente an die Sequenzierungsplattform. Nach der Auftrennung im
Agarosegel schlossen sich eine PCR, ein Reinigungsschritt und schlieBlich die Sequenzierung an. Nach
einer Qualitatsfilterung folgte das Alignment der sequenzierten cDNA-Fragmente (Reads) gegen das
Referenzgenom. Die Zugehorigkeit eines jeden Fragmentes zu dem jeweiligen Chromosom und die
exakte Position auf diesem waren somit bekannt. Dann wurde die Anzahl an Reads pro Gen
qguantifiziert. Die Daten wurden im Anschluss normalisiert und als Ergebnis wurden die sogenannten
Fragments Per Kilobase Of Exon Per Million Reads Mapped (FPKM) Werte erhalten. Nach einer
Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) erfolgte die ldentifizierung der
differentiell exprimierten Gene mit Hilfe des DESeq2 Paketes der Software R. Innerhalb der
durchgefiihrten sieben paarweisen Vergleiche wurden die signifikant iber- oder unterexprimierten
Gene anhand ihrer log2 fold change Werte identifiziert, selektiert und auf der Basis ihrer korrigierten

p-Werte (Obergrenze von p=0,05) sortiert.

3.2.9 Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS) Marker
Analyse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein CAPS Marker Verfahren entwickelt, um den entscheidenden
Aminosdureaustausch an Position 368 im ORF des AZR1 Gens effizient in einer groflen Zahl von Isolaten
nachweisen zu konnen. Dieses Testverfahren macht sich das Vorhandensein, bzw. die Abwesenheit
einer Restriktionsenzymschnittstelle zu nutze.
Zunéachst wurde eine Standard PCR (siehe 3.2.2.1) mit der gDNA (siehe 3.2.1.1) des zu untersuchenden
Isolates mit der Phusion Polymerase und den beiden Primern Seq.SNP.P1.AllelAZR1.F1 und
Seq.SNP.P1.AllelAZR1.R1 durchgefiihrt, was zu einem 999 bp Produkt flhrte. Die 10 ul Ansatze wurden
im Anschluss mit dem GenelET PCR Purification Kit (Fisher Scientific, Schwerte, DE) aufgereinigt und
mit 50 pl H,Ogigest eluiert. Zur Uberpriifung der Fragmentlinge und der —qualitat wurden 2 pl auf ein
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss wurden 10 ul des PCR-
Produktes mit dem Restriktionsenzym Pcil verdaut (siehe 3.2.6.2). Das Restriktionsenzym wurde
inaktiviert (80 °C, 20 min) und 2 pl des Verdaus auf ein Agarosegel aufgetragen. Im Fall des WT-Allels
von AZR1 entstanden zwei Fragmente mit den GroRen 314 und 685 bp. Wenn jedoch der in dieser
Arbeit untersuchte SNP vorlag, entstanden drei Fragmente mit den GréRRen 189, 314 und 496 bp, da
derintegrierte SNP im AZR1 Gen eine weitere Schnittstelle des Restriktionsenzyms Pcil entstehen lasst.

Die CAPS Marker Analyse diente zum einen der Uberpriifung der generierten Mutanten. Zum anderen
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ist sie fur eine schnelle und kostenglinstige Analyse von Feldisolaten gut geeignet, was hier in

kleinerem Umfang durchgefiihrt wurde.

3.3 Vitalitatsbestimmung

3.3.1 Bestimmung der Sporenmorphologie und der
Sporenkeimung

Makrokonidien wurden aus MBB-Kulturen geerntet (siehe 3.1.1.2), ausgezahlt und mit PD-Medium auf
1 x 10° Sporen/ml eingestellt. AnschlieRend wurden 2 pl der Sporensuspension mit 8 pl PD-Medium
auf einen Objekttrager pipettiert. Unter dem Lichtmikroskop wurden die Morphologie und die
Septierung der Makrokonidien betrachtet und zwischen den Isolaten verglichen.
Zur Bestimmung der Keimrate wurde die Sporensuspension in einem Mikroreaktionsgefal bei 23 °C
fiir 6 h inkubiert, um anschlieBend 2 pl zu entnehmen und mit 8 pl PD-Medium auf einem Objekttrager
zu mischen. Fir jedes Isolat wurden in sechs technischen Wiederholungen jeweils 100 Makrokonidien
untersucht. Das Experiment wurde in drei biologischen Wiederholungen durchgefiihrt. Auch die
Morphologie und Keimung der Ascosporen wurde auf dhnliche Weise untersucht.
Die Ascosporen wurden, wie unter Punkt 3.3.3 beschrieben erhalten. Hierbei wurden je Isolat und
biologischer Wiederholung 6 x 100 Ascosporen ausgezahlt. Insgesamt wurde das Experiment in drei

biologischen Wiederholungen durchgefiihrt.

3.3.2 Bestimmung des vegetativen Wachstums

Um das vegetative Wachstum der Isolate zu bestimmen, wurde sie auf PDA, SNA, KMA und MMA
inokuliert und bei 25 °C im Dunkeln inkubiert (siehe 8.4.1). Dartiber hinaus wurde das vegetative
Wachstum auf PDA auch bei 15 und 30 °C im Dunkeln verfolgt. Die Nahrmedium wurden in der Mitte
mit 10 pl einer Makrokonidien-Suspension (1000 Sporen/ul; siehe 3.1.1.2) angeimpft. Pro Isolat
wurden drei biologische Wiederholungen mit jeweils flinf technischen Wiederholungen durchgefiihrt.
Das radiale Wachstum wurde im Fall von PDA (25 und 30 °C) und KMA Uber drei Tage, von SNA tber
vier Tage und von PDA (15 °C) und MMA (ber finf Tage hinweg taglich mit der Hilfe eines Lineals
gemessen und am letzten Tag der Messreihe fotografisch dokumentiert. Der Durchmesser wurde pro
Platte zweimal gemessen, wobei die beiden Messstrecken im 90 ° Winkel zueinander versetzt waren.
Die Erfassung wurde eingestellt, sobald die Hyphenfront eines Isolates im Experiment nur noch 1 cm
Abstand zur Petrischalenwand aufwies. Der Inokulationstropfen (¢ 0,7 cm) wurde subtrahiert, die
Wachstumsrate in cm/Tag berechnet. Die MMA- und SNA-Petrischalen wurden nochmal nach 14 dpi

fotografiert.
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3.3.3 Test auf Fahigkeit zur sexuellen Reproduktion

Die Fahigkeit zur sexuellen Reproduktion wurde nach einem modifizierten Protokoll von Cavinder et
al. (2012) lGberprift. Jedes Isolat wurde auf Petrischalen (¢ 85 mm) mit KMA (siehe 8.4.1) inokuliert
und bei RT (23 °C) und normalem Tag-Nacht-Rhythmus in Fensterndhe inkubiert, bis das Myzel den
Petrischalenrand erreicht hatte (circa flinf Tage). Das Luftmyzel wurde anschlieend mit einem sterilen
Zahnstocher entfernt. Nun wurde mit einem Drigalskispatel 1 ml 2,5 % Tween60 auf dem Myzel
ausgestrichen und die Kultur wurde wie zuvor weiter inkubiert. Bildete sich erneut Luftmyzel, so wurde
dieses wieder entfernt und erneut 1 ml 2,5 % (v/v) Tween60 ausgestrichen. Die Petrischalen wurden
so lange inkubiert, bis sie aufgrund der gebildeten Perithezien schwarz erschienen (> 7 d). Unter dem
Stereomikroskop konnte man sehen, dass dann bereits gelbliche Asci aus den Perithezien
herausragten. Unter dem Stereomikroskop wurden die Petrischalen mit der Nikon Digital Slight DS-U3
fotografiert. Danach wurden Asci mit einer Prapariernadel geerntet und in ein MikroreaktionsgefaR
mit 100 pl PD-Medium Uberfiihrt. Der Inhalt der MikroreaktionsgefdaBe wurde vorsichtig im PD-
Medium mithilfe der Prapariernadel durchmischt. Danach wurden 10 pl dieser Ascosporen-Suspension
auf einen Objekttrager pipettiert, unter dem Lichtmikroskop betrachtet und fotografiert. Nach etwa 2
h Inkubation bei RT keimten die Ascosporen in der Suspension. Von diesen wurden erneut 10 ul auf

einen Objekttrager pipettiert, unter dem Lichtmikroskop betrachtet und fotografiert.

3.4 Infektionsexperimente

Die fur die Infektionsexperimente benétigten Makrokonidien wurden, wie unter Punkt 3.1.1.2
beschrieben erzeugt, geerntet und ausgezadhlt. AnschlieBend wurde die Suspension auf eine

Konzentration von 1 x 10° Sporen/ml in 0,02 % Tween20 eingestellt.

3.4.1 Inokulation der Stidngel von vorverwundeten Maispflanzen

Fir den Stdngel-Infektionstest wurde die Maissorte Golden Jubilee (siehe 3.1.3.1) verwendet. Die
Anzucht- und Haltungsbedingungen sind unter Punkt 3.1.3.2 aufgefiihrt. Die Topfe mit den flnf bis
sechs Wochen alten Pflanzen wurden in eine horizontale Stellung gebracht und unter Zuhilfenahme
eines mit 100 % Ethanol sterilisierten Nagels (3 2 mm) wurde ein etwa 0,4 mm tiefes Loch in die Mitte
des ersten Internodiums gebohrt. In dieses wurden 10 pl der jeweiligen Konidien-Suspension bzw. im
Falle der Kontrolle 0,02 % Tween20 pipettiert. Die Inokulationsstelle wurde mit Parafilm (Bemis
Company, Neenah, USA) umwickelt, um die benétigte Feuchtigkeit zu gewahrleisten. Die Pflanzen
wurden, wie zuvor im Gewachshaus kultiviert und nach einer Woche wurde der Parafilm entfernt.

Nach 10 Tagen wurden die inokulierten Internodien mit einer Gartenschere aus den Stdangeln
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herausgeschnitten. Mit einem Messer wurden die Stangel mittig durch die Inokulationsstelle langs
halbiert. Die halbierten Stangelsegmente wurden mit einer Nikon Digital Sight DS-Fil fotografisch
dokumentiert. Fiir die Kalkulation der nekrotisierten Flichen beider Stingelhilften in mm?wurde mit
der Software Fiji (Fiji Is Just Imagel, Imagel Version: v1.51; Schindelin et al., 2012) gearbeitet. Das
Experiment wurde in drei biologischen Wiederholungen mit jeweils acht inokulierten Stéangeln (=
technische Wiederholungen) pro Variante durchgefiihrt. Zur statistischen Auswertung erfolgte eine

Normalisierung auf den Wildtyp Stamm NRRL 13383.

3.4.2 Inokulation der Bliitchen von Weizenpflanzen

Flr die Infektion von Weizenpflanzen wurde die Sorte Sonett (siehe 3.1.3.1) verwendet. Die Anzucht-
und Haltungsbedingungen vor und nach der Inokulation sind unter Punkt 3.1.3.2 ausgefiihrt. Die fir
die Experimente bendtigten sieben bis acht Wochen alten Weizenpflanzen befanden sich im
Entwicklungsstadium der Bliite mit einem BBCH-Code von etwa 65. Das bedeutete, dass circa 50 % der
Antheren reif waren und die Mitte der Bliihperiode erreicht war. Bei Ahren, die dieses Kriterium
erfiillten, wurden 10 pl der Konidien-Suspension bzw. der Kontrolle in das neunte duRere Ahrchen (von
oben gezahlt) pipettiert. Zu diesem Zweck wurden Hiill- und Deckspelze vorsichtig abgespreizt, bevor
die Inokulation erfolgte. Es wurde darauf geachtet, keine Gewebe mit der Pipettenspitze zu berthren.
Das Experiment wurde in drei biologischen Wiederholungen mit jeweils 27 inokulierten Ahren (=
technische Wiederholungen) pro Variante durchgefiihrt. Die Bonitur der Symptome erfolgte nach 3, 5,
7, 9 und 11 dpi. Dabei wurde die Anzahl an Blitchen notiert, welche Verbraunungen aufwiesen. Am
Versuchsende wurde die Gesamtanzahl aller gebildeten Bliitchen jeder Ahre gezahlt. Die Angabe der
befallenen Bliitchen konnte auf diese Art und Weise in Prozent erfolgen. AuRerdem wurden an Tag 11

alle Ahren mit der Nikon Digital Sight DS-Fi1 fotografiert.

3.4.3 Inokulation von mit Fungizid vorbehandelten Weizendhren

Im Unterschied zu der bereits beschriebenen Inokulation der Blitchen von Weizenpflanzen wurde bei
diesem Test zwei Tage bevor die Weizenpflanzen der Sorte Sonett das Entwicklungsstadium der Bliite
mit einem BBCH-Code von etwa 65 erreicht hatten, das Fungizid Ballet appliziert. Dies sollte eine
Feldanwendung bei vorhandenem Infektionsdruck simulieren. Zwei Tage spater erfolgte die
Inokulation wie bereits beschrieben (siehe 3.4.2). Das Handelspraparat Ballet (Bayer CropScience)
enthalt den Wirkstoff Tebuconazol mit einem Wirkstoffgehalt von 250 g/I. Die Anwendung erfolgte mit
Hilfe eines Hand-Drucksprihers (Gloria-Werke, Wadersloh, DE), der in einem Abstand von circa 50 cm
Uber den Weizenpflanzen bewegt wurde. Hierzu wurden 2 ml Ballet in einem Gesamtvolumen von 1 |

H,O0 verdiinnt, wovon 233 ml pro m? Weizenpflanzenbestand verspriiht wurden. Dabei handelt es sich

49



um eine héhere Endkonzentration als von Bayer empfohlen. Die Anzucht- und Haltungsbedingungen

vor wie nach der Inokulation sind unter Punkt 3.1.3.2 ausgefihrt.

3.5 Ermittlung der Fungizidsensitivitat

3.5.1 Bestimmung der ED50- und ED90-Werte

Zur quantitativen Bestimmung der Toleranz gegentiber Fungiziden wurden Petrischalen mit je 30 ml
PDA-Medium mit dem entsprechenden Wirkstoff gefillt. Als Fungizide wurden Tebuconazol
(Reinheitsgrad > 98 %) und Epoxiconazol (Reinheitsgrad > 95 %) verwendet. Beide wurden als Pulver
von der Firma LKT Laboratories Inc. (Saint Paul, USA) bezogen, in Aceton geldst und autoklaviertem
PDA in unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt. Damit die Konzentration des Losungsmittels in
allen Petrischalen gleich war, wurde auch den Kontroll-Petrischalen ohne Fungizidzusatz die
entsprechende Menge an Aceton hinzugefiigt. Daher enthielten alle Medien eine Acetonkonzentration
von 0,2 %. Tebuconazol wurde in den folgenden Konzentrationen verwendet: 0 /0,01 /0,05/0,1/0,5
/1/25/3,75/5/7,5/10/ 12,5/ 15 und 20 pg/ml. In den Experimenten mit Epoxiconazol wurden
zusatzlich 40 pg/ml verwendet. Fur jedes Isolat und jede Wirkstoffkonzentration wurden drei
technische Wiederholungen durchgefiihrt. Die vorbereiteten Petrischalen wurden bis zu dem
Zeitpunkt der Inokulation im Dunkeln bei RT gelagert. Die Inokulation erfolgte mittig mit je 10 pl einer
1 x 105 Makrokonidien/ml enthaltenden Suspension (siehe 3.1.1.2). Die Petrischalen wurden in
Plastiktiiten gestapelt und diese mit Klebeband so verschlossen, dass noch etwas Luftaustausch mit
der Umgebung moglich war. AnschlieRend wurden die Petrischalen bei 25 °C im Dunkeln inkubiert. Im
Fall von Tebuconazol wurden die Petrischalen nach 4, 5 und 10 dpi mit der Nikon Digital Sight DS-Fil
fotografiert. Im Fall von Epoxiconazol nach 4, 8 und 12 dpi. Fiir die Berechnung der bewachsenen
Flache wurde die Software Fiji (Fiji Is Just Imagel, Imagel) Version: v1.51; Schindelin et al., 2012)

verwendet. Die statistische Bestimmung der EDso- und EDgo-Werte ist unter Punkt 3.7.3 ausgefiihrt.

3.5.2 Bestimmung der Fungizidresistenz in Mikrotiterplatten

Zur semiquantitativen Erfassung der Toleranz gegeniiber Fungiziden im Hochdurchsatz wurde der s.g.
Resazurintest im 96er Mikrotiterplattenformat durchgefiihrt. Neben Tebuconazol und Epoxiconazol
(s.0.), wurden neun weitere Fungizide verwendet: Prothioconazol (> 99 %), Metconazol (> 99,8 %),
Cyproconazol (= 98,5 %), Prochloraz (> 99,4 %), Spiroxamin (= 98,4 %), Thiophanat-methyl (> 98,9 %),
Fluoxastrobin (= 99,3 %), lprodion (> 99,8 %) und Bixafen (> 99,7 %). Diese Fungizide wurden
pulverformig von der Firma Dr. Ehrenstorfer GmbH (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, DE) bezogen.

Neben den Azol-Wirkstoffen Tebuconazol, Epoxiconazol, Prothioconazol, Metconazol, Cyproconazol
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und Prochloraz wurden hiermit finf weitere Fungizidklassen abgedeckt. Thiophanate-methyl (Code:
B1) gehort zur Wirkstoffgruppe der Thiophanate, welche wiederum bei den MBC (Methyl Benzimidazol
Carbamat) -Fungiziden eingeordnet werden, deren molekulares Ziel das B-Tubulin ist. Spiroxamin
(Code: G2) inhibiert zwar ebenfalls wie die bereits erwahnten DMI-Fungizide die Sterolbiosynthese,
gehort aber nicht zur SBI (Sterolbiosyntheseinhibitor) -Klasse | sondern zur SBI-Klasse 1l, da seine
molekularen Wirkorte andere Enzyme dieses Syntheseweges sind, d.h. die Sterol-A*-Reduktase und
die Sterol-A%*’-Isomerase. Spiroxamin gehort der chemischen Gruppe der Morpholine an. Bixafen
(Code: C2) gehort zu den SDHI (Succinat Dehydrogenease) Inhibitoren und dort zur Wirkstoffgruppe
der Pyrazol-4-carbonsaureamide. Das molekulare Ziel von Bixafen ist die Succinat Dehydrogenase, was
zu einer Inhibierung des mitochondrialen Elektronentransfers von Succinat auf Ubiquinon fiihrt. Bei
Fluoxastrobin (Code: C3) handelt es sich um ein Strobilurin bzw. Qol (Quinone outside Inhibitor) -
Fungizid, welches zur Wirkstoffgruppe der Methyl-Acrylate gehort und die Cytochrom-c-Reduktase an
der Qo-Stelle angreift. Iprodion (Code: E3) gehért zu den Dicarboximiden und hat als molekulares Ziel
MAP-Kinasen (os-1, Daf-1) in bestimmten Signalketten. lprodion ist in der Europaischen Union seit

2018 nicht mehr zugelassen.

Fiir alle Fungizide wurde Aceton als Losungsmittel verwendet. Die folgenden Endkonzentrationen
wurden im Experiment fiir die einzelnen Wirkstoffe verwendet und waren zuvor in eigenen

Vorexperimenten optimiert worden:

Tebuconazol 0/25/5/75/10/20/30und 60 pg/ml
Epoxiconazol 0/25/5/75/10/20/30und 40 pg/ml
Prothioconazol 0/0,25/0,5/1/1,5/2/2,5und5 pg/ml
Metconazol 0/0,25/0,5/1/1,5/2/2,5und5 pg/ml
Cyproconazol 0/40/60/80/100/130/160 und 190 pug/ml
Prochloraz 0/0,25/0,5/0,75/1/2/3und5 pg/ml
Spiroxamin 0/40/60/80/100/130/160 und 190 pug/ml
Thiophanat-methyl 0/25/5/75/10/20/30und 40 pg/ml
Fluoxastrobin 0/40/60/80/100/130/160 und 190 pug/ml
Iprodion 0/40/60/80/100/130/160 und 190 ug/ml
Bixafen 0/40/60/80/100/130/160 und 190 pug/ml

Von jedem Wirkstoff wurde zunachst eine Stammldsung von 100 mg/ml in Aceton hergestellt. Davon
ausgehend wurden fir jeden Wirkstoff die acht benétigten Verdiinnungen hergestellt. Die Berechnung
war so gestaltet, dass innerhalb eines Wirkstoffes aus jeder der acht Verdlinnungen immer das gleiche

Volumen entnommen werden und in SDB-Medium (siehe 8.4.1) pipettiert werden konnte. Damit die
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Konzentration des Losungsmittels in allen 96 Lochern gleich war, wurde auch den Kontrollen ohne
Fungizidzusatz die entsprechende Menge an Aceton zugefligt, so dass stets eine Acetonkonzentration
von 0,2 % vorlag. In den Léchern befanden sich 190 pl SDB-Medium eingestellt auf den jeweils
benétigten Wirkstoffgehalt, welches mit jeweils 10 pl einer 1 x 10° Makrokonidien/ml enthaltenden
Suspension (siehe 3.1.1.2) inokuliert wurde. Die Mikrotiterplatten wurden mit Parafilm verschlossen
und bei 25 °C fiir 3 d im Dunkeln inkubiert. An Tag drei wurden in jedes Loch 10 pl Resazurin (2mg/ml)
gegeben und die Platte fir einen weiteren Tag wie oben beschrieben inkubiert. Bei Resazurin handelt
es sich um einen blauen bis violett Farbstoff, der bei Reduktion zu dem pink- bis rosafarbenen Resorufin
umgesetzt wird und bei weiterer Reaktion zu dem farblosen Dihydoresorufin reduziert wird (Twigg,
1945). In dieser Arbeit bedeutete der Farbton blau/violett keine Keimung und kein Wachstum, der
Farbton pink bis weill hingegen Keimung bis starkes Hyphenwachstum und somit metabolische
Aktivitat. Nach 4 dpi wurde jede Platte mit der Nikon Digital Sight DS-Fil fotografiert. Jeder Wirkstoff
wurde auf einer Mikrotiterplatte mit acht Konzentrationen an zehn verschiedenen Isolaten getestet.
Zusatzlich wurde jeweils ein Loch pro Konzentration nicht inokuliert und diente als Negativkontrolle.
Das Experiment wurde fiir jedes Fungizid mit mindestens 3 biologischen und jeweils 2 technischen

Wiederholungen durchgefihrt.

3.6 Bestimmung der in vitro Mykotoxinproduktion

Die Mykotoxinanalysen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Professor Petr Karlovsky an der Georg-
August-Universitat in Gottingen durchgefiihrt. Ziel der Analyse war es, zu ermitteln, ob sich die
Mykotoxinproduktion zwischen den hier erzeugten Mutanten und der WT-Referenz unterscheidet. Zu
diesem Zweck wurde Reismedium mit 100 pl einer 1 x 10° Makrokonidien/ml enthaltenden Suspension
(siehe 3.1.1.2) inokuliert und bei 21 °C fiir drei Wochen im Dunkeln ohne Schiitteln inkubiert. Zur
Herstellung des Reismediums wurden 4,5 g getrockneter Bio-Langkorn-Reis mit 9 ml Leitungswasser in
einem 100 ml Erlenmeyerkolben autoklaviert. Pro Isolat wurden fiinf Kolben angeimpft. Nach drei
Wochen wurde die Reiskultur mit 45 ml Losungsmittel (84/16 Acetonitril/Wasser mit 1 % Essigsadure)
bei RT iber Nacht (0. N.) schittelnd extrahiert. 15 ml des Extraktes wurden bei 4500 rpm und RT fir
10 min zentrifugiert. Es wurden 100 pl des Uberstandes entnommen und in 900 pl H,0gigest (Sartorius
arium pro, Gottingen, DE) aufgenommen. Nach zweimaliger Zentrifugation bei 13400 rpm fiir jeweils
10 min wurde der erhaltene Uberstand in ein HPLC-GefaR (iberfiihrt. Im Anschluss erfolgte die
Trennung des Substanzgemisches sowie die Identifizierung und Quantifizierung der Mykotoxine mit
dem Agilent 1290 Infinity Il HPLC (High Performance Liquid Chromatography) und dem daran
gekoppelten 6460 Agilent Triple Quadrupole LC/MS (Liquid Chromatography/Mass Spectrometry;
Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Zur HPLC wurde die Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 Trennsaule
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(stationdre Phase) mit 1,8 um PartikelgroRe, 100 mm Linge und 2,1 mm Durchmesser bei einer
Temperatur von 40 °C verwendet (Umkehrphasenchromatographie). Auf die Trennsaule wurden 5 pl
injiziert. Die Flussrate betrug 400 pl/min. Es wurden zwei Lésungsmittel (Eluenten, mobile Phase) in
einem Losungsmittelgradienten bestehend aus 0,1 % Ameisensdure in Wasser (A) und 0,1 %

Ameisensdure in Methanol (B) verwendet.

Schema des Lésungsmittelgradienten:

Zeit [min] %A %B
0,2 95 5
7,5 66 34
7,55 66 34
10 2 98
11 2 98
11,2 95 5
14 95 5

Bei der durchgefiihrten Gradienteneluierung wurde die Polaritat des Substanzgemisches in der
mobilen Phase wahrend der Analyse verandert. Zuerst |6sten sich nur die Stoffe von der Saule, die
kaum mit dieser wechselwirkten. Je hoher der Gehalt an Methanol wurde, desto besser |6sten sich
wechselwirkende Stoffe von der Saule. Die eluierten Verbindungen wurden mit einem Agilent 6460
Triple Quadrupole LC/MS detektiert. Dabei wurden je zwei Masseniiberginge pro Toxin zur sicheren
Identifizierung verwendet. Die Kalibrierung der Anlage erfolgte mit deuterierten Referenzsubstanzen
fir 3-ADON, 15-ADON, DON, NIV und ZEA. Die Schatzung der Nachweisgrenzen (limit of detection
(LOD) + limit of quantification (LOQ)) erfolgte in Anlehnung an ein von der Europdischen Union

veroffentlichtes Dokument (Wenzl et al., 2016).

Nachweisgrenzen der Mykotoxine im durchgefiihrten Experiment in mg/kg:

DON 3-ADON 15-ADON NIV ZEN
LOD 0,1 1,3 0,1 0,1 0,1
LOQ 0,5 4,9 0,5 0,5 0,5

3.7 Statistische und Bioinformatische Analysen

Alle in dieser Arbeit durchgeflihrten Experimente wurden in mindestens drei biologischen
Wiederholungen durchgefiihrt. Die Anzahl der technischen Wiederholungen variierte je nach
Experiment, beinhaltete aber immer mindestens drei. Zusatzlich wurde bei allen Experimenten, wenn
moglich, randomisiert. Dies betraf Positionsveranderungen von Kolben und Petrischalen in

Inkubatoren, aber auch von Pflanztépfen in Klimaschranken.
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3.7.1In silico Analysen

Die Microsoft Office Programme Excel, PowerPoint und Word wurden fiir die Datenverwaltung, -
auswertung und -darstellung verwendet. Statistische Signifikanzen wurden unter Verwendung des t-
Test (p<0,05) ermittelt und sind in den Abbildungen mit einem Sternchen gekennzeichnet. Clone
Manager 9 wurde fiir das Entwerfen von Klonierungen und Oligonukleotiden, die Erstellung von
Restriktionskarten sowie fiir Sequenzvergleiche verwendet. Die Datenbank EnsemblFungi wurde unter
Verwendung des F. graminearum str. PH-1 Genoms fiir simtliche Genomanalysen einschlieBlich von
Domanenvorhersagen genutzt (https://fungi.ensembl.org/Fusarium_graminearum/Info/Index). Zwei
verschiedene Programme wurden fir DNA und Proteinvergleichen im Rahmen der Suche nach
orthologen und paralogen Genen in andere Organismen verwendet
(https://fungi.ensembl.org/Fusarium_graminearum/Tools/Blast und https://blast.ncbi.nlm. nih.gov
/Blast.cgi). Die Funktion BioMart wurde fur die GO-term Analyse und die KEGGS pathway Analyse
angewendet https://fungi.ensembl.org/biomart/martview/d9ab52d738953b262f6bd79d 70901f62).
Die Software YLoc diente der Vorhersage der subzellularen Lokalisation (https://abi-services.cs.uni-

tuebingen.de/yloc/webloc.cgi?id=014f586 b853b4e6d2db9f73ab481c752).

3.7.2 Phylogenetische Analyse

Die ersten Homologievergleiche und die Downloads der Proteinsequenzen erfolgten unter
Verwendung von EnsemblFungi  BLAST (https://fungi.ensembl.org/Fusarium_graminearum
_ph_1 gca_ 000 240135/Tools/Blast?g=FGSG_03292;r=2:7316721-7319054;t=ESU09956) und NCBI
blastp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PRGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC
=blast home). Der Maximume-likelihood Stammbaum fiir das Protein Azrl von F. graminearum und
dessen Orthologe aus ausgewahlten filamentosen Pilzen wurde im weiteren unter Verwendung der
Software MEGAX (https://www.megasoftware.net/) erstellt. Zuvor wurde das Alignment unter
Verwendung der Software BioEdit Sequence Alignment Editor
(https://bioedit.software.informer.com/7.2/) mit manueller Optimierung durchgefiihrt. Dazu wurden
die Proteine in voller Lange verwendet. In der Software MEGAX wurde das Substitutionsmodell WAG-
Matrix verwendet. Im Rahmen der durchgefiihrten Bootstrap Analyse wurden 1000 Pseudoreplikate
erstellt. Die folgenden Pilze, mit Angabe der verwendeten Genomannotation, wurden in der
phylogenetischen Analyse berlicksichtigt: Fusarium graminearum str. PH-1 RR1; Fusarium culmorum
UK99 EF1; Fusarium pseudograminearum  (GCA_000303195.1); Fusarium  oxysporum
(GCA _900096695); Verticillium longisporum (GCA_001268165); Colletotrichum graminicola
M1 001 _V1; Colletotrichum orbiculare GCA _000350065.1; Colletotrichum gloeosporioides Cg-14
(GCA _000446055); Colletotrichum higginsianum IMI 349063 (GCA_001672515); Neonectria ditissima
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str. R09/05 (GCA_001306435); Trichoderma reesei RUT C-30 (GCA_000513815); Metarhizium rileyi
RCEF 4871 (GCA_001636745); Acremonium chrysogenum ATCC 11550 (GCA_000769265); Drechmeria
coniospora str. ARSEF 6962 (GCA 001625195); Escovopsis weberi (GCA_001278495) ; Cordyceps
confragosa RCEF 1005 (GCA_001636795); Stachybotrys chlorohalonata IBT 40285 (GCA_000732775);
Magnaporthe oryzae MGS8; Botrytis cinerea BcDW1 (GCA_000349525); Zymoseptoria tritici
ST99CH_1E4 (GCA _900184115); Aspergillus flavus AF70 (GCA_000952835); Puccinia graminis
ASM14992v1; Ustilago maydis Umaydis521 2.0; Saccharomyces cerevisiae (GCA_002804325);
Blumeria graminis f. sp. tritici 96224 (GCA_000418435).

3.7.3 Bestimmung der ED-Werte

Fiir die Bestimmung der ED50 und ED90 Werte wurde das durchschnittlich gemessene
Flachenwachstum des Myzels verwendet (siehe 3.3.2). Auf Basis dieser Werte wurden die, fiir eine 50
%ige und eine 90 %ige Wachstumshemmung notwendigen effektiven Dosen berechnet. Zu diesem
Zweck wurde als erstes der Logarithmus zur Basis 10 fiir alle verwendeten Wirkstoffkonzentrationen
berechnet. Daran anschlieBend wurde das durchschnittliche Myzelwachstum jeder Variante zunachst
in Prozent im Verhaltnis zur jeweiligen Nullkontrolle ausgedruckt, um darauf aufbauend schlieBlich den
Wirkungsgrad bzw. die Effizienz zu berechnen. Im Anschluss wurde folgende Formel angewendet:
Logarithmisch transformierte Effizienz = In (0,01*Wirkungsgrad / (1-0,01*Wirkungsgrad).

Aufgrund der Tatsache, dass einige der Isolate bei den héheren Konzentrationen keine Keimung bzw.
kein Wachstum zeigten, konnten fiir die Berechnung der ED50 und ED90 Werte im Fall von
Tebuconazol nur die Konzentrationen von 0,01 bis 5 pg/ml und im Fall von Epoxiconazol nur die
Konzentrationen von 0,01 bis 7,5 pg/ml herangezogen werden. Dieser Umstand fuhrte dazu, dass die
ED-Werte nur im Rahmen dieser Konzentrationsbereiche aussagefahig sind. Fir jedes Isolat wurde
unter Anwendung der linearen Regression das Verhaltnis zwischen dem Logarithmus zur Basis 10 der,
fir die Berechnung der ED-Werte herangezogenen, Wirkstoffkonzentrationen und dem nattrlichen
Logarithmus der Wirkungsgrade fiir diesen Bereich dargestellt. Auf dieser Basis erfolgten die
Aufstellung der Gleichung der linearen Regression und die Bestimmung des Bestimmheitsmasses.
Unter Verwendung der weiter oben genannten Formel konnten dann die y-Werte fiir eine 50 %ige und
eine 90 %ige Wachstumshemmung berechnet und nach Umstellung der, fiir jedes Isolat erhaltenen
Gleichungen nach x, in diese eingesetzt werden. Die dabei erhaltenen Werte wurden mit 10
multipliziert und resultierten in den hier angegebenen ED-Werten. Die gesamte beschriebene

Kalkulation erfolgte mit Microsoft Excel und war im Vorgehen an Kunz et al., 1997 angelehnt.
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3.8 Mikroskopie

Die Hellfeldmikroskopie wurden an einem Eclipse E600 Forschungsmikroskop (Nikon,

Dusseldorf, DE) unter Verwendung der folgenden Objektive durchgefiihrt:

- Nikon Japan, Plan Fluor 10x/0.3 DIC L ==/0.17 WD 16.0

- Nikon Japan, Plan Fluor 20x/0.50 DIC M ==/0.17 WD 2.1

- Nikon Japan, Plan Fluor 40x/0.75 DIC M e=/0.17 WD 0.72

- Nikon Japan, Plan Fluor 60x/1.40 QOil DICH ==/0.17 WD 0.2
- Nikon Japan, Plan Fluor 100x/1.30 Qil DIC H ==/0.17 WD 0.2

Das verwendete Okular hatte eine 10fache VergréRerung. Als Ol wurde das Immersion Ol fiir
die Mikroskopie 50cc vom Type NF der Firma Nikon verwendet. Des Weiteren wurde das
Stereomikroskop SMZ800 der Firma Nikon verwendet. Als Lichtquelle wurde fiir das
Stereomikroskop ein intralux™ 5000-1 mit zwei flexiblen Lichtleitern der Firma Volpi AG
(Schlieren, CH) verwendet. Alle Bilder wurden mit der digitalen Mikroskopkamera Digital Slight

DS-U3 der Firma Nikon aufgenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Transkriptionsfaktor Azrl

4.1.1 Struktur und Vorhersage der Funktion von FgAZR1

Das aus in vitro Adaptionsexperimenten hervorgegangene Isolat P1-11 weist im Vergleich zum
Wildtypisolat NRRL 13383 eine signifikant hohere Toleranz gegeniiber Azol-Fungiziden auf (Becher et
al. 2010). In einer Vorlauferarbeit wurden die Genome von NRRL 13383 und P1-11 sequenziert (Tryono
et al., unveroffentlicht). Im Vergleich zum Wildtypisolat zeigte P1-11 mehrere Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs) auf, von denen einige zu synonymen Aminosaureaustauschen fiihrten, andere
in nicht-codierenden Bereichen lagen und aus diesen Griinden aussortiert wurden. Von den
verbliebenden SNPs ragte einer heraus, da er zu einem nicht-synonymen Aminosaureaustausch in
einem zuvor nicht charakterisierten Transkriptionsfaktor fiihrt. Die Locusbezeichnung fiir das hier als
AZR1 (Azol Resistenz 1) benannte Transkriptionsfaktorgen lautet in der Annotation des Rothamsted
Research Institute FGRAMPH1 _01G12517 (King et al. 2015) und nach der frlheren FG3 Annotation
vom Broad Institute FGSG_03292 (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/GCA_000240135). Das
Gen AZR1 befindet sich zentral gelegen auf dem zweiten F. graminearum Chromosom des
Referenzisolates PH-1, lokalisiert von Basenpaar 4,735,992 bis 4,738,361. Es umfasst 2169 bp und
beinhaltet 4 Exons und 3 Introns. Das Protein besteht aus 722 Aminosaduren (AS) (Abb. 5). Das
Programm EnsemblFungi stellt die im Folgenden aufgezdhlten Domanen- und Feature-Vorhersagen
anderer Methoden gebiindelt dar. Die Methode MobiDB-lite sagt am N-Terminus von Azr1 (AS 1 bis21)
eine sogenannte long intrinsically disordered region (IDR) vorher. Diesen Regionen mangelt es an einer
festgelegten oder geordneten dreidimensionalen Struktur. Darauf folgend wird eine Zn(2)-C6
pilztypische DNA-bindende Doméne (InterPro:IPR001138) vorhergesagt, die dem Typ der Zink-Finger-
Transkriptionsfaktoren entspricht und sich vom Ende des ersten Exons des Gens bis in den Anfang des
zweiten Exons von AZR1 erstreckt. Diese ist vermutlich flr die Erkennung der Bindestelle im Promotor
verantwortlich. Je nach verwendeter Methode variieren die Angaben der exakten Lokalisation dieser
Doméne (Superfamily: AS 24 bis 67; SMART: AS 25 bis 68; CDD: AS 30 bis 58; PROSITE profiles: AS 30
bis 58; Pfam: AS 30 bis 59; Gene3D: AS 29 bis 108). Direkt daran anschlieRend (AS 72 bis 92), sagt die
Methode Ncoils ein sogenanntes coiled coil motif voraus. Ein weiteres dieser Motive befindet sich
zwischen den Aminosauren 459-479. Diese Motive sollen a-Helices anzeigen, die schraubenférmig
umeinandergewunden sind. Derartige Strukturen erkennen spezifische DNA-Sequenzen. Die
Transkriptionsfaktor Domane von Azrl (Pfam: AS 212-409; SMART: AS 323-396), in welcher der SNP

lokalisiert ist, befindet sich in Exon 3 und 4 von AZR1. Diese Domane findet sich in einer Reihe von
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Transkriptionsfaktoren, die zellulare und metabolische Prozesse regulieren und sie beinhaltet
Bindestellen fiir andere Proteine wie z.B. transkriptionelle Co-Regulatoren. Die Software YLoc sagt die

die Lokalisation von Azrl im Nukleus mit einer Wahrscheinlichkeit von 99,71 % vorher.

A

sTOP

Genstruktur gﬁ:‘:ﬁ‘_’ Exon3 "} Exon4
2169 bp

B

Proteinstruktur — e

722 aa —
MobiDB-lite
=
Zn(2)-C6 pilztypische DNA-bindende Domaene (Consensus aller verwendeter Datenbanken)

Transkriptionsfaktor Domaene (nach SMART)

Transkriptionsfaktor Domaene (Pfam)
_— ==

Ncoils Ncoils

Abbildung 5: Darstellung der Gen- und Proteinstruktur des Azrl Transkriptionsfaktors inklusive der
Lokalisierung vorhergesagter Domanen (nach EnsemblFungi).
(A) Genstruktur. Exons in AZR1 sind in orange und Introns in schwarz dargestellt. Der gesamte ORF hat eine
Lange von 2169 bp.
(B) Proteinstruktur inklusive Lokalisierung vorhergesagter Domanen. Die Lokalisierung der Zn(2)-Cé
pilztypischen DNA-bindenden Domane (blau) stellt die minimale Doméanenausdehnung dar, welche den
Vorhersagen von sechs unterschiedlichen Methoden gemein war. Azrl besteht aus 722 Aminosauren.

4.1.2 Azrl ist am starksten innerhalb der Gattung Fusarium
konserviert

Bei Azrl aus F. graminearum und seinen Orthologen aus anderen Pilzen handelt es sich um einen
bisher uncharakterisierten Transkriptionsfaktor. Blast-Analysen unter Verwendung der Azrl
Proteinsequenz zeigten, dass FgAzrl besonders innerhalb der Fusarium-Arten mit einer Identitdt von
liber 90 % sehr stark konserviert ist (Abb. 6). Am héchsten ist diese Ubereinstimmung bei Monokotyle
infizierenden Fusarium-Arten. Mit Hilfe von Blast-Analysen unter Einbeziehung unterschiedlicher
Vertreter aus verschiedenen Taxa der Ascomycota und der Basidiomycota, zeigte sich, dass alle
anderen putativen Orthologen mit weniger als 50 % Identitdt eine sehr geringe Identitat zu FgAzrl
aufweisen. So weisen die orthologen Proteine von Colletotrichum-Arten und Verticillium longisporum
lediglich eine Identitdt von 43 % mit FgAzrl auf. Interessanterweise wurden besonders in Pilzen mit

teils saprophytischer Lebensweise (Fusarium-, Colletotrichum-, Acremonium-, Verticillium-,
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Metarhizium-,

Cordyceps-,

Trichoderma-,

Neonectria-,

Escovopsis-, Stachybotrys-Arten) Azrl-

Orthologe identifiziert. Dabei ist hervorzugeheben, dass es sich unter anderem bei Fusarium-,

Colletotrichum-, Trichoderma-, Escovopsis- und Stachybotrys-Arten um bekannte Produzenten

toxischer Sekundarmetabolite handelt (Kim and Shim 2019; Al-Fakih 2014; Dosen et al. 2016; Dhodary

et al. 2018).
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® Trichoderma reesei

® Escovopsis weberi

@ Metarhizium rileyi

@ Cordyceps confragosa

@ Stachybotrys chlorohalonata
@ Neonectria ditissima

©® Magnaporthe oryzae

— " e Verticillium longisporum
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‘o Colletotrichum graminicola
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o Colletotrichum orbiculare

0,0'1 @ Colletotrichum gloeosporioides
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@ Fusarium oxysporum
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® Fusarium graminearum
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0 ® Fusarium culmorum
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@ Colletotrichum higginsianum
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@ Acremonium chrysogenum

@ Drechmeria coniospora

Zymoseptoria tritici

A Aspergillus flavus AF70

/\ Puccinia graminis
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A Saccharomyces cerevisiae

1

A Blumeria graminis f. sp.
tritici

Abbildung 6: Azrl ist innerhalb der Gattung Fusarium stark konserviert und zeigt zusatzlich deutliche
Ahnlichkeiten zu den Orthologen von Colletotrichum spp.

Das Phylogram fiir das Protein Azrl von F. graminearum und dessen Orthologe aus verschiedenen Asco- und
Basidiomycota wurde mit dem Programm MEGAX erzeugt. Ascomycota, welche zu der Klasse der
Sordariomycetes gehoéren, sind mit einem pinken Kreis gekennzeichnet. Ascomycota anderer Klassen sind mit
einem blauen Dreieck und die Basidiomycota mit einem gelben Dreieck gekennzeichnet. Innerhalb der
Sordariomycetes wurden Pilze der Ordnung Hypocreales in brauner Schrift gehalten und Vertreter aus der
Familie der Nectriaceae zudem unterstrichen. Der Stammbaum ist maRstabsgetreu und wurde mit Blumeria
graminis f. sp. tritici gewurzelt. Die Kantenldnge reprasentiert die Anzahl an Substitutionen.
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4.1.3 Erzeugung von AZR1 Deletions-, Allelaustausch- und
Kontrolltransformanten fiir die funktionale Analyse von Azrl
Um sowohl die Funktion von Azrl im Allgemeinen als auch die alleinigen Auswirkungen des im AZR1
Gen vorhanden Einzelnukleotid-Polymorphismus analysieren zu kénnen, wurden in dieser Arbeit vier
Konstrukte erzeugt. In allen Fallen erfolgte die Integration des jeweiligen Konstruktes (iber homologe
Rekombination am Ziellocus.
Im Fall der Deletion des nativen AZR1 Gens wurde der gesamte ORF deletiert und gegen eine
Deletionskassette ausgetauscht, welche unter Verwendung der Double-Joint-PCR hergestellt wurde.
Die Deletionsmutanten wurden als Aazr1 Stamme bezeichnet. Die Deletionskassette bestand aus dem
natl Resistenzgen (Nourseothricin-Acetyltransferase; (Malonek et al. 2004)) aus Streptomyces noursei
unter der Kontrolle des oliC Promotors aus Aspergillus nidulans, welches 5 und 3‘ von etwa 1000 bp
groBen Flanken umgeben war. Die 5‘-Flanke bestand aus der 5‘-untranslatierten Region (5’-UTR) bis
zum Beginn des AZR1 Startcodons, wohingegen die rechte Flanke, die 3‘-untranslatierte Region, aus
der Sequenz ab dem AZR1 Stopcodon bestand (Abb. 7A).
Im Fall des Allelaustauschkonstruktes (azr1**¢®") wurde der ORF des AZR1 Gens des NRRL 13383
Wildtypalleles gegen den AZR1 ORF des P1-11 Alleles ausgetauscht. Letzterer enthadlt einen
Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) in AZR1, der zum S368V-Aminosdureaustausch fiihrt. Der
Stamm P1-11 ist ein Azol tolerantes Isolat, welches nach einer einmonatigen Adaptation an eine
subletale Dosis von Tebuconazol erhalten und anschlieRend charakterisiert worden war (Becher et al.
2010). Zum Zweck der spateren besseren Selektierbarkeit erfolgreicher Transformationsereignisse,
wurde an den ORF von P1-11 zunéachst der Tnos Terminator aus Agrobacterium tumefaciens fusioniert,
gefolgt von dem hph Resistenzgen (Hygromycin Phosphotransferase) aus Streptomyces hygroscopicus
unter der Kontrolle des gpdA Promotors aus A. nidulans. Auch in diesem Fall enthalt das Konstrukt
zusatzlich noch am Anfang und am Ende anfusionierte DNA-Fragmente des AZR1 Gens des
Wildtypstammes, welche jeweils 1000 bp des 5’UTR bzw. des 3’"UTR umfassen (Abb. 7A). Beide der
bisher beschriebenen Konstrukte wurden in die Wildtypreferenz F. graminearum NRRL 13383
transformiert. Ein weiteres, sogenanntes Kontrollkonstrukt, wurde sowohl in das Wildtypisolatals auch
in das P1-11 Isolat transformiert, was zu den s. g. azr1®"°N bzw. azr1"" Stimmen fiihrte. Fiir die
Erzeugung des Kontrollkonstruktes wurde der ORF des AZR1 Gens des Wildtypstammes am 3’Ende mit
dem Tnos Terminator aus Agrobacterium tumefaciens fusioniert. An dessen 3’Ende wurde eine
Expressionskassette bestehend aus dem gpdA Promotors aus A. nidulans und dem hph Resistenzgen
(Hygromycin-Phosphotransferase) aus S. hygroscopicus angehangt. Die jeweils 1000 bp des 5’-UTR und
des 3’-UTR des AZR1 Gens flankierten das Konstrukt links und rechts (Ergdnzende Abbildung 1A (Abb.

E1A)). Mit Hilfe des Kontrollkonstruktes war es moglich zu Gberprifen, ob nur die Einfihrung des hph
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Resistenzgens hinter dem AZR1 ORF unter Umstanden bereits einen Einfluss auf die Phanotypen von
Transformanten haben kénnte.

Alle beschriebenen Konstrukte wurden nach erfolgreicher Klonierung in E. coli in das jeweils dafir
vorgesehene F. graminearum lsolat transformiert. Fiir die von den Transformationsplatten gepickten
Transformanten wurden Einzelsporisolate erzeugt, aus denen DNA isoliert wurde. Diese wurde fiir
Test-PCRs und Southern-Blot-Hybridisierungen verwendet. Die fiir die Test-PCR verwendeten Primer
Uberspannten den Ziellocus und die verwendeten Flanken. Aufgrund von GrofRenunterschieden der
PCR-Produkte konnten Transformanten mit korrekter Integration des jeweiligen Konstruktes am
Ziellocus ermittelt werden. Durch Southern-Blot-Hybridisierungen wurden danach unter diesen
Transformanten solche ausgewahlt, welche ausschlieBlich tber eine einzelne, homologe Integration
des Konstruktes am Ziellocus verfiigten. Im Fall der Allelaustauschmutanten (azr1°3%® Mutanten) wies
eine einzelne Bande mit einer GroRe von 6569 bp bzw. im Fall der Deletionsmutanten (Aazr1) von 3319
bp auf das korrekte Integrationsereignis hin (Abb. 7B). Flr die Kontrollmutanten wurde fir das
gesuchte Integrationsereignis ebenfalls eine einzige Bande von 6569 bp erwartet (E1B).
Transformanten mit mehreren Banden wiesen mehrere Integrationsereignisse des Konstruktes auf
und wurden fiir die weiteren Arbeiten nicht berlicksichtigt. Flr jedes der Konstrukte wurden zwei
durch Southern-Blot-Hybridisierung bestatigte Transformanten fiir die folgenden Experimente
ausgewahlt.

Um ferner auszuschlieRen, dass durch die PCR-basierte Erzeugung der transformierten Konstrukte
weitere, unerwiinschte Mutationen in die Transformanten eingefiihrt wurden, die ggf. zu
phanotypischen Veranderungen fliihren kénnten, wurden auch Sanger-Sequenzierungen durchgefiihrt.
Bei den azr1°%%8" Mutanten wurden der ORF von AZR1 vollstindig sowie die daran angrenzenden
Bereiche teilweise sequenziert (Abb. 7C). Zusatzlich wurde die fir die Integration verwendete 3’Flanke
von AZR1 sequenziert. Auf die gleiche Weise wurde mit den Kontrollmutanten verfahren (Abb. E1C).
Sowohl bei dem zur Kontrolle mitgefiihrten Isolat P1-11 und den beiden nach der Southern
Hybridisierung ausgewihlten azr1**¢¥Mutanten wurde so die Base Adenin in der mittleren Position
des fir den Einzelnukleotid-Polymorphismus codierenden Codons bestatigt. Alle anderen
sequenzierten Isolate zeigten das fiir den Wildtyp charakteristische Cytosin. Weitere Abweichungen
von den jeweiligen Referenzsequenzen traten in keinem der untersuchten Stamme in keinem der
sequenzierten Bereiche auf. Somit konnten in den azr1%¥¥" Mutanten etwaig auftretende
phanotypische Veranderungen ausschlielich auf die Substitution zuriickzufiihren sein, die in Azrl in

Position 368 zum AS-Austausch von Serin zu Tyrosin flhrte.
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atgtatgcagcaacgtccgggatgaggeccaacatcgettectccacggagetgat

troll RRL{ cgaaatccgacgtcgtgtatggtggcaaatcgtageacttgadtced
Kontrollen datgtatgcagcaacgtccgggatgaggccaacatcgcttotccacggagetgat

1-114{ cgaaatccgacgtegtgtatggtggcaaatcgtageacttgad

cgaaatccgacgtcgtgtat T caaatcgtagcacttgaqg
azr1535""1+2{ g gacgtcgtgtatggtgg gtag g

cgaaatccgacgtcgtgtatggtggcaaatcgtagcacttgad

datgtatgcagcaacgtccgggatgaggccaacatcgecttctccacggagctgat
datgtatgcagcaacgtccgggatgaggccaacatcgettetccacggagetgat

Ser -> Tyr (tcc -> tac)
Abbildung 7: Erzeugung und Uberpriifung der erzeugten Mutanten

(A) Schematische Darstellung der fur die Transformationen verwendeten Konstrukte und ihrer Integration
durch Doppelcrossover am AZR1 Wildtyp-Locus. azr153%8": Einfiihrung der Punktmutation im Codon 368;
Aazrl: Deletion des gesamten ORFs. Rote Linien zeigen die in den Southern-Blots verwendeten Sonden,
rote Pfeile die Schnittstellen der Restriktionsendonuklease Olil. Die Abbildung ist nicht maRstabsgetreu.
OLR = Offener Leserahmen = ORF.

(B) Southern-Blots der mit Olil verdauten genomischen DNAs des Wildtyps, von P1-11 und jeweils mehrerer
Mutanten der Genotypen azr1**%®" und Aazrl. Mutanten mit der richtigen Integration weisen bei
azr1%3¢8' eine Bande von 6569 bp auf bzw. 3319 bp bei Aazrl. Die Mutanten azr1%%¢%Y-1 und -2 sowie
Aazrl-1 und -2 wurden fiir die weiteren Experimente ausgewahlt.

(C) Uberpriifung der azr153%%" Transformanten mittels Sanger-Sequenzierung. Die griin markierten Boxen
kennzeichnen die sequenzierten Bereiche. Die rot markierten Nukleotide zeigen die Position des SNPs
an.

4.2 Charakterisierung der erzeugten Mutanten und
Transformanten

4.2.1 Testung auf verschiedene Merkmale der Vitalitat

Eine erhohte Toleranz gegeniiber Fungiziden kann mit Vitalitatsverlusten einher gehen, wie z.B.

Probleme bei der Sporulation und der Keimung von Mikro- und Makrokonidien und dem
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Myzelwachstum. Zusatzlich zeigen Fungizidtolerante Isolate nicht selten eine reduzierte Virulenz (Zhao
et al. 2022b). Aus diesem Grund war es wichtig, die in dieser Arbeit erzeugten Mutanten und
Transformanten auf verschiedene Merkmale der Vitalitat hin zu analysieren.

Zu diesem Zweck wurden u.a. Wachstumsexperimente auf unterschiedlichen Nahrmedien
durchgefiihrt. Hierbei wurde der Einfluss des verwendeten Substrates und der Temperatur auf das
vegetative Wachstum untersucht. Im Vergleich zu den nicht-transformierten Ausgangsstammen NRRL
13383 und P1-11 zeigte keine Transformante signifikante Abweichungen in den Wachstumsraten auf
PDA, MM, SNA und KA (Abb. 8A und B, E2 bis E6). Ebenso beeinflusste die Inkubationstemperatur das
Wachstum aller Isolate in vergleichbarem Male (Abb. E2 und E3). Zudem unterschieden sich in keiner
der Mutanten die vegetativen Hyphen hinsichtlich ihres Durchmessers, ihrer Segmentlange und ihrer
Verzweigung von denen der Referenzisolate NRRL 13383 und P1-11 (Abb. E7).

Neben dem vegetativen Wachstum wurde auch die Sporulation der sexuell und asexuell gebildeten
Sporen Uberprift. Alle getesteten Transformanten produzierten Makrokonidien in MBB-Medium und
Ascosporen auf Karotten-Agar in dhnlichen Mengen wie NRRL 13383 bzw. P1-11 (Abb. E8). AuRerdem
konnte bei keiner der Transformanten hinsichtlich dieser beiden Sporentypen eine Veranderung der
Lange, der Kriimmung oder der Septierung festgestellt werden (Abb. E8). Zudem unterschieden sich
weder die Keimraten der gebildeten Makrokonidien noch der Ascosporen der Transformanten von
denen der Referenzisolate (Abb. 8C, 8D, E9, E10). Zusammengefasst zeigen diese Versuche, dass weder
die Deletion von AZR1 noch der Aminosdureaustausch S368Y zu erkennbaren EinbulRen der Vitalitat

gegenliber dem WT fihrte.
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Abbildung 8: Weder die Deletion von AZR1 noch der Aminosaureaustausch S368Y beeinflusst die Vitalitdt der
Mutanten
(A) Reprasentative Kulturen des Wildtypstammes, P1-11, azr1*3¢8"und Aazr1 auf PDA bei 25 °C, 4 dpi.
(B) Wachstumsraten des Wildtypstammes (schwarz), P1-11 (blau), azr1°3¢¥ (rot) und Aazr1 (violett) auf PDA
bei 25 °C. Die Saulen reprasentieren den durchschnittlichen taglichen radialen Zuwachs des Myzels von
0 bis 4 dpi. Die Fehlerbalken sind SDs. Student’s t-Test, p < 0.05.
(C) Relative Zahl gekeimter Makrokonidien in PD von Wildtyp (schwarz), P1-11 (blau), azr153%®" (rot) und
Aazrl (violett). Die Fehlerbalken sind SDs. Student’s t-Test, p < 0.05.
(D) Die obere Reihe zeigt die Perithezienbildung des Wildtypstammes, P1-11, azr1®*%®" und Aazrl auf
Karotten-Agar, aufgenommen mit einem Stereomikroskop mit 9,3-facher VergroRBerung. Die untere
Reihe zeigt die Ascosporen und deren Keimung. Mal3stab 50 um.
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4.2.2 Die azr1%3%%Y- und die Aazr1 Mutanten zeigen gegeniiber dem
Wildtypisolat keine Virulenzdefizite

Fiir ein Pflanzenpathogen ist seine Virulenz von zentraler Bedeutung, weswegen die in dieser Arbeit
fiir das Gen AZR1 erzeugten Mutanten, mit drei unterschiedliche Virulenztests untersucht wurden.
Im ersten Virulenztest wurden Weizenbliitchen zum Zeitpunkt der Bliite inokuliert. Dieser Test kommt
der natilirlichen Weizeninfektion mit F. graminearum sehr nahe und zeigte, dass alle getesteten
Transformanten eine den Referenzisolaten NRRL 13383 und P1-11 vergleichbare Virulenz besalien
(Abb. 9A, E11).
In einem weiteren Virulenztest wurden verwundete Maisstangel mit den zu testenden Isolaten sowie
den Referenzisolaten NRRL 13383 und P1-11 inokuliert. Dieser Maisstangeltest stellte eine quantitative
Methode dar, um unabhangig von einer Druck-vermittelten Penetration bzw. der enzymatischen Lyse
der Cuticula und Zellwand die Fahigkeit der Isolate zu testen, das Wirtsgewebe zu besiedeln. Alle drei
biologischen Wiederholungen zeigten deutlich, dass die den Einzelnukleotid-Polymorphismus
enthaltenden azr1%3%" Mutanten keine Virulenzdefekte aufwiesen (Abb. 9B). Ebenso verhielt es sich
mit den Mutanten azr1®"N und azri®"°". Die unabhingigen Transformanten dieser beiden als
Kontrolle dienenden Isolate waren gleich virulent wie die Referenzisolate NRRL und P1-11 (Abb. E12).
Hingegen zeigten die beiden getesteten Aazrl Mutanten eine leicht erh6hte Virulenz, was aber nur in
einem Fall (Aazr1-1) signifikant war (Abb. 9B).
In einem weiteren Experiment sollte geklart werden, ob die azr1%3¢®¥ Mutanten, in denen der bei P1-
11 entdeckte SNP in AZR1 nachgestellt war, Azol-behandelte Weizendhren moglicherweise besser
besiedeln kdnnen als der Wildtypstamm. Hierzu wurden Weizendhren zum Zeitpunkt der Blite (ca.
BBCH 65), zwei Tage vor Inokulation, mit dem Fungizid Ballet behandelt. Dieses enthélt als einzigen
Wirkstoff Tebuconazol. Der Vergleich mit dem analogen Versuch, bei dem kein Fungizid eingesetzt
wurde (Abb. 9A), zeigte die starke Inhibierung aller Isolate durch Tebuconazol, so dass bei
Versuchsende (11 dpi) maximal nur noch ca. 10 % der Bliitchen symptomatisch waren anstatt etwa 55
% wie im Experiment ohne Fungizidbehandlung. Interessanterweise infizierte nicht nur P1-11 mehr
Bliitchen pro Ahre als der Wildtyp (Becher et al. 2010), sondern auch die azr1°3% Mutanten, wobei
dies bei 11 dpi am deutlichsten war (Abb. 9C). Der Vergleich der beiden azr1°3%" Mutanten mit dem
P1-11 Isolat deutete an, dass der hier untersuchte SNP im AZR1 Gen in planta zu einer erhohten Azol-
Toleranz fuhrte. Der entdeckte SNP kdnnte somit alleinig flr die erhéhte Azol Toleranz des P1-11
Isolates verantwortlich sein. Diesem Befund wurde im Rahmen von in vitro Fungizidversuchen weiter

nachgegangen.
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Abbildung 9: Die azr1S368Y Mutanten zeigen volle Virulenz auf Weizen und Mais und gegeniiber dem Wildtyp
eine erhohte Virulenz auf Azol-behandelten Weizenahren.
(A) Die Saulen reprisentieren die durchschnittliche Anzahl infizierter Bliitchen pro Ahre von Wildtyp

(B)

(schwarz), P1-11 (blau), azr1S368Y (rot) und Aazrl (violett). Die Fehlerbalken sind SDs. Sternchen zeigen
signifikante Unterschiede zum Wildtyp, Student’s t-Test, p < 0.05. Die Fotos zeigen reprdsentative
Weizendhren an 11 dpi.

Durchschnittlich infizierte Flache an gespaltenen Segmenten von Maisstdngeln, hervorgerufen durch
den Wildtyp (schwarz), P1-11 (blau), azr1S368Y (rot) und die Aazrl (violett). Die Fehlerbalken sind SDs.
Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zum Wildtyp an. Student’s t-Test, p < 0.05. Die Fotos zeigen
Maisstangel mit reprasentativer Symptomatik zum Zeitpunkt 10 dpi.

Die durchschnittliche Anzahl infizierter Bliitchen pro Ahre von Wildtyp (schwarz), P1-11 (blau),
azr1S368Y (rot) und Aazrl (violett). Zwei Tage vor Inokulation erfolgte eine Behandlung des Weizens mit
dem Fungizid Ballet. Die Fehlerbalken sind SDs. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zum Wildtyp
an. Student’s t-Test, p < 0.05. Die Fotos zeigen Ahren mit typischer Symptomatik zum Zeitpunkt 13 dpi.
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4.2.3 Fungizidtests

Das an Tebuconazol-adaptierte Isolat P1-11 verfligt im Vergleich zum Wildtypisolat NRRL 13383 (iber
eine deutlich hohere Toleranz gegeniber Azol-Fungiziden (Becher et al. 2010). Das Genom dieses
Isolates unterscheidet sich von dem des Wildtyps durch das Vorhandensein mehrerer SNPs, von denen
einer innerhalb des Transkriptionsfaktorgens AZR1 liegt (siehe 4.1.1). Um die Hypothese zu
Uberprifen, dass die Einflihrung dieses einen SNPs in AZR1 zu dem Azol-toleranten P1-11-Phanotyp
flihrte, wurde die Fungizidtoleranz der in dieser Arbeit erzeugten Transformanten mit zwei
unterschiedlichen methodischen Ansatzen in vitro untersucht.

Im ersten Ansatz wurde die Flache des Myzels auf Petrischalen, welche PDA mit verschiedenen
Konzentrationen von Tebuconazol oder Epoxiconazol enthielten, gemessen. Sowohl bei Einsatz von
Tebuconazol als auch von Epoxiconazol zeigte sich, dass die azr1°*¢®¥ Mutanten und das P1-11 Isolat
signifikant hohere Konzentrationen dieser beiden Azol-Fungizide im Vergleich zum Wildtypisolat NRRL
13383, den Kontrolltransformanten azr1€"°N und azr1®"°”, sowie den Aazrl Mutanten ertrugen
(Abb. 10, E13 und E14). Die azr1°3%®" Mutanten und das P1-11 Isolat zeigten auf Tebuconazol-haltigen
Platten vegetatives Wachstum bis einschlieRlich einer Konzentration von 15 pg/ml, wahrend NRRL
13383 nur bis zu einer Tebuconazol-Konzentration von 5 pg/ml wuchs. Im Fall von Epoxiconazol
dagegen wuchsen die azr1%3¢®¥ Mutanten selbst in Gegenwart von 40 pg/ml (Abb. 10), wihrend NRRL
13383 lediglich bis zu einer Fungizidkonzentration von 7,5 pg/ml wachsen konnte. Interessanterweise
wurde das vegetative Wachstum aller getesteten Isolate bis zu einer Konzentration von 2,5 pg/ml in
gleichem Male eingeschrankt (Abb. E13 und E14). Ab einer Konzentration von 2,5 pg/ml wuchsen die
azr1%3%8 Mutanten jedoch signifikant besser als NRRL 13383 (Abb. E13 und E14). Auffillig war auch der
bei allen getesteten Stammen starke Abfall der Fungizidtoleranz von 0,1 gegentber 0,5 pg/ml.
Zusammenfassend bestatigte dieses Experiment, dass alleinig der SNP in AZR1 fir den Azol-toleranten

Phanotyp des P1-11 Isolates verantwortlich ist.
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Abbildung 10: Die azr1%*68Y Mutanten sind toleranter gegeniiber Tebuconazol und Epoxiconazol.

(A)

(B)

Die Fotos zeigen reprasentative Kulturen an 8 bzw. 12 dpi auf 5 bzw. 15 pg/ml Tebuconazol. 5 pg/ml
war die hochste Konzentration, bei der das Wildtypisolat noch wuchs. 15 pg/ml war die hochste
Konzentration, bei der die azr1°*®®¥ Mutanten noch wuchsen. Die Siulen reprisentieren drei
ausgewdhlte Konzentrationen der gesamten Konzentrationsreihe (vgl. Abb. E13). Das Wachstum bei 0,5
pg/ml wird gezeigt, weil bei dieser Konzentration noch alle Stamme gleich inhibiert wurden. NRRL 13383
(schwarz), P1-11 (blau), azr1%3%® (rot). Die Fehlerbalken stellen SDs dar. Student’s t-Test, p < 0.05.
Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zum Wildtyp an.

Die Fotos zeigen reprasentative Kulturen an 8 bzw. 12 dpi auf 7,5 bzw. 40 pug/ml Epoxiconazol. 7.5 pg/ml
war die hochste Konzentration, bei der das Wildtypisolat noch wuchs. 40 pug/ml war die hochste
Konzentration, bei der die azr1°3%®¥ Mutanten noch wuchsen. Die Siulen reprisentieren drei
ausgewdhlte Konzentrationen der gesamten Konzentrationsreihe (vgl. Abb. E14). Das Wachstum bei 0,5
pg/ml wird gezeigt, weil bei dieser Konzentration noch alle Stamme gleich inhibiert wurden. NRRL 13383
(schwarz), P1-11 (blau), azr1%3%®" (rot). Die Fehlerbalken stellen SDs dar. Student’s t-Test, p < 0.05.
Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zum Wildtyp an.
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Da die Azol-toleranten Isolate und das Wildtypisolat NRRL 13383 bis zu einer Konzentration von 2,5
pg/ml gleich stark inhibiert wurden, ist es nachvollziehbar, dass sich die EDso Werte nicht voneinander
unterscheiden. Betrachtet man hingegen die EDgo Werte, so zeigt sich, dass die effektiv benotigte Dosis
fiir eine 90 %ige Wachstumshemmung der Azol-toleranten Isolate P1-11 und azr1**¢® héher ist als die
aller anderen getesteten Isolate (Tab. 1). Dieser Effekt tritt bei Anwendung von Epoxiconazol

besonders deutlich hervor.

Tabelle 1: Die ED90- Werte der azr1*¢8" Mutanten liegen deutlich iiber denen des Wildtyps.
ED50- und ED90-Werte von Wildtyp, P1-11, azr1%3%8", azr1¢°moN, gzr1%nte® ynd Aazrl Mutanten fiir Tebuconazol

und Epoxiconazol. Fir jeden Wert ist die Standardabweichung angegeben.

Fungizid Isolat EDso [ug/ml]  EDgq [ug/mil]
Tebuconazol NRRL 0,07 £0,02 0,96 £0,18
P1-11 0,05+0,01 1,47 +0,16
Azr1s368-1 0,05 +0,02 1,87 +0,24
Azr]5368Y-2 0,09 £ 0,06 1,87 +0,75
AzrpcontroiN_ 0,10+ 0,08 1,01+0,19
AzricontroiN_ 0,07 + 0,00 0,83 +0,02
Aazrl-1 0,08 £0,01 0,84 +£0,08
Aazrl-2 0,07+0,01 0,85+0,14
Epoxiconazol NRRL 0,16 £ 0,01 1,75+ 0,05
P1-11 0,43 +0,29 6,26 + 1,96
Azr1s368Y-1 0,29 +0,04 9,48 +2,39
Azr15368Y-2 0,33+0,10 7,63+0,72
AzrqcontroiN_ 0,24+0,11 1,97 +0,11
AzricontroiN_ 0,17 +0,01 1,80+0,18
Aazrl-1 0,17 +£0,08 2,31+0,57
Aazrl-2 0,13+0,01 1,34 +0,08
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Bei dem zweiten Ansatz zur Bestimmung der Fungizidtoleranz in vitro, wurde das vegetative Wachstum
in Gegenwart von Fungiziden im Mikrotiterplattenformat analysiert (Abb. 11). Diese Platten enthielten
Resazurin als Farbindikator und erlaubten im Hochdurchsatz parallel die Testung vieler
unterschiedlicher Fungizide mit jeweils mehreren Konzentrationen. Neben Tebuconazol und
Epoxiconazol wurden nicht nur weitere Azole wie Prothioconazol, Metconazol, Cyproconazol,
Prochloraz, sondern auch Thiophanate-methyl, Spiroxamin, Bixafen, Fluoxastrobin und Iprodion
untersucht, die andere molekulare Wirkorte haben und somit anderen FRAC-Klassen angehoren.
Insgesamt wurden mit dem Resazurin-Test 11 Fungizide aus 6 FRAC-Klassen getestet. Zunachst wurde
dieser Test mit Tebuconazol und Epoxiconazol durchgefiihrt, was die mit Hilfe der Plattentests
erhaltenen Ergebnisse bestatigte. Dabei war der Farbton blau bis violett wenn keine Keimung und kein
Wachstum stattfanden und pink bis wei wenn Keimung bis starkes Hyphenwachstum und somit
metabolische Aktivitdt vorhanden waren. Mit Tebuconazol zeigten die azr1°*® Mutanten und das P1-
11 Isolat vegetatives Wachstum bis zu einer Konzentration zwischen 10 und 20 pg/ml, wahrend das
WT lIsolat NRRL 13383 nur bis zu einer Konzentration von 5 pg/ml wuchs. Im Fall von Epoxiconazol
dagegen wuchsen die azr1°3®®' Mutanten erneut bis zu einer Konzentration von 40 pg/ml, wahrend
NRRL 13383 lediglich bis zu einer Fungizidkonzentration von 5 pg/ml wachsen konnte. Neben Tebu-
und Epoxiconazol wurden vier weitere Wirkstoffe aus der Gruppe der DMI-Fungizide getestet. Dabei
gehoren Cyproconanzol und Metconazol ebenfalls zu den Triazolen, wohingegen Prothioconazol zu der
Wirkstoffgruppe der  Triazolinthione gehért.  Prochloraz  zahlt zu den Imidazolen.
Bemerkenswerterweise inhibierte Cyproconazol weder die Keimung noch das vegetative Wachstum
irgendeines der getesteten Isolate. Noch héhere Konzentrationen konnten wegen des Erreichens der
Loslichkeitsgrenze nicht getestet werden. Alle anderen Azol-Wirkstoffe inhibierten ab einer
bestimmten Konzentration alle verwendeten Isolate, wobei dieser Effekt bei den azr1°3%®¥ Mutanten
und dem P1-11 Isolat erneut geringer ausfiel. Im Gegensatz zu dem starken Effekt bei Tebuconazol und
Epoxiconazol, waren die azr1**®®¥ Mutanten und P1-11 bei Metconazol allerdings nur in einem
Konzentrationsbereich von 1 bis 1,5 pug/ml etwas toleranter als NRRL 13383. Auch bei Prochloraz
inhibierten bereits geringe Konzentrationen das Wachstum aller Stimme. Die azr1%*¢¥ Mutanten und
P1-11 waren nur bei 1 pg/ml toleranter als das Wildtypisolat. Eine Konzentration von 1 pg/ml
Prothioconazol inhibierte NRRL 13383, wohingegen die azr1*3¢®¥ Mutanten und P1-11 bis zu einer
Konzentration von 1.5 pg/ml wuchsen. Demzufolge sind sowohl die azr1°3%8" Mutanten als auch P1-11
kreuzresistent, da sie tolerant gegeniliber mehreren Fungiziden mit gleichem Wirkungsmechanismus

und ahnlicher chemischer Struktur sind.
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Abbildung 11: Die azr1%6%Y Mutanten zeigen Kreuzresistenz gegeniiber verschiedenen Azolwirkstoffen.

Die Fotos zeigen das Ergebnis der Resazurintests von Wildtyp, P1-11, azr15%¢8", gzr1cmoN gzricntoP ynd Aazril
Mutanten nach 4 dpi. Die ausgewdhlten Konzentrationsbereiche wurden fiir jedes der Azol-Fungizide in
Vorversuchen ermittelt.

Um herauszufinden, ob sie auch parallelresistent sind, d.h. auch toleranter gegeniiber fungiziden
Wirkstoffen mit anderen Resistenzmechanismen sind, wurden auch Thiophanate-methyl, Spiroxamin,
Bixafen, Fluoxastrobin und Iprodion getestet. Allerdings inhibierte keiner dieser fiinf Wirkstoffe das
Wachstum der hier getesteten Isolate und des Wildtyps NRRL 13383, obwohl Konzentrationen von bis
zu 190 pg/ml verwendet wurden (Abb. E15).

4.2.4 Mykotoxinanalysen

Das verwendete Wildtypisolat NRRL 13383 ist in der Lage verschiedene Trichothecene zu bilden und

gehort dem Nivalenol (NIV) Chemotyp an. Neben diesem Isolat wurden das Azol-tolerante Isolat P1-
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11, sowie die azr1°3® und Aazrl Mutanten hinsichtlich ihrer Fahigkeit analysiert, die beiden
Mykotoxine Zearalenon (ZEA) und Nivalenol (NIV) zu produzieren (Abb. 12). P1-11, die azr1%*%¢ und
die Aazrl Mutanten produzierten signifikant weniger Zearalenon als das Wildtypisolat (Abb. 12A).
Demgegeniiber traten bei keinem der getesteten Isolate im Vergleich zu NRRL 13383 signifikante
Unterschiede bei den Nivalenolgehalten auf. Allerdings sieht es so aus, als ob der Wildtyp ggf. weniger

Nivalenol als die azr1°38"

und Aazrl Mutanten produzieren wiirde, was wegen der héheren Streuung
in dieser Messung nicht signifikant war. Diese Messungen zeigen klar, dass der Transkriptionsfaktor

Azrl die Zearalenon Produktion signifikant beeinflusst.
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Abbildung 12: Die azr1%3%¢Y und die Aazrl Mutanten produzieren in vitro signifikant weniger Zearalenon.

(A) Die Saulen reprasentieren die durchschnittlich produzierten Mengen an Zearalenon in mg/kg von NRRL
13383, P1-11 und einer azr1°3%8" -und einer Aazr1 Mutante. Die Fehlerbalken stellen SDs dar. Student’s
t-Test, p < 0.00001. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zum Wildtyp an.

(B) Durchschnittlich Mengen an Nivalenol in mg/kg von NRRL 13383, P1-11 und einer azr15%%¢" - und einer
Aazrl Mutante. Die Fehlerbalken stellen SDs dar. Student’s t-Test, p < 0.05.
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4.3 Azrl beeinflusst die Transkription zahlreicher Gene

4.3.1 Anzahl der signifikant differentiell exprimierten Gene (DEGs)
unter Standardbedingungen und unter Fungizid-Stress

In dieser Arbeit durchgefiihrten RNAseg-Analysen bestanden aus zwei identisch aufgebauten
Datensatzen, welche zeitlich versetzt voneinander erzeugt wurden und jeweils das Wildtypisolat NRRL
13383 als Referenzisolat enthielten. Der erste Datensatz umfasste die Transkriptgehalte der beiden
unabhingigen azr1°3%®" Mutanten und die des Wildtypisolates unter Standardbedingungen oder unter
Fungizid-Stress. Im Zweiten Datensatz wurden dann auf die gleiche Art und Weise die
Transkriptgehalte der beiden unabhangigen Aazrl Mutanten mit denen des Wildtypisolates
verglichen. Dabei erhohte die Verwendung von zwei unabhangigen Mutanten pro Genotyp die Qualitat
der RNAseq Datensatze deutlich, wenngleich auch die Variation zwischen unabhangigen Mutanten des
gleichen Genotyps die Interpretation von RNAseq Datensatzen deutlich erschweren kann.
Beide Datensdtze wurden jeweils durch zwei verschiedene Ansatze analysiert. Im ersten Ansatz
wurden die Transkriptgehalte jeder unabhangigen Mutante, jeweils mit denen des Wildtyps
verglichen, zum einen unter Standardbedingungen und zum anderen nach einer Zugabe von 5 ppm
Tebuconazol (Abb. 13). Bei dem zweiten Ansatz wurde dagegen die Reaktion der Mutanten auf die
Fungizidbehandlung mit der entsprechenden Reaktion des Wildtyps verglichen. Zu diesem Zweck
wurden zunachst in jedem Stamm einzeln die signifikant differentiell exprimierten Gene (DEGs)
zwischen Standardbedingungen und Fungizid-Stress bestimmt. Dabei reprasentierte ein DEG ein Gen
mit einer Genidentifikationsnummer (ID), dessen Transkriptgehalte im jeweiligen Vergleich
differentiell dereguliert waren und einen p_adjusted Wert von < 0.05 ergaben. Anschlielend wurden
die so erhaltenen DEGs in verschiedenen Kombinationen mit jeweils einem der beiden anderen
Stamme bzw. mit beiden Stammen gemeinsam verglichen und die entsprechende Schnittmenge

gebildet (Abb. 14).

Beim ersten Ansatz gab es unter Standardbedingungen lediglich ein gemeinsames DEG in den beiden
azr1%3%8 Mutanten und unter Fungizid-Stress zwei gemeinsame DEGs im Vergleich zum Wildtyp (Abb.
13A, Tab. E1). Bei dem Vergleich der Genidentifikationsnummern (IDs) der unter Standardbedingungen
(1 DEG) und unter Fungizid-Stress (2 DEGs) erhaltenen DEGs stellte es sich heraus, dass es kein DEG
gab, dass sowohl unter Standardbedingungen als auch unter Fungizid-Stress in beiden unabhdngigen
azr1*3%8" Mutanten signifikant unterschiedlich zum Wildtyp reguliert war.

Im Fall der beiden unabhangigen Aazrl Mutanten gab es dagegen im Vergleich zum Wildtyp unter
Standardbedingungen 1654 gemeinsame DEGs und unter Fungizid-Stress 824 gemeinsame DEGs (Abb.

13B). Bei dem Vergleich der Genidentifikationsnummern (IDs) der unter Standardbedingungen (1654
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DEGs) und unter Fungizid-Stress (824 DEGs) erhaltenen DEGs stellte es sich heraus, dass sich die

Transkriptgehalte von 382 DEGs sowohl unter Standardbedingungen als auch unter Fungizid-Stress in

beiden unabhangigen Aazrl Mutanten signifikant von denen des Wildtyps unterschieden. Dies

bedeutete, dass 1272 Gene ausschlieBlich unter Standardbedingungen in beiden unabhangigen Aazrl

Mutanten im Vergleich zum Wildtyp signifikant dereguliert waren. Dagegen waren 442 Gene

ausschlieBlich unter Fungizid-Stress in beiden unabhidngigen Aazrl Mutanten signifikant

unterschiedlich zum Wildtyp dereguliert (Tab. E2).

Standardbedingungen

A B

NRRL/azr15368Y-1 NRRL/azr15368Y-2 NRRL/Aazr1-1 NRRL/Aazr1-2
I

\ / | /

Fun§izidstress

Abbildung 13: Das Transkriptom der Aazrl Mutanten unterscheidet sich deutlich stirker von dem des
Wildtypisolates als das der azr1*68Y Mutanten.
(A) Anzahl der in beiden azr1%3¢® Mutanten gemeinsam auftretenden DEGs im Vergleich zu NRRL 13383

(B)

unter Standardbedingungen (griine Schrift) und unter Fungizid-Stress (blaue Schrift). Unter
Standardbedingungen gab es bei der azr1%3¢" -1 Mutante ein Gen und bei der azr1%*¢%" -2 Mutante neun
DEGs. Nach Behandlung mit Tebuconazol ergaben sich fiir die azr153%8" -1 Mutante 12 DEGs und fiir die
azr1%368Y -2 Mutante finf Gene DEGs. Die Anzahl an gemeinsamen DEGs zwischen Standardbedingungen
und Fungizid-Stress betrug null (blauer Kreis mit griinen Rand).

Anzahl der in beiden Aazr1 Mutanten gemeinsam auftretenden DEGs im Vergleich zu NRRL 13383 unter
Standardbedingungen (griine Schrift) und Behandlung mit Tebuconazol (blau). Unter
Standardbedingungen gab es bei der Aazrl-1 Mutante 3068 DEGs und bei der Aazrl-2 Mutante 3317
DEGs. Unter Fungizid-Stress ergaben sich fiir die Aazrl-1 Mutante 1788 DEGs und fir die Aazri-2
Mutante 1928 DEGs. Die Anzahl an gemeinsamen DEGs zwischen Standardbedingungen und Fungizid-
Stress ist 382 (blauer Kreis mit griinen Rand). 1272 der 1654 DEGs traten ausschlieBlich unter
Standardbedingungen auf und 442 der 824 Gene ausschlieRlich unter Fungizid-Stress.
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Beim zweiten Ansatz der Datenanalyse, der die Reaktion auf die Fungizid-Behandlung der Mutanten
mit der Reaktion von NRRL 13383 verglich, zeigte sich folgendes Bild (Abb. 14). Im Fall des azr1%3¢%"
Datensatzes wurden als Antwort auf Fungizid-Stress insgesamt 189 DEGs (55 + 46 + 81 + 7) fir den
Wildtyp gefunden (Abb. 14A). Dabei traten 55 dieser DEGs ausschlieBlich im Wildtyp auf, aber in keiner
der beiden unabhingigen azr1°3%" Mutanten, wahrend 81 DEGs sowohl im Wildtyp als auch in beiden
azr1*3%8" Mutanten vorkamen. In der azr1°*®" -1 Mutante waren insgesamt 1047 Gene (726 + 194 + 81
+ 46) als Antwort auf Fungizid-Stress signifikant differentiell reguliert und in der azr1*3¢¥" -2 Mutante
insgesamt 421 Gene (139 + 7 + 81 + 194). 194 Gene waren dabei ausschlieRlich in den beiden azr1%3¢%"
Mutanten als Antwort auf Fungizid-Stress signifikant dereguliert, nicht aber im Wildtyp (Abb. 14A, Tab.
E1).

Demgegeniiber gab es in dem Aazrl-Datensatz beim Wildtyp als Antwort auf Fungizid-Stress insgesamt
393 DEGs (332 + 12 + 24 + 25) (Abb. 14B). Dabei traten 332 dieser DEGs ausschlieBlich im Wildtyp auf,
aber in keiner der beiden unabhangigen Aazrl Mutanten. Dagegen gab es 24 DEGs, die in allen drei
Stammen auftraten. In der Aazri-1 Mutante waren insgesamt 203 Gene (111 + 56 + 24 + 12) als
Antwort auf Fungizid-Stress signifikant differentiell reguliert, wahrend dies bei der Aazrl -2 Mutante
insgesamt 338 Gene (233 + 25 + 24 + 56) waren. 56 Gene traten dabei ausschlieBlich in den beiden
Aazrl Mutanten auf, nicht aber im Wildtyp (Abb. 14B, Tab. E2).
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A

B

NRRL/NRRL azr15368Y-1/azr15368Y-1 NRRL/NRRL Aazri-1f/Aazrl-1

azr15368Y-2 [azr15368Y-2 Aazrl-2/Aazr1-2

Abbildung 14: Sowohl die azr1S368Y Mutanten als auch die Aazrl Mutanten zeigen eine sich vom Wildtyp
unterscheidende transkriptionelle Antwort auf Fungizid-Stress.

(A)

(B)

Dargestellt ist die Anzahl der DEGs beim Vergleich der Standardbedingung (griine Schrift) mit der
Behandlung mit Tebuconazol (blaue Schrift) jeweils fiir das Wildtypisolat (graue Unterstreichung) und
den beiden unabhingigen azr1%3¢®¥ Mutanten (rote Unterstreichung). Dabei waren 55 Gene
ausschlieRlich im Wildtyp, 46 Gene im Wildtyp und der azr1*¢8" -1 Mutante, 7 Gene im Wildtyp und der
azr1°3%" -2 Mutante und 81 Gene in allen drei Stimmen signifikant dereguliert. 726 Gene waren
ausschlieRlich in der azr13%68" -1 Mutante und 139 Gene ausschlieRlich in der azr133%" -2 Mutante
dereguliert. 194 DEGs traten in beiden Mutanten gemeinsam auf.

Dargestellt ist die Anzahl der DEGs beim Vergleich der Standardbedingung (griine Schrift) mit der
Behandlung mit Tebuconazol (blaue Schrift) jeweils fiir das Wildtypisolat (graue Unterstreichung) und
den beiden unabhdngigen Aazrl Mutanten (violette Unterstreichung). Dabei waren 332 Gene
ausschliefRlich im Wildtyp, 12 Gene im Wildtyp und der Aazrl-1 Mutante, 25 Gene im Wildtyp und der
Aazrl-2 Mutante und 24 Gene in allen drei Stimmen signifikant dereguliert. 111 Gene waren
ausschliefRlich in der Aazrl-1 Mutante und 233 Gene ausschlieBlich in der Aazr1l-2 Mutante dereguliert.
56 DEGs traten in beiden Mutanten gemeinsam auf.

4.3.2 Betrachtung besonders interessanter differentiell

exprimierter Gene (DEGS)

Interessanterweise handelte es sich laut der EnsemblFungi-Beschreibung (siehe 3.7.1) bei der

Mehrheit der oben aufgezahlten DEGs um hypothetische Proteine, deren Funktion oft unbekannt war.

Viele der hier nachfolgend genannten Proteine sind besonders innerhalb der Gattung Fusarium

konserviert und einige ausschliefRlich innerhalb F. graminearum (siehe 3.7.2 und 4.1.2). Zu den

orthologen Proteinen aus den meisten anderen filamentdsen Pilzen lag oftmals weniger als 50 %

Identitat vor. Zudem handelte es sich bei diesen oftmals um die gleichen Arten.
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4.3.2.1 Interessante DEGs der azr1%3¢% Mutanten

Unter Standardbedingungen war im Vergleich zum Wildtyp nur ein gemeinsames Gen
(FGRAMPH1_01G04947) in den beiden azr1%*¢% Mutanten signifikant dereguliert. Bei diesem handelte
es sich um ein hypothetisches Protein, dessen Funktion unbekannt ist und fir das keine
Dominenvorhersagen existierten (Abb. 13A, Tab. E1). Das Gen war in beiden azr1*3® Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp signifikant herunterreguliert. Dieses Gen ist hoch konserviert innerhalb der
Fusarium spp. und es besal’ kein Ortholog in Saccharomyces cerevisiae. Orthologe gab es stattdessen
u. a. in den Gattungen: Acremonium, Beauveria, Colletotrichum, Drechmeria, Metarhizium, Neonectria,
Stachybotrys, Trichoderma und Verticillium, wobei diese alle zu der Klasse der Sordariomycetes

gehoren.

Unter Fungizid-Stress waren im Vergleich zum Wildtyp die Transkriptgehalte von zwei Genen in beiden
azr1%3%8" Mutanten signifikant erhdht (Abb. 13A, Tab. E1). Bei einem (FGRAMPH1_01G15627) handelte
es sich um den bereits mit Azol-Resistenz in Verbindung gebrachten ABC-Transporter ABC3 (Abou
Ammar et al. 2013). Das andere Gen (FGRAMPH1_01G25277) hatte jedoch keine bekannte Funktion.
Es verfligte Uber eine FAD/NAD(P)-bindende Domane, welche in den Klassen | und Klasse Il der
Oxidoreduktasen gefunden wird (siehe 3.7.1). Bei Oxidoreduktasen handelt es sich um Enzyme, welche
NADP+ / NADPH+H* oder NAD* / NADH+H"* als Cofaktoren verwenden. Orthologe zu diesem Gen

existieren laut EnsemblFungi nicht in Hefen, aber in anderen Pflanzenpathogenen.

Als Reaktion auf Fungizid-Stress waren 81 Gene sowohl im Wildtyp als auch in den beiden azr1°3¢"
Mutanten signifikant dereguliert (Abb. 14A). EIf dieser Gene waren besonders interessant, da sie in
beiden unabhdngigen Mutanten einen log2FC von > 1 zeigten und somit signifikant starker dereguliert
waren als im Wildtyp (Tab. E1). Drei dieser elf Gene wiesen hdhere Transkriptgehalte im Vergleich zum
Wildtyp auf, darunter der ABC-Transporter PDR5 (FGRAMPH1_01G09633) und das bereits weiter oben
erwdhnte Gen flr eine unbekannte Oxidoreduktase (FGRAMPH1_01G25277). Bei dem dritten Gen
handelte es sich um die Sterol-24-C-methyltransferase ERG6 (siehe 4.3.2.4). Eines der im Vergleich zum
Wildtyp signifikant weniger stark hochregulierten Gene (FGRAMPH1_01G26375) verfligte
Uberraschenderweise Uber eine Phytocyanin Domane, welche bisher noch nicht in Pilzen beschrieben
wurde, aber eine Rolle in den Chloroplasten hoherer Pflanzen spielt und mit der Blattseneszenz in
Verbindung gebracht wurde (Hao et al. 2022). In diesem Zusammenhang kénnte es von erheblichem
Interesse sein, dass das von diesem Gen kodierte Protein Uber ein Signalpeptid verfligte. Dieses Gen
hat insgesamt 17 orthologe Gene vor allem in den Gattungen Fusarium, Verticillium und

Colletotrichum.
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Beim Vergleich der nicht-induzierten zu den mit Tebuconazol behandelten Stdmmen (Ansatz 2) waren
194 Gene in beiden azr1%3¢®" Mutanten signifikant dereguliert, aber nicht in NRRL 13383 (Abb. 14A,
Tab. E1). Unter diesen wiesen 51 Gene in beiden unabhangigen Mutanten einen log2FC von > 1 auf.
Die Transkriptgehalte von 28 Genen waren signifikant hochreguliert und die von 23 Genen signifikant
herunterreguliert. Insgesamt codierten 17 der 51 Gene (33%) fir Gene von SMCs, von denen 7
hochreguliert waren (siehe 4.3.2.3). Des Weiteren verfiigten die Proteine von 18 der 51 Gene (35%)
Uber eine Transmembrandomane (TMD), wobei 14 dieser 18 Gene hochreguliert und vier
herunterreguliert waren. Sechs der 18 Gene codierten fiir Transporter: FGRAMPH1 01G16541
(Oligopeptidtransporter), FGRAMPH1 01G11433 (Protonen-abhangiger Oligopeptidtransporter),
FGRAMPH1_01G05569 (MFS-Transporter, SMC C13), FGRAMPH1_01G05153 (ABC-Transporter, SMC
C10), FGRAMPH1_01G18933 (Aminosauretransporter), FGRAMPH1_01G13579 (ABC-Transporter,
SMC C22). Bis auf das letzte der genannten Gene, welches herunterreguliert war, waren die anderen
alle hochreguliert. Auch der 3° neben ABC3 liegende Zinkfinger-Transkriptionsfaktor
(FGRAMPH1_01G15629) war in beiden Punktmutanten bei Fungizid-Stress signifikant starker
hochreguliert als im Wildtyp. Beide Gene gehoérten zu dem SMC C16. Dieser Transkriptionsfaktor war
konserviert in Fusarium-, Stachybotrys-, Trichoderma- und Aspergillus-Spezies, jedoch nicht in
Saccharomyces cerevisiae. Auch ein 5 von AZR1 liegendes Nachbargen (FGRAMPH1_01G12519) war
in beiden azr1*3®¥ Mutanten stiarker hochreguliert als im Wildtyp. Es verfiigt Uber eine
Oxidoreduktasedomane und war hoch konserviert in Fusarium-Spezies und in Pilzen aus der Ordnung
der Diaporthales, deren Kompetenz zur Synthese von Proteinen mit anti-bakterieller und -fungaler
Aktivitat bekannt ist (Tanney et al. 2016; Selitrennikoff 2001). Auch das CYP51A Gen (ERG11), welches
das Target der Azol-Fungizide ist, war in den Mutanten signifikant hochreguliert (siehe 4.3.2.4), ebenso
wie das Gen FGRAMPH1 01G20829. Letzteres verfligte Uber eine EXPERA-Domdne, die vier
Transmembranregionen enthalt, vermutlich eine Sterolisomerase katalytische Aktivitat besitzt und
somit eine Rolle in der Ergosterolbiosynthese spielen kdnnte (Sanchez-Pulido and Ponting 2014).
Demgegeniliber wurde das Gen FGRAMPH1 01G16217 in beiden Mutanten signifikant starker
heruntergeregelt als im Wildtyp. Es codiert flir ein potenzielles anti-fungales Protein mit Signalpeptid.
Nach EnsemblFungi sind bisher flir dieses nur 7 Orthologe in anderen Organismen dokumentiert
worden (Aspergillus fischeri, Aspergillus niger, Beauveria bassiana, Colletotrichum orbiculare, Fusarium
culmorum und F. pseudograminearum, Penicillium antarcticum). Ansonsten waren in den
Punktmutanten vier Gene des Aurofusarin SMC C13, der fiir die Synthese von Aurofusarin
verantwortlich ist, signifikant starker herunterreguliert als im Wildtyp. Der bereits oben erwahnte
MFS-Transporter FGRAMPH1 _01G05569 aus SMC C13 war dagegen starker hochreguliert als im
Wildtyp (siehe 4.3.2.3).
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4.3.2.2 Interessante DEGs der Aazrl Mutanten

In beiden unabhangigen Aazr1 Mutanten waren 1272 Gene ausschlieRlich unter Standardbedingungen
im Vergleich zum Wildtyp signifikant dereguliert (Abb. 13B, Tab. E2). Von diesen wiesen 91 Gene in
beiden Mutanten einen log2FC von > 1,5 auf, von denen 13 Gene (14.2 %) in SMCs liegen. Proteine,
die von 19 der 91 Gene (20.8 %) codiert werden, wiesen mindestens eine TMD auf. Unter anderem
waren im Vergleich zum Wildtyp ein MFS-Transporter (FGRAMPH1_01G12569) und ein ABC-
Transporter (FGRAMPH1_01G18277) signifikant herunterreguliert. In einigen wenigen Fallen
unterschieden sich die Transkriptgehalte nur in einer der beiden unabhangigen Mutanten deutlich vom

Wildtyp (Tab. E2). Mindestens 35 der 91 DEGs (=39%) codierten fiir Enzyme.

Die Transkriptgehalte von 382 Genen waren sowohl unter Standardbedingungen als auch unter
Fungizid-Stress im Vergleich zwischen Aazrl Mutanten und Wildtyp signifikant verschieden (Abb.13B,
Tab. E2). Unter Anwendung eines Filters von log2FC von > 1,5 blieben 85 DEGs (ibrig. Bei 16 dieser
Gene (19 %) handelte es sich um hypothetische Proteine, deren Funktion ebenso wie deren Doméanen
nicht bekannt waren. Vierzehn der 85 Gene (16 %) waren SMCs zugeordnet (siehe 4.3.2.3). Bei den
drei am starksten hochregulierten Genen handelte es sich um FGRAMPH1 01G12519,
FGRAMPH1 01G16217 und FGRAMPH1 01G16215, wobei die beiden zuletzt genannten in enger
raumlicher Nahe im Genom lagen. FGRAMPH1_01G12519 codierte fiir eine Oxidoreduktase, welche in
Fusarium-Spezies und Pilzen der Ordnung Diaporthales hoch konserviert ist und aufgrund der direkten
Nachbarschaft zu AZR1 von besonderem Interesse sein kdnnte. FGRAMPH1_01G16217 (anti-fungales
Protein) wurde bereits oben bei den azr1*3¢¥¥ Mutanten erwihnt, da es unter Fungizid-Stress in beiden
unabhangigen Mutanten im Vergleich zum Wildtyp herunterreguliert war. Dies war nur eines vieler
Beispiele, die belegten, dass der Einzelnukleotidaustausch im AZR1 Gen nicht denselben Effekt auf die
Transkriptgehalte im Genom von F. graminearum hervorrief wie die Deletion von AZR1. Uber das
benachbarte Gen FGRAMPH1 _01G16215 ist lediglich bekannt, dass es Uber ein Signalpeptid verfiigte.
Insgesamt codierten 12 der 85 Gene (14 %), deren Transkriptgehalte sich in den Aazrl Mutanten
unabhangig von Tebuconazol von denen des WT um log2FC von = 1,5 unterschieden, fiir kleine
Proteine (39 bis 192 AS), welche allerdings mehrheitlich keine Signalpeptide aufwiesen. Sieben dieser
Gene waren sowohl unter Standardbedingungen als auch unter Fungizid-Stress hochreguliert und 5
herunterreguliert. Fast alle dieser Gene waren hoch konserviert innerhalb der Fusarium-Spezies. Sie
verfligten ansonsten jedoch selten tber orthologe Gene in anderen Organismen, die wenn zumeist aus
den Gattungen Colletotrichum, Penicillium, Neonectria, Trichoderma, Aspergillus, Metarhizium,
Stachybotrys und Verticillium stammten. Interessanterweise kamen 4 der 12 Gene ausschlieRlich in
Fusarium graminearum vor. Drei im Genom direkt benachbarte Gene (FGRAMPH1 01G13131,

FGRAMPH1 01G13133, FGRAMPH1 01G13135) waren in den Aagzrl Mutanten unter
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Standardbedingungen und Fungizid-Stress starker herunterreguliert als im Wildtyp. Es handelte sich
um bisher uncharakterisierte Gene, welche keine Orthologen in Saccharomyces cerevisiae aufwiesen.
FGRAMPH1 01G13131 codierte fiir eine putative 3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase, ein Enzym,
welches wahrscheinlich am Fettsduremetabolismus beteiligt ist. FGRAMPH1_01G13133 codierte fiir
eine Reduktase mit TMD, welche als Membran gebundenes Hamoprotein als Elektronentbertrager fir
einige Membran gebundene Oxygenasen fungieren kann. FGRAMPH1 01G13135 codierte fiir ein
Cytrochrom P450, welches moglicherweise an der Oxidation von Steroiden und Fettsdauren beteiligt
ist. Es liegt die Vermutung nahe, dass diese drei Proteine in die Membranbiosynthese eingebunden
sind. Des Weiteren waren drei Gene aus drei verschiedenen SMCs unabhangig von der Tebuconazol
Behandlung in den Aazrl Mutanten im Vergleich zum Wildtyp herunterreguliert.
FGRAMPH1_01G07279 codierte fur einen MFS-Transporter (SMC 58), FGRAMPH1_01G05109 fir eine
Peptidase (SMC 9) und FGRAMPH1 _01G27717 fiir eine Dehydrogenase (SMC 53). Auch ein ABC-
Transporter (FGRAMPH1_01G10937) war unter beiden Bedingungen herunterreguliert. Dieser wies
Sequenzahnlichkeiten zu PDR11 und AUS1 aus S. cerevisiae auf, also zu zwei sogenannten ,,multi drug
resistance”-Transportern, welche der Sterol-Aufnahme dienen und durch PDR1 reguliert werden. Auch
das Zinkfinger-Transkriptionsfaktorgen WAR1 war unter beiden Bedingungen in beiden Aazrl
Mutanten starker herunterreguliert als im Wildtyp. In S. cerevisiae reguliert Warl u.a. die Transkription
des ,,multidrug” Transporters PDR12. Die am starksten herunterregulierten Gene innerhalb der hier
vorgestellten Gruppe von 85 Kandidatengenen codierten fiir Dehydrogenasen, Proteine mit FAD-
bindender Domane, Proteine mit TMD, Hydrolasen und Proteine mit unbekannter Funktion. In S.
cerevisiae existierten flir diese Proteine keine Orthologen. Nicht zuletzt waren die Transkriptgehalte
von AZR1 selbst in den durch Southern Hybridisierung bestatigten Aazri-Mutanten ganzlich
herunterreguliert, was ein weiterer Beweis fiir die erfolgreiche Deletion war. Zwei der Gene, die unter
beiden Versuchsbedingungen als DEGs gefunden wurden, waren allerdings unter
Standardbedingungen besonders stark im Vergleich zum Wildtyp herunterreguliert.
FGRAMPH1_1G27719 codierte fir eine PKS in dem SMC 53 und FGRAMPH1_01G09147 codierte fiir

eine Amidohydrolase.

Von besonderem Interesse waren jedoch die 442 Gene, deren Transkriptgehalte ausschliefSlich unter
Fungizid-Stress in beiden Aazrl Mutanten signifikant unterschiedlich zum Wildtyp reguliert waren
(Abb. 13B, Tab. E2). 28 Gene wiesen in beiden unabhangigen Mutanten einen log2FC von > 1.5 auf,
wobei 13 Gene (46 %) hypothetische Proteine ohne bekannte Domé&nen codierten. Sechs Gene (21 %)
gehorten SMCs an und 6 Gene (21 %) hatten eine TMD. Unter diesen befinden sich die vier
heraufregulierten  Transportergene FGRAMPH1_01G15627 (ABC-Transporter, SMC C16),
FGRAMPH1_01G16877 (MFS-Transporter), FGRAMPH1_01G18793 (MFS-Transporter, SMC C34) und
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FGRAMPH1_01G09633 (ABC-Transporter). FGRAMPH1_01G15627 codierte das bereits genannte ABC-
Transportergen ABC3 und FGRAMPH1 _01G09633 PDR5, einen weiteren ABC-Transporter, welcher in
S. cerevisiae bereits mit Fungizidresistenz assoziiert wurde (Anderson et al. 2003; Harris et al. 2021).
Interessanterweise war auch FGRAMPH1 01G15629 in den Aazrl Mutanten signifikant starker
hochreguliert als im Wildtyp. Dieses Gen, das im Genom in direkter Nachbarschaft zu ABC3 im SMC 16
liegt, codiert einen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor. Abermals codierten viele der nur unter Fungizid-
Stress deregulierten 28 DEGs fiir kleine (AS 54 bis 198) Proteine und nur einige flr Proteine mit bis zu
300 AS. Viele dieser Gene kamen ausschliel3lich in F. graminearum vor und besaBen keine orthologen
Gene in anderen Organismen. Einige wiesen orthologe Gene in F. culmorum auf und wenige hatten
orthologe Gene in vielen Fusarium spp. FGRAMPH1_01G08357 codiert fiir ein unbekanntes Protein
aus der YjgF/YER057¢/UK114 Familie und hat besonders viele orthologe Gene, die interessanterweise

oft in der zu den Basidiomyceten gehérenden Klasse der Agaricomycetes gefunden wurden.

Um der Frage nachzugehen, ob Azrl tatsachlich die Transkription tiberdurchschnittlich vieler kleiner
Proteine (< 300 AS) reguliert, wurde die Anzahl an AS aller deregulierter Gene in den beiden Aazrl
Mutanten dahingehend betrachtet. Dabei zeigte sich, dass 25 % der Proteine aus < 300 AS (11.4 % mit
Signalpeptid (SP)) bestanden. Allerdings stellte es sich heraus, dass die Gesamtanzahl aller Proteine
mit < 300 AS im Genom von F. graminearum ebenfalls circa 25 % ausmachten. Somit lag bei den DEGs
keine offensichtliche Anreicherung von kleinen Proteinen vor. Bei Effektoren handelt es sich oft um
kleine, putativ sekretierte Cystein-reiche Proteine (Brown et al. 2012b; Brown et al. 2017; Lu and
Edwards 2016). In den Aazrl Mutanten waren 17 Gene fiir putativ sekretierte Effektoren im Vergleich
zum Wildtyp dereguliert. Davon waren 13 Gene hochreguliert (FGRAMPH1 01G16217,
FGRAMPH1_01G15939, FGRAMPH1_01G21173, FGRAMPH1_01G12903, FGRAMPH1_01G11435,
FGRAMPH1_01G11953, FGRAMPH1_01G19127, FGRAMPH1_01G22907, FGRAMPH1_01G11901,
FGRAMPH1_01G06917, FGRAMPH1_01G18805, FGRAMPH1_01G19603, FGRAMPH1_01G25985) und
zwei weitere Gene waren herunterreguliert (FGRAMPH1_01G08497, FGRAMPH1_01G13765).

Beim Vergleich der nicht-induzierten zu den mit Tebuconazol behandelten Stdmmen (Ansatz 2) waren
24 Gene sowohl im Wildtyp als auch in den beiden unabhangigen Aazrl Mutanten signifikant
dereguliert waren (Abb. 14B, Tab. E2). Nach Anwendung eines log2FC von > 1 blieben 10 Gene (brig,
welche bis auf einen Fall (FGRAMPH1_01G15627) in beiden unabhdngigen Mutanten signifikant
starker hochreguliert waren, als dies im Wildtyp der Fall war. Drei Gene liegen in SMCs (SMC 14, 16
und 67). Sieben Gene codierten fiir Proteine mit TMD, darunter zwei Gene aus SMCs. Dazu gehorten
die beiden bereits oben erwdhnten ABC-Transporter ABC3 (FGRAMPH1 01G15627) und PDR5
(FGRAMPH1_01G09633). AuBerdem waren die beiden Ergosterolbiosynthesegene ERG24 und ERG3
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deutlich starker hochreguliert als im Wildtyp. Von den 10 hier betrachteten DEGs war
FGRAMPH1_01G06405 das am starksten hochregulierte Gen. Es codierte fiir ein Cytochrom P450 und
kénnte somit an der Oxidation von Fettsauren und Steroiden involviert beteiligt sein, wie z.B.
Ergosterol. FGRAMPH1_01G06405 kdnnte aus diesem Grund ebenfalls in die Ergosterolbiosynthese
involviert sein. Ferner kdnnte FGRAMPH1_01G27401, eine Ketopantoathydroxylmethyltransferase,
ebenfalls an der Ergosterolbiosynthese beteiligt sein. Dieses Enzym ist in Pilzen essenziell fur die
Biosynthese von CoenzymA und deshalb zum einen fiir die Synthese und Oxidation von Fettsauren,
welche u. a. Bestandteil in Membranlipiden sind, und zum anderen ist es fiir die Energieproduktion
durch die Oxidation von Pyruvat im Zitronensaurezyklus wichtig. Das Genprodukt von
FGRAMPH1_01G06947 scheint ebenfalls mit der Membran assoziiert zu sein. Es verfligt Uiber eine
Marvel Domane, welche funktionell mit Sterol-reichen Membranablagerungen in Verbindung gebracht

wird (Sanchez-Pulido et al. 2002).

Von den 56 Genen, welche ausschliellich in den beiden unabhdngigen Aazrl Mutanten als Reaktion
auf den Fungizid-Stress (Ansatz 2) signifikant differentiell reguliert waren, wiesen 36 Gene in beiden
unabhdngigen Aazrl Mutanten einen log2FC von > 1 auf (Abb.14B, Tab. E2). Von diesen 36 Genen
waren 10 Gene (28 %) SMCs zugeordnet (5 hochreguliert, 5 runterreguliert). Interessanterweise
stammten die flnf runterregulierten Gene alle aus dem SMC 42, welcher fiir Fusarin C codiert (siehe
4.3.2.3). Ein hochreguliertes Gen (FGRAMPH1 01G12233) codierte vermutlich fir eine
Polyketidsynthase (PKS) und ist moglicherweise an der Biosynthese von Sekundidrmetaboliten
beteiligt, obwohl es keinem der bekannten SMC zugeordnet werden kann. Des Weiteren waren acht
Ergosterolbiosynthesegene in den Aazrl Mutanten starker als im Wildtyp exprimiert (siehe 4.3.2.4).
Ein weiteres hochreguliertes Gen (FGRAMPH1_01G13023) codiert wahrscheinlich fiir ein Cytochrom
P450 Enzym und kénnte vielleicht an der Ergosterolbiosynthese beteiligt sein. Das gleiche gilt fir das
Gen EBDP1 (FGRAMPH1_01G20829). Dieses enthielt eine EXPERA Domane, welche vermutlich Sterol-
Isomerase Aktivitdt aufweist und eine Rolle in der Ergosterolbiosynthese spielen kdnnte (Sanchez-
Pulido and Ponting 2014). Die folgenden fiinf Gene konnten zudem im Zusammenhang mit
Fungizidresistenz ~ von Interesse  sein: FGRAMPH1_01G24999, FGRAMPH1_01G00633,
FGRAMPH1 01G16537, FGRAMPH1 _01G17649 und FGRAMPH1 01G25039, zumal sie bisher nicht in
Pflanzenpathogenen charakterisiert wurden. FGRAMPH1 01G24999 codiert fiir einen ABC-
Transporter, welcher Ahnlichkeiten zu dem STE6 Gen in S. cerevisiae aufweist und als multi-Resistenz
Protein bekannt ist (McGrath and Varshavsky 1989). FGRAMPH1_01G00633 verfligte Uber eine
Chloramphenicol-Acetyltransferase-dahnliche Domane, welche in Bakterien im Zusammenhang mit der
Inaktivierung des Antibiotikums Chloramphenicol genannt wurde (Shaw 1983). Bei

FGRAMPH1 _01G16537 handelt es sich um ein, mit den Sulfotransferasen entfernt verwandtes Protein,
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welches in S. mansonii an der Resistenz gegeniiber Oxamniquin beteiligt ist (Valentim et al. 2013). Ein
RTA-dhnliches Gen (FGRAMPH1_01G17649) kdnnte wie in S. cerevisiae mit der Resistenzentwicklung
gegeniber 7-Amino-cholesterol und dem Lipidtransport in Verbindung stehen (Soustre et al. 1996;
Makuta et al. 2016). Das hauptsachlich in Fusarium spp. konservierte Gen FGRAMPH1_01G25039
besitzt eine Aminoglycosid-Phosphotransferase Domane. Diese ist von Antibiotikaresistenzproteinen
aus Bakterien bekannt und inaktiviert Antibiotika durch Phosphorylierung (Trower and Clark 1990).
Mit am starksten hochreguliert war ein Gen (FGRAMPH1_01G25277) flr eine unbekannte
Oxidoreduktase, welches auch in den azr1%3%®" Mutanten hochreguliert war, wenngleich auch in

schwacherem Malle.

4.3.2.3 Azrl kontrolliert die Expression von Sekunddrmetabolit-Clustern

In dem Genom von F. graminearum codieren 69 Gen-Cluster fir die Synthese von
Sekundarmetaboliten (Sieber et al. 2014). Die oben beschriebene Auswertung der RNAseq Experiment
zeigte, dass in beiden azr1**®®" Mutanten Gene aus 19/69 SMCs (27.5 %) und in den Aazrl Mutanten
Gene aus 56/69 SMCs (81.1 %) signifikant dereguliert und auf Genomebene Uberproportional
betroffen waren (Abb. 15). Gene von 16 dieser SMCs waren sowohl in den azr1°3%¢" Mutanten als auch
in den Aazrl Mutanten dereguliert. Die strukturell bekannten Metabolite dieser 16 SMC waren
Aurofusarin (SMC 13), Orcinol/orsellinic acid (SMC 18), Ferricrocin (SMC 33), Fusarin C (SMC 42) und
Malonichrome (SMC 63). Einige Gene von drei SMCs (SMC 4, 10 und 57) waren ausschlieBlich in beiden
azr1*3%®" Mutanten dereguliert. Demgegeniiber waren Gene von 40 SMCs spezifisch in beiden Aazrl
Mutanten dereguliert. Dabei waren ein oder mehrere Gene pro SMC dereguliert. Darunter waren u. a.
die SMCs fir die Biosynthese von Zearalenon (C15) und Trichothecene (C23). Nur bei 10 der 69 SMCs
war keines der dort liegenden Gene weder in den azr1°%" Mutanten noch in den Aazrl Mutanten

dereguliert.
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Abbildung 15: Die Expression von vielen Genen in SMCs ist sowohl in den azr1°3%8" Mutanten als auch in den
Aazrl Mutanten verdndert.

Die beiden Kreisdiagramme stellen die Anzahl von SMCs dar, die DEGs enthalten (rot / violett) oder nicht (grau).
Dabei galt ein SMC als beeintrachtigt, sobald die Transkriptgehalte eines seiner Gene in jeweils beiden Mutanten
signifikant dereguliert waren. In den azr1%3%¥" Mutanten (links) enthielten 19 SMCs (dunkel-rot) DEGs und 50
SMCs (dunkel-grau) keine DEGs. Von den 19 SMCs enthielten 16 SMCs (hell-rot) auch in den Aazrl Mutanten
(rechtes Diagramm; hell-violett) DEGs, wihrend 3 SMCs (dunkel-rot) ausschlieRlich in den beiden azr1%3¢"
Mutanten betroffen waren. Von den 50 SMCs in den azr1%%¢8" Mutanten ohne DEGs enthielten 10 SMC (hell-grau)
auch in den Agzrl Mutanten keine DEGs. 40 SMC (dunkel-grau) enthielten nur in den beiden azr153¢8Y Mutanten
keine DEGs. 40 (rechtes Diagramm; violett) der insgesamt 56 SMCs, welche in den Aazrl Mutanten DEGs
enthielten, traten nur hier, aber nicht in den azr1**¢®¥ Mutanten auf. In den Aazrl Mutanten gab es 13 SMCs
(dunkelgrau), die keine DEGs enthielten, von denen drei (dunkelgrau) ausschlieRlich hier auftraten. SMCs, die
DEGs enthielten und von denen die synthetisierten Metabolite bekannt sind, sind mit SMC-Nummer und
Metabolit-Bezeichnung dargestellt.

Insgesamt liegen 902 Gene in den 69 SMCs (Tab. 2). Von diesen waren die Transkriptgehalte von 177
Genen (19.6 %) signifikant dereguliert. Davon waren 45 Gene (5 %) in den beiden azr1%3¢¥" Mutanten
und 156 Gene (17.3 %) in den beiden Aazrl Mutanten betroffen. 24 Gene waren sowohl in den gzr1*3¢8"
Mutanten als auch in den Aazrl Mutanten betroffen (Tab. 2, Tab. E3 und E4). W&hrend die 45 SMC-
Gene in den azr1**%® Mutanten ausschlieRlich als Reaktion auf Fungizid-Stress dereguliert waren, so
war die Mehrheit der 156 SMC-Gene in den Aazrl Mutanten nur unter Standardbedingungen
dereguliert (Tab. 2, Abb. 16 A). Nur 28 % dieser 156 SMC-Gene in den Aagzrl Mutanten waren im

Zusammenhang mit Fungizid-Stress dereguliert (Tab. 2).
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Tabelle 2: Die Expression von Sekundirmetabolit-Genen ist sowohl in den azr15%8" Mutanten als auch in den
Aazrl Mutanten beeintrachtigt.
Gezeigt werden die 69 SMCs in F. graminearum (Cluster_ID) und die insgesamt vorhandene Anzahl an Genen pro
SMC (Sieber et al. 2014). Die Anzahl an DEGs innerhalb jedes SMCs ist fiir die azr1°3%®" Mutanten in rot und fiir
die Aazrl Mutanten in violett dargestellt. Fiir beide ist jeweils auch angegeben, wieviel die DEGs in Prozent an

der Gesamtanzahl an vorhandenen Genen/SMC ausmachen. In Fillen, bei denen der synthetisierte Metabolit

bekannt ist, ist er in Spalte 7 gelistet. Zudem wird im hinteren Teil der Tabelle im Detail gezeigt, wie viele SMC-

DEGs unter Standardbedingungen (griin), unter Fungizid-Stress (blau), unter Standardbedingungen und Fungizid-

Stress (griin-blau) oder als Antwort auf Fungizid-Stress (weiR und gelb) in den azr1°3%®" und den Aazrl Mutanten

im Vergleich zu der Gesamtanzahl an DEGs unter den jeweiligen Bedingungen auftreten.
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Die farbcodiert dargestellten Transkriptgehalte der in den 69 SMCs liegenden 902 Gene zeigten
deutlich, dass der Sekundirmetabolismus in den azr1°3%8" Mutanten bemerkenswerterweise betroffen
war, aber noch umfassender in den Aazr1 Mutanten (Abb. 16 A). Die Transkriptgehalte der SMC-Gene
waren in den azr1%3¢¥" Mutanten als Reaktion auf Fungizid-Stress stirker dereguliert als im Wildtyp, in
den Aazrl Mutanten dagegen starker unter Standardbedingungen im Vergleich zum Wildtyp. In etwas
schwacherem MaRe war dies allerdings auch bei der Fungizidanwendung der Fall. Gemessen and der
Anzahl der deregulierten Gene pro SMC stachen der Aurofusarin- (C13) und der Fusarin C-SMC (C42)
sowohl in den azr1°*¢®" Mutanten als auch in den Aazrl Mutanten deutlich hervor.

In den beiden unabhingigen azr1%3¢®" Mutanten waren acht von 20 SMC-Genen des Aurofusarin-SMCs
als Reaktion auf Fungizid-Stress Ubereinstimmend signifikant starker herunterreguliert und eines
starker heraufreguliert als im Wildtyp (Abb. 16 B, Tab. E3). Fungizid-Stress fiihrte in den azr1%3¢%"
Mutanten demnach zu einer starkeren Herunterregulierung dieses SMCs als im Wildtyp. In den Aazrl
Mutanten waren fiinf von 20 SMC-Genen von C13 in beiden unabhangigen Mutanten und weitere acht
Gene jeweils nur in einer der beiden unabhangigen Mutanten signifikant dereguliert (Abb. 16B, Tab.
E4). Sowohl unter Standardbedingungen als auch unter Fungizid-Stress war die Mehrheit dieser Gene
im Vergleich zum Wildtyp starker hochreguliert, was auf eine hohere Aurofusarinproduktion
hindeutete. Fungizidanwendung fihrte in allen Stammen dazu, dass C13 herunterreguliert wurde
(Abb. 16 B).

Ein ahnliches Bild zeigte sich auch fir den Fusarin C SMC. Auch C42 wurde als Reaktion auf Fungizid-
Stress in den azr1°3%8" Mutanten stirker herunterreguliert als im Wildtyp. In den Aazrl Mutanten war
C42 unter Standardbedingungen starker hochreguliert, wurde aber auch hier als Reaktion auf Fungizid-

Stress starker herunterreguliert als im WT (Abb. 16 C).
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Abbildung 16: Visualisierung des Einflusses von Azrl auf die Transkriptgehalte von Sekunddrmetabolit-

Clustern anhand von Heatmaps.

(A)

(B)

Ubersichtsdarstellung der Transkriptgehalte der in den 69 SMCs liegenden 902 SMC-Gene. Links sind
die Ergebnisse fiir die die azr1%3® Mutanten (rot) und rechts jene fiir die Aazrl Mutanten (violett)
dargestellt. Dabei zeigen die ersten drei Vergleiche die Transkriptgehalte als Reaktion auf Fungizid-
Stress von Wildtyp und den beiden azr1°3%" Mutanten bzw. den beiden Aazr1 Mutanten (Ansatz 1). Die
folgenden vier Vergleiche zeigen die beiden azr1**¢8" Mutanten bzw. die beiden Aazrl Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp unter Standardbedingungen und unter Fungizid-Stress (Ansatz 2).

Grafische Darstellung der Transkriptgehalte der 20 SMC-Gene des Aurofusarin SMC (C13). Links sind die
Ergebnisse fir die die azr1®3%® Mutanten (rot) und rechts jene fiir die Aazrl Mutanten (violett)
dargestellt. Dabei zeigen die ersten drei Vergleiche die Transkriptgehalte als Reaktion auf Fungizid-
Stress von Wildtyp und den beiden azr1°3%" Mutanten bzw. den beiden Aazr1 Mutanten (Ansatz 1). Die
folgenden vier Vergleiche zeigen die beiden azr1**¢8" Mutanten bzw. die beiden Aazrl Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp unter Standardbedingungen und unter Fungizid-Stress (Ansatz 2). Sternchen
symbolisieren eine signifikante (p> 0,05) Deregulierung des jeweiligen SMC-Gens in dem jeweiligen
Vergleich.

Grafische Darstellung der Transkriptgehalte der 16 SMC-Gene des Fusarin C SMC (C42). Links sind die
Ergebnisse fir die die azr1®3%®" Mutanten (rot) und rechts jene fiir die Aazrl Mutanten (violett)
dargestellt. Dabei zeigen die ersten drei Vergleiche die Transkriptgehalte als Reaktion auf Fungizid-
Stress von Wildtyp und den beiden azr1**¢¥ Mutanten bzw. den Aazrl Mutanten (Ansatz 1). Die
folgenden vier Vergleiche zeigen die beiden azr1**¢8" Mutanten bzw. die beiden Aazrl Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp unter Standardbedingungen und unter Fungizid-Stress (Ansatz 2). Sternchen
symbolisieren eine signifikante (p> 0,05) Deregulierung des jeweiligen SMC-Gens in dem jeweiligen
Vergleich.
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Die Analyse der molekularen Funktionen aller in den Mutanten deregulierten SMC-Gene mit Hilfe der
Gen-Ontologie Annotation (siehe 3.7.1) zeigte, dass im Fall der beiden azr1**¢®" Mutanten 71 % und im
Fall der beiden Aazrl Mutanten 56 % Uber eine derartige Annotation verfligten (Abb. 17 A). Sowohl in
den beiden azr1**®" Mutanten als auch in den beiden Aazrl Mutanten wiesen circa 60 % der Gene mit
bekannter molekularer Funktion katalytische Aktivitit auf. 15 % (azr1°3%") bzw. 25 % (Aazrl) wiesen
eine Transporter Aktivitit auf und 10 % (azr1**¢®") bzw. 13 % (Aazr1) eine Transkriptions-regulatorische

Aktivitit (Abb. 17 B).
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Abbildung 17: In der Gen-Ontologie Annotation dominieren bei den SMC-Genen der azr1%3¢¥Y Mutanten und
der Aazrl Mutanten drei molekulare Funktionen.

(A) Anzahl an SMC-Genen mit bekannter (pink) und unbekannter (grau) molekularer Funktion nach der Gen-
Ontologie Annotation, die in den azr1%3¢® Mutanten (links) bzw. in den Aazrl Mutanten (rechts)
signifikant veranderte Transkriptgehalte aufwiesen.

(B) Anteil von SMC-Genen mit katalytischer Aktivitat (griin), Transporter Aktivitat (blau) und Transkriptions-
regulatorischer Aktivitat (tlrkis) an der Anzahl der SMC-Gene mit bekannter molekularer Funktion. Links
dargestellt fiir die azr1°3%8" Mutanten (rot) und rechts fiir die Aazrl Mutanten (violett).

4.3.2.4 Azrl kontrolliert die Expression von Genen der Ergosterolbiosynthese

Zahlreiche Gene der Ergosterolbiosynthese wurden unter Azol-Fungizid-Stress sowohl im Wildtyp als
auch in den Mutanten signifikant hochreguliert (Tab. E5). Die Hochregulierung von Genen der
Ergosterolbiosynthese im Wildtypstamm stellte eine typische Reaktion auf die Anwendung von
Sterolbiosyntheseinhibitoren dar, die schon in friiheren Arbeiten beschrieben wurde (Yang et al. 2015;
Becher et al. 2010). Dariber hinaus wiesen die Mutanten in der hier vorgelegten Arbeit im Vergleich
zum Wildtyp Unterschiede hinsichtlich der transkriptionellen Regulation der
Ergosterolbiosynthesegene auf. In den beiden azr1*3¢® Mutanten waren die folgenden Gene
signifikant weniger hochreguliert als im Wildtyp: ERG1, ERG2 und ERG13. Im Vergleich zum Wildtyp
waren ERGS8, ERG6b und ERG11/CYP51A signifikant starker hochreguliert. Ebenfalls war der ABC-
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Transporter PDR5, welcher am Steroid-Transport beteiligt ist, in den beiden azr1°3%®" Mutanten
signifikant starker hochreguliert als im Wildtyp. Interessanterweise waren die Transkriptgehalte von
Genen der Ergosterolbiosynthese in beiden Aazrl Mutanten bei deutlich mehr Genen signifikant
starker hochreguliert als im Wildtyp. Dies betraf ERG1, ERG2, ERG3b, ERG4, ERG5a, ERG7, ERGS,
ERG10a und ERG13. Auch waren im Vergleich zu den azr1**¢8" Mutanten mehr Gene signifikant héher
exprimiert als im Wildtyp. Zu diesen zadhlten die beide ERG6 Gene, ERG11/CYP51B und ERG11/CYP51A,
ERG24b, ERG27 und PDR5 (Tab. E5).

4.3.2.5 Die Expression von Azrl im Zusammenhang mit Fungizid-Stress

Das RNAseq Experiment hat deutlich gezeigt, dass das in dieser Arbeit behandelte Kandidatengen AZR1
(FGRAMPH1_01G12517) selbst sowohl im Wildtyp als auch in den azr1*3¢® Mutanten unter Fungizid-
Stress signifikant hochreguliert wurde. Interessant war zudem, dass das direkt benachbarte Gen
FGRAMPH1_01G12519 (siehe 4.3.2.1 und 4.3.2.2) in der azr1**¢®" -1 Mutante als Reaktion auf Fungizid-
Stress ebenfalls starker hochreguliert wurde als dies im Wildtyp der Fall war. Allerdings war der
p_Adjusted Wert des log2FC des Wildtyps groBer als 0,05 und eine endgiiltige Aussage kann somit
nicht getroffen werden. Ahnliches galt fiir die zweite unabhingige azr1°3¢® Mutante. Aber auch in den
beiden Aazrl Mutanten war dieses Gen unter Standardbedingungen und unter Fungizid-Stress

signifikant starker hochreguliert als im Wildtyp (Tab. E6).

4.4 CAPS Marker Test und dessen Bedeutung fiir die
Untersuchung von Feldisolaten

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die im Labor eingeflihrte Punktmutation im AZR1 Gen die Toleranz
gegenliber Azol-Fungiziden signifikant erhoht, ohne fiir den Pilz von Nachteil zu sein, soweit es hier
getestet werden konnte. Allerdings kdnnten andere Merkmale im Feld wichtig sein, wie z.B. die
Produktion von Mykotoxinen, von denen die meisten bei F. graminearum strukturell nicht bekannt
sind und somit nicht bestimmt werden kdnnen. Diese und weitere Merkmale kdnnen aber im Feld
einen Einfluss auf die Ausbreitung von Mutationen haben, die zu einer erhéhten Azol Toleranz fihren.
Um einen Einblick in das Auftreten des SNPs S368Y in AZR1 in Feldpopulationen zu erhalten, wurde ein
spezifischer CAPS Marker Test (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) entwickelt, der in DNA-
Proben die Codons des WT (tcc) und der SNP-Mutanten (tac) eindeutig voneinander unterscheiden
kann. Die Methode wurde zundchst mit den in dieser Arbeit verwendeten Isolaten evaluiert. Im Fall
des Wildtypisolates NRRL 13383 und der beiden Kontrolltransformanten azr1®"°" und azr1®"t”
enthielten die PCR-Produkte nur eine Pcil Schnittstelle, wodurch im Gel zwei Banden zu sehen sind

(Abb. 18 A). Das PCR-Produkt des Azol-toleranten P1-11 Isolates und das der beiden azr1°3%" Mutanten
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enthielt dagegen zwei Pcil Schnittstellen, wobei eine genau im hier untersuchten SNP lag, was zu drei
Fragmenten fihrte (Abb. 18 A). Da in den Aazrl Mutanten der ORF deletiert war, innerhalb dem die
verwendeten Primer banden, entstand kein PCR-Produkt. Die Testung von NRRL 13383 und der

Laborisolate fuhrte in allen Fallen zu den vorhergesagten Ergebnissen (Abb. 18 A).
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Abbildung 18: Anwendung des CAPS Marker Verfahrens zur Testung von Feldisolaten auf das Vorhandensein
des SNPs in AZR1.
(A) Validierung des Nachweises, welcher in drei Schritten ausgefiihrt wird. Im ersten Schritt erfolgt auRer
bei den Aazrl Mutanten die Amplifikation eines GroRteiles des AZR1 ORF. Im zweiten wird dieses PCR-
Produkt durch das Restriktionsenzym Pcil, in Abhangigkeit von der Anzahl der vorhandenen
Schnittstellen, in zwei bzw. drei Fragmente gespalten. Schliefflich werden diese Fragmente
elektrophoretisch aufgetrennt.
(B) CAPS Marker Test von Feldisolaten. Links ist das Ergebnis von in Frankreich isolierten Feldisolaten und
rechts das Ergebnis luxemburgischer Feldisolate. Die Negativkontrolle zum Nachweis des untersuchten
SNPs ist NRRL 13383, die Positivkontrolle P1-11.
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Im Weiteren wurden finf Feldisolate franzosischer Herkunft und acht Feldisolate aus Luxemburg
getestet (Abb. 18 B). Die Isolate franzdsischer Herkunft stammen aus den Jahren 2011 bis 2014 und
wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Jochen Kleemann (Bayer AG Division Crop Science, Monheim,
Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Sie wurden von Winterweizen isoliert und gelten als leicht
toleranter gegeniiber Azol-Fungiziden, wobei eine F. graminearum sensu stricto Zuordnung und die
Bestimmung des jeweiligen Chemotyps fehlte. Das Isolat mit der héchsten Toleranz hat einen EDsg
Wert von 0,43 gegenliber Prothioconazol. Die Isolate aus Luxemburg wurden zwischen 2008 und 2011
von Weizen isoliert und wurden dankenswerterweise von Herrn Dr. Marco Beyer (Luxembourg
Institute of Science and Technology) zur Verfligung gestellt. Abgesehen vom Isolat 10-4b (3-ADON
Chemotyp) haben alle anderen Isolate aus Luxemburg den 15-ADON Chemotyp. Das Isolat 10-4b hat
mit einem EDso Wert von 0,002 gegenliber Tebuconazol den niedrigsten ED-Wert und das Isolat 11-
134b mit einem EDso Wert von 0,019 den hochsten ED-Wert dieser acht Isolate. Sowohl in dem Gel der
finf Feldisolate franzdsischer Herkunft als auch in dem Gel der acht Feldisolate aus Luxemburg waren
immer nur zwei Banden zu sehen. Alle PCR-Produkte enthielten demnach nur eine Pcil Schnittstelle
und keines der getesteten Feldisolate enthielt den SNP im AZR1 Gen (Abb. 18 B).

Zusammenfassend konnte mit Hilfe des CAPS Marker Tests gezeigt werden, dass dieses Testverfahren

schnell und kostengtinstig an Feldisolaten durchgefiihrt werden kann.
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5 Diskussion

Circa 800 Millionen Menschen weltweit sind chronisch unterernahrt (Meemken and Qaim 2018). Diese
Problematik wird sich u.a. wegen des kontinuierlichen Anstiegs der Weltbevélkerung auch weiterhin
verstarken und die verfligbare Ackerflache pro Kopf weiter sinken lassen (Nations 2019; FAO 2018). In
den letzten Jahrzehnten haben u. a. die synthetischen Pflanzenschutzmittel stark zu der Steigerung der
Nahrungsmittelproduktion und -qualitat beigetragen (Evenson and Gollin 2003; Meemken and Qaim
2018; Qaim 2017; Keulemans 2019; Anonymous 2000; Knutson 1997; Oerke and Dehne 2004;
Jorgenson 1999; Rosling 2018; Deising et al. 2019). Allerdings haben sich weltweit zahlreiche
Resistenzen gegenliber Fungiziden ausgebildet und zum Verlust ganzer Fungizidklassen fiir die
Anwendung im Feld gefiihrt (Hewitt 1998). Bereits 2 Jahre nach Markteinfiihrung der Strobilurine
fliihrten Punktmutationen, mit der Konsequenz eines einzigen Aminosaureaustausches, in zahlreichen
Pilzen zu dem kompletten oder teilweisen Verlust der Wirksamkeit dieser Fungizidklasse (Bartels 2000;
Kim et al. 2003; Krocher 2000; Lesemann et al. 2006). Sich derartig schnell entwickelnde
Fungizidresistenzen gegenliber Azol-Fungiziden konnten besonders im Fall der Mykotoxin
produzierenden Fusarium-Arten, wie z.B. Fusarium graminearum, schwerwiegende gesundheitliche
sowie 6konomische Folgen haben (Eskola et al. 2020). Feldisolate mit einer reduzierten Sensitivitat
gegeniber Azol-Fungiziden existieren allerdings bereits (Deising et al. 2008). Diesen Resistenzen liegen
unterschiedliche Mechanismen zugrunde, welche haufig in Kombination auftreten (Hollomon 1993;
Yin et al. 2009; Klix et al. 2006; Becher and Wirsel 2012; Lucas et al. 2015). Von zentraler Bedeutung
ist es, die diesen Mechanismen zugrundeliegenden Netzwerke und Verknipfungen zu entschlisseln.
Hilfreich ist in diesem Zusammenhang, dass Azol-Resistenz auch unter Laborbedingungen induzierbar
und somit studierbar ist (Becher et al. 2010). Azol-tolerante Isolate, die aus in Vvitro
Adaptionsexperimenten hervorgegangen sind, wurden zusammen mit dem Fungizid-sensitiven
Ursprungsisolat sequenziert. Bei diesen Untersuchungen wurden mehrere SNPs in unterschiedlichen
Genen identifiziert. Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, im Detail herauszufinden, welche dieser
SNPs Azol-Resistenz vermitteln und welche Mechanismen dieser Resistenz zugrunde liegen. Die in
dieser Arbeit erzeugten Mutanten und Transformaten wurden aus diesem Grund hinsichtlich ihrer
generellen Vitalitdt, ihrer Virulenz, ihrer Mykotoxinproduktion sowie ihrer Fungizid-Resistenz,
analysiert. Dabei zeigt diese Arbeit erstmalig, dass ein einziger SNP innerhalb eines bisher unbekannten
Transkriptionsfaktors in der Lage ist, Azol-Resistenz in F. graminearum zu vermitteln.
Transkriptomanalysen zeigen zudem die der Azol-Resistenz zugrundeliegende Komplexitdt der

transkriptionellen Regulation.
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5.1 Der uncharakterisierte Transkriptionsfaktor Azrl ist
innerhalb der Fusarium-Spezies hoch konserviert

Der in dieser Arbeit als Azrl benannte uncharakterisierte Transkriptionsfaktor ist besonders stark
innerhalb der Fusarium-Arten konserviert. Blast-Analysen unter Einbeziehung unterschiedlicher
Vertreter aus den Abteilungen der Ascomycota und der Basidiomycota zeigten, dass alle anderen
putativ orthologen Gene weniger als 50 % ldentitat zu FgAzrl aufweisen. Dabei stammen die putativen
orthologen Gene vor allem aus bodenbiirtigen Pilzen mit teils saprophytischer Lebensweise von denen
einige bereits als Produzenten toxischer Sekundarmetabolite bekannt sind (Kim and Shim 2019; Al-
Fakih 2014; Dosen et al. 2016; Dhodary et al. 2018). Orthologe des aus 722 Aminosauren bestehenden
Zn,Cyse-Transkriptionsfaktors Azrl wurden bisher in keiner Pilzart charakterisiert. Zudem zeigten die
Transkriptomanalysen dieser Arbeit, dass auch die Funktionen mehrerer Proteine, deren Gene
vermutlich durch Azrl transkriptionell reguliert werden, bislang ebenfalls unbekannt sind. Einige
dieser Proteine sind klein, enthalten zumeist kein Signalpeptid und sind zudem fast ausschlielRlich
innerhalb der Fusarium Spezies konserviert. Azrl weist eine Zn,Cyss-pilztypische DNA-bindende
Domane und eine Transkriptionsfaktor Domane auf, wobei erstere (iblicherweise fiir die Erkennung
der Bindestelle im Promotor und zweitere fiir die Bindung transkriptioneller Co-Regulatoren
verantwortlich ist. Um die Funktionen von Azrl, sowie die Auswirkungen des sich im AZR1 Gens
befindenden SNP zu analysieren, wurden in dieser Arbeit vier unterschiedliche Konstrukte erzeugt,
deren Integration in zwei F. graminearum Empfangerstamme (iber homologe Rekombination am
Ziellocus erfolgte. Dies fiihrte zu acht transgenen F. graminearum Stammen. Zum einen wurde im
Wildtypstamm NRRL 13383 der ORF von AZR1 deletiert, zum anderen durch ein Allel ersetzt, welches
den urspriinglich im Azol toleranten Laborisolat entdeckten SNP enthielt. Aullerdem wurde im
Wildtypstamm NRRL 13383 die Resistenzkassette an den ORF von AZR1 gehangt, um zu bestatigen,
dass diese keinen Einfluss auf den Phanotyp hat. Ferner wurde im P1-11 Isolat der ORF des P1-11
Isolates gegen den AZR1 ORF des Wildtypstamms NRRL 13383 ausgetauscht, um zu testen welche
Bedeutung den anderen SNPs im P1-11-Isolat im Zusammenhang mit Azol-Resistenz zukommt. Die
Analyse der so gewonnenen Datensatze erlaubte phanotypische Veranderungen jeweils dem Genotyp
der Deletion bzw. Punktmutation klar zu zuordnen, erste Hinweise auf die durch Azrl regulierten Gene

zu erhalten, sowie einen kausalen Einblick in die Entstehung der Azol Toleranz in P-11 zu gewinnen.
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5.2 Charakterisierung von Azrl

5.2.1 Die vegetative Vitalitit der AZR1 Mutanten st
unbeeintrachtigt

Eine erhohte Toleranz gegeniber Fungiziden geht oftmals mit Vitalitatsverlusten einher (Lysge et al.
2011; Hagiwara et al. 2017). Dabei kdnnen z. B. Probleme mit der Sporulation und Keimung von Mikro-
und Makrokonidien, als auch Probleme mit dem Myzelwachstum auftreten. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Wachstumsexperimente zeigten interessanterweise in keiner der getesteten
Mutanten und Transformaten auf keinem der verschiedenen Substrate und bei keiner der getesteten
Temperaturen signifikante Abweichungen vom Wildtyp oder von dem Azol toleranten P1-11 Isolat.
Auch auf mikroskopischer Ebene wurden bei den Mutanten keine qualitativen Veranderungen bei den
vegetativen Hyphen hinsichtlich ihres Durchmessers, der Segmentlange und ihrer Verzweigung
gefunden. Ebenso wenig war ihre Fahigkeit zur Bildung sexueller und asexueller Sporen beeintrachtigt.
Dabei traten weder Mengenunterschiede noch Veranderungen hinsichtlich der Keimung, der Lange,
der Krimmung oder der Septierung auf. Dies bedeutet, dass weder der Verlust von AZR1 noch die
Einflhrung des Einzelnukleotidaustausches das Wachstum oder die Sporulation unter den getesteten
Bedingungen beeinflussten. Diese Ergebnisse sind von Bedeutung, da zahlreiche Studien von
Transkriptionsfaktoren, welche Azol Toleranz beeinflussen, derartige Defekte schildern. So weisen z.B.
Deletionsmutanten des Transkriptionsfaktors AtrR aus Aspergillus fumigatus ein vermindertes
vegetatives Wachstum auf (Hagiwara et al. 2017). Auch fir das Ortholog ATRR in F. graminearum
wurde ein Einfluss auf das vegetative Wachstum, die Sporenproduktion und die Perithezienbildung
gezeigt (Zhao et al. 2022b). Ebenso zeigen Deletionsmutanten in F. graminearum fir den
Transkriptionsfaktor FgSR Wachstumdefizite (Liu et al. 2019). In den Deletionsmutanten fiir den
Transkriptionsfaktor FgStuA ist dagegen die Sporenproduktion signifikant vermindert. AuRerdem
unterbleibt in diesen die Perithezien- und Ascosporenentwicklung sowie die Bildung von Konidien
(Lyspe et al. 2011). Ebenfalls wurde gezeigt, dass einzelne Aminosdureaustausche in
Transkriptionsfaktoren, wie Upc2 in S. cerevisiae und Candida glabrata, z.B. zu einer verzdgerten
Filamentation flihren kdnnen (Lohberger et al. 2014). Vor diesem Hintergrund und im Zusammenhang
mit der Frage, ob ein solcher Azol Toleranz vermittelnder Einzelnukleotidaustausch auch unter
Feldbedingungen auftreten konnte, ist der Befund, dass weder der Verlust von AZR1 noch die
Einflhrung des Einzelnukleotidaustausches die vegetative Vitalitdit beeintrachtigen umso

interessanter.
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5.2.2 AZR1 Mutanten sind virulent und beeinflussen die
Transkription von Sekundarmetabolit-Genen

Die Fahigkeit zur Penetration und Kolonisierung des Wirtes ist flir Pathogene zur Vollendung ihres
Lebenszyklus und infolgedessen fiir ihre Vermehrung und Verbreitung unverzichtbar. Allerdings
weisen Isolate mit einer erhohten Toleranz gegenliber Fungiziden oftmals eine verminderte Virulenz
auf. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit drei unterschiedliche Virulenztests durchgefiihrt, um
eine etwaige Verminderung der Virulenz in den Mutanten zu erfassen. Die Inokulation von
verwundeten Maisstangeln stellte eine quantitative Methode dar, um unabhangig von einer Druck-
vermittelten Penetration und der enzymatischen Lyse der Cuticula und Zellwand die Fahigkeit der
Isolate zu testen, das Wirtsgewebe zu besiedeln. Bis auf die Aazrl Mutanten waren alle Mutanten und
Transformaten gleich virulent wie die beiden Referenzisolate. Die beiden unabhangigen Aazrl
Mutanten zeigten dagegen eine leicht erhohte Virulenz, was aber nur in einer der beiden Mutanten
statistisch signifikant war. In einem weiteren Test wurde die Virulenz auf Weizenbliitchen getestet,
was zeigte, dass keine der Mutanten oder Transformaten schwacher virulent als die beiden
Referenzisolate war. Wurden die Weizenahren dagegen zum Zeitpunkt der Blite, zwei Tage vor
Inokulation mit dem Tebuconazol haltigen Fungizid Ballet behandelt, infizierten die azr1°3%8" Mutanten,
sowie das P1-11 Isolat mehr Bliitchen pro Ahre als das Wildtypisolat. Obgleich dieser Unterschied auf
Grund der Streuung der Daten nicht signifikant war, so deutet das Ergebnis dennoch darauf hin, dass
der hier untersuchte SNP im AZR1 Gen auch wahrend einer Infektion der Wirtspflanze eine erh6hte
Azol-Toleranz vermittelt.
In der Literatur gibt es zahlreiche Beispiele, in denen Deletionsmutanten von Transkriptionsfaktoren
und Mutanten mit Aminosaureaustauschen in Transkriptionsfaktoren eine herabgesetzte Virulenz
zeigen. Die Deletionsmutanten von SREA, SREB aus P. digitatum und ATRR aus F. graminearum und A.
fumigatus stehen nur stellvertretend fiir diese (Liu et al. 2015a; Ruan et al. 2017; Hagiwara et al. 2017,
Zhao et al. 2022b). In Upc2 aus C. glabrata verringert die Einflihrung von zwei Aminosdureaustauschen
die Virulenz ebenfalls signifikant (Lohberger et al. 2014). Aber es existieren auch andere Studien, in
denen die Einflihrung eines Aminosaureaustausches in einen Transkriptionsfaktor keinen Effekt auf die
Virulenz hat. Die beiden Transkriptionsfaktoren Mrr1 aus C. albicans und B. cinerea, sowie Tacl aus C.
albicans sind Beispiele daflir (Morschhauser et al. 2007; Kretschmer et al. 2009; Coste et al. 2004; Coste
et al. 2007). Ebenso hat interessanterweise auch die Einfihrung des Aminosaureaustausches in Azrl
keinen Einfluss auf die Virulenz. Und eine Studie aus A. fumigatus zeigte sogar, dass die Deletion des
Transkriptionsfaktors HBXA zu erhéhter Virulenz und zu reduzierten SM-Gehalten fiihrt (Satterlee et

al. 2020).
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Zahlreiche Studien beweisen einen engen Zusammenhang zwischen Virulenz und Sekundarmetabolit-
bzw. Mykotoxinproduktion. So produzieren Deletionsmutanten des Transkriptionsfaktors FgSR
weniger DON und sind schwacher virulent (Liu et al. 2019). Auch STUA-Deletionsmutanten in F.
graminearum und in A. flavus weisen neben einer verringerten Virulenz eine niedrigere SM-Produktion
auf (Lysge et al. 2011; Yao et al. 2017).

In der hier vorliegenden Arbeit waren in den Aazrl Mutanten, im Gegensatz zu den azr1°3%¢" Mutanten,
Gene aus 56 SMCs mehrheitlich unter Standardbedingungen ohne Fungizidanwendung, dass
dereguliert, was sich unter anderen Kultivierungsbedingungen u. U. weiter erhéhen konnte. In den
1654 unter Standardbedingungen deregulierten Genen des Aazrl Datensatzes gab es unter den
insgesamt 69 vorhergesagten SMCs, 49 SMCs bei denen mindestens ein Gen dereguliert war. In einigen
Fallen waren bis zu acht Gene betroffen. Dabei handelte es sich um Proteine mit katalytischer und
transportierender Aktivitat, sowie um Proteine mit Transkriptions-regulatorischer Aktivitat. In einigen
SMCs waren alle DEGs einheitlich herunterreguliert, in anderen SMCs wiederum alle DEGs
hochreguliert und in einigen SMCs war ein Teil der Gene herunter- und ein Teil hochreguliert.
Besonders viele Gene waren in den folgenden SMCs im Vergleich zum Wildtyp differentiell
hochreguliert: C2, C13 (Aurofusarin), C31, C42 (Fusarin C), C59 (Culmorin), C61, C63 (Malonichrome).
Einheitlich herunterreguliert waren die beiden SMCs C26 und C38. DEGs in C9 waren teils hoch teils
herunterreguliert. Die Transkriptgehalte der SMC-Gene des Aurofusarin- und Fusarin C-SMCs von
azr1*3%¥" und Aazrl Mutanten unterschieden sich unter Standardbedingungen und unter Fungizid-
Stress voneinander. Insgesamt sind die Gene dieser beiden SMC in den Aazrl Mutanten starker
hochreguliert als im Wildtyp und den azr1°3%®" Mutanten. Allgemein werden die Transkriptgehalte
beider SMCs allerdings sowohl im Wildtyp wie auch in den azr1°3%®" und Aazrl Mutanten als Antwort
auf Fungizid-Stress herunterreguliert. Diese Daten zeigen, wie Komplex und heterogen die durch Azrl
hervorgerufene Reaktion ist.

Auf der Pflanze bildet F. graminearum spezialisierte unverzweigte Hyphen, sogenannte runner hyphae
aus, von welchen multizellulare Infektionsstrukturen, sogenannte Infektionskissen, gebildet werden.
Mentges et al. (2020) verwendeten Laser Capture Microdissection, um die unverzweigten Hyphen und
die Infektionskissen von der Weizenoberflache zu isolieren. RNAseq Transkriptomanalysen an den
beiden Infektionsstrukturen zeigten, dass bestimmte SMCs nur in bestimmten Infektionsstrukturen
herunter- oder hochreguliert sind (Mentges et al. 2020). Vergleicht man diese SMC mit denen in dieser
Arbeit gefundenen deregulierten SMCs, so zeigt sich eine gut 50 %ige Uberschneidung. Weitere
Studien zeigen in Pilzen, die mehrere Wirtspflanzenarten infizieren, dass einige pilzliche SMCs wahrend
der Infektion entsprechend den Umweltbedingungen transkriptionell hochreguliert werden und fir
die Etablierung einer erfolgreichen Infektion essenziell, zumindest aber von Vorteil sind (Arias et al.

2018; Dean et al. 2012). In Botrytis cinerea wurde gezeigt, dass botcinic acid und botrydial fiir die
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nekrotrophe Lebensphase des Pilzes benétigt werden. Die Funktion zahlreicher weiterer
Sekundarmetabolite ist hingegen in diesem Organismus, wie auch in den meisten anderen
phytopathogenen Pilzen, weiterhin unbekannt (Fillinger and Elad 2016; Colmenares et al. 2002). Ein
weiteres Beispiel flir den engen Zusammenhang zwischen Virulenz und Sekundarmetabolitproduktion
stellt das T-Toxin des Maispathogens Cochliobolus heterostrophus dar. Dieses bindet das Urf13 Protein
und fiihrt in der Konsequenz zur Entstehung von Poren in den pflanzlichen Mitochondrienmembranen,
wodurch die Etablierung der Infektion dramatisch unterstiitzt wird (Moébius and Hertweck 2009;
Wolpert et al. 2002). Melanin und Siderophore stellen diesbeziiglich weitere Beispiele dar. AuRerdem
ist mittlerweile bekannt, dass zusatzlich zu den bekannten Sekundidrmetaboliten weitere
Sekundarmetabolite existieren, welche aus Verknlipfungen zwischen zwei Sekundarmetabolit-
Biosynthesewegen hervorgehen (Wolpert et al. 2002). Zusammen zeigen diese Studien, dass einige
Sekundarmetabolite in der Lage sind den Infektionsprozess positiv zu unterstiitzen und dies vielleicht
der Grund dafiir sein kénnte, dass die Aazrl Mutanten auf Mais leicht virulenter als das Wildtypisolat
zu sein scheinen. Interessanterweise wurde zudem in F. verticillioides und Alternaria brassicicola
gezeigt, dass pflanzliche Oligo- und Polysaccharide als Signale wiederum auch die
Sekundarmetabolitproduktion beeinflussen kénnen (Bluhm and Woloshuk 2005; Oka et al. 2005). Fur
einige der weiter oben gelisteten und im Rahmen dieser Arbeit relevanten SMC mit bekannten
Sekundarmetaboliten, kann aufgrund bereits existierender experimenteller Datensdtze ein
Zusammenhang zwischen Sekundarmetabolit-Synthese und Virulenz allerdings ausgeschlossen
werden (Zeilinger et al. 2015). Andererseits wurde fiir Malonichrome und die Trichothecene ein
Zusammenhang mit der Virulenz bewiesen. Bei Malonichrome handelt es sich um eines von zwei
extrazellularen Siderophoren, dessen Produktion in der Pflanze induziert wird. Bei dem Trichothecen
DON handelt es sich um einen Virulenzfaktor, der zu Beginn der Infektion die Kolonisierung des
Pflanzengewebes beeinflusst und ohne den F. graminearum lsolate sogar sensitiver gegeniliber Azol-
Fungiziden werden (Zeilinger et al. 2015; Mentges et al. 2020; Becher et al. 2011; Oide et al. 2015).
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass, obwohl Aurofusarin in infizierten Weizenahren
gefunden wurde, Aurofusarin keinen Einfluss auf die Virulenz zu haben scheint (Kotik and Trufanova
1998; Malz et al. 2005; Kim et al. 2005; Kim et al. 2006). Inwieweit die anderen deregulierten SMCs
einen Einfluss auf die Virulenz haben, kann derzeit nicht beantwortet werden. Aulerdem miissen jene
SMC, welche in den Aazrl Mutanten unter Standardbedingungen dereguliert sind, natdrlich nicht
zwangsweise auch in planta dereguliert sein. In planta Transkriptomanalysen der Aazrl Mutanten
kénnten dies aufklaren. Allerdings liegt die Vermutung nahe, dass die SMCs in den Aazrl Mutanten
nicht nur unter Standardbedingungen und unter Fungizid-Stress, sondern wahrscheinlich auch in

planta dereguliert sein kénnten. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die 50 %ige Uberlappung mit
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den SMC aus der bereits erwahnten in planta Transkriptom Studie in F. graminearum (Mentges et al.
2020).

Bei der Anzucht in Reismedium zeigte sich zudem, dass alle AZRI-Mutanten signifikant weniger
Zearalenon dafiir aber mehr Nivalenol (Trichothecen) produzierten. Diese Messungen zeigten, dass
der Transkriptionsfaktor Azrl die Zearalenonproduktion positiv beeinflusst. Ein Testexperiment
deutete in allen AZR1-Mutanten zudem erhéhte Aurofusaringehalte an (Daten nicht gezeigt). In
diesem Zusammenhang muss auch erwahnt werden, dass reduzierte Aurofusarin- und
Trichothecenen-Gehalte bekannterweise mit erhohten Zearalenon-Gehalten einhergehen (Cambaza
2018). Die RNAseqg und massenspektrometrischen Ergebnisse unterstitzen diese Aussage. Hohere
Aurofusarin-Gehalte kdnnten somit auch in den AZRI-Mutanten zu hoéheren Nivalenol- und
niedrigeren Zearalenon-Gehalten flihren. Dabei scheint dieser Effekt unabhangig davon zu sein, ob
Azrl nicht gebildet wird, wie im Fall der Aazrl Mutanten, oder ob Azrl vorhanden ist, aber den fir die
Azol Toleranz entscheidenden Aminosdureaustausch enthdlt. Da es sich bei DON und Nivalenol um
Virulenzfaktoren handelt, kdnnte es sein, dass nicht nur wie bereits gezeigt, erhhte DON-Gehalte,
sondern auch erhohte Nivalenol-Gehalte die Toleranz gegeniiber Azol-Fungiziden positiv beeinflussen

(Becher et al. 2011; ligen et al. 2008). Ein Effekt der u. U. von Azrl beeinflusst sein kénnte.

Neben der Biosynthese von Mykotoxinen sind einige Pilze auch in der Lage sogenannte AFPs
(antifungal proteins) bzw. AMPs (antimicrobial proteins) zu synthetisieren. Dabei handelt es sich um
kleine bioaktive, zumeist kationische Proteine mit effektiver Wirkung u. a. gegen Mykotoxin
produzierende Pilze. Pilzliche AMPs werden mit der Wachstumslimitierung konkurrierender
Mikroorganismen in Verbindung gebracht und werden aus diesem Grund auch als potenzielle Quelle
fir die Entwicklung neuer Pflanzenschutzmittel thematisiert. So sind einige AMPs in der Lage die
Synthese von -Glucan oder Chitin zu inhibieren und wieder andere haben Mannoproteine als Target.
Neben der Zerstorung von Zellwanden und Lipiden kdnnen AMPs allerdings auch die Synthese von
Sekundarmetaboliten beeinflussen (Martinez-Culebras et al. 2021). Bei den Genen
FGRAMPH1 01G16217 und FGRAMPH1_01G16215 kénnte es sich um AMP-Vertreter handeln. Beide
Proteine enthalten ein Signalpeptid, wobei nur fir FGRAMPH1_01G16217 eine , antifungal“ Domane
vorhergesagt wurde. In den azr1*¢®" Mutanten wurde FGRAMPH1 01G16217 im Vergleich zum
Wildtyp unter Fungizid-Stress starker herunterreguliert. In den Aazrl Mutanten wurden
FGRAMPH1 01G16217 und FGRAMPH1_01G16215 dagegen unter Standardbedingungen und unter
Fungizid-Stress deutlich starker hochreguliert als im Wildtyp. Interessanterweise existieren fir
FGRAMPH1 01G16217 nur sieben orthologe Gene und zwar in Aspergillus fischeri, Aspergillus niger,
Beauveria bassiana, Colletotrichum orbiculare, Fusarium culmorum, Fusarium pseudograminearum

und Penicillium antarcticum.
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5.2.3 Der Aminosaureaustausch in Azrl erhoht die Toleranz
gegeniiber Azol-Fungiziden

Im Vergleich zum Wildtyp ist das an Tebuconazol-adaptierte P1-11 Isolat deutlich toleranter gegeniiber
Azol-Fungiziden und unterscheidet sich durch das Vorhandensein mehrerer SNPs im Genom von
diesem. Einer von diesen SNPs liegt innerhalb des Gens fiir den Transkriptionsfaktor AZR1 und fiihrt
dort zu einem Einzelnukleotidaustausch. Um die Hypothese zu (iberprifen, dass die Einflihrung dieses
SNPs in den ORF des AZR1-Gens zu Azol Toleranz fihrt, wurden die in dieser Arbeit erzeugten
Transformanten auf zwei verschiede Arten hinsichtlich ihrer Toleranz gegeniiber Fungiziden getestet.
Dabei wurde zum einen die Fungizidtoleranz auf Petrischalen mit Fungizid haltigem Medium und zum
anderen in Gegenwart von Fungiziden im Mikrotiterplattenformat analysiert. In beiden Testverfahren
zeigte sich, dass die azr1°3%®" Mutanten und das P1-11 Isolat im Vergleich zum Wildtyp eine dreimal so
hohe Konzentration an Tebucoanzol und eine gut flinfmal so hohe Konzentration an Epoxiconazol
tolerieren. Dies belegt, dass alleinig der SNP im AZR1 Gen fiir den Azol-toleranten Phanotyp des P1-11
Isolates verantwortlich ist.
Interessanterweise wurde das vegetative Wachstum aller Mutanten in den Petrischalen mit Fungizid
haltigem Medium durch die vier niedrigsten gewahlten Azol-Konzentrationen in gleichem Malie wie
das der Referenzstamme eingeschrankt. Da die Azol toleranten Isolate und das Wildtypisolat bis zu
einer Konzentration von 2,5 pg/ml gleich stark inhibiert werden, unterscheiden sich die EDso Werte
dieser lIsolate nicht signifikant voneinander. Die EDgy Werte zeigen hingegen, dass die effektiv
bendtigte Dosis fur eine 90 %ige Wachstumshemmung der Azol-toleranten Isolate deutlich héher ist
als die des Wildtypisolates. Ein vergleichbares Ergebnis zeigte sich unter Verwendung von Tebuconazol
und Epoxiconazol auch in dem Mikrotiterplattentest, welcher Fungizidsensitivitatstests im
Hochdurchsatz erlaubt. Bis auf Cyproconazol zeigten alle anderen getesteten Azol-Wirkstoffe einen
starkeren inhibitorischen Effekt auf den Wildtyp als auf die Azol toleranten azr1°3%8" Mutanten und das
Isolat P1-11. Dabei zeigen Prothioconazol, Metconazol und Prochloraz im Vergleich zu Tebuconazol
und Epoxiconazol bereits bei geringeren Konzentrationen ihre inhibitorische Wirkung. Fungizide
Wirkstoffe mit anderen Resistenzmechanismen sind hingegen nicht einmal in der Lage, das
Wildtypisolat zu inhibieren, was erneut die herausragende Stellung der Azol-Fungizide fir die
Bekampfung von Fusarium unterstreicht. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl die
azr1*3%®" Mutanten als auch das Isolat P1-11 eine signifikant erhdéhte und spezifische Toleranz
gegenliber mehreren Fungiziden mit gleichem Wirkungsmechanismus und &ahnlicher chemischer
Struktur haben und somit kreuzresistent sind.
Auch in anderen Transkriptionsfaktoren fiihrten SNPs zu sogenannten ,Gain Of Function” (GOF)-
Mutationen. Ein Beispiel dafir ist der Transkriptionsfaktor UPC2 aus C. glabrata. Zwei bekannte SNPs

innerhalb des ORF fithren zu der Uberexprimierung von UPC2 selbst und erhéhen die Toleranz
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gegenliber Azol-Fungiziden. Ursache dafir ist die Hochregulierung von Ergosterolbiosynthese- und
Efflux-Transportergenen. Im Unterschied zu den Deletionsmutanten von AZR1 sind die Aupc2-
Mutanten allerdings sensitiver gegentiber Azol-Fungiziden (Dunkel et al. 2008; Vu et al. 2021). Auch
die Deletionsmutanten des Transkriptionsfaktors Mrrl in B. cinerea und C. albicans und die
Deletionsmutanten des Transkriptionsfaktors TAC1 aus C. albicans sind deutlich sensitiver gegenliber
Azol-Fungiziden. Eine GOF-Mutation im Transkriptionsfaktor Mrr1 fihrt allerdings ebenfalls zu einer
Erhohung der Azol Toleranz, in diesem Fall verursacht durch die Hochregulierung des mit Azol Toleranz
assoziierten MFS-Transportergens MDR1 (Morschhauser et al. 2007; Kretschmer et al. 2009). Fiir den
Transkriptionsfaktor TAC1 sind sogar 16 verschiedene GOF-Mutationen bekannt, die mehrheitlich in
der transkriptionsaktivierenden Domane liegen. Fir einige im Zusammenhang mit Azol Toleranz
diskutierte Transkriptionsfaktoren wie z. B. SItA, Mrrl und Tri6 wurde gezeigt, dass diese ihre eigene
Transkription regulieren konnen (Du et al. 2021). Auch der Transkriptionsfaktor Tac1 reguliert sowohl
sich selbst. AuBerdem reguliert er die Efflux-Transportergene CDR1 und CDR2 hoch. Ein Einfluss auf die
Virulenz wurde, wie bei der GOF-Mutation in AZR1, nicht beobachtet (Coste et al. 2004; Coste et al.
2007). Auch in C. glabrata fiihrt eine GOF-Mutation in dem Transkriptionsfaktorgen PDR1 zu dessen
eigener Hochregulierung, der Hochregulierung der beiden Efflux-Transportergene CDR1 und SNQ2 und
der Hochregulierung von Genen, die in den Lipidmetabolismus und die Zellwandbiosynthese involviert
sind (Tsai et al. 2006; Tsai et al. 2010; Torelli et al. 2008). Eine GOF-Mutation in dem
Transkriptionsfaktorgen XDR1 von S. homoeocarpa und B. cinerea vermittelt Resistenz gegeniiber
mehreren Fungizidklassen einschlielllich Azol-Fungiziden. Neben Efflux-Transportern sind hier,
vergleichbar zu der hier vorliegenden Arbeit, zudem P450 Monooxygenasen transkriptionell

hochreguliert, von denen einige fungizide Wirkstoffe modifizieren kénnen (Sang et al. 2018).

Mittels genomweiten RNAseq Experimenten wurde in dieser Arbeit der Einfluss von Tebuconazol auf
die Transkriptgehalte von Wildtyp, azr1*3¢®" Mutanten und Aazrl Mutanten analysiert. Dabei wurde
sowohl im Wildtyp als auch in den Mutanten eine Deregulierung von Genen der Ergosterolbiosynthese
beobachtet. Die Hochregulierung von Ergosterolbiosynthesen ist eine bekannte Reaktion auf die
Antwort von Sterolbiosyntheseinhibitoren und wurde bereits in friiheren Arbeiten beschrieben (Yang
et al. 2015). Auch in den azr1°3® Mutanten kénnten verdnderte Transkriptgehalte der
Ergosterolbiosynthesegene zu der beobachteten Azol Toleranz beitragen und selbst in den Aazrl
Mutanten kdnnten diese einen Einfluss auf die Reaktion gegenliber Azol-Fungiziden haben, obwohl die
Aazrl Mutanten genauso sensitiv gegenliber Azol-Fungiziden waren wie der Wildtyp. Um zu verstehen
in welchem Male die deregulierten Ergosterolbiosynthesegene einen Einfluss auf die Azol Toleranz
der azr1°3%®" Mutanten haben kénnten, miissen die transkriptionellen Unterschiede und

Gemeinsamkeiten bzgl. der Ergosterolbiosynthesegene der azr1*3¢®¥ Mutanten und der Aagzrl
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Mutanten im Zusammenhang mit Fungizidanwendung betrachtet werden. Dabei waren die
Transkriptgehalte von ERG6b und ERG11/CYP51A sowohl in den azr1*3¢¥" Mutanten als auch Aazri
Mutanten die am starksten hochregulierten Ergosterolbiosynthesegene. Dabei ist zu vermuten, dass
besonders die im Vergleich zu den Aazrl Mutanten noch hdéheren Transkriptgehalte von
ERG11/CYP51A, dem Target der Azol-Fungizide, zu dem Azol toleranten Phanotyp der azr1%3¢8"
Mutanten positiv beitragen. Wahrend dagegen die Transkriptgehalte von ERG1, ERG2, ERG13 in den
Aazrl Mutanten hochreguliert waren, waren sie in den azr1°3%" Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
herunterreguliert und erklaren somit nicht den Azol toleranten Phanotyp. Obwohl die
Transkriptgehalte von ERG3b, ERG4, ERG5a, ERG6a, ERG7, ERG10a, ERG11/CYP51B, ERG24b und
ERG27 ausschlielilich in den Aazr1 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp hochreguliert waren und somit
mehr Ergosterolbiosynthesegene in den Aazrl Mutanten als in den azr1%3%®" hochreguliert zu sein
schienen, zeigten die Aazrl Mutanten jedoch im Gegensatz zu den azr1°3%®" Mutanten keine erhdhte
Azol Toleranz. Dazu waren sowohl in den azr1*3®®" Mutanten als auch Aazrl Mutanten die
Transkriptgehalte des am Steroid-Transport beteiligten und mit Azol Toleranz bereits in Verbindung
gebrachten ABC-Transporters PDR5 im Vergleich zum Wildtyp hochreguliert. Die Hochregulierung von
PDR5 konnte demnach ebenso wie die von ERG11/CYP51A zu dem Azol toleranten Phidnotyp der
azr1*3%®" Mutanten beitragen. Im Fall der Aazrl Mutanten kénnte dagegen die Hochregulierung von
ERG27 und ERG3b ggf. einen negativen Effekt auf die Funigizidtoleranz hervorrufen, da Azol-Fungizide
die Sterol 14-o. demethylase inhibieren und Lanosterol somit durch die hochregulierten Gene ERG27
und ERG3b vermehrt zu dem toxischen 14a-methylergosta-8,24(28)-dien-3[3,6a-diol umgewandelt
werden kénnte. Der putativ positive Effekt der erhohten Transkription von ERG6b, ERG11/CYP51A und
PDR5 konnte auf dies Weise nicht sichtbar werden. Insgesamt deutet die Deregulation von
Ergosterolbiosynthesegenen darauf hin, dass Azrl direkt oder indirekt an der Regulation von
Ergosterolbiosynthesegenen beteiligt zu sein scheint. Eine Beteiligung an der Regulation der
Ergosterolbiosynthese konnte bereits u.a. fir die Transkriptionsfaktoren Upc2, Emc22, Skn7, AtrR und
Slta gezeigt werden (Vik and Rine 2001; MacPherson et al. 2005; Dunkel et al. 2008; Hagiwara et al.
2017; Wang et al. 2018; Du et al. 2021).

Wahrscheinlich wird die gegeniiber dem Wildtyp signifikant erhéhte Azol Toleranz der azr1*3¢"
Mutanten durch eine Kombination weiterer Faktoren hervorgerufen. Dabei waren in den azr1°3"
Mutanten neben den erhéhten Transkriptgehalten des Efflux-Transporters PDR5 die Transkriptgehalte
weiterer Efflux-Transporter erhoht, welche putativ daran beteiligt sein koénnten die Azol-
Fungizidkonzentration in den Zellen zu reduzieren. Zu diesen kdnnten die hochregulierten MFS- bzw.
ABC-Transporter FGRAMPH1_01G15627, FGRAMPH1_01G05569 und FGRAMPH1_01G05153 z&hlen.
Ein vergleichbarer Effekt ist von Aminosdureaustauschen in den Transkriptionsfaktoren Mrrl, Tacl,

Pdrl und Xdr1 bekannt (Morschhauser et al. 2007; Coste et al. 2004; Tsai et al. 2006; Vermitsky et al.
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2006; Sang et al. 2018). Neben Efflux-Transportern kénnen auch die Proteine von hochregulierten
Cytochrom P450 Genen durch Modifikation von Azol-Fungiziden zur Azol Toleranz beitragen (Sang et
al. 2018). In dieser Arbeit war das Cytochrom P450 Gen FGRAMPH1_01G03179 ausschlieRlich in den
azr1*3%® Mutanten unter Fungizid-Stress hochreguliert und kénnte eventuell an der Detoxifizierung
von Azol-Fungiziden beteiligt sein. Zudem haben die RNAseq-Experimente gezeigt, dass AZR1 selbst als
Reaktion auf Fungizid-Stress im Wildtyp und in einer der beiden unabhingigen azr1°3¢8" Mutanten
signifikant hochreguliert wurde und somit eine Funktion in der Antwort auf Azol-Fungizid-Stress hat.
Interessant war in diesem Zusammenhang, dass auch das benachbarte Gen von AZRI
(FGRAMPH1_01G12517) mit der ID FGRAMPH1_01G12519, als Reaktion auf Fungizid-Stress in den
beiden azr1°3%8" Mutanten in stirkerem MaRe als im Wildtyp hochreguliert war. Es handelt sich um ein
Gen mit Oxidoreduktase-Domane, welches ebenso wie AZR1 besonders innerhalb der Fusarium-Arten
konserviert ist. Es gibt weitere Faktoren, die u. U. einen Einfluss auf den Azol toleranten Phanotyp der
azr1°3%8" Mutanten haben kdnnten. Dabei ist es schwer abzuschitzen, welchen Effekt die zahlreichen
im Vergleich zum Wildtyp herunterregulierten Gene haben konnten. Zudem wurde unter Punkt 5.2.2
bereits darauf eingegangen, dass AZR1 die Transkription von Sekundarmetabolit-Genen beeinflusst,
von denen einige im Vergleich zum Wildtyp herunter- und andere hochreguliert waren. Zu den
hochregulierten Genen zahlten u. a. auch die beiden Transkriptionsfaktoren FGRAMPH1_01G00347
und FGRAMPH1_01G15629, welche ihrerseits weitere Gene regulieren. Nicht zuletzt ist es vollig unklar
welchen Effekt bzw. welche Funktion die zahlreichen Proteine mit bislang unbekannter Funktion im
Zusammenhang mit Azol Toleranz haben. Ein Beispiel dafir stellt FGRAMPH1_01G25277 dar, welches
im Vergleich zum Wildtyp unter Fungizid-Stress in den azr1%3%®" Mutanten signifikant stirker
heraufreguliert war und von dem lediglich bekannt ist, dass es liber eine FAD/NAD(P)-bindende

Domane verflgt.

Bei der Entstehung von Azol Toleranz in Pilzen spielen Veranderungen in der transkriptionellen
Regulation haufig eine Rolle (Becher et al. 2011; Paul and Moye-Rowley 2014). Die oben ausgefiihrten
Ergebnisse lassen vermuten, dass auch in den azr1°3%" Mutanten die Uberexpression von Genen, vor
allem die von Transportern und Enzymen mit z. B. Relevanz fiir die Ergosterolbiosynthese, den Grad
der Azol Toleranz determiniert. Und auch die Transkription von AZR1 selbst scheint fiir die Reaktion
auf Fungizid-Stress von Bedeutung zu sein. Zusatzlich war in den azr1%*®" Mutanten auch die
Expression von einigen Genen mit Transkriptions-regulatorischer Aktivitat verandert, welche ihrerseits
wiederum die Transkriptgehalte weiterer Gene beeinflussen sollten. Dies kdnnte auf regulatorische
Netzwerke mit Verkniipfungen untereinander hinweisen, die bei einer azr1*3¢®¥ Mutation eine

gegenliber dem Wildtyp erhohte Azol-toleranz verursachen. Zudem zeigt die Aktivierung weiterer
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Transkriptionsfaktoren, dass Azrl direkt und indirekt Gene reguliert, was die hohe Komplexitat an
veranderten Transkriptgehalten erklart.

Mit der Hilfe von Chromatin-Immunprazipitations-Experimenten gekoppelt mit Sequenzierungsverfah-
ren (ChiPseq) wére es interessant, die direkten Bindestellen von Azrl zu ermitteln (Nakato and Sakata
2021). Wirde diese Methode dariber hinaus auch auf die anderen, moglicherweise durch Azrl
regulierten Transkriptionsfaktoren, angewendet, konnten solche Netzwerke und ihre hierarchischen
Regulationsebenen identifiziert werden. Im Fall von Tacl, Mrrl und Upc2 in Candida spp. konnte auf
diese Weise gezeigt werden, dass obwohl jeder dieser Transkriptionsfaktoren ein eigenes Set an
spezifischen Genen kontrolliert, regulatorische Verkniipfungen zwischen deren Zielgenen existieren
(Sanglard et al. 2009). Zum gegenwartigen Zeitpunkt kann nicht abschlieBend beurteilt werden, ob es
sich bei AZR1 um einen generellen Aktivator oder fiir bestimmte Gene um einen Repressor handelt, da
die Transkriptgehalte einiger Gene hochreguliert und die anderer Gene wiederum herunterreguliert
sind. Wahrend im Falle eines Aktivators dessen Deletionsmutanten eine reduzierte Expression der
Zielgene aufweisen wirden, waren deren Transkriptgehalte im Falle eines Repressors erhoht.
Moglicherweise sind die Transkriptgehalte zusatzlich davon abhidngig, ob weitere regulierende
Aktivatoren oder Repressoren, welche ebenfalls durch Azrl reguliert werden, vorhanden sind. Auch
existieren in der Literatur Beispiele dafiir, dass einige Transkriptionsfaktoren sowohl als Aktivatoren
als auch als Repressoren fungieren kdnnen (Znaidi et al. 2008; Branco et al. 2021; Stoldt et al. 1997;
Ramédn and Fonzi 2003; Baek et al. 2006; Tilburn et al. 1995; Espeso and Arst Jr 2000; Michielse et al.
2014; Pfannmuiller et al. 2017). Wichtig ist in diesem Zusammenhang auch die Frage, warum der
Aminosdureaustausch von Serin zu Tyrosin zu der beobachteten Azol Toleranz fiihrt. Im Gegensatz zu
Serin handelt es sich bei Tyrosin um eine aromatische Aminosaure, welche gegeniber Serin ein
wesentlich grolReres Van-der-Waals Volumen aufweist. Demzufolge nimmt Tyrosin an Position 368 im
Protein deutlich mehr Platz in Anspruch als Serin, was sowohl zu Konformationsanderungen von Azrl
selbst als auch zu Veranderungen des Bindungsverhalten von Azrl mit anderen, ebenfalls an der
Transkription beteiligten Proteinen flihren konnte. Neben einer veranderten Bindungsstarke kdnnte
zudem die Phosphorylierung der Hydroxyl-Gruppe am Tyrosin die Aktivitat von Azrl verandern. Aus
diesen Griinden kdnnte das mutierte Azrl in veranderter Weise an die Bindestellen seiner Zielgene
binden und moglicherweise zusatzlich an weitere Bindestellen anderer Gene binden. Auch ist nicht
klar, ob Azrl als Monomer fungiert oder wie von einigen Transkriptionsfaktoren bereits bekannt ist,
als Homodimer oder -multimer aktiv ist. Denkbar ware auch, dass die Oligomerisierung durch den SNP

vielleicht behindert wird (Amoutzias et al. 2007; Amoutzias et al. 2008; John et al. 2021).
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5.3 Feldisolate

Es ware denkbar, dass der in dieser Arbeit in Azrl eingeflihrte Aminosadureaustausch sich auch unter
Feldbedingungen entwickeln und ausbreiten konnte. Aus landwirtschaftlicher Sicht ware das ein
grofdes Problem, da die Punktmutation im AZR1 Gen die Toleranz gegeniiber Azol-Fungiziden stark
erhéht, die Virulenz dagegen aber in den azr1°3®" Mutanten bemerkenswerterweise nicht
beeintrachtigt war und nach Fungizidanwendung sogar leicht erhoht war. Ebenfalls von groRer
Bedeutung ist dabei, dass die Vitalitat der Mutanten nicht herabgesetzt war. Schwer abzuschatzen ist
dagegen, welchen Effekt die veranderte Mykotoxinproduktion auf derartige Feldisolate haben kénnte.
Mit dem sogenannten CAPS Marker Test (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) ist es schnell und
kostengiinstig moglich Feldisolate auf das Vorhandensein dieses Aminosdureaustausches hin zu
testen. Die auf der Entstehung einer zusatzlichen Restriktionsschnittstelle basierende Methode wurde
zunachst mit den in dieser Arbeit verwendeten Isolaten und daran anschlieBend, an ausgewahlten
leicht bis moderat Azol toleranten Feldisolaten getestet. Vergleichbare Tests wurden in der
Vergangenheit u. a. in Blumeria graminis, Venturia inaequalis und Scleorotinia homoeocarpa
erfolgreich angewendet (Bdumler et al. 2003a; Baumler et al. 2003b; Fontaine et al. 2009; Lee et al.
2021). In diesem Pilotversuch wurde unter den getesteten Feldisolaten keines entdeckt, dass die
azr1%3%®" Mutation aufwies. Zukiinftige, gréRer angelegten Reihenversuche sollten die Anzahl der
Testisolate hinsichtlich ihrer Herklinfte und Fungizidtoleranzen stark ausweiten, um abschatzen zu
kénnen, inwieweit der hier untersuchte SNP fiir die Entstehung von quantitativer Azol Toleranz auch

im Feld verantwortlich sein konnte.
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6 Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurde in dem Mykotoxin produzierenden Weizenpathogen F. graminearum
erstmalig der Transkriptionsfaktor Azrl als ein ursachlicher Faktor der Resistenz gegeniiber Azol-
Fungiziden identifiziert. Azol-Fungizide sind fiir die Bekampfung von F. graminearum sehr wichtig,
jedoch zeugen zahlreiche Feldisolate mit einer reduzierten Sensitivitdat von der Gefahr einer
zunehmenden Resistenzentwicklung. Die Erweiterung des Verstandnisses tber die Entstehung der Azol
Resistenzin F. graminearum ist deshalb von grolRer Bedeutung. Das in Vorlauferarbeiten erzeugte Azol-
tolerante und Genom-sequenzierte Laborisolat P-11 besitzt im Vergleich zum Azol-sensitiven
Wildtypstamm NRRL 13383 mehrere Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs). Ziel dieser Dissertation
war es herauszufinden, welche dieser SNPs Azol-Resistenz vermitteln und welche Mechanismen dieser
Resistenz zugrunde liegen. Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit transgene Stamme erzeugt und
im Vergleich zu Referenzisolaten eingehend charakterisiert.

BLAST Analysen zeigten, dass der bislang in keiner Pilzart charakterisierte Zn,Cyss-Transkriptionsfaktor
Azrl nur innerhalb der Fusarium-Arten hoch konserviert ist. Um die Entstehung der Azol Toleranz in
P1-11 aufzuzeigen, wurde zum einen in NRRL 13383 der ORF von AZR1 deletiert und zum anderen
durch ein Allel ersetzt, welches den urspriinglich in P1-11 entdeckten SNP enthielt. Ferner wurde AZR1
in P1-11 durch den AZR1 ORF von NRRL 13383 ausgetauscht, um zu priifen, ob die anderen SNPs in P1-
11 moglicherweise einen Einfluss auf die Azol Toleranz haben kénnten. Auf diese Weise wurde gezeigt,
dass die beobachteten phanotypischen Veranderungen jeweils eindeutig dem Genotyp der Deletion
bzw. der Punktmutation zugeordnet werden konnten.

Obwohl zuvor mehrere Studien von Transkriptionsfaktoren berichteten hatten, die Azol Toleranz
vermittelten und deren Deletionsmutanten eine verminderte Vitalitdt aufwiesen, wurde dies weder in
den Deletions- noch in den Punktmutanten von Azrl in verschiedenen Wachstums- und
Sporulationsexperimenten beobachtet. Die Anwendung von drei unterschiedlichen Virulenztests
zeigte, dass die AZR1 Mutanten mindestens so virulent waren wie das Wildtypisolat, und dass der
untersuchte SNP in AZR1 auf Azol behandelten Weizenahren sogar eine leicht erhéhte Azol-Toleranz
vermittelte. Tests zum Nachweis der Fungizid Toleranz zeigten, dass die Punktmutanten etwa dreimal
so hohe Konzentrationen an Tebuconazol und fiinfmal so hohe Konzentrationen an Epoxiconazol wie
der Wildtyp ertrugen. Der Abgleich mit den Daten der anderen in dieser Arbeit erzeugten Mutanten
bewies, dass nur der SNP in AZR1 fiir den Azol toleranten Phanotyp des P1-11 Isolates verantwortlich
ist. Fungizide mit anderen Resistenzmechanismen inhibierten selbst den Wildtypstamm nicht, was
zeigte, dass der hier beschriebene SNP sehr spezifisch die Azol-Toleranz beeinflusst.

Um Hinweise auf die durch Azrl regulierten Gene zu erhalten, wurden RNAseq Experimente

durchgefiihrt, in welchen der Einfluss von Tebuconazol auf die Transkriptgehalte von Wildtyp, azr1%¢8"
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Mutanten und Aazrl Mutanten analysiert wurde. Die erhaltenen RNAseq Daten zeigen, dass die
Hochregulierung von Genen der Ergosterolbiosynthese und im besonderem die von ERG6b und
ERG11/CYP51A, sowie die Hochregulierung von MFS- bzw. ABC-Transportern sehr wahrscheinlich zu
der erhdhten Azol Toleranz der azr1%%¢8Y Mutanten beitrug. Zudem kdnnte auch die Detoxifizierung von
Azol-Fungiziden durch hochregulierte Cytochrom P450 Gene zur Azol Toleranz beigetragen haben. Es
ist zu vermuten, dass zusatzlich einige der zahlreichen Proteine mit bislang unbekannter Funktion im
Zusammenhang mit der beobachteten Fungizid Toleranz stehen kdnnten. Dariiber hinaus wurden
veranderte Transkriptgehalte bei einigen Genen mit einer vermuteten Transkriptions-regulatorischen
Aktivitat entdeckt, welche ihrerseits wiederum die Transkriptgehalte weiterer Gene beeinflussen
kénnten, die die Azol Toleranz beeinflussen. Nicht zuletzt zeigten die RNAseq Experimente, dass AZR1
einer Selbstregulation unterliegt.

Da der in dieser Dissertation fiir Azrl beschriebene Aminosdureaustausch in Laborversuchen zu keiner
nachweisbaren Verminderung der Vitalitat flhrte, wdre es moglich, dass wenn er unter
Feldbedingungen entstehen wiirde, sich dann auch ausbreiten kénnte, was zu Problemen im Anbau
von Weizen fiihren wiirde und problematisch fiir die Mykotoxinbelastung des Erntegutes werden
konnte. Daher konnten Reihenversuche mit Feldisolaten, mit dem in dieser Arbeit fir Azrl
entwickelten CAPS Marker Test durchgefiihrt werden. Hierdurch lieRe sich abschatzen, inwieweit der

hier untersuchte SNP fiir die Entstehung von quantitativer Azol Toleranz im Feld verantwortlich ist.
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8 Anhang
8.1 Erginzende Abbildungen und Tabellen

A B

N NN
S g g
§a §3 \)&\c\ \\\
S § g &
azr1icontrolN azr1icontrolP '\,{\ '\é\ '\é\ *\«(\
Qy R o o
N T T P
M g Q" azrfeontrolN  gzpfcontol M kb

Ao LR 1 NRR WmriesmPgpd  OLR —_—

Kontroll NRRL {cgaaa:ccgacgtcgcgcatggtggcaaaccgtagcacttnar: tgtatgcagcaacgtccgggatgaggccaacatcgettctccacggagetgat
roflen P1-11 {cgaaatccgacgtcgtgtatggtggcaaatcgtageacttgaqudatgtatgcagcaacgtccgggatgaggccaacatcgettotccacggagetgat
azr1s8yq + 2 {cgaaa:ccgacgccgcgcatgg:ggcaaaccg:agcac:cnm'rnf tgtatgcagcaacgtccgggatgaggccaacatcgettctccacggagetgat
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Ser -> Tyr (tcc -> tac)

Abbildung E1: Erzeugung und Uberpriifung der transgenen Pilzisolate.

(A) Schematische Darstellung der fiir die Transformationen verwendeten Konstrukte. Die Integration der
Konstrukte erfolgte Uber Doppelcrossover am dafiir vorgesehen Wildtyplocus im Fusarium
graminearum NRRL 13383 Genom. Rote Balken zeigen die Positionen, der in den Southern-Blots
verwendeten Sonden an. Rote Pfeile symbolisieren die Restriktionsenzymschnittstellen des Enzyms Olil.
Die Abbildung ist nicht maRstabsgetreu.

(B) Southern-Blots der mit Olil verdauten genomischen DNAs des Wildtyps NRRL, P1-11, azric"N ynd
azr1°"” Transformanten mit der richtigen Integration weisen in beiden Fillen eine Bande von 6569
bp auf. Die fiir die weiteren Experimente ausgewahlten Transformanten sind gekennzeichnet.

(C) Uberprifung der azriN ynd azri""® Transformaten mittels Sanger-Sequenzierung. Die griin
markierten Boxen kennzeichnen die tberpriften Sequenzbereiche. Die rote Box kennzeichnet zudem
die Position des entscheidenden Einzelnukleotid-Polymorphismus.
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Abbildung E2: Unterschiedliche Inkubationstemperaturen beeinflussen die Wachstumsraten von Wildtyp und
Mutanten in gleichem MaRe.

Die Saulen reprasentieren den durchschnittlichen taglichen radialen Zuwachs des Myzels in cm pro Tag von
Wildtyp, P1-11, azr1%368, gzr1c"tiN, gzr1¢nto® ynd Aazrl Mutanten im Vergleich auf PDA bei 15, 25 und 30 °C.
Die Fehlerbalken basieren auf der SD. Student’s t-test, p < 0,05.
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Abbildung E3: Unterschiedliche Inkubationstemperaturen beeinflussen die Koloniemorphologie von Wildtyp

und Mutanten in gleichem MaRe.
Die Fotos zeigen die Koloniemorphologie sowie das Gesamtwachstum von Wildtyp, P1-11, azr153, gzricentoiN,

azri®"® ynd Aazrl Mutanten auf PDA bei 25 °C nach 3 Tagen bzw. bei 30 °C nach 4 Tagen.
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Abbildung E4: Auf MMA zeigen die Referenzstimme und die Mutanten keine Unterschiede in der

Koloniemorphologie und der Wachstumsrate.

(A)

(B)

Die Fotos zeigen die Koloniemorphologie von Wildtyp, P1-11, azr1%3¢%Y, azr1®™°N gzr1¢n® ynd Aazrl
Mutanten auf MM bei 25 °C nach 5 bzw. 14 Tagen.

Die Saulen reprasentieren den durchschnittlichen taglichen radialen Zuwachs des Myzels in cm pro Tag
von Wildtyp, P1-11, azr15%68Y, azr1cnt N gzr1¢m° ynd Aazrl Mutanten auf MMA bei 25 °C. Die Daten
wurden Uber 5 Tage hinweg aufgenommen. Die Fehlerbalken basieren auf der SD. Student’s t-test, p <
0,05.
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Abbildung E5: Auf SNA zeigen die Referenzstimme und die Mutanten keine Unterschiede in der
Koloniemorphologie und der Wachstumsrate.

(A)

(B)

Die Fotos représentieren die Koloniemorphologie von Wildtyp, P1-11, azr15%68", azricontoiN, gzrgcontrolP
und Aazr1 Mutanten auf SNA bei 25 °C nach 4 bzw. 14 Tagen.

Die Saulen reprasentieren den durchschnittlichen taglichen radialen Zuwachs des Myzels in cm pro Tag
von Wildtyp, P1-11, azr1%%68", qzr1contoiN qzr1%°mr® ynd Aazrl Mutanten auf MMA bei 25 °C. Die Daten
wurden Uber 4 Tage hinweg aufgenommen. Die Fehlerbalken basieren auf der SD. Student’s t-test, p <
0,05.
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Abbildung E6: Auf Karotten-Agar zeigen die Referenzstamme und die Mutanten keine Unterschiede in der
Koloniemorphologie und der Wachstumsrate.

(A) Die Fotos reprasentieren die Koloniemorphologie von Wildtyp, P1-11, azr15368", gzricontoiN  gzrjcontrolP
und Aazrl Mutanten auf KM bei 25 °C nach 4 Tagen.
Die Saulen reprasentieren den durchschnittlichen taglichen radialen Zuwachs des Myzels in cm pro Tag
von Wildtyp, P1-11, azr1%368, azr1emoN qzr1°°m°® und Aazrl Mutanten auf KM bei 25 °C. Die Daten
wurden {ber 4 Tage hinweg aufgenommen. Die Fehlerbalken basieren auf der SD. Student’s t-test, p <

(B)

0,05.
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Abbildung E7: Die Hyphendichten des Wildtyps und der Mutanten unterscheiden sich in keiner der Zonen des
Myzels.

Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen die unterschiedlichen Zonen des Hyphenwachstums von Wildtyp, P1-
11, azr15%68Y, azr1cmoN, gzricent’ und Aazrl Mutanten. Von links nach rechts nimmt das Alter der Hyphen ab.
Fir jedes Isolat wurde eine diinne Schicht PDA auf Objekttrager gegossen und im Anschluss daran erfolgte die
Inokulation dieser mit 1x10° Sporen/ml. Die Inkubation erfolgte bei 23 °C fiir 2 Tage. Hellfeldmikroskopie unter
Verwendung einer 10fachen VergroRerung. MalRstab 100 pum.
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Abbildung E8: Die Morphologie von Makrokonidien und Ascosporen ist in den Mutanten nicht beeintrachtigt.
Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen die asexuell gebildeten Makrokonidien und sexuell gebildeten
Ascosporen von Wildtyp, P1-11, azr153%", azr1cmtoiN, gzr1¢m® ynd Aazrl Mutanten. Die Aufnahmen erlauben
die Beurteilung von Lange, Form und Segmentierung. MaRstab 50 bzw. 100 pum.
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Abbildung E9: Die Makrokonidien der Referenzstimme und der Mutanten haben dhnliche Keimraten.

Die Siulen stellen die durchschnittliche Anzahl der gekeimten Makrokonidien von Wildtyp, P1-11, azr1%3¢8",
azricertoiN gzricontolP ynd Agzrl Mutanten in Prozent dar. Die Fehlerbalken basieren auf der SD. Student’s t-test,
p <0,05.
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Abbildung E10: Alle Mutanten bilden Perithezien und keimfidhige Ascosporen.

Auf der linken Seite zeigen die stereomikroskopischen Aufnahmen die Perithezien von Wildtyp, P1-11, azr153¢®",
azricontoiN - gzr1eomo® ynd Aazrl Mutanten auf Karotten-Agar in unterschiedlichen VergréRerungen. Die
Aufnahmen entstanden 14 Tage nach Inokulation mit einer 1fachen, 3fachen und 9,3fachen VergroRerung. Auf
der rechten Seite werden lichtmikroskopische Aufnahmen der Ascosporen von Wildtyp, P1-11, azr1%368Y,

azricontoiN gzricnto® ynd Aazrl Mutanten und deren erfolgreiche Keimung in PD-Medium gezeigt, 6 Stunden
nach dem Hinzufiigen zum Medium. MaRstab 50 pm.
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Abbildung E11: Die Virulenz an Weizendhren unterscheidet sich nicht zwischen Mutanten und
Referenzstammen.

Die Fotos zeigen reprisentativ infizierte Weizenihren von Wildtyp, P1-11, azr153¢%, gzricentoiN, gzricentoP ynd
Aazrl Mutanten nach 11 dpi. Die Saulen reprasentieren die durchschnittliche relative Anzahl infizierter Bliitchen
pro Ahre von Wildtyp (schwarz), P1-11 (blau), azr15%% (rot), azric"N (petrol), azr1®"°" (orange) und Aagzri
Mutanten (violett). Die Fehlerbalken basieren auf der SD. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zum
Wildtyp an. Student’s t-test, p < 0,05.
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Abbildung E12: Die Virulenz an verwundeten Maisstangeln unterscheidet sich nicht zwischen Mutanten und
Referenzstammen.

Die Fotos zeigen reprasentativ kolonisierte Maisstingel von Wildtyp, P1-11, gzr15%68", azricntoiN, gzricentrolP ynd
Aazrl Mutanten nach 10 dpi. Die Saulen stellen die durchschnittliche infizierte Flache, hervorgerufen durch
Wildtyp (schwarz), P1-11 (blau), azr1%*¢%" (rot), azr1®" (petrol), azri®"® (orange) und Aazrl Mutanten
(violett) dar. Die Fehlerbalken basieren auf der SD. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zum Wildtyp an.
Student’s t-test, p < 0,05.
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Abbildung E13: Die azr1%*%" Mutanten tolerieren héhere Tebuconazolkonzentrationen als der Wildtyp.

(A) Wachstum von Wildtyp, P1-11 und azr1°3¢®Y Mutanten auf PDA mit, von links nach rechts, steigenden
Tebuconazolkonzentrationen. Die Aufnahmen entstanden nach 8 dpi.

(B) Die Siulen reprasentieren das durchschnittliche flichige Wachstum von Wildtyp, P1-11, azr1%368Y,
azr1®moN qzr1mo® ynd Aazrl Mutanten auf PDA mit steigenden Tebuconazolkonzentrationen nach 4
dpi. Die Fehlerbalken basieren auf der SD. Student’s t-test, p < 0,05. Sternchen zeigen signifikante
Unterschiede zum Wildtyp an.
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Epoxiconazol 8 dpi (ug/ml)
7.5

B Epoxiconazol
3500

3000

2500

2000

1500

Fliche [mm?]

1000

500

0 001 005 01 05 1 25 375 5 75 10 15 15 20 40
Fungizidkonzentration [ug/ml]

B NRRL | P1-11 B azr1S368Y 4 B azr15%68Y.2 B gzrfcontoN .4

B azrcontroN .2 B azrfcontoP 4 B azrfcontolP .2 B Aazr1-1 B Aazr1-2

Abbildung E14: Die azr1%*%8" Mutanten tolerieren héhere Epoxiconazolkonzentrationen als der Wildtyp

(A) Wachstum von Wildtyp, P1-11 und azr1**¢®" Mutanten auf PDA-Platten mit, von links nach rechts,
steigenden Epoxiconazolkonzentrationen. Die Aufnahmen entstanden nach 8 dpi.

(B) Die Siulen repradsentieren das durchschnittliche flichige Wachstum von Wildtyp, P1-11, azr1%368Y,
azricont©oN, gzrimo®  ynd  Aazrl  Mutanten auf  PDA-Platten  mit  steigenden
Epoxiconazolkonzentrationen nach 4 dpi. Die Fehlerbalken basieren auf der SD. Student’s t-test, p <
0,05. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zum Wildtyp an.
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Abbildung E15: Fungizide mit anderen molekularen Wirkorten als dem der DMI-Fungizide inhibieren weder die

Referenzstimme noch die Mutanten.

Die Fotos zeigen das Ergebnis der Resazurintests von Wildtyp, P1-11, azr1%368, azr1co"iN, gzricnto? ynd Aazrl

Mutanten nach 4 dpi.

Es wurden Fungizide aus fiinf FRAC-Klassen getestet.

Die ausgewahlten

Konzentrationsbereiche wurden fir jedes der Azol-Fungizide im Rahmen von Vorversuchen ermittelt. Die

Wirkstoffkonzentration nimmt von links nach rechts zu. Die jeweils hochste Konzentration stellt die

Loslichkeitsgrenze dar.
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Tabelle E 1: Liste aller DEGs der azr15368Y Mutanten unter Anwendung eines log2FC von > 1.

In der Tabelle sind die Gen ID, die EnsemblFungi- sowie die Interpro-Beschreibung, der Genname, sowie wenn vorhanden die Cluster ID und das Vorkommen von TMD aufgelistet. Zudem sind die

log2FC Werte aller relevanten Vergleiche angegeben.

DEGs/Gesamtanzahl DEGs

=
]
=
]
2
"
o
%0
©
°
=
©
N
c
<

51/194
log2FC21

© ® N O U R WN R

NN NNNRERRRR R B B B
A W NP OWO®NOU-M»WNPR O

Gen ID
FGRAMPH1_01G04947

FGRAMPH1_01G15627
FGRAMPH1_01G25277

FGRAMPH1_01G15629
FGRAMPH1_01G14465
FGRAMPH1_01G20829
FGRAMPH1_01G12519
FGRAMPH1_01G20967
FGRAMPH1_01G03179
FGRAMPH1_01G22077
FGRAMPH1_01G04879
FGRAMPH1_01G14101
FGRAMPH1_01G05775
FGRAMPH1_01G17409
FGRAMPH1_01G00349
FGRAMPH1_01G16541
FGRAMPH1_01G11433
FGRAMPH1_01G17261
FGRAMPH1_01G00105
FGRAMPH1_01G17967
FGRAMPH1_01G22131
FGRAMPH1_01G18085
FGRAMPH1_01G05861
FGRAMPH1_01G05569
FGRAMPH1_01G24145
FGRAMPH1_01G05153
FGRAMPH1_01G25857

EnsemblFungi Beschreibung

hypothetical protein

hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein
cytochrome P450 51
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

NADP-specific glutamate dehydrogenase

hypothetical protein
hypothetical protein

Interpro Beschreibung

ABC transporter-like

FAD/NAD(P)-binding domain superfamily

Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain

Cytochrome P450
Emopamil-binding protein

Gfo/ldh/MocA-like oxidoreductase, N-terminal

Ankyrin repeat
Cytochrome P450
Immunoglobulin E-set
Tail specific protease

Heterokaryon incompatibility

Glycosyl transferase CAP10 domain

Oligopeptide transporter, OPT superfamily
Proton-dependent oligopeptide transporter family
von Willebrand factor, type A

Peptidase M43, pregnancy-associated plasma-A

Sirtuin family

Major facilitator, sugar transporter-like
Glutamate/phenylalanine/leucine/valine dehydrogenase
ABC transporter-like, ATP-binding domain

Peptidase M14, carboxypeptidase A

Genname

TF neben ABC3

Nachbargen von AZR1

Cluster_ID

Ci6

C65

ce4

co4

C13

c1o0

TM-helix

TMhelix
TMhelix

TMhelix
TMhelix

TMbhelix

TMhelix
TMhelix

TMbhelix

TMhelix

TMhelix

2.48
0.60
0.69
0.62
0.34
0.54
0.81
0.76
0.84
0.47
0.87
0.53
0.77
1.07
0.93
0.47
0.48
0.54
0.44
0.79
0.50
0.58
0.31
0.77

NA
0.30
0.27
0.28
0.68

NA

NA
0.25
0.09
0.47
0.10
0.48
0.20
0.06
0.05
0.52
0.46
0.46
0.48
0.05
0.56
0.42
0.76
0.20

5.30
4.21
2.79
1.84
1.78
1.65
1.57
1.57
1.53
1.42
1.41
1.39
1.39
1.38
1.37
1.35
1.32
1.32
1.31
1.26
1.23
1.23
1.19
1.16

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.03
0.00
0.05
0.00

4.59
3.96
2.66
2.92
1.12
1.52
1.10
1.47
1.27
1.36
1.03
1.17
1.19
1.73
1.24
1.06
il
1.68
1.01
1.10
1.17
1.24
1.24
1.08

0.00
0.00
0.00
0.00
0.03
0.00
0.04
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.03
0.00
0.00
0.02

1.75| 0.00 [ 1.76 | 0.00
1.23 0.03 1.23 0.02
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Anzahl dargestellter

DEGs/Gesamtanzahl DEGs

Gen ID
FGRAMPH1_01G18933
FGRAMPH1_01G17515
FGRAMPH1_01G06449
FGRAMPH1_01G04077

FGRAMPH1_01G01099
FGRAMPH1_01G26637
FGRAMPH1_01G09669
FGRAMPH1_01G12063
FGRAMPH1_01G21041
FGRAMPH1_01G13579
FGRAMPH1_01G05601
FGRAMPH1_01G25439
FGRAMPH1_01G27931
FGRAMPH1_01G13125
FGRAMPH1_01G11449
FGRAMPH1_01G21037
FGRAMPH1_01G13547
FGRAMPH1_01G15725
FGRAMPH1_01G13867
FGRAMPH1_01G13581
FGRAMPH1_01G13209
FGRAMPH1_01G14149
FGRAMPH1_01G16217
FGRAMPH1_01G05597
FGRAMPH1_01G05595
FGRAMPH1_01G05599
FGRAMPH1_01G05593

EnsemblFungi Beschreibung

hypothetical protein
uracil permease
hypothetical protein

dicarboxylic amino acid permease

hypothetical protein
diphthine synthase

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

Interpro Beschreibung
Amino acid/polyamine transporter |

Purine-cytosine permease
Amino acid permease, conserved site

Tetrapyrrole methylase

RTA-like protein

Alpha/beta hydrolase fold-1

Peptidase family M49

ABC transporter-like, ATP-binding domain
Multicopper oxidase, type 1

Short-chain dehydrogenase/reductase SDR

NodB homology domain

Protein of unknown function DUF4267
Hydroxylase/desaturase AsaB-like
NmrA-like domain

Short-chain dehydrogenase/reductase SDR
AMP-dependent synthetase/ligase
Short-chain dehydrogenase/reductase SDR
EGF-like domain

Antifungal protein

O-methyltransferase domain

EthD domain

Flavin monooxygenase FMO

Thioesterase

Genname

Cluster_ID

ce3
C22
C13

ce3

Cc22

ci8

C13
C13
Cc13
C13

Mhelix

T

TMhelix
TMhelix
TMhelix
TMhelix

TMbhelix

TMhelix
TMhelix

TMhelix

0.66
0.76
0.84
0.87
038
-0.44
033
-0.66
-0.86
-0.64
057
-0.45
077
-0.16
-0.80
-0.69
-0.44
-0.49
-0.75
0.72
-0.14
-0.90
-0.52
-0.66
077
-0.96
-0.63

0.22
0.12
0.09
0.10
0.51
0.42
0.64
0.25
0.09
0.18
0.45
0.51
0.23
0.86
0.13
0.20
0.50
0.45
0.17
0.18
0.90
0.12
0.43
0.39
0.27
0.10
0.43

113
112
1.04
1.01
-1.04
-1.07
-1.08
-1.13
-1.16
-1.18
-1.20
-1.20
-1.25
-1.30
-1.30
-1.33
-1.38
-1.46
-1.51
-1.57
-1.58
-1.66
-1.77
-1.89
-2.06
-2.12
-2.23

0.02
0.01
0.04
0.04
0.00
0.02
0.03
0.01
0.00
0.00
0.00
0.03
0.00
0.03
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

1.01

112

1.16

1.01

-1.09
-1.15
-1.00
-1.12
-1.00
1920
-1.73
-1.20
-1.27
-1.34
-1.60
-1.03
-1.19¢
-1.16
-1.03
-1.43
-1.46
LZi
-1.87
-2.23
-2.25
-2.54
-2.41

0.01
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.03
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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Anzahl dargestellter
DEGs/Gesamtanzahl DEGs

[
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=

log2FC21
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Gen ID
FGRAMPH1_01G25277
FGRAMPH1_01G09633
FGRAMPH1_01G18649
FGRAMPH1_01G26375
FGRAMPH1_01G25691
FGRAMPH1_01G25697
FGRAMPH1_01G25693
FGRAMPH1_01G25705
FGRAMPH1_01G25695
FGRAMPH1_01G25699
FGRAMPH1_01G25701

EnsemblFungi Beschreibung
hypothetical protein
ATP-binding cassette transporter
sterol 24-C-methyltransferase
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

Interpro Beschreibung

FAD/NAD(P)-binding domain superfamily

ABC transporter-like PDR5
Methyltransferase type 11 ERG6
Phytocyanin domain

AMP-dependent synthetase/ligase

Aspartic peptidase Al family

Alpha/beta hydrolase fold-1

Cytochrome P450

Glutathione S-transferase, N-terminal

Serine hydrolase FSH

Tetracycline resistance protein/drug resistance transporter

Genname

Cluster_ID

C42
C42
Cca2
Cca2
ca2
Ca2
C42

TMhelix

TMbhelix

TMbhelix

4.55
357
2.54
2.52
-1.10
-1.14
-1.40
-1.45
-1.49
=ils7
-1.74

0.00
0.00
0.00
0.00
0.03
0.04
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

4.01

3.62

1.52

-2.36
-2.75
-2.43
-2.49
-3.07
-2.71
-2.74

0.00 | 5.98 0.00
0.00 | 4.07 0.00

0.00 [ 6:85 | 0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

1.48
-2.00
-2.12
-1.92
-1.97
-1.70
-1.78
-2.12

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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Tabelle E 2: Liste aller DEGs der Aazrl Mutanten bei Anwendung eines log2FC von > 1 bzw. 1,5.
In der Tabelle sind die Gen ID, die EnsemblFungi- sowie die Interpro-Beschreibung, der Genname, sowie wenn vorhanden die Cluster ID und das Vorkommen von TMD aufgelistet. Zudem sind die

log2FC Werte aller relevanten Vergleiche angegeben.
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DEGs/Gesamtanzahl DEGs
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Gen ID
FGRAMPH1_01G05603
FGRAMPH1_01G05601
FGRAMPH1_01G00153
FGRAMPH1_01G14067
FGRAMPH1_01G26183
FGRAMPH1_01G18833
FGRAMPH1_01G14065
FGRAMPH1_01G16489
FGRAMPH1_01G08793
FGRAMPH1_01G01877
FGRAMPH1_01G00105
FGRAMPH1_01G11637
FGRAMPH1_01G00137
FGRAMPH1_01G25491
FGRAMPH1_01G10413
FGRAMPH1_01G08097
FGRAMPH1_01G15907
FGRAMPH1_01G09121
FGRAMPH1_01G08371
FGRAMPH1_01G25461
FGRAMPH1_01G13959
FGRAMPH1_01G13239
FGRAMPH1_01G15463
FGRAMPH1_01G18775
FGRAMPH1_01G21039
FGRAMPH1_01G13737
FGRAMPH1_01G21279
FGRAMPH1_01G05797
FGRAMPH1_01G14801
FGRAMPH1_01G24939

EnsemblFungi Beschreibung

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

vacuolar ATP synthase 16 kDa proteolipid subunit 2

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

Interpro Beschreibung
FAS1 domain

Multicopper oxidase, type 1
Thioesterase

Sugar/inositol transporter

S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase
Kynurenine formamidase/cyclase-like
V-ATPase proteolipid subunit

Protein of unknown function DUF3419

Peptidase M43, pregnancy-associated plasma-A

SET domain

Carbohydrate kinase PfkB
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase
Glutathione S-transferase, N-terminal

S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase
Glutathione S-transferase, N-terminal

Oxygen oxidoreductase covalent FAD-binding site
Fibronectin type Ill

Tyrosinase copper-binding domain

Glycosyl transferase, family 1
PLC-like phosphodiesterase, TIM beta/alpha-barrel domain superfamily

Genname

Cluster_ID

o B R
N W w

Cc02

cel

C34
ce3

TMhelix

TMhelix
TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix
TMhelix

3.68
3.02
2.79
2.54
2.37
2.14
211
2.04
2.00
1.95
1.95
1.93
1.93
1.93
1.91
1.86
1.83
1.81
179
177
172
1.69
1.69
1.68
1.68
1.67
1.67
1.66
1.65

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

2.22
1.81
1.70
3.85
3.04
1.66
3.98
il
1.50
1.83
3.66
2.86
1.84

0.00
0.01
0.01
0.00
0.00
0.01
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00 14104 0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00

1.87
2.74
161
161
1.96
1.60
232
212
N5 5)
1.90
1.74
2.74
1.94

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.01 [41351 0.00

0.00 1.73 0.00
0.00 1.80 0.00
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DEGs/Gesamtanzahl DEGs

Gen ID
FGRAMPH1_01G09031
FGRAMPH1_01G05549
FGRAMPH1_01G08875
FGRAMPH1_01G05835
FGRAMPH1_01G00051
FGRAMPH1_01G00599
FGRAMPH1_01G00581
FGRAMPH1_01G17625
FGRAMPH1_01G24669
FGRAMPH1_01G16085
FGRAMPH1_01G21421
FGRAMPH1_01G16781
FGRAMPH1_01G12563
FGRAMPH1_01G05133
FGRAMPH1_01G12627
FGRAMPH1_01G10133
FGRAMPH1_01G06041
FGRAMPH1_01G18277
FGRAMPH1_01G21963
FGRAMPH1_01G07455
FGRAMPH1_01G02553
FGRAMPH1_01G24145
FGRAMPH1_01G12659
FGRAMPH1_01G26007
FGRAMPH1_01G02281
FGRAMPH1_01G22005
FGRAMPH1_01G06841
FGRAMPH1_01G09905
FGRAMPH1_01G04059
FGRAMPH1_01G16893
FGRAMPH1_01G13767

EnsemblFungi Beschreibung

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

NADP-specific glutamate dehydrogenase

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

Interpro Beschreibung
NADP-dependent oxidoreductase domain
HpcH/Hpal aldolase/citrate lyase domain
SKP1/BTB/POZ domain superfamily

Egh16-like virulence factor
Domain of unknown function DUF2235
Zinc-binding domain

Alkaline phosphatase

Acyl transferase domain superfamily
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase
Cyanovirin-N

FAD linked oxidase, N-terminal

HAD superfamily
Rhamnose/fucose mutarotase

ABC transporter-like
Zinc finger, CCCH-type
Carbohydrate kinase, thermoresistant glucokinase

Glutamate/phenylalanine/leucine/valine dehydrogenase
Major facilitator superfamily

LDLR class B repeat

Zinc finger, RING/FYVE/PHD-type
Epoxide hydrolase-like

Genname

Cluster_ID
TMhelix

[}
w
o

TMhelix

TMhelix

Cc31

TMhelix
C66

C26 TMhelix

1.64
1.63
1.62
1.60
1.58
1.57
157
1.56
1.56
IG5
1.55
1.54
1.53
1.53
1.52
1.51
=il 5l
-1.55
-1.57
-1.62
-1.62
-1.64
-1.66
-1.66
-1.68
-1.69
-1.70
=i/
=il
-1.74
-1.76

0.00
0.00
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00

1.70
1.69
2.00
214
297
3.89
1.97
1.88
2.29
218
1.58
3.82
1.57
2.78
2.18
1.79
-1.68
-1.83
-2.64
-1.85
-1.62
-2.33
-1.89
-2.09
-1.90
-2.33
-2.13
-1.60
-1.67
-1.60
-2.38

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.02
0.00
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Anzahl dargestellter

DEGs/Gesamtanzahl DEGs

Gen ID
FGRAMPH1_01G16897
FGRAMPH1_01G16963
FGRAMPH1_01G04119
FGRAMPH1_01G27075
FGRAMPH1_01G04105
FGRAMPH1_01G14117
FGRAMPH1_01G12925
FGRAMPH1_01G09795
FGRAMPH1_01G20509
FGRAMPH1_01G12759
FGRAMPH1_01G25671
FGRAMPH1_01G22339
FGRAMPH1_01G08879
FGRAMPH1_01G12219
FGRAMPH1_01G26215
FGRAMPH1_01G09173
FGRAMPH1_01G25273
FGRAMPH1_01G00221
FGRAMPH1_01G19593
FGRAMPH1_01G13937
FGRAMPH1_01G15839
FGRAMPH1_01G20207
FGRAMPH1_01G11729
FGRAMPH1_01G25887
FGRAMPH1_01G12233
FGRAMPH1_01G07609
FGRAMPH1_01G05167
FGRAMPH1_01G19095
FGRAMPH1_01G11507
FGRAMPH1_01G16237

EnsemblFungi Beschreibung
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
high-affinity methionine permease
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

Interpro Beschreibung

Zinc finger, RING-type

DapA-like

Protein of unknown function DUF3659

Pectin lyase fold/virulence factor

Alcohol dehydrogenase, zinc-type, conserved site
Mandelate racemase/muconate lactonizing enzyme, N-terminal domain
Translation protein, beta-barrel domain superfamily
NAD-dependent epimerase/dehydratase

CidB/LrgB family

Glycoside hydrolase, family 3, N-terminal

Myc-type, basic helix-loop-helix (bHLH) domain
Alpha/beta hydrolase fold-1

Cellulose-binding domain, fungal

Sugar/inositol transporter

Ribonuclease H domain

GroES-like superfamily

Short-chain dehydrogenase/reductase SDR
Sugar/inositol transporter

Quinate/shikimate 5-dehydrogenase/glutamyl-tRNA reductase
TauD/TfdA-like domain

Glycoside hydrolase, family 61

Acetate transporter GPR1/FUN34/SatP family
Gamma-glutamylcyclotransferase, AlG2-like

GroES-like superfamily

Amino acid/polyamine transporter |
Protein of unknown function DUF3433

NmrA-like domain

Genname

Cluster_ID

Cc37

Cco3

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix
TMhelix

-1.76
-1.76
-1.76
-1.77
-1.83
-1.84
-1.90
-1.92
-1.95
-1.97
-1.98
-2.01
-2.02
-2.02
-2.16
-2.20
S282i18
-2:21
-2.21
-2.23
-2.35
-2.79
-2.83
-2.83
-2.97
-2.97
-3.02
=Ll
-3.26
-3.55

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

-2.43
-2.73
-1.68
-1.90
-2.30
-2.75
-1.68
-2.04
-2.03
-2.02
-2.74
-2.05
-2.04
-2.85
28207,
-2.49
=il il
-4.68
-3.28
-2.65
-1.94
Q75
-3.32
-2.43
-3.24
-2.92
-3.01
-2.68
-231
-3.63

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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DEGs/Gesamtanzahl DEGs
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Gen ID
FGRAMPH1_01G12519
FGRAMPH1_01G16217
FGRAMPH1_01G16215
FGRAMPH1_01G16989
FGRAMPH1_01G25321
FGRAMPH1_01G04243
FGRAMPH1_01G14193
FGRAMPH1_01G08561
FGRAMPH1_01G09119
FGRAMPH1_01G18773
FGRAMPH1_01G09063
FGRAMPH1_01G08369
FGRAMPH1_01G08103
FGRAMPH1_01G12029
FGRAMPH1_01G24253
FGRAMPH1_01G05455
FGRAMPH1_01G09387
FGRAMPH1_01G08529
FGRAMPH1_01G13867
FGRAMPH1_01G09117
FGRAMPH1_01G14727
FGRAMPH1_01G13809
FGRAMPH1_01G00123
FGRAMPH1_01G24075
FGRAMPH1_01G14069
FGRAMPH1_01G25041
FGRAMPH1_01G07541
FGRAMPH1_01G16219
FGRAMPH1_01G06635

EnsemblFungi Beschreibung
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
peroxiredoxin PRX1
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

Interpro Beschreibung
Oxidoreductase, N-terminal
Antifungal protein

Domain of unknown function DUF4149
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase

Peptidase S8/S53 domain
O-methyltransferase domain
NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase, N-terminal

Cytochrome P450
Interferon alpha-inducible protein IFI6/IFI27-like
PLAC8 motif-containing protein

FAD-binding domain

Short-chain dehydrogenase/reductase SDR

Peptidase S8/S53 domain

Glutathione-dependent formaldehyde-activating enzyme/centromere
Sugar/inositol transporter

Sulfatase, N-terminal

Short-chain dehydrogenase/reductase SDR
Alkyl hydroperoxide reductase subunit C/ Thiol specific antioxidant

Protein of unknown function DUF3632

Genname

next to AZR1

Cluster_ID

co7

C34
Cc4a9
cel

ca7
C62

Cc02

TMhelix

TMhelix

TMhelix
TMhelix
TMhelix

TMhelix

TMhelix

6.29
4.66
2.90
281
274
267
242
237
233
232
227
224
222
28210
2.07
2.02
1.92
1.84
1.75
1.74
1.72
171
171
1.70
1.69
1.69
1.65
1.59
1.58

0.00 4.43 0.00

0.00 /994 0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00

7.31
2.79
2.50
2.04
176
175
2.70
2.92
2.74
171
232
1.80
2.40
2.66
1.70
2.02
1.62
1.63
2.09
214
163
181
311
2.65
1.52
3.70
1.54

0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

6.01
3.00
1.20
135
139
1.56
161
1.56
215
1.40
1.98
117
1.49
2.04
il 2211,
0.90
1.00
1.61
0.94
1.47
1.06
123
1.14
0.95
1.20
118
1.02
1.09
1.90

0.00  4.10 0.00

0.00 | 889 0.00

0.01
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.03
0.05
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.01
0.02
0.05
0.01
0.00
0.00
0.00

5.30
191
1.47
1.08
1.29
136
2.07
1.23
1.55
1.42
248
2.06
1.56
1.98
1.25
2.86
0.92
151
1.92
213
1.14
132
241
176
219
3.47
2.01

0.00
0.00
0.00
0.00
0.05
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.02
0.00
0.01
0.01
0.00
0.00
0.03
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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DEGs/Gesamtanzahl DEGs

Gen ID
FGRAMPH1_01G03211
FGRAMPH1_01G08531
FGRAMPH1_01G26081
FGRAMPH1_01G11725
FGRAMPH1_01G05845
FGRAMPH1_01G14095
FGRAMPH1_01G26009
FGRAMPH1_01G16717
FGRAMPH1_01G11955
FGRAMPH1_01G04289
FGRAMPH1_01G12865
FGRAMPH1_01G08567
FGRAMPH1_01G06471
FGRAMPH1_01G17923
FGRAMPH1_01G12755
FGRAMPH1_01G13167
FGRAMPH1_01G09651
FGRAMPH1_01G10031
FGRAMPH1_01G10731
FGRAMPH1_01G00891
FGRAMPH1_01G25649
FGRAMPH1_01G13743
FGRAMPH1_01G24785
FGRAMPH1_01G21841
FGRAMPH1_01G25145
FGRAMPH1_01G22001
FGRAMPH1_01G11505
FGRAMPH1_01G10123
FGRAMPH1_01G04761

EnsemblFungi Beschreibung

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

@ a
2
c 7]

Interpro Beschreibung Ic] 5

UbiA prenyltransferase family C62

Domain of unknown function DUF2427

Major facilitator superfamily

Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain

NmrA-like domain

Protein of unknown function DUF2434

Glycoside hydrolase, family 3, N-terminal

Epoxide hydrolase-like

Short-chain dehydrogenase/reductase SDR

Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain

WDA40 repeat

Alpha/Beta hydrolase fold

Alpha crystallin/Hsp20 domain

AMP-dependent synthetase/ligase C46

Sodium:dicarboxylate symporter

Tetracycline resistance protein/drug resistance transporter

NmrA-like domain

Inositolphosphotransferase Aurl/Iptl

Intradiol ring-cleavage dioxygenase, C-terminal

Sugar/inositol transporter C40

CoA-transferase family Il

ABC transporter-like

Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain
Cytochrome P450

TMhelix

TMhelix
TMhelix
TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix
TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

1.57
1.57
=izl
=izl
=57/
-1.57
-1.58
=ilsfe)
-1.62
-1.63
-1.64
-1.64
-1.66
-1.70
-1.71
=iloi/7/
-1.84
1185
-1.87
-1.88
-1.97
-2.00
-2.02
-2.04
-2.07
-2.09
-2.09
-2.14
-2.16

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

1.65
1.80
-2.85
-1.52
-2.22
-1.97
-2.04
-2.98
-3.11
-2.33
-2.10
-2.12
-1.50
-1.83
-3.22
-2.01
-1.90
-2:32
-1.81
-1.88
-3.02
-2.11
-1.76
-2.17
Al
-5.60
-2.32
-2.06
-2.07

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00

1.57

1.68
-1.00
-1.48
-1.23
-1.20
-1.06
-1.48
-1.76
-2.22
-1.02
-1.48
-1.35
-1.07
-1.02
-1.83
-1.43
-1.25
=il7/il
-1.17
-1.08
-1.82
2
-2.10
-1.68
-1.89
-1.37
-2.04
-2.14

0.00
0.00
0.01
0.00
0.01
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.04
0.00
0.00
0.00
0.02
0.00
0.00
0.01
0.00
0.04
0.05
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.02
0.00
0.00

1.84 0.00
2.76 0.00
-2.36 0.00
-1.47 0.00
-1.77 0.00
-1.41 0.04
-1.88 0.00
-2.22 0.00
-1.93 0.00
-2.61 0.00
-1.15 0.04
-2.90 0.00
-1.54 0.00
-1.61 0.00
-1.51 0.00
-2.70 0.00
-1.99 0.00
-1.77 0.01
-2.08 0.00
-1.87 0.00
-1.91 0.00
-2.11 0.00
-1.32 0.00
-1.88 0.00
-2.65 0.00
-3.02 0.00
-2.04 0.00
-2.15 0.00
-2.19 0.00
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Anzahl dargestellter

DEGs/Gesamtanzahl DEGs

Gen ID
FGRAMPH1_01G18153
FGRAMPH1_01G26041
FGRAMPH1_01G19777
FGRAMPH1_01G19083
FGRAMPH1_01G06707
FGRAMPH1_01G09169
FGRAMPH1_01G25729
FGRAMPH1_01G13131
FGRAMPH1_01G02677
FGRAMPH1_01G13133
FGRAMPH1_01G13135
FGRAMPH1_01G07279
FGRAMPH1_01G05109
FGRAMPH1_01G22003
FGRAMPH1_01G21091
FGRAMPH1_01G27717
FGRAMPH1_01G10937
FGRAMPH1_01G06453
FGRAMPH1_01G14793
FGRAMPH1_01G12517
FGRAMPH1_01G21839
FGRAMPH1_01G26213
FGRAMPH1_01G27719
FGRAMPH1_01G09149
FGRAMPH1_01G08499
FGRAMPH1_01G13401
FGRAMPH1_01G09147

EnsemblFungi Beschreibung

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
glutathione S-transferase
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

Interpro Beschreibung
Protein of unknown function DUF3716
Glycoside hydrolase family 17

FAD linked oxidase, N-terminal
Membrane bound O-acyl transferase, MBOAT

Amidohydrolase-related

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, C-terminal

Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain WAR1
Cytochrome b5-like heme/steroid binding domain
Cytochrome P450

Major facilitator superfamily

Peptidase M20

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, C-terminal

Glutathione S-transferase, N-terminal

Short-chain dehydrogenase/reductase SDR

ABC transporter-like

FAD/NAD(P)-binding domain

Short-chain dehydrogenase/reductase SDR

Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain AZR1
FAD-binding domain

Protein of unknown function DUF3112

GroES-like superfamily

Protein of unknown function DUF1593

Metal-dependent hydrolase, composite domain superfamily
Domain of unknown function DUF3533
Amidohydrolase-related

Genname

Cluster_ID

C58
Cco9

C53

C53

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

-2.17
-2.22
-2.25
-2.26
-2.37
-2.38
-2.63
-2.80
-2.90
-2.94
-3.02
-3.08
-3.10
-3.14
-3.42
-3.50
-3.67
£3180)
-4.29
-4.46
-4.62
-4.73
-5.04
-5.79
-5.87
-5.93
-8.38

-2.45
-3.39
=AlE)
SE55
-2.96
-3.21
-3.06
-6.24
-2.82
-5.54
-2.88
-1.96
-4.35
-4.56
-3.86
-3.66
-3.57
-4.64
-4.91
-5:22
-5.46
-4.45
-5.16
-6.26
-6.34
-5.15

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

-155 0.00 -151 0.01
194 0.00 -2.56 0.00
-1.47 0.00 -0.98 0.03
2.07 0.00 -1.95 0.00
2.05 0.00 -2.82 0.00
150 0.01 -1.71 0.01
2,67 0.00 -1.95 0.00
521 0.00 -5.65| 0.00
260 0.00 -2.73 0.00
5.86 0.00 -6.91 0.00
5.39 0.00 -6.72 0.00
-1.81 0.00 -1.80 0.00
3.38 0.00 -5.24 0.00
215 0.00 -3.08 0.00
3.01 0.00 -3.21 0.00
223 0.00 -2.98 0.00
253 0.00 -2.58 0.00
211 0.00 -1.49 0.03
325 0.00 -3.85 0.00
-6.75 | 0.00 | -7.02| 0.00
529 0.00 -4.28 0.00
430 0.00 -4.10 0.00
121 0.03 -2.24 0.00
5.85 0.00 -6.10| 0.00
-4.61 0.00 | 7,93 0.00
498 0.00 -4.40 0.00
122 0.03 -5.23 0.00
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Anzahl dargestellter

DEGs/Gesamtanzahl DEGs

W KON URWN R

Gen ID
FGRAMPH1_01G21519
FGRAMPH1_01G16029
FGRAMPH1_01G19123
FGRAMPH1_01G15627
FGRAMPH1_01G15517
FGRAMPH1_01G15629
FGRAMPH1_01G18765
FGRAMPH1_01G04173
FGRAMPH1_01G04179
FGRAMPH1_01G25277
FGRAMPH1_01G16877
FGRAMPH1_01G13603
FGRAMPH1_01G18793
FGRAMPH1_01G27447
FGRAMPH1_01G18983
FGRAMPH1_01G11363
FGRAMPH1_01G16151
FGRAMPH1_01G11387
FGRAMPH1_01G09633
FGRAMPH1_01G08357
FGRAMPH1_01G22293
FGRAMPH1_01G11749
FGRAMPH1_01G03517
FGRAMPH1_01G11745
FGRAMPH1_01G17285
FGRAMPH1_01G01865
FGRAMPH1_01G08037
FGRAMPH1_01G01001

EnsemblFungi Beschreibung

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
carboxypeptidase S1
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

Interpro Beschreibung
Cysteine dioxygenase type |

ABC transporter-like ABC3
Peptidase S10, serine carboxypeptidase
Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain
Aspartic peptidase domain superfamily

FAD/NAD(P)-binding domain superfamily
Major facilitator superfamily

Acyl-CoA N-acyltransferase

Major facilitator superfamily

Cytochrome P450

NTF2-like domain superfamily

ABC transporter-like PDR5
RidA family

Isoprenoid synthase domain superfamily

FGGY carbohydrate kinase, pentulose kinase

Genname

TF next to ABC3

Cluster_ID

Cle

Cle
C34

c21
C34

C36

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

TMhelix

3.24
2.62
2.49
234
225
224
217
213
2.10
1.89
1.85
1.82
1.77
1.73
1.73
1.65
1.58
1.58
1.57
1.53
1.52
-1.68
-1.70
-1.74
-1.80
-2.04
-2.22
-2.34

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

1.77
2.10
195
4.06
2.80
3.76
2.84
2.18
1.83

0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00 [}51601 0.00

1.85
3.27
1.65
2.05
2.12
1.64
2.06
151
191
3.15
1.64
-1.62
-2.36
-2.71
-1.81
-2.17
-1.62

0.00
0.00
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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El7E 3 1 FGRAMPH1_01G18649 sterol 24-C-methyltransferase Methyltransferase type 11 ERG6 0.78 0.07 4.83 0.00 2.76 0.00
(TP 3 2 FGRAMPH1_01G25277 hypothetical protein FAD/NAD(P)-binding domain superfamily 159 NA 3.75 0.00 - 0.00
3 FGRAMPH1_01G13023 hypothetical protein Cytochrome P450 C24 TMhelix [ 0.53 0.30 3.36 0.00 1.57 0.00
4 FGRAMPH1_01G20829 hypothetical protein Emopamil-binding protein C65 TMhelix | 0.88 0.07 3.35 0.00 1.91 0.00
5 FGRAMPH1_01G14465 cytochrome P450 51 Cytochrome P450 ERG11/CYP51A TMhelix | 0.37 0.45 3.30 0.00 1.41 0.00
6 FGRAMPH1_01G12233 hypothetical protein GroES-like superfamily 0.40 0.48 2.84 0.00 3.27 0.00
7 FGRAMPH1_01G15629 hypothetical protein Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain TF nextto ABC3 C16 0.54 NA 2.74 0.00 4.27 0.00
8 FGRAMPH1_01G18647 hypothetical protein Kynurenine formamidase/cyclase-like 0.66 0.17 2.44 0.00 1.12 0.00
9 FGRAMPH1_01G15945 hypothetical protein Tannase/feruloyl esterase Cc67 0.79 0.11 2.37 0.00 1.18 0.03
10 FGRAMPH1_01G11303 sterol 24-C-methyltransferase Methyltransferase type 11 ERG6 0.85 0.05 2.19 0.00 1.35 0.00
11 FGRAMPH1_01G02507 cytochrome P450 51 Cytochrome P450 ERG11 /CYP51B TMhelix | 0.71 0.14 2.02 0.00 1.14 0.00
12 FGRAMPH1_01G27377 acetyl-CoA acetyltransferase IB Thiolase ERG10 0.85 0.06 1.90 0.00 1.46 0.00
13 FGRAMPH1_01G15431 hypothetical protein TMhelix | 0.52 0.32 1.70 0.00 1.15 0.00
14 FGRAMPH1_01G26961 hypothetical protein NAD(P)-binding domain superfamily ERG27 0.79 0.09 1.65 0.00 1.51 0.00
15 FGRAMPH1_01G24999 hypothetical protein ABC transporter-like STE6 TMhelix | 0.58 0.25 1.64 0.00 1.70 0.00
16 FGRAMPH1_01G00633 hypothetical protein Transferase 0.88 0.07 1.61 0.00 2.48 0.00
17 FGRAMPH1_01G16537 hypothetical protein P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolase 0.86 0.06 1.45 0.00 1.55 0.00
18 FGRAMPH1_01G05809 hypothetical protein Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain 0.22 NA 141 0.00 2.44 0.00
19 FGRAMPH1_01G16431 hypothetical protein NAD-dependent epimerase/dehydratase 0.61 0.13 1.41 0.00 1.80 0.00
20 FGRAMPH1_01G24501 C-8 sterol isomerase ERG2/sigmal receptor-like ERG2 TMhelix | 0.72 0.06 1.30 0.00 1.26 0.00
21 FGRAMPH1_01G19143 hypothetical protein Spo11/DNA topoisomerase VI subunit A 0.40 0.44 1.22 0.01 1.23 0.00
22 FGRAMPH1_01G17649 hypothetical protein RTA-like protein TMhelix [ 0.21 0.71 1.20 0.01 1.09 0.03
23 FGRAMPH1_01G25039 hypothetical protein Aminoglycoside phosphotransferase -0.22 0.62 1.19 0.00 1.45 0.00
24 FGRAMPH1_01G06003 hypothetical protein 0.37 051 1.17 0.00 1.26 0.00
25 FGRAMPH1_01G13099 hypothetical protein Tyrosinase copper-binding domain Cc23 0.14 0.81 1.16 0.00 1.40 0.01
26 FGRAMPH1_01G04729 cytochrome P450 61 Cytochrome P450 ERG5 0.32 0.56 1.16 0.00 1.04 0.00
27 FGRAMPH1_01G27573 hypothetical protein Putative threonine/serine exporter TMhelix | 0.20 0.70 1.09 0.00 1.43 0.00
28 FGRAMPH1_01G13673 drug resistance protein Major facilitator superfamily TMhelix | 0.30 0.63 1.04 0.05 1.15 0.03
29 FGRAMPH1_01G19613 peroxiredoxin HYR1 Glutathione peroxidase 0.44 0.06 1.04 0.00 1.03 0.00
30 FGRAMPH1_01G25697 hypothetical protein Aspartic peptidase Al family Cca2 0.26 0.61 -1.07 0.01 -1.48 0.00
31 FGRAMPH1_01G01877 hypothetical protein Protein of unknown function DUF3419 -0.11 0.87 [-1.09 0.00 | -1.43 0.00
32 FGRAMPH1_01G25705 hypothetical protein Cytochrome P450 ca2 0.30 0.62 -1.10 0.01 -1.61 0.00
33 FGRAMPH1_01G11699 hypothetical protein DJ-1/Pfpl 0.02 0.98/-1.12 0.01 -1.25 0.03
34 FGRAMPH1_01G25699 hypothetical protein Serine hydrolase FSH FSH2 c42 0.19 0.76 -1.13 0.01 | -1.95 0.00
35 FGRAMPH1_01G25695 hypothetical protein Glutathione S-transferase, N-terminal c42 0.05 0.95 -1.28 0.00 | -2.16 | 0.00
36 FGRAMPH1_01G25707 hypothetical protein SAM dependent carboxyl methyltransferase Cc42 0.31 0.62[-1.47 0.00 -2.15 0.00
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Anzahl dargestellter
DEGs/Gesamtanzahl DEGs
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Gen ID
FGRAMPH1_01G15627
FGRAMPH1_01G22247
FGRAMPH1_01G27401
FGRAMPH1_01G09633
FGRAMPH1_01G15949
FGRAMPH1_01G27875
FGRAMPH1_01G06405
FGRAMPH1_01G05637
FGRAMPH1_01G06947
FGRAMPH1_01G16829

EnsemblFungi Beschreibung
hypothetical protein
hypothetical protein

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
Delta(14)-sterol reductase
hypothetical protein
hypothetical protein

Interpro Beschreibung
ABC transporter-like

Ketopantoate hydroxymethyltransferase

ABC transporter-like

Glycosyltransferase family 28, N-terminal domain

Carboxylesterase, type B
Cytochrome P450

Ergosterol biosynthesis ERG4/ERG24
Marvel domain

Fatty acid hydroxylase

ABC3

PDR5

ERG24

ERG3

Genname

Cluster_ID

O
=
@

C67

Ci4

TMhelix

TMhelix
TMhelix

TMhelix

TMhelix
TMhelix
TMhelix
TMhelix

0.00
265 0.00
0.00 282 0.00
0.00 272 0.00
0.00 288 0.00
0.01 211 0.00
0.01[%623] 0.00
0.02 193 0.00
0.03| 127 0.00
0.01 123 0.00

2.61
2.44
3.01
325
191
2.84
4.86
1.63
1.30
1.02

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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Tabelle E 3: Liste aller signifikant deregulierten SMC-Gene in den azr15368Y Mutanten und dem Wildtyp.
In der Tabelle sind die Gen- und Cluster-IDs, das Vorkommen des Gens als DEG in den azr15368Y und Aazrl Mutanten, die Gesamtanzahl der Gene pro Cluster, die Annotation sowie die funktionelle
Beschreibung des Gens und das Vorhandensein einer TMD aufgelistet. Zudem sind die log2FC Werte aller relevanten Vergleiche angegeben.
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‘g’ 5 8 Funktionelle Beschreibung/
Gen ID ] f: Annotation Goterm Bezeichnung TMhelix
FGRAMPH1_01G00347 C04 3 |Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 1.50 0.00 1.84 0.00 1.87 0.00
FGRAMPH1_01G00349 beta- -xylosyltransferase 1 TMhelix | 0.53 0.48 1.39 0.00 1.17 0.00
FGRAMPH1_01G04077 C06 13 |dicarboxylic amino acid permease TMhelix | 0.87 0.10 1.01 0.04 1.01 0.01
FGRAMPH1_01G05153 C10 4 |ABC-transporter-like, canalicular multispecific organic anion transporter 2 TMhelix | 0.31 0.76 1.19 0.05 1.24 0.00
FGRAMPH1_01G05513 C12 20 |Acyl-CoA N-acyltransferase 0 0.82 0.18 1.01 0.05 1.00 0.03
FGRAMPH1_01G05523 altered inheritance of mitochondria protein 6 TMhelix | 0.75 0.15 1.01 0.00 0.78 0.01
FGRAMPH1_01G05603 C13 11 |[fasciclin domain family protein TMhelix |-0.32 0.75 -0.90 0.03 -1.74 0.00
FGRAMPH1_01G05601 conidial pigment biosynthesis oxidase arb2 brown2 TMhelix |-0.57 0.45 -1.20 0.00 -1.73 0.00
FGRAMPH1_01G05599 dimethylaniline monooxygenase 3 0 -0.96 0.10 -2.12 0.00 [-2.54 0.00
FGRAMPH1_01G05597 sterigmatocystin 8-o-methyltransferase 0 -0.66 0.39 -1.89 0.00 -2.23 0.00
FGRAMPH1_01G05595 conidial pigment polyketide synthase partial 0 -0.77 0.27 -2.06 0.00 -2.25 0.00
FGRAMPH1_01G05593 polyketide synthase = o 063 043 223 0.00 241 0.00
FGRAMPH1_01G05591 Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 -0.43 0.19 -0.75 0.00 -0.62 0.04
FGRAMPH1_01G05587 6-hydroxy-d-nicotine oxidase 0 -0.47 0.47 -0.83 0.00 -1.18 0.00
FGRAMPH1_01G05569 MFS maltose permease mal61 TMhelix | 0.50 0.56 1.23 0.03 1.17 0.03
FGRAMPH1_01G05637 C14 9 |deltal4-sterol reductase TMhelix | 1.53 0.00 1.17 0.02 1.48 0.00
FGRAMPH1_01G15629 C16 10 [Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 2.48 NA 0.00- 0.00
FGRAMPH1_01G15627 atp binding cassette transporter [iransportenAktivitat N Tivihelix | 045 0.40 000 127 NA
FGRAMPH1_01G14149 C(C18 18 |EGF-like domain 0 -0.90 0.12 -1.66 0.00 -1.51 0.00
FGRAMPH1_01G13579 C22 9 |ABC-transporter-like TMhelix |-0.64 0.18 -1.18 0.00 -1.20 0.00
FGRAMPH1_01G13581 nonribosomal peptide synthetase 0 -0.72 0.18 -1.57 0.00 -1.43 0.00
FGRAMPH1_01G13583 MFS siderophore iron transporter mirb TMhelix |-0.51 0.39 -0.86 0.00 -0.96 0.00
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Gen ID

Cluster_ID

$368Y

azrl

A azrl

Annotation

Funktionelle Beschreibung/
Goterm Bezeichnung

5 |Anzahl an Genen/Cluster

TMhelix

FGRAMPH1_01G13021 (24 Peptidase S1C 0 0.73 0.03 0.95 0.03 0.83 0.01
FGRAMPH1_01G13023 cytochrome p450 Cytochrome P450 TMhelix | 3.01 0.00 3.54 0.00 2.17 0.00
FGRAMPH1_01G12657 (C26 8 |hypothetical protein 0 0.64 0.20 1.21 0.00 0.91 0.00
FGRAMPH1_01G17743 (33 9 |MFS TMhelix | 0.94 0.07 1.19 0.00 0.89 0.01
FGRAMPH1_01G25691 (C42 12 |fusarin c cluster-polyketide synthase nrps 0 -1.10 0.03 -2.36 0.00 -2.00 0.00
FGRAMPH1_01G25693 alpha beta hydrolase 0 -1.40 0.00 -2.43 0.00 -1.92 0.00
FGRAMPH1_01G25695 fusarin c cluster-translation elongation factor 0 -1.49 0.00 0.00 -1.70 0.00
FGRAMPH1_01G25697 fusarin c cluster-peptidase 0 -1.14 0.04 0.00 [-2.12 0.00
FGRAMPH1_01G25699 fusarin c cluster-oxidoreductase 0 -1.52 0.00 0.00 [-1.78 0.00
FGRAMPH1_01G25701 MFS fusarin c cluster-transporter TMhelix |-1.74 0.00 0.00 [-2.12 0.00
FGRAMPH1_01G25703 fusarin c cluster-oxidoreductase 0 -2.14 0.00 0.00 [-2.00 0.00
FGRAMPH1_01G25705 fusarin c cluster-cytochrome p450 Cytochrome P450 0 -1.45 0.00 -2.49 0.00 -1.97 0.00
FGRAMPH1_01G25707 fusarin c cluster-methyltransferase 0 -2.21 0.00 -2.70 0.00 -1.47 0.00
FGRAMPH1_01G08909 C51 34 |proteinase t precursor 0 0.97 0.02 1.56 0.00 1.14 0.00
FGRAMPH1_01G26715 C57 MFS aflatoxin efflux pump aflt TMhelix [-0.24 0.78 -1.02 0.02 -0.87 0.03
FGRAMPH1_01G21041 C(C63 dipeptidyl peptidase iii 0 -0.86 0.09 -1.16 0.00 -1.00 0.00
FGRAMPH1_01G21039 hypothetical protein 0 -0.92 0.05 -1.70 0.00 -1.09 0.00
FGRAMPH1_01G21037 hypothetical protein 0 -0.69 0.20 -1.33 0.00 -1.03 0.00
FGRAMPH1_01G21031 atp-binding protein 0 -0.78 0.17 -0.91 0.02 -1.01 0.04
FGRAMPH1_01G20967 (64 8 |ankyrin protein 0 0.34 0.68 1.78 0.00 1.12 0.03
FGRAMPH1_01G20829 C65 11 (3-beta-hydroxysteroid-delta -isomerase TMhelix | 0.69 0.27 2.79 0.00 2.66 0.00
FGRAMPH1_01G20837 allantoinase 0 0.84 0.09 0.88 0.02 0.78 0.03
FGRAMPH1_01G15947 C67 7 |Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 0.68 0.10 0.79 0.01 1.05 0.01
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Tabelle E 4: Liste aller signifikant deregulierten SMC-Gene in den Aazrl Mutanten und dem Wildtyp.
In der Tabelle sind die Gen- und Cluster-IDs, das Vorkommen des Gens als DEG in den azr15368Yund azr1%38 Mutanten, die Gesamtanzahl der Gene pro Cluster, die Annotation sowie die funktionelle

Beschreibung des Gens und das Vorhandensein einer TMD aufgelistet. Zudem sind die log2FC Werte aller relevanten Vergleiche angegeben.

% |Anzahl an Genen/Cluster
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‘g “’:. [ Funktionelle Beschreibung/ Goterm <

Gen ID S 3« Annotation Bezeichnung E

FGRAMPH1_01G00163 C02 aliphatic nitrilase 0
FGRAMPH1_01G00153 Thioesterase 0
FGRAMPH1_01G00137 protein unc-45 like protein b, SET domain 0 -0.06 NA -0.28 0.84 -0.54 0.53|1.93 0.00 1.84 0.00|1.84 0.00 092 0.26
FGRAMPH1_01G00135 hypothetical protein 0 -0.21 0.74 -0.45 0.58 -0.44 0.61|0.91 0.04 1.04 001|059 0.29 065 0.36
FGRAMPH1_01G00133 hypothetical protein 0 053 NA -0.28 0.82 -0.50 0.58 | 1.38 0.01 2.58 0.00|-0.03 0.97 0.46 0.62
FGRAMPH1_01G00123 Sulfatase, N-terminal 0 023 NA -025 0.84 -0.14 091|171 0.00 1.63 0.00| 114 001 1.14 0.03
FGRAMPH1_01G00221 CO03 5 |MFS Sugar/inositol transporter TMhelix [ -0.14 0.77 0.25 0.84 0.83 NA |-2.21 0.00 - 0.00 |-0.32 NA -0.41 NA
FGRAMPH1_01G00223 cytochrome p450 monooxygenase Cytochrome P450 0 |056 029 -0.18 092 -0.03 098|111 001 251 000|000 1.00 158 0.00
FGRAMPH1_01G01161 C05 9 |pre-mrna-splicing factor atp-dependent rna helicase prp16 _ 0 -0.15 0.52 0.13 0.87 0.00 1.00|-0.51 0.01 -0.51 0.00 [-0.22 0.31 -0.34 0.15
FGRAMPH1_01G01163 wd repeat-containing protein 0 -0.72 0.03 031 050 029 0.71(-0.69 0.01 -1.16 0.00 | 0.43 0.12 -0.02 0.98
FGRAMPH1_01G01175 hypothetical protein 0 0.29 042 0.50 0.20 0.27 0.55|-1.44 0.00 -1.24 0.00 (-1.19 0.00 -1.22 0.00
FGRAMPH1_01G04077 CO06 13 |dicarboxylic amino acid permease TMhelix | -0.78 0.06 0.36 0.72 0.62 0.18 |-0.86 0.03 -0.94 0.01 [ 0.47 0.40 0.67 0.13
FGRAMPH1_01G04089 atp-grasp fold 0 0.03 097 -0.15 090 -0.37 0.63 |1.22 0.00 1.12 0.01|1.05 0.00 0.73 0.05
FGRAMPH1_01G04241 CO7 17 |acetyl-coenzyme a synthetase 0 -0.35 0.44 041 038 051 0.27 (-0.81 0.00 -0.67 0.02 | 0.04 095 0.30 0.57
FGRAMPH1_01G04243 demethylmenaquinone methyltransferase 0 0.21 0.69 -0.74 0.06 -0.65 0.21 |2.67 0.00 2.04 0.00|1.56 0.00 1.08 0.00
FGRAMPH1_01G04329 C08 15 |organic hydroperoxide resistance protein 0 -0.13 0.82 -0.03 0.98 -0.03 0.98 |-0.62 0.03 -2.01 0.00 [-0.45 0.38 -1.73 0.00
FGRAMPH1_01G04339 hypothetical protein 0 -0.16 0.72 -0.34 0.65 -0.34 053 (136 0.00 0.65 0.00|1.06 0.00 0.46 0.27
FGRAMPH1_01G05089 €09 12 |cholesterol 7-alpha-monooxygenase Cytochrome P450 TMhelix [ -0.33 0.53 -0.38 0.67 0.63 036|142 000 -179 000|125 0.01 -0.58 0.30
FGRAMPH1_01G05091 Wax synthase domain TMhelix [ -0.80 0.10 -0.06 0.98 0.48 NA [1.12 0.02 -2.08 0.00 | 1.94 0.00 -0.02 0.99
FGRAMPH1_01G05093 cytochrome p450 Cytochrome P450 TMhelix | -0.60 0.08 0.00 1.00 0.46 037|045 0.05 -1.89 0.0 | 1.01 001 -0.70 0.05
FGRAMPH1_01G05095 related to cytochrome p450 7b1l Cytochrome P450 TMhelix [ -0.75 0.07 0.20 0.80 0.65 0.41|1.06 0.00 -0.88 0.18 | 1.97 0.00 0.97 0.05
FGRAMPH1_01G05097 Wax synthase domain TMhelix [ -0.20 0.73 0.05 0.98 0.63 0.41|0.77 0.02 -1.58 0.00 [ 0.99 0.02 -0.48 0.41
FGRAMPH1_01G05099 P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolase TMhelix [ -0.60 0.05 0.08 094 0.85 0.13 (0.70 0.00 -1.28 0.00 | 1.39 0.00 0.38 0.41
FGRAMPH1_01G05103 cytochrome p450 Cytochrome P450 TMhelix [-0.27 0.39 -0.20 0.84 0.68 0.21 [0.90 0.00 -0.98 0.00|0.93 0.00 0.12 0.85
FGRAMPH1_01G05105 RTA-like protein TMhelix [ -0.43 0.38 -0.03 0.99 0.68 0.38|0.86 0.02 -1.63 0.00 | 1.26 0.00 -0.12 0.89
FGRAMPH1_01G05109 metal-dependent amidase aminoacylase carboxypeptidase protein _ 0 0.37 049 0.07 NA -0.22 NA |-3.10 0.00 - 0.00 |-3.38 0.00 -ﬂ
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FGRAMPH1_01G05449 C11 5 -p- -4-tetraphosphate phosphorylase 2 0
FGRAMPH1_01G05437 LysM domain 0 094 0.89 0.07|0.62 0.11 -056 001|142 000 1.10 0.01
FGRAMPH1_01G05507 C12 20 |malic acid transport protein TMhelix 0.29 052 0.26 (040 0.16 0.78 0.01|1.09 0.00 1.60 0.00
FGRAMPH1_01G05517 Glutathione S-transferase, N-terminal 0 0.07 -0.38 0.68 | 1.39 0.00 1.45 0.00|0.24 0.67 0.55 041
FGRAMPH1_01G05523 altered inheritance of mitochondria protein 6 TMhelix 1.00 038 031|036 0.20 1.28 0.00|0.91 0.00 221 0.00
FGRAMPH1_01G05603 C13 11 |fasciclin domain family protein TMhelix 0.00 -0.82 0.16 [ 442 0.00 2.22 0.00 |3.42 0.00 0.20 0.86
FGRAMPH1_01G05601 conidial pigment biosynthesis oxidase arb2 brown2 TMhelix 0.00 -0.67 NA |3.68 0.00 1.81 0.01|3.38 0.00 024 0.82
FGRAMPH1_01G05587 6-hydroxy-d-nicotine oxidase 0 0.00 -1.20 0.02 [ 1.60 0.00 0.81 0.06 | 0.75 0.00 -0.54 0.23
FGRAMPH1_01G05577 ABC-transporter-like, multidrug resistance protein TMhelix 096 029 067|129 NA 1.06 0.00|1.81 0.00 1.49 0.00
FGRAMPH1_01G05575 nonribosomal peptide synthetase 0 094 0.02 0.99|191 000 133 0.00|0.69 033 -0.18 NA
FGRAMPH1_01G05637 C14 9 |deltal4-sterol reductase TMhelix 0.00 1.63 0.00 [-0.53 0.22 0.18 0.72 | 040 0.33 0.64 0.02
FGRAMPH1_01G05653 hypothetical protein TMhelix 0.63 -0.88 0.06 | 1.28 0.00 1.82 0.00 | 0.64 023 075 0.16
FGRAMPH1_01G05683 hypothetical protein TMhelix 0.28 -0.07 096 |1.51 0.00 0.97 0.01]|1.04 003 115 0.07
FGRAMPH1_01G05743 C15 9 |heterokaryon incompatibility protein or allele 0 0.72 -0.30 0.70 [ 0.70 0.01 0.43 0.05|0.49 0.31 0.27 0.66
FGRAMPH1_01G15633 C16 10 [small secreted protein 0 0.89 0.97 004|080 001 -1.09 0.00|1.29 0.00 0.33 0.40
FGRAMPH1_01G15629 7n(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 0.00 427 000| NA NA NA NA |224 000 3.76 0.00
FGRAMPH1_01G15627 atp binding cassette transporter 0.00 2.61 0.00 [-0.42 0.57 -0.03 0.98 | 2.34 0.00 4.06 0.00
FGRAMPH1_01G14121 C18 18 [MFS 0.98 -0.08 NA (-1.14 0.04 -2.00 0.00 |-0.08 0.93 -0.69 0.42
FGRAMPH1_01G14141 amidohydrolase 2 0.07 0.00 1.00|1.26 0.00 3.85 0.00 (0.03 0.97 3.50 0.00
FGRAMPH1_01G14155 Cerato-platanin 0 0.97 036 054|063 000 0.51 0.02|0.16 0.69 0.39 0.38
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FGRAMPH1_01G14017 C19 Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 011 NA -025 0.86 -0.39 0.66|1.68 000 1.38 001|114 004 067 037
FGRAMPH1_01G14047 Chlorophyllase 0 -045 NA -1.15 0.02 -0.74 032 |1.83 000 134 001|057 043 064 045
FGRAMPH1_01G14057 nitrogen assimilation transcription factor nit-4 Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 |-055 011 064 026 -032 073 [-1.55 0.00 -0.80 0.04 |-0.15 0.79 -0.59 0.21
FGRAMPH1_01G13877 C20 hypothetical protein FGO5_30113 0 0.04 092 -0.05 096 0.22 0.68|0.69 000 044 004|060 0.00 0.63 0.03
FGRAMPH1_01G13603 C21 related to aerobactin siderophore biosynthesis protein iucb 0 -0.48 036 0.12 0.95 055 0.48|0.95 0.06 2.08 0.00 |1.82 0.00 3.27 0.00
FGRAMPH1_01G13555 C22 MFS TMhelix [ -0.37 0.44 0.08 0.97 -0.12 090 |-0.89 0.01 -1.59 0.00 |[-0.33 0.56 -1.24 0.00
FGRAMPH1_01G13095 C23 5 |glycosyl hydrolase family 17 0 0.33 0.14 0.54 0.01 063 0.16|-0.37 0.03 -0.48 0.02 (-0.15 0.55 -0.09 0.87
FGRAMPH1_01G13099 Tyrosinase copper-binding domain 0 0.14 0.81 1.16 0.00 1.40 0.01(-0.32 0.44 -0.63 0.23 | 0.80 0.06 1.07 0.05
FGRAMPH1_01G13023 C24 cytochrome p450 Cytochrome P450 TMhelix | 0.53 0.30 ' 3.36 0.00 1.57 0.0 |-1.25 0.05 0.27 0.75|0.44 0.24 0.67 0.03
FGRAMPH1_01G12657 C26 hypothetical protein 0 -0.31 050 0.22 0.85 0.74 0.04 |-0.94 0.01 -0.98 0.00 [-0.34 0.47 0.17 0.75
FGRAMPH1_01G12659 MFS TMhelix [ -0.43 0.44 0.14 094 0.19 NA |-1.66 0.00 -1.89 0.00 |[-0.84 0.18 -1.08 0.10
FGRAMPH1_01G12663 pot family proton-dependent oligopeptide transporter TMhelix [ -0.43 0.36 0.17 0.90 0.88 0.00 |-1.12 0.00 -1.89 0.00 |[-0.40 0.41 -0.42 0.38
FGRAMPH1_01G12437 C27 alcohol dehydrogenase 0 012 NA 013 095 032 0.66(0.80 020 149 0.00|0.96 0.05 1.65 0.00
FGRAMPH1_01G12443 sulfide quinone-reductase 0 0.14 072 0.13 091 0.15 0.87 | 057 0.03 0.87 0.00|0.56 0.04 090 0.01
FGRAMPH1_01G11971 C28 phytoene dehydrogenase TMhelix [ -0.11 0.84 -0.07 0.97 0.01 0.99 | 137 0.00 0.71 0.04 |1.25 0.00 0.77 0.20
FGRAMPH1_01G16081 C31 3 |related to tri201-trichothecene 3-o-acetyltransferase 0 0.25 0.70 0.19 0.90 -0.38 0.69|1.13 0.01 149 0.00|0.90 0.09 0.39 0.69
FGRAMPH1_01G16083 related to integral membrane protein pth1l TMhelix | 0.09 NA 0.02 1.00 -0.40 0.65|1.27 0.02 232 0.00| 095 0.12 0.58 0.52
FGRAMPH1_01G16085 polyketide synthase 0 0.52 0.33 -0.08 0.97 -0.89 0.18 | 1.55 0.00 2.18 0.00 | 0.46 0.52 -0.14 0.90
FGRAMPH1_01G17743 C33 MFS TMhelix [ -0.70 0.09 0.43 048 1.03 0.01|0.13 0.76 -0.69 0.06 | 1.37 0.00 1.27 0.00
FGRAMPH1_01G17745 translation initiation factor eif-2b subunit 2 0 -0.38 031 035 0.62 045 042|029 042 -015 0.74 | 1.08 0.00 0.79 0.01
FGRAMPH1_01G17751 nonribosomal peptide synthetase 0 -0.07 0.89 -0.11 0.93 -0.20 0.70 [-0.94 0.00 -0.52 0.07 |-0.98 0.00 -0.66 0.01
FGRAMPH1_01G18793 C34 MFS TMhelix | -0.11 NA 0.84 NA 079 NA [-0.14 NA -0.17 NA (177 0.00 1.65 0.02
FGRAMPH1_01G18775 hypothetical protein TMhelix | 0.29 0.59 -0.55 0.42 -1.10 0.00 | 1.69 0.00 1.90 0.00 | 0.60 0.24 0.34 0.54
FGRAMPH1_01G18773 sterigmatocystin 8-o-methyltransferase 0 0.12 0.84 -045 0.57 -134 0.00 (232 0.00 292 0.00|1.40 0.00 123 0.00
FGRAMPH1_01G18771 ATPase, AAA-type, core 0 0.34 021 -0.17 0.81 -0.44 0.16 [-0.17 0.45 0.33 0.15|-0.70 0.01 -0.48 0.05
FGRAMPH1_01G18765 Aspartic peptidase domain superfamily TMhelix [-0.68 NA 0.11 096 0.95 0.05|0.68 0.33 0.40 0.56 | 2.17 0.00 2.84 0.00
FGRAMPH1_01G18763 Glycoside hydrolase family 47 0 0.05 090 -0.05 0.97 -0.03 098 |0.66 0.01 1.02 0.00 |0.56 0.02 096 0.00
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FGRAMPH1_01G19349 C35 l-aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase 0
FGRAMPH1_01G19361 Histone acetyltransferase domain, MYST-type 0
FGRAMPH1_01G22293 C36 7 |longiborneol synthase 0
FGRAMPH1_01G22301 :;:’:It:' of stress proteins 1, Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding  Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 |-077 011 -004 099 -047 0.48|038 049 0.82 010|147 000 1.45 0.00
FGRAMPH1_01G22329 (37 15 |Transcription factor domain, fungi Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 [-055 025 -033 076 -0.01 0.99 [-0.95 0.03 -1.26 0.00 |-0.62 026 -0.52 0.42
FGRAMPH1_01G22339 haloacetate dehalogenase h-1 0 |[-0.02 098 007 098 045 0.63[-2.01 0.00 -2.05 0.0 |-1.45 0.01 -1.02 0.17
FGRAMPH1_01G22455 (38 14 |serine threonine-protein kinase riol 0 -0.79 0.00 038 0.44 024 0.72 (-1.32 0.00 -1.64 0.00 |-0.06 0.91 -0.52 0.14
FGRAMPH1_01G22465 linear gramicidin synthase subunit d 0 |-047 018 045 029 013 081 |-1.16 0.00 -0.71 0.01 |-0.15 0.73 -0.04 0.94
FGRAMPH1_01G22469 Amino acid transporter TMhelix [-0.51 0.25 0.18 0.86 0.79 0.01|-0.92 0.0 -1.45 0.0 |-0.09 0.89 0.0 1.00
FGRAMPH1_01G22531 C39 8 |Amino acid transporter TMhelix | 0.15 079 0.53 035 0.46 052 |-1.43 000 -1.20 0.00 |-0.95 001 -0.76 0.12
FGRAMPH1_01G22537 Polyketide cyclase Snoal-like 0 |[-057 026 -0.09 0.96 075 0.31|1.08 004 -136 003|171 000 0.57 0.45
FGRAMPH1_01G22541 palmitoyltransferase akr1 TMhelix | 0.10 072 0.09 092 -0.02 0.99 |-0.39 005 059 0.02|-040 003 049 0.2
FGRAMPH1_01G25145 C40 17 |MFS Sugar/inositol transporter, mfs sp sugar:h+ symporter TMhelix | 0.05 095 0.56 0.46 -0.26 0.82 [-2.07 0.00 -1.53 0.02 [-1.68 0.00 -2.65 0.00
FGRAMPH1_01G25695 C42 12 |fusarin c cluster-translation elongation factor 0 0.05 0.95 -1.28 0.00 -2.16 0.00 | 1.69 0.00 1.15 0.01 | 0.07 0.94 -1.47 0.00
FGRAMPH1_01G25697 fusarin ¢ cluster-peptidase 0 0.6 0.61 -1.07 0.01 -1.48 0.00 | 1.20 0.00 0.13 0.88 [-0.40 0.48 -2.15 0.00
FGRAMPH1_01G25699 fusarin ¢ cluster-oxidoreductase 0 0.19 076 -1.13 001 -1.95 0.00 | 1.41 000 067 0.20 [-0.23 0.76 -1.96 0.00
FGRAMPH1_01G25705 fusarin c cluster-cytochrome p450 Cytochrome P450 0 |030 062 -1.10 001 -161 0.00 |1.41 000 056 042 |-0.38 064 -2.39 0.00
FGRAMPH1_01G25707 fusarin c cluster-methyltransferase 0 031 0.62 -147 000 -2.15 0.00 [ 218 0.00 095 0.05(-0.21 0.81 -2.09 0.00
FGRAMPH1_01G10841 C44 13 |polyketide synthase 0 |[-008 090 -019 091 0.09 092|193 000 -0.75 0.04|150 000 -0.53 0.26
FGRAMPH1_01G09651 C46 3 |long-chain-fatty-acid- ligase 0 0.15 0.81 040 065 004 098 |-1.84 0.00 -1.90 0.00 [-1.43 0.00 -1.99 0.00
FGRAMPH1_01G09379 C47 5 :fi:l;':z:::z:;i'l‘:::::;’:rea'::'be'a'"' 0 |018 069 -070 0.5 -034 057|095 001 1.11 000 |-003 096 053 0.18
FGRAMPH1_01G09381 hypothetical protein TMhelix [-0.05 0.96 -0.31 079 -0.48 0.42|1.31 001 1.36 001|089 013 097 006
FGRAMPH1_01G09387 hypothetical protein 0 040 NA -025 0.85 002 099 [192 000 1.70 0.00 | 1.00 0.05 1.25 0.02
FGRAMPH1_01G09063 C49 8 |nadh oxidase 0 0.54 025 029 082 -041 054|227 000 274 0.00|1.98 000 155 0.00
FGRAMPH1_01G09065 Amidase signature domain 0 0.15 078 046 055 -0.18 0.85|1.27 000 1.84 0.00 [ 1.49 0.00 139 0.00
FGRAMPH1_01G09025 C50 6 |related to dehydrogenases and related proteins 0 0.24 NA -0.34 0.73 -0.55 0.50 [ 1.50 0.00 2.08 0.00|0.59 0.37 0.75 0.33
FGRAMPH1_01G09031 alcohol dehydrogenase 0 0.00 NA -039 066 -070 0.22 |1.64 000 1.70 0.00 [ 1.40 0.00 0.98 0.08
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FGRAMPH1_01G08909 C51 proteinase t precursor 0
FGRAMPH1_01G28009 C52 29 |thiamine repressible proteins regulatory protein thil Transkriptions regulatorische Aktivitét 0 [-005 094 -0.48 042 -058 029|114 000 1.14 000|069 009 056 0.28
FGRAMPH1_01G27713 C53 14 |hypothetical protein FGSG_09189 0 -0.14 0.83 -0.62 0.26 -0.23 0.82 ( 0.80 0.04 -0.79 0.04 | 0.24 0.72 -0.78 0.20
FGRAMPH1_01G27717 glucose and ribitol dehydrogenase like protein 1 0 -0.17 0.79 -0.33 0.75 -0.76 -3.66 0.00 [-2.23 0.00 -2.98 0.00
FGRAMPH1_01G27719 fusarubin cluster-oxidoreductase 0 -0.09 0.89 -0.01 NA -0.07 0.00 |-1.21 0.03 -2.24 0.00
FGRAMPH1_01G27735 related to adp-ribose pyrophosphatase 0 -0.36 0.12 -0.26 0.74 0.28 0.53 (046 0.11 045 0.05|0.54 004 113 0.00
FGRAMPH1_01G27737 nitrogen assimilation transcription factor nit-4 Transkriptions regulatorische Aktivitét 0 |000 099 042 048 075 0.12(-094 000 -0.81 001 |-0.46 023 006 0.92
FGRAMPH1_01G27641 (54 10 |negative cofactor 2 complex subunit beta Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 |008 082 -018 0.81 001 099|065 001 061 000|038 011 054 0.02
FGRAMPH1_01G27647 homocysteine s-methyltransferase 0 -0.39 0.22 -0.22 0.82 0.28 0.68(0.68 0.02 0.18 0.67|0.84 0.01 0.92 0.00
FGRAMPH1_01G27657 related to phospholipid-translocating atpase TMhelix | 0.10 0.88 -1.28 0.00 -0.63 043|126 0.01 2.03 0.00 |-0.36 0.42 1.56 0.00
FGRAMPH1_01G27335 C55 13 |Amidase signature domain 0 -0.07 091 -0.25 0.70 -0.51 0.43 (1.00 0.00 1.30 0.00 | 0.86 0.00 0.87 0.01
FGRAMPH1_01G27341 antibiotic biosynthesis monooxygenase 0 034 0.25 -0.15 0.88 0.14 0.84|1.04 0.00 0.73 0.00 | 0.48 0.16 0.53 0.08
FGRAMPH1_01G27345 hypothetical protein 0 0.16 0.78 -0.36 0.61 -0.49 0.46 |1.10 0.00 1.57 0.00 | 046 0.35 0.73 0.17
FGRAMPH1_01G27229 C56 6 |hypothetical protein 0 -0.10 0.81 0.09 0.95 -0.35 0.63 |-1.31 0.00 -1.13 0.00 [-1.10 0.00 -1.34 0.00
FGRAMPH1_01G27231 cytochrome b5 reductase 4 0 0.35 0.12 0.14 086 0.12 0.85|-0.60 0.00 -0.69 0.00 [-0.80 0.00 -0.89 0.00
FGRAMPH1_01G07269 C58 9 |hypothetical protein TMhelix [ -0.07 0.87 0.61 0.25 0.31 0.65|0.69 0.02 0.54 0.18 |1.43 0.00 1.02 0.00
FGRAMPH1_01G07275 peroxisomal membrane protein pex29 TMhelix | 0.21 0.43 0.16 0.80 0.12 0.85 |(-0.44 0.04 -0.41 0.05|-0.49 0.01 -0.49 0.05
FGRAMPH1_01G07279 MFS TMhelix [ -0.01 0.99 0.60 0.41 -0.04 0.98 |-3.08 0.00 -1.96 0.00 |-1.81 0.00 -1.80 0.00
FGRAMPH1_01G07283 cell division control protein 14 0 -0.22 049 -0.08 0.96 -0.26 0.67 | 0.62 0.02 0.85 0.00 | 0.73 0.02 0.81 0.00
FGRAMPH1_01G07973 C59 15 |actin-like protein 0 0.02 095 -035 0.25 -0.19 0.64 | 0.33 0.04 0.34 0.02 |-0.05 0.87 0.12 0.72
FGRAMPH1_01G07975 hypothetical protein FPSE_07398 0 -0.18 0.74 036 0.53 -0.01 099 (-1.25 0.00 -1.98 0.00 |-0.61 0.14 -1.70 0.00
FGRAMPH1_01G07977 mannan endo- -alpha-mannosidase dcwl TMhelix | 0.23 0.24 0.17 0.69 0.09 0.87 |-0.40 0.01 -0.30 0.15|-0.45 0.01 -0.43 0.01
FGRAMPH1_01G07979 i:’:&‘,’:‘a;"'c reticulum vesicle transporter; er-derived vesicles 0 |042 025 -058 0.02 -046 035|103 000 1.13 000 |-0.05 092 015 0.79
1
FGRAMPH1_01G07987 Oxoglutarate/iron-dependent dioxygenase 0 049 031 -0.52 0.38 -0.61 038|147 0.00 1.93 0.00|0.24 0.68 0.55 0.36
FGRAMPH1_01G07991 hypothetical protein 0 -0.20 0.75 -0.59 0.40 -0.80 0.21 ( 0.90 0.03 1.33 0.00 | 0.35 0.60 0.56 0.40
FGRAMPH1_01G07997 Glyoxalase/fosfomycin resistance/dioxygenase domain 0 -0.10 0.84 -0.65 0.10 -0.64 0.21(1.33 0.00 1.32 0.00|0.72 0.01 0.70 0.07
FGRAMPH1_01G08181 C60 7 |hypothetical protein TMhelix | 0.36 0.47 -0.23 0.82 -043 0.23 | 095 0.00 0.97 0.00]|0.23 0.69 0.07 0.92
FGRAMPH1_01G08171 GTP cyclohydrolase 1 type 2/Nif3 0 032 049 -032 065 -0.01 099 |0.75 0.02 0.82 0.02]|0.03 096 044 0.33
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FGRAMPH1_01G08369 C61 hypothetical protein 0
FGRAMPH1_01G08371 hypothetical protein 0
FGRAMPH1_01G08377 Serine hydrolase FSH 0
FGRAMPH1_01G08519 C62 11 |short-chain dehydrogenase reductase family protein 0 -0.15 0.74 -0.65 0.09 -0.34 0.67 [ 0.94 0.00 1.17 0.00|0.39 0.29 0.88 0.05
FGRAMPH1_01G08523 cytochrome p450 Cytochrome P450 TMhelix |-0.76 0.03 -042 056 0.46 061|073 002 073 014|101 001 211 0.0
FGRAMPH1_01G08525 cytochrome p450 Cytochrome P450 TMhelix [-0.40 NA -0.84 0.12 026 0.80|1.50 000 1.13 006 | 125 003 2.19 0.00
FGRAMPH1_01G08527 fad linked oxidase-like protein 0 |-071 009 -0.67 011 013 093|071 006 080 0.16|0.83 001 1.84 0.00
FGRAMPH1_01G08529 fad-binding partial TMhelix [-0.54 031 -0.81 0.2 013 093 |1.84 000 2.02 000|161 0.00 2.86 0.00
FGRAMPH1_01G08531 family protein TMhelix [-0.36 0.52 -0.30 0.75 021 0.86 | 1.57 000 1.80 0.00 | 1.68 0.00 2.76 0.00
FGRAMPH1_01G21061 C63 4 (ferric reductase transmembrane component 5 TMhelix [ -0.02 0.97 -0.62 0.28 -0.20 0.80 | 0.86 0.03 1.09 0.00 | 0.15 0.80 0.91 0.01
FGRAMPH1_01G21059 MFS siderophore iron transporter 3 TMhelix [-0.25 070 0.26 0.81 014 091|048 046 1.14 006|126 001 1.93 0.00
FGRAMPH1_01G21051 ¢2h2 zinc finger transcription factor Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 |-078 007 -0.03 099 1.15 0.00 | 0.81 0.02 -1.05 0.0 |1.62 000 1.10 0.01
FGRAMPH1_01G21041 dipeptidyl peptidase iii 0 |014 076 -052 036 -0.74 001|106 000 094 000|034 036 003 095
FGRAMPH1_01G21039 hypothetical protein 0 |030 047 -0.68 005 -0.70 0.00 | 1.68 0.00 1.74 0.0 |0.57 013 066 0.6
FGRAMPH1_01G21037 hypothetical protein 0 |o042 025 -033 075 -020 077 | 117 0.00 0.82 000|030 058 0.14 076
FGRAMPH1_01G21035 related to amidases 0 |055 003 -0.08 093 016 082|076 000 068 000|008 085 027 051
FGRAMPH1_01G21029 gnat family family 0 |003 095 -053 022 -023 0.71|1.02 000 069 000|040 021 042 0.19
FGRAMPH1_01G20955 C64 8 [nonribosomal peptide synthetase 0 |039 044 043 067 004 098 |-220 000 -1.13 003 |-1.88 000 -1.48 0.01
FGRAMPH1_01G20967 ankyrin protein 0 |o016 080 036 075 077 0.14|-143 000 1.16 001 |-116 001 1.85 0.00
FGRAMPH1_01G20829 C65 11 |3-beta-hydroxysteroid-delta -isomerase TMhelix | 0.88 0.07 ' 3.35 0.00 1.91 000 |-1.13 0.03 040 053|064 006 0.65 0.02
FGRAMPH1_01G20837 allantoinase 0 |-074 004 037 052 009 094 |-067 001 -1.15 001|055 017 -0.26 0.63
FGRAMPH1_01G21963 C66 11 |ga4 desaturase 0 |-032 059 035 060 0.88 0.05|-1.57 0.00 -2.64 0.0 |-0.49 0.43 -0.99 0.08
FGRAMPH1_01G15945 C67 7 |hypothetical protein FGSG_11562 0 |079 011 237 000 1.18 003 -128 004 039 062|005 095 055 0.32
FGRAMPH1_01G15947 Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 |054 022 084 003 078 000|050 026 1.29 000|081 001 149 0.00
FGRAMPH1_01G15949 udp- transferase 0 [133 000 28 000 1.91 0.00|-1.66 0.01 036 0.57|057 023 096 0.04
FGRAMPH1_01G08345 C68 18 |related to ahmp1 protein TMhelix [-0.01 098 0.56 0.39 -0.05 0.96 [-0.87 001 -0.65 0.01 [-0.16 0.76 -0.67 0.02
FGRAMPH1_01G24299 C69 18 |Leucine-rich repeat 0 |024 039 -0.02 099 -0.12 0.76 | 0.42 0.04 0.86 000|015 055 049 001
FGRAMPH1_01G24285 7n(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain Transkriptions regulatorische Aktivitat 0 |042 017 -041 065 -0.43 050 |-020 064 012 0.76|-1.09 001 -0.80 0.03
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Tabelle E 5: Liste der Transkriptgehalte der Ergosterolbiosynthesegene in den azr15368¥ Mutanten, den Aazrl Mutanten und dem Wildtyp.
In der Tabelle sind der Genname und die Gen ID, die log2FC Werte in den azr15368¥ Mutanten, den Aazrl Mutanten und des Wildtyps, sowie eine Beschreibung der Funktion jedes
Ergosterolbiosynthesegens angegeben.

Ergosterolbiosynthesegen

ERG1

ERG2

ERG3

ERG3
ERG4
ERG5
ERG5
ERG6

ERG6
ERG7
ERG8
ERGY
ERG10

ERG10
ERG11
(Cyp51B)

Gen_ID
FGRAMPH1_01G19781

FGRAMPH1_01G24501

FGRAMPH1_01G06005

FGRAMPH1_01G16829
FGRAMPH1_01G07045
FGRAMPH1_01G04729
FGRAMPH1_01G13463
FGRAMPH1_01G11303

FGRAMPH1_01G18649
FGRAMPH1_01G19145
FGRAMPH1_01G26385
FGRAMPH1_01G27225
FGRAMPH1_01G27377

FGRAMPH1_01G17069
FGRAMPH1_01G02507

FGSG_ID
FGSG_06215

FGSG_07315

FGSG_02502

FGSG_04994
FGSG_10003
FGSG_01959
FGSG_03686
FGSG_02783

FGSG_05740
FGSG_05950
FGSG_09764
FGSG_09381
FGSG_09321

FGSG_05087
FGSG_01000

141

1.43

0.87

1.00
0.70
1.08
0.15
211

2.54
1.07
1.10
0.36
1.55

0.39
1.76

0.00

0.00

0.04

0.01
031
0.02
0.90
0.00

1.04

0.91

0.91

0.61
0.22
1.22
0.39
2.00

0.00

0.00

0.00

0.23
0.67
0.00
0.40
0.00

0.75

0.80

0.47

0.70
0.51
1.05
0.37
2.01

0.07

0.00

0.14

0.15
0.45
0.00
0.57
0.00

0.00 | 3.62| 0.00 [!6:851 0.00

0.00
0.00
0.46
0.00

0.28
0.00

0.90
1.44
0.19
1.09

0.43
1.93

0.00
0.00
0.48
0.00

0.28
0.00

0.72
1.46
0.23
133

0.21
1.52

0.00
0.00
0.50
0.00

0.68
0.00

0.22

0.72

0.67

0.81
0.46
0.32
0.07
0.85

0.78
0.71
1.08
0.40
0.85

0.71

0.65

0.06

0.03

0.01
0.32
0.56
0.93
0.05

1.52

1.30

1.05

1.23
0.89
1.16
0.25
2.19

0.00

0.00

0.00

0.00
0.02
0.00
0.86
0.00

0.07 [4:83] 0.00

0.01
0.00
0.32
0.06

0.59
0.14

1.27
1.35
0.43
1.90

0.24
2.02

0.00
0.00
0.38
0.00

0.74
0.00

0.87

1.26

0.79

1.02
0.92
1.04
0.01
1.35

276
1.02
1.50
0.44
1.46

0.02
1.14

0.0:

R

0.00

0.0

[

0.00
0.00
0.00
0.99
0.00

0.00
0.00
0.00
0.18
0.00

0.99
0.00

Beschreibung

Squalene epoxidase; catalyzes the epoxidation of squalene to 2,3-oxidosqualene; plays an essential role in the ergosterol-biosynthesis pathway and is the specific
target of the antifungal drug terbinafine

C-8 sterol isomerase; catalyzes isomerization of delta-8 double bond to delta-7 position at an intermediate step in ergosterol biosynthesis; transcriptionally down-
regulated when ergosterol is in excess

C-5 sterol desaturase; glycoprotein that catalyzes the introduction of a C-5(6) double bond into episterol, a precursor in ergosterol biosynthesis; transcriptionally

down-regulated when ergosterol is in excess

C-24(28) sterol reductase; catalyzes the final step in ergosterol biosynthesis
C-22 sterol desaturase; a cytochrome P450 enzyme that catalyzes the formation of the C-22(23) double bond in the sterol side chain in ergosterol biosynthesis

Delta(24)-sterol C-methyltransferase; converts zymosterol to fecosterol in the ergosterol biosynthetic pathway by methylating position C-24; localized to lipid
particles, the plasma membrane-associated endoplasmic reticulum, and the mitochondrial outer membrane

Lanosterol synthase; an essential enzyme that catalyzes the cyclization of squalene 2,3-epoxide

Phosphomevalonate kinase; an essential cytosolic enzyme that acts in the biosynthesis of isoprenoids and sterols, including ergosterol

Farnesyl-diphosphate farnesyl transferase (squalene synthase); joins two farnesyl pyrophosphate moieties to form squalene in the sterol biosynthesis pathway
Acetyl-CoA C-acetyltransferase (acetoacetyl-CoA thiolase); cytosolic enzyme that transfers an acetyl group from one acetyl-CoA molecule to another, forming
acetoacetyl-CoA; involved in the first step in mevalonate biosynthesis

174



Ergosterolbiosynthesegen

ERG11
(Cyp51A)
ERG11
(Cyp51C)
ERG12
ERG13

ERG20

ERG24
ERG24
ERG25
ERG26
ERG27
ERG28

HMG1
IDI1
MVD1
upc2

PDR5

Gen_ID
FGRAMPH1_01G14465

FGRAMPH1_01G21047

FGRAMPH1_01G19063
FGRAMPH1_01G27519

FGRAMPH1_01G23179

FGRAMPH1_01G22691
FGRAMPH1_01G05637
FGRAMPH1_01G26177
FGRAMPH1_01G02977
FGRAMPH1_01G26961
FGRAMPH1_01G18473

FGRAMPH1_01G27691
FGRAMPH1_01G26431
FGRAMPH1_01G08071
FGRAMPH1_01G15947

FGRAMPH1_01G09633

FGSG_ID
FGSG_04092

FGSG_11024

FGSG_05912
FGSG_09266

FGSG_06784

FGSG_06606
FGSG_02346
FGSG_09830
FGSG_01203
FGSG_13596
FGSG_05669

FGSG_09197
FGSG_09722
FGSG_10424
FGSG_11561

FGSG_08312

0.29

0.55
1.87

1.08
1.53
0.94
0.08
1.26

0.71

0.40
0.00

0.03
0.00
0.04
091
0.02

0.00

0.37

0.74
1.33

-0.39

0.46
1.17
0.66
-0.31
1.29

0.46 0.14 0.86
0.03

0.00

0.78
1.49

0.03
0.00
0.38 -0.08 0.92
0.47
0.02
0.07 0.63

0.33-0.03
0.00 1.48

0.64
1.48

0.31
0.00
0.08
0.97
0.00

0.75 0.10 0.30 0.32 0.35 0.43

0.14 0.80 -0.41 0.47 -0.30| 0.66

0.42 0.40 0.18 0.69 0.57 0.16
0.68 0.10 0.79 0.01 1.05 0.01

0.00  4.07 0.00

0.36

0.29
1.11

-0.02

0.78
0.95
0.75
0.27
0.79
0.15

0.39

-0.02
0.55

1.47

1.41 0.00

0.49 0.46 0.47 0.24 0.79

0.62
0.00

0.73
2.05

0.07
0.00

034 - 0.70

0.04 0.97 0.00
0.00 1.63 0.00
0.00 0.68 0.10
0.43/0.23 0.61/0.01 0.99
0.09 1.65 0.00 1.51 0.00

0.62 . 0.81 - 0.89

0.34 0.99 0.00 0.42 0.09
0.96 -0.06 0.97 0.11 0.85
0.18 0.83 0.00 0.83 0.02
0.22 0.84 0.03 0.78 0.00

0.00 . 0.00

0.19 0.79
1.39 0.00
0.97 1 0.28
0.04
0.02
0.07

0.81
1.93
1.15

0.00 | 2.72

Beschreibung
Lanosterol 14-alpha-demethylase; catalyzes C-14 demethylation of lanosterol to form 4,4''-dimethyl cholesta-8,14,24-triene-3-beta-ol in ergosterol biosynthesis
pathway; transcriptionally down-regulated when ergosterol is in excess; member of cytochrome P450 family

Mevalonate kinase; acts in the biosynthesis of isoprenoids and sterols, including ergosterol, from mevalonate

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) synthase; catalyzes the formation of HMG-CoA from acetyl-CoA and acetoacetyl-CoA; involved in the second step in
mevalonate biosynthesis

Farnesyl pyrophosphate synthetase; has both dimethylallyltranstransferase and geranyltranstransferase activities; catalyzes the formation of C15 farnesyl
pyrophosphate units for isoprenoid and sterol biosynthesis

C-14 sterol reductase; acts in ergosterol biosynthesis

C-4 methyl sterol oxidase; catalyzes the first of three steps required to remove two C-4 methyl groups from an intermediate in ergosterol biosynthesis

C-3 sterol dehydrogenase; catalyzes the second of three steps required to remove two C-4 methyl groups from an intermediate in ergosterol biosynthesis

3-keto sterol reductase; catalyzes the last of three steps required to remove two C-4 methyl groups from an intermediate in ergosterol biosynthesis

Endoplasmic reticulum membrane protein; may facilitate protein-protein interactions between the Erg26p dehydrogenase and the Erg27p 3-ketoreductase and/or
tether these enzymes to the ER, also interacts with Ergép

HMG-CoA reductase; catalyzes conversion of HMG-CoA to mevalonate, which is a rate-limiting step in sterol biosynthesis

Isopentenyl diphosphate:dimethylallyl diphosphate isomerase; catalyzes an essential activation step in the isoprenoid biosynthetic pathway

Mevalonate pyrophosphate decarboxylase; essential enzyme involved in the biosynthesis of isoprenoids and sterols, including ergosterol

Sterol regulatory element binding protein; induces sterol biosynthetic genes, upon sterol depletion; acts as a sterol sensor, binding ergosterol in sterol rich
conditions; relocates from intracellular membranes to perinuclear foci upon sterol depletion

Plasma membrane ATP-binding cassette (ABC) transporter; multidrug transporter actively regulated by Pdri1p; also involved in steroid transport, cation resistance,
and cellular detoxification during exponential growth; PDRS has a paralog, PDR15
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Tabelle E 6: Liste der Transkriptgehalte von AZR1 und dessen Nachbargen in den azr15368Y Mutanten, den Aazrl Mutanten und dem Wildtyp.
In der Tabelle sind der Genname und die Gen ID, eine Beschreibung der Funktion jedes Gens und die log2FC Werte in den azr1538* Mutanten, der azr15368¥ Mutanten und des Wildtyp angegeben.

-]
c
3
p 2
£ o
c S
g g
(G) Gen ID 3]
AZR1 FGRAMPH1_01G12517 Transkriptionsfaktor 0.00 1.27 0.03 . 1.00 0.26 NA | 0.36 1.00 0.55 0.61[1.95 0.00
Nachb
::nAazf;n FGRAMPH1_01G12519 Enzymaktivitit 062 028 1.84 0.00 292 0.00 | . ) . . 0.00.0.01.0.00 0.00 443 0.00 0.00 4.10 0.00
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8.4 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von der Firma Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
DE) bezogen. Auf die Bezugsquellen von Enzymen und Reagenzien fiir die molekularbiologischen
Arbeiten wird im Text verwiesen. Die Oligonukleotid-Synthese wurde von der Firma biomers.net GmbH
(Ulm) durchgefihrt. Primer fiir gRT-PCR Reaktionen wurden bei der Firma Eurofins MWG Operon
(Ebersberg, DE) gekauft. Uber die Firma B. Heinemann (Duderstadt. DE) wurden sdmtliche

Verbrauchsmaterialien bezogen.

8.4.1 Ndhrmedien
Hefeextrakt Kartoffeldextrose Medium (Yeast Extract Potato Dextrose = YEPD)
Teil A:
- 3 g Hefeextrakt
- 10 g Trypto-Pepton
- ad 950 ml H;Ogest
- Das Medium wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert
Teil B:

- 20gGlucose
- ad 50 ml HZOdest
- Das Medium wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert

Teil A und B wurden nach dem Autoklavieren steril vereint.

Karotten-Agar (KA)

400 g Bio-Mohren wurden geschilt, in kleine Stlicke geschnitten und zusammen mit 400 ml HzOgest in
einer ein Liter Blaukappflasche fiir 20 Minuten autoklaviert (121 °C). Danach wurde der Ansatz mit
einem Mixer zerkleinert, mit weiteren 500 ml H,Og4est und 20 g Agar-Agar versetzt und fiir 30 Minuten

autoklaviert (121 °C).

Kartoffel-Dextrose-Agar (Potato Dextrose Agar = PDA)

- 12 g PDA (Difco)

- 7,5gAgar-Agar

ad 500 mI Hzodest

- Das Medium wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert

Nach Bedarf wurde dem Medium, nach dem Abkiihlen auf unter 60 °C, ein Antibiotikum in einer
Endkonzentration von 100 pg/ml zugegeben. In Anhingigkeit von der verwendeten Resistenzkassette

wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende Antibiotika verwendet: Hygromycin B (Invivogen, San Diego,
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USA) und Nourseothricin (Werner BioAgents, Jena). Fiur die Herstellung von PD-Flissigmedium wurde

der Agar-Agar weggelassen und ansonsten wie oben beschrieben verfahren.

LB-Medium (Lysogeny Broth = LB)

10 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt

10 g Natriumchlorid
ad 1000 ml HzOgest

Das Medium wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert

Um LB-AgarPetrischalen herzustellen, wurden vor dem Autoklavieren zusatzlich 15 g/l Agar-Agar

hinzugefiigt. Nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf etwa 60 °C konnte dem Medium zur selektiven

Kultivierung von Bakterien das Antibiotikum Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/ml

zugesetzt werden.

Mungobohnen-Medium (Mung Bean Broth = MBB)

20 g gekaufte Bio-Mungobohnen wurden in 1 Liter kochendes H,Ove geschiittet und fir 5 Minuten

gekocht. Danach wurde der Topf fiir weitere 15 Minuten stehen gelassen. Der Uberstand des

Topfinhaltes wurde in eine Blaukappflasche gefillt und fiir 23 Minuten autoklaviert (121 °C).

Minimalmedium (MM)

17,2 g Saccharose

10 ml Stammldsung A (siehe 3.3.2)
10 ml Stammldsung B (siehe 3.3.2)
15 g Agar-Agar

ad 1000 ml HzOgest

Das Medium wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert

Regenerationsmedium (RM)

Teil A:

0,5 g Hefeextrakt

0,5 g Caseinhydrolysat
5 g Agar-Agar

ad 500 ml HyOgest

Das Medium wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert
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Teil B:
- 275 g Saccharose

- ad 500 ml H;Ogest

- hierfir eine 1 Liter Blaukappflasche verwenden

- Das Medium wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert
Teil A und B wurden nach dem Autoklavieren steril vereint und auf 250 ml Blaukappflaschen verteilt.
Nach dem Abkuhlen der Losung auf unter 60 °C konnte einem Teil des Mediums 200 ul des bendétigten
Antibiotikums pro 100 ml Medium hinzugegeben werden, wodurch sich im Rahmen des
Transformationsprotokolls nach den Diffusionsvorgangen im Agar eine Endkonzentration von 100

pg/ml einstellte.

SDB-Medium (Sabouraud Dextrose Broth = SDB)

- 30 g Sabouraud Glucose Broth
- ad 1000 ml H2Ogest

- Sterilfiltration durch einen 0,20 um Millex-HA Filter (Millipore, Schwalbach)

Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)

- 1gKH2PO4
- 1gKNO;
- 0,5gMgS04x 7H,;0
- 0,5gKcCl
- 0,2 gGlucose
- 0,2 g Saccharose
- 15 g Agar-Agar
- ad 1000 ml H2Ogest
- Das Medium wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert
Nach Bedarf wurde dem Medium, nach dem Abkiihlen auf unter 60 °C, das entsprechende

Antibiotikum in einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugegeben.

8.4.2 Puffer und Lésungen

0,25 x Waschlosung

- 0,25x SSC-Transferpuffer
- 0,1% (w/v)SDS
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0,5 x Waschloésung

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

1 x Blockingpuffer

10 g Blockingreagenzpulver (Roche Diagnostics, Mannheim, DE) wurden in 100 ml Maleinsdurepuffer
(s. u.) zum Losen erhitzt und schlieBlich fiir 20 min autoklaviert (121 °C). Davon ausgehend wurde eine

1:10 Verdlinnung mit Maleinsaurepuffer hergestellt.

1 x TAE-Puffer
- 40 mM Tris-HCI, pH 8,3
- 20 mM Natriumacetat

- 2mMEDTA

2 x Waschlosung

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

20 x SSC-Transferpuffer

- 3 MNacCl
- 0,3 M Natriumcitrat

- pH75

6 x DNA-Probenpuffer
- 33 % (v/v) Glycerin, 66 % (v/v) 10 x TAE-Puffer

- 0,75 mg/ml Orange G, 0,03 mg/ml Xylen Cyanol

Ampicillin-Stammloésung

- 100 mg/ml Ampicillin (Sigma, St. Gallen, CH) in H2Ogigest
- Die Losung wurde sterilfiltriert (0,20 um Millex-HA Filter, Millipore, Schwalbach, DE)

Breaking Buffer-Puffer
- 2% (v/v) Triton X 100

- 1% (w/v)SDS
- 100 mM Nacl
- 10 mM Tris-HCI (M= 121,14 g/mol), pH 8,0
- 1mMEDTA, pH 8,0
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Denaturierungslosung

- 0,4 M NaOH

Depurinierungslosung

- 0,25 M HCl

Detektionspuffer

- 100 mM Nadl
- 100 mM Tris-HCI, pH 9,5

DNA-Extraktionspuffer |

- 7 M Harnstoff
- 2% (w/v) SDS
- 5 mMEDTA, pH 8,0

DNA-Extraktionspuffer Il

- 150 mM Nadl
- 5 mMEDTA, pH 8,0
- 50 mM Tris-HCI, pH 8,0

Hybridisierungspuffer

- 5 ml 20x SSC-Transferpuffer
- 2ml 1% N-Lauroyl-sarcosin
- 20 pul 20 % SDS

- 2 ml 10x Blockingpuffer

- 11 ml HyOgest

Hygromycin-Stammldsung

- 100 mg/ml Hygromycin B (Invivogen, San Diego, USA) in H2Osidest
- Die Losung wurde sterilfiltriert (0,20 um Millex-HA Filter, Millipore, Schwalbach, DE)

Nourseothricin-Stammldsung

- 100 mg/ml Nourseothricin (Werner BioAgents, Jena, DE) in HyOgigest
- Die Losung wurde sterilfiltriert (0,20 um Millex-HA Filter, Millipore, Schwalbach, DE)
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Maleinsaurepuffer

0,1 M Maleinsaure, pH 7,5
0,15 M NaCl

Methylenblau-Farbel6sung (0,01 %)

PEG-LOsung

0,02 g Methylenblau
ad 200 ml 1x TAE-Puffer

30 g PEG 8000 (30 % (w/v))

10 mM Tris-HCl, pH 8

0,5 mM CacCl,

ad 100 ml HyOgest

Die Losung wurde sterilfiltriert (0,45 um Millex-HA Filter, Millipore, Schwalbach, DE)

Protoplastierungs-Mix

500 mg Driselase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)

1 mg Chitinase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)

100 mg Lyseenzym von Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)
ad 20 ml 1,2 M KClI

fiir 30 min langsam riihren

Die Losung wurde sterilfiltriert (0,45 um Millex-HA Filter, Millipore, Schwalbach, DE)

Stammldsung A

50 g Ca(N03)2
ad 500 mI HZOBidest

Die Losung wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert

Stamml6sung B

10 g KH,PO3

12,5 g Mg,S04 x 7 H,0
2,7 g NaCl

ad 500 ml H,Ogigest

Die Losung wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert
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STC-Puffer
- 1,2 M Sorbitol
- 50 mM CaCl,
- 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
- ad 500 ml H;Ogest

- Der Puffer wurde fiir 23 Minuten bei 121°C autoklaviert

Transformation & Storage Solution (TSS)

- 10 gTrypton

- 5 g Hefeextrakt

- 0,17 M NacCl

- 20 mM MgCl,

- 20 mM MgSOq

- 10 % (w/v) PEG 4000

- nach dem Autoklavieren 5 % (v/v) Dimethylsulfoxid (steril filtriert) hinzugeben

Waschpuffer M
- 150 mM NacCl

- 100 mM Maleinsaure, pH 7,5
- 0,3% (v/v) Tween20

8.4.3 Vektoren

pJET2.1/blunt (Fermentas, St. Leon-Rot, DE)

Das Plasmid pJET2.1/blunt wurde fir die Klonierung von PCR-Produkten in E. coli verwendet. Durch
das im Polylinker vorhandene ,Selbstmordgen” eco47IR sind nur Transformanten mit Insertionen
lebensfahig. Das ebenfalls vorhandene Resistenzgen flir Ampicillin, das R-Lactamase Gen (bla) aus E.

coli, erlaubt die Selektion von Transformationsereignissen.

PAN7-1 (Punt et al., 1987)

Unter der Kontrolle des Aspergillus nidulans gpdA-Promoters und des A. nidulans trpC Terminators
enthalt pAN7-1 das Hygromycin-B-Phosphotransferase-Gen (hph) aus E. coli. Zusatzlich verfiigt es Gber
das Ampicillin-Resistenzgen. Auf diese Weise wird Resistenz gegeniber Ampicillin in E. coli und

Hygromycin B in Pilzen vermittelt.
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PNR1 (Malonek et al., 2004)

Unter der Kontrolle des Aspergillus nidulans oliC-Promoters und des Botrytis cinereas tubA Terminators
enthalt das pNR1 Plasmid das Nourseothricin N-acetyltransferase 1 Gen (natl) aus Streptomyces
noursei. Zusatzlich verfligt es Gber das Resistenzgen fir Ampicillin, das B-lactamase Gen (bla) aus E.
coli. Auf diese Art und Weise wird Resistenz gegeniiber Ampicillin in E. coli und Nourseothricin in Pilzen

vermittelt, wodurch es sich bei diesem Plasmid wie bei pAN7-1 um einen sogenannten ,shuttle vector”

handelt.
8.4.4 Oligonukleotide
Name des Primers Sequenz von 5° nach 3’

Universal-Uberhinge zur Verwendung von Resistenzkassetten:

uni-hyg.F1 TGTACGACTGTCAGTTGCACTGACCGGTGCCTGGATCTTC
uni-hyg.R1 AAGCTAGTGAGACTCCAGACGGTCGGCATCTACTCTATTCC
uni-nours.F1 TGTACGACTGTCAGTTGCACATTCGGGCCGGATTG
uni-nours.R1 AAGCTAGTGAGACTCCAGACACCGATGAAACGATTCTCAAC

Erzeugung des Deletionskonstruktes und der Hybridisiersonde von Aazr1:

Del-AZR1-P-F1 GGAATCAGCCAGTTCGTAGAG

Del-AZR1-P-R1 GTGCAACTGACAGTCGTACAGTTGGATGAATAGTTACAGGTGG
Del-AZR1-T-F1 GTCTGGAGTCTCACTAGCTTATGGGTGCAGAGAAATACAATGG
Del-AZR1-T-R1 AACCATGGCAGAAACATCCAAGC

Del-Nested-AZR1-F1 TGACGTGCTTCCCAGCATTC

Del-Nested-AZR1-R1 GTACTGATCCATGGCCTCTTC

Sonde-Del-AZR1-F1 TGTGACATCCATTTACTGGACAAAG

Sonde-Del-AZR1-R1 CGATAAGCCCTGACTACCTTG

Sequenzierung von Aagzrl:

Seq-Del-AZR1-F1 CGAGACTATTACCCGTTTCG
Seq-Del-AZR1-F4 CAGCCTTCCAGACGCTAAAC
Seq-Del-AZR1-R1 GGCTGGAGTCTTCCGTTCAC
Seqg-Del-AZR1-R4 GAGACCGACTGTTCACTACG
SNP.P1.AllelAZR1.F1 TTCTTCCGCATGTCCTCCAC
SNP.P1.AllelAZR1.F1.2 TCGCAATAGATCTCGGTTGG
SNP.P1.AllelAZR1.R1 GCGAACCATGGCAGAAACATC
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Sonde-Del-AZR1-R1

Nours_F02
Del-AZR1-T-R1

CGATAAGCCCTGACTACCTTG
CTCTTGACGACACGGCTTAC
AACCATGGCAGAAACATCCAAGC

Erzeugung der Konstrukte und der Hybridisiersonde von azr153¢%", azricntriN, gzrgcontrolP,

Allel-AZR1-P-F1
Allel-AZR1-P-R1
Allel-AZR1-ORF-F1
Allel-AZR1-ORF-R1
Allel-AZR1-Tnos-F1
Allel-AZR1-Tnos-R1

Allel-AZR1-PgpdA-F1

Allel-AZR1-hph-R1
Allel-AZR1-T-F1
Allel-AZR1-T-R1

GGAATCAGCCAGTTCGTAGAG

GTTGGATGAATAGTTACAGGTGG

CCACCTGTAACTATTCATCCAAC
CTTGTACAGCTCGTCCATGCTCACCAGCCACTGGCGTTG
ACAACGCCAGTGGCTGGTGAGCATGGACGAGCTGTACAAG
CAACCATGATCTGGACAGATCATCGATGAATTCTCATGTTTGACAGC
AACATGAGAATTCATCGATGATCTGTCCAGATCATGGTTGACC
TTGTATTTCTCTGCACCCATCTATTCCTTTGCCCTCGGAC
GTCCGAGGGCAAAGGAATAGATGGGTGCAGAGAAATACAATGG
CGAACCATGGCAGAAACATCC

Allel-Nested-AZR1-F1
Allel-Nested-AZR1-R1
Sonde-Allel-AZR1-F1
Sonde-Allel-AZR1-R1

TGACGTGCTTCCCAGCATTC
GTACTGATCCATGGCCTCTTC
GGCGTATATGCTCCGCATTG
AGCCATCCATGGCTGGAATC

Sequenzierung von azr153%, gzrentroiN, gzrgcontrolP,

Seqg-Allel-AZR1-F1
Seq-Allel-AZR1-F2
Seq-Allel-AZR1-F3
Seqg-Allel-AZR1-F4
Seq-Allel-AZR1-F5
Seqg-Allel-AZR1-F6
Seq-Allel-AZR1-F7
Seqg-Allel-AZR1-F8
Seq-Allel-AZR1-R1
Seq-Allel-AZR1-R2
Seqg-Allel-AZR1-R3
Seqg-Allel-AZR1-R4
Seq-Allel-AZR1-R5

CGAGACTATTACCCGTTTCG
GGGAACCATCCACGATAACG
CGGCCACTGTGTCTACTAAC
CACTCTTTCTCCGCCCTCAC
ATTGGCCCATCCGGCATCTG
CTCTCGGAGGGCGAAGAATC
ACGGACAATGGCCGCATAAC
CAGCCTTCCAGACGCTAAAC
ATTGGCTATTGCGGGAGACC
CGCCATGTAGTGTATTGACC
GATGGGAAGGATGGAGTATG
TCGCTTACTGCCGGTGATTC
GAGCGAGCCAGATACGAAAG
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Seq-Allel-AZR1-R6
Seq-Allel-AZR1-R7
Seq-Allel-AZR1-R8
SeqAllelAZR1.800.F1
SeqAllelAZR1.800.F2
SeqAllelAZR1.800.R1
SeqAllelAZR1.800.R2
SeqAllelAZR1.800.R3
SeqgAllelAZR1.800.R4
Sonde_Hyg F1
Sonde_Hyg R1
Seq.SNP.P1.AllelAZR1.F1
Seq.SNP.P1.AllelAZR1.R1
SNP.P1.AllelAZR1.F1
SNP.P1.AllelAZR1.F1.2
SNP.P1.AllelAZR1.F2
SNP.P1.AllelAZR1.R1
SNP.P1.AllelAZR1.R2

TCCCGGACGTTGCTGCATAC
GAAGTAGGTCGTCGTCTTCG
CCATGCCGTCATCAAGATAC
ATGACGGCAAGTCCAAGAGG
GGCGTGTACTTACTGCCAAC
GCTGCATACATGGAGTCAAG
GAAATCGGGTTCGAGAATCC
CGGCCGAAATTACCGATTAC
TGGCCAGTGGCTTATTACTC
TGACCGGTGCCTGGATCTTC
GGGCGTCGGTTTCCACTATC
ATGGTACACGGCCCTAGCAC
CGTTGTGAGCGAGCCAGATAC
TTCTTCCGCATGTCCTCCAC
TCGCAATAGATCTCGGTTGG
AGATGCGCCATATCCTCGAC
GCGAACCATGGCAGAAACATC
GTCCAGCCTGCAACAATTCC

Nachweis von azr153¢" mittels CAPS Marker:

Seq.SNP.P1.AllelAZR1.F1
Seq.SNP.P1.AllelAZR1.R1

Primer fiir RT- und qRT-PCR:

ATGGTACACGGCCCTAGCAC
CGTTGTGAGCGAGCCAGATAC

Cof.FG06245.F1 TGTCATTGGCCTGCAACTCGGT

Cof.FG06245.R1 ACGACTTCGAGTACAACCTGGCCT
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8.5 Abkiirzungsverzeichnis

AS
Abb.
ABC
ad
ADON
amp
AT

Bidest
BLAST
bp
bzgl.
bzw.

°C
CaClz
CAPS
cDNA
cm
CSPD
CYP51

DE
dest
dATP
dCTP
dGTP
DIG
DJ-PCR
DNA
dNTP
DMI
DON
dpi
dsDNA
dTTP

E. coli
EC50
EDTA
etal.

F.g.
FGSG
FHB
FRAC

gDNA

Aminosaure
Abbildung
ATP-binding cassette
lat.: zu
acetyldeoxynivalenol
Ampicillin

Osterreich

zweifach destilliert

Basic Local Alignment Search Tool
Basenpaar

beziiglich

beziehungsweise

Grad Celsius

Calciumchlorid

Cleaved Amplified Polymorphic Sequences

complementary DNA

Zentimeter

Chemilumineszentes Substrat fiir eine Phosphatat Detektion
cytochrome p450 14a-sterol demethylase

Tag(e)

Deutschland

einfach destilliert

Desoxyadenosintriphosphat

Desoxycytidintriphosphat

Desoxyguanosintriphosphat

dUTP Digoxygenin markiertes Desoxyuridintriphosphat
double joint — PCR

Desoxyribonukleinsaure

Desoxynukleotidtriphosphat

Demethylase inhibitors

Deoxynivalenol

days past inoculation (Anzahl der Tage nach der Inokulation)
Doppelstrang-DNA

Desoxythymidintriphosphat

Escherichia coli

effective concentration to suppress 50 % of population
Ethylendiamintetraacetat

et alii, lat.: und andere

Fusarium graminearum

Fusarium graminearum species complex
Fusarium Head Blight

Fungicide Resistance Action Committee

Gramm
genomische DNA
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gsf. gegebenenfalls

Xg mal Erdbeschleunigung

h Stunde

HCI Salzsdure

H,O Wasser

H204est/H20ve  einfach destilliertes Wasser

H.Ogidest zweifach destilliertes Wasser

hph Hygromycin B Phospotransferase Gen
HPLC high performance liquid chromatography
kb Kilobasenpaar

KCl Kaliumchlorid

kg Kilogramm

KOH Kaliumhydroxid

| Liter

LB Lysogeny Broth

LOD limit of detection

LoQ limit of quantification

Lsg. Lésung

M molar

Max maximal

Mbp Megabasenpaare

mg Milligramm

ug Mikrogramm

min Minute(n)

ml Milliliter

ul Mikroliter

um Mikrometer

mm Millimeter

mM Millimolar

pmol Mikromol

mol Mol

ms Millisekunde(n)

N Stickstoff

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

nat nourseothricin acetyltransferase (nat1)
NCBI National Center for Biotechnology Information
ng Nanogramm

NIV Nivalenol

nm Nanometer

NRRL northern regional research laboratory
ORF open reading frame

P1 phenotype 1

Pa Pascal

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PEG Polyethylenglycol
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pH
gRT-PCR

RF

RH

RNA
RNA-Seq
rpm

RT

sec
SDS
SDB
SNP
SSC
ssDNA
STC

TAE
Taq
TE
™
Tris

u. a.
4. N.
USA
UTR
uv

v/v

w/v
WT

z. B.
ZEA
z. T.

%

lat.: potentia hydrogenii, Wasserstoffionenkonzentration
quantitative reverse transcription PCR

resistance factor

relative humidity

ribonucleic acid
Gesamt-Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung
Umdrehung pro Minute

Raumtemperatur

Sekunde

Sodiumdodecylsulfat
Sabouraud Dextrose Broth
single nucleotide polymorphism
Sodiumchlorid/Sodiumcitrat
Einzelstrang-DNA
Sorbitol-Tris-Calciumchlorid

Tris/Acetat/EDTA

Thermus aquaticus

Tris/EDTA

Schmelztemperatur, Annealingtemperatur
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

units (Einheiten)
unter anderem
Uber Nacht
Vereinigte Staaten
untranslated region
Ultraviolett

Volt
Volumenprozent

Masseprozent
Wildtyp

mal

zum Beispiel
Zearalenone
zum Teil

Durchmesser

Prozent
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8.6 Curriculum vitae

Wissenschaftlicher Werdegang

seit 07/2019 Postdoktorand,
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Nick Talbot,
The Sainsbury Laboratory, UK

04/2014 - 06/2019 Doktorstudium,

Arbeitsgruppe Phytopathologie und Pflanzenschutz (Prof. Holger B. Deising),
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Deutschland

10/2011-03/2014 Master of Science in Nutzpflanzenwissenschaften
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Deutschland

Titel der Masterarbeit:
Die Bedeutung von zwei Virulenzfaktoren von Colletotrichum graminicola in
der Interaktion mit Mais

10/2007 — 12/2010 Bachelor of Science in Agrarwissenschaften
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Deutschland

Titel der Bachelorarbeit:
Deletionsanalysen von drei Genen sekretierter Proteine des Maispathogens
Colletotrichum graminicola

Veroffentlichungen

Ryder LS, Cruz-Mireles N, Molinari C, Eisermann |, Eseola AB, Talbot NJ (2022). The appressorium at a
glance. Journal of Cell Science, doi: https://doi.org/10.1242/jcs.259857

Osés-Ruiz M, Cruz-Mireles N, Martin-Urdiroz M, Soanes DM, Eseola AB, Tang B, Derbyshire P, Nielsen
M, Cheema J, Were V, Eisermann |, Kershaw MJ, Yan X, Valdovinos-Ponce G, Molinari C, Littlejohn GR,
Valent B, Menke FLH, Talbot NJ. (2021). Appressorium-mediated plant infection by Magnaporthe
oryzae is regulated by a Pmk1-dependent hierarchical transcriptional network. Nature Microbiology,
doi: 10.1038/s41564-021-00978-w

Cruz-Mireles N, Eisermann |, Gardufio-Rosales M, Molinari C, Ryder LS, Tang B, Yan X, Talbot NJ. (2021).
The Biology of Invasive Growth by the Rice Blast Fungus Magnaporthe oryzae. Methods in Molecular
Biology, doi: 10.1007/978-1-0716-1613-0_2

He M, Su J, Xu Y, Chen J, Chern M, Lei M, Qi T, Wang Z, Ryder LS, Tang B, Osés-Ruiz M, Zhu K, Cao Y,
Yan X, Eisermann |, Luo Y, Li W, Wang J, Yin J, Lam SM, Peng G, Sun X, Zhu X, Ma B, Wang J, Liu J, Qing
H, Song L, Wang L, Hou Q, Qin P, Li Y, Fan J, Li D, Wang Y, Wang X, Jiang L, Shui G, Xia Y, Gong G, Huang
F, Wang W, Wu X, Li P, Zhu L, Li S, Talbot NJ, Chen X. (2020). Discovery of broad-spectrum fungicides
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that block septin-dependent infection processes of pathogenic fungi. Nature Microbiology, doi:
10.1038/s41564-020-00790-y

Eisermann I, Motyka V, Kiimmel S, Dobrev PI, Hibner K, Deising HB, Wirsel SGR. (2020). CgIPT1 is
required for synthesis of cis-zeatin cytokinins and contributes to stress tolerance and virulence in
Colletotrichum graminicola. Fungal Genet Biol., doi: 10.1016/j.fgb.2020.103436

Eisermann |, Weihmann F, Krijger JJ, Kréling C, Hause G, Menzel M, Pienkny S, Kiesow A, Deising HB,
Wirsel SGR. (2019). Two genes in a pathogenicity gene cluster encoding secreted proteins are required
for appressorial penetration and infection of the maize anthracnose fungus Colletotrichum
graminicola. Environmental Microbiology, doi: 10.1111/1462-2920.14819

Weihmann F, Eisermann |, Becher R, Krijger JJ, Hibner K, Deising HB, Wirsel SG. (2016).
Correspondence between symptom development of Colletotrichum graminicola and fungal biomass,
quantified by a newly developed gPCR assay, depends on the maize variety. BMC Microbiology, doi:
10.1186/s12866-016-0709-4

Vortrage
09/2022 Xl International Fungal Biology Conference (IFBC) in Sdo José dos Campos,
Brazil.

Title: Investigating the turgor-driven, septin dependent infection
mechanisms by the rice blast fungus Magnaporthe oryzae

09/2022 Guest lecture at the Universidade de Sdo Paulo, Instituto de Fisica de Séo
Carlos, Brazil.

Title: Defining the septin interactome and its role in appressorium-mediated
plant infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryzae

09/2022 Molecular Biology of Fungi 2022 in Kaiserslautern, Germany.
Title: Defining the septin interactome and its role in appressorium-mediated
plant infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryzae
Iris Eisermann, Andrew J. Foster, Paul Derbyshire, Frank L.H. Menke, Nicholas

J. Talbot

06/2022 Guest lecture at the Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada (CICESE), Mexico.

Title: Defining the septin interactome and its role in appressorium-mediated
plant infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryzae
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03/2022

03/2022

09/2021

03/2021

04/2019

11/2018

31°t Fungal Genetics Conference in Asilomar, USA.

Title: Defining the septin interactome and its role in appressorium-mediated
plant infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryzae

Iris Eisermann, Andrew J. Foster, Paul Derbyshire, Frank L.H. Menke, Nicholas
J. Talbot

41 Annual Meeting of the German Association for Phytomedicine — digital.

Title: Defining the septin interactome and its function in appressorium-
mediated plant infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryza
Eisermann |., Foster A.J., Derbyshire P., Menke F.L.H., Talbot N.J

62" German Plant Protection Conference — digital.

Title: A single amino acid exchange in a novel transcription factor Azrl leads
to dramatically increased azole resistance in Fusarium graminearum

Iris Eisermann, Diana Gottschling, Eric Kemen, Petr Karlovsky, Marielle
Vigouroux, Holger B. Deising and Stefan G. R. Wirsel

Title: Defining the septin interactome and its function in appressorium-
mediated plant infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryza
Eisermann |., Foster A.J., Derbyshire P., Menke F.L.H., Talbot N.J.

40™ Annual Meeting of the German Association for Phytomedicine — digital.

Title: Defining the septin interactome during appressorium-mediated plant
infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryzae
Iris Eisermann, AJ Foster, P Derbyshire, F Menke, NJ Talbot

19" International Reinhardsbrunn Symposium, Modern Fungicides and
Antifungal Compounds, Germany.

Title: A single amino acid exchange in the novel transcription factor Azrl
governs azole tolerance of Fusarium graminearum

Iris Eisermann, Diana Gottschling, Eric Kemen, Reno Tryono, Ghada Abou
Ammar, Holger B. Deising and Stefan G. R. Wirsel

Guest lecture at the Julius Kiihn-Institute Federal Research Centre for
Cultivated Plants in Dossenheim, Germany.

Title: Compromising plant defense - How pathogens escape PAMP-triggered

immunity
Iris Eisermann and Holger B. Deising

194



09/2018

03/2018

06/2017

Poster

12/2022

03/2022

09/2021

61° German Plant Protection Conference in Hohenheim, Germany.

Title: A single amino acid exchange in a novel transcription factor leads to
dramatically increased azole resistance in Fusarium graminearum

Iris Eisermann, Diana Gottschling, Eric Kemen, Reno Tryono, Ghada Abou
Ammar, Holger B. Deising and Stefan G. R. Wirsel

38™ Annual Meeting of the German Association for Phytomedicine in
Cologne, Germany.

Title: The secreted cluster proteins Clu5a and Clu5D are required for
appressorial penetration and symptom formation of Colletotrichum
graminicola

Iris Eisermann*, Fabian Weihmann*, Jorrit-Jan Krijger, Gerd Hause, Matthias
Menzel, Andreas Kiesow, Holger B. Deising and Stefan G. R. Wirsel

Plant Science Student Conference (PSSC 2017) in Halle, Germany.

Title: Two genes in a pathogenicity gene cluster encoding secreted proteins
are required for appressorial penetration of the maize anthracnose fungus
Colletotrichum graminicola

Iris Eisermann*, Fabian Weihmann#*, Jorrit-Jan Krijger, Christian Kréling, Gerd
Hause, Matthias Menzel, Holger B. Deising and Stefan G. R. Wirsel

CELL BIO - An ASCB/EMBO Meeting in Washington, USA.

Title: Defining the septin interactome and its role in appressorium-mediated
plant infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryzae

Iris Eisermann, Andrew J. Foster, Paul Derbyshire, Frank L.H. Menke, Nicholas
J. Talbot

31°t Fungal Genetics Conference in Asilomar, USA.

Title: Defining the septin interactome and its role in appressorium-mediated
plant infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryzae

Iris Eisermann, Andrew J. Foster, Paul Derbyshire, Frank L.H. Menke, Nicholas
J. Talbot

EMBO Workshop, Molecular and cell biology of septins in Berlin, Germany.

Title: Defining the septin interactome and its role in appressorium-mediated
plant infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryzae
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02/2018

2016

Iris Eisermann, Andrew J. Foster, Paul Derbyshire, Frank Menke, Nicholas J.
Talbot

14" European Conference on Fungal Genetics (ECFG14) in Haifa, Israel.

Title: Two genes in a gene cluster encoding secreted proteins are required
for appressorial penetration of the maize anthracnose fungus Colletotrichum
graminicola

Iris Eisermann*, Fabian Weihmann*, Jorrit-Jan Krijger, Gerd Hause, Matthias
Menzel, Andreas Kiesow, Holger B. Deising and Stefan G. R. Wirsel

Joint Research Project "Assessment of wheat cropping systems from an
economical, ecological and the society’s perspective — the case of plant
disease resistance breeding (AWECOS)" funded by the Federal Ministry of
Education and Research

Title: Azole fungicide resistance in agricultural ecosystems: Risk assessment
of fungicide application strategies
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