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Anmerkungen zur Schreibweise

Fremdsprachige Fachbegriffe wurden, wann immer es sinnvoll erschien, ins Deutsche
Ubersetzt. Gebrduchliche Fachtermini aus dem englischen Sprachraum wurden jedoch
ubernommen ohne dies besonders zu kennzeichnen. Fir Worter anderer Fremdsprachen,
Art- und Gattungsnamen erfolgte die Wiedergabe in Kursivschrift. Genbezeichnungen
wurden mit GroBbuchstaben in Kursivschrift angegeben und Gendeletionen mit kur-
siven Kleinbuchstaben, sofern eine bereits vorgegebene Nomenklatur dies nicht verhin-
derte. Proteine wurden mit GroBbuchstaben gekennzeichnet.

Auf die Abbildungsnummer wird im Begleittext jeweils nur am Anfang des entsprech-
enden Abschnitts verwiesen. Alle folgenden Angaben zu Bildern, Diagrammen etc.

beziehen sich auf die genannte Abbildung.



Einleitung 1

| Einleitung

1.1 Biologie von Colletotrichum graminicola

Colletotrichum graminicola (Cesati) G. W. Wilson, Teleomorph Glomerella gramini-
cola Politis, ein Vertreter der filamentosen Ascomyceten (Klasse Sordariomycetes,
Unterklasse Hypocreomycetidae, Familie incertae setis Glomerellaceae; Lumbsch &
Huhndorf, 2007), ist der Verursacher von Anthraknose-Blattflecken und Stangelféaule an
Mais. Das Wirtsspektrum des phytopathogenen Pilzes umfasst eine Reihe weiterer Gra-
ser aus der Familie Poaceae, darunter das Einjahrige Rispengras Poa annua und
Wiesen-Lieschgras Phleum pratense. Blattspreiten dieser Wirtspflanzen weisen nach
einer Infektion durch C. graminicola die charakteristischen Anthraknose-Symptome auf
(Wilson, 1914; Brehl & Dickinson, 1950).

Abb. 1: Infektion von Zea mays durch Colletotrichum graminicola
Von C. graminicola verursachte Anthraknose-Blattflecken bestehen aus einer zentralen Nekrose, die
durch eine schmale Zone chlorotischen Blattgewebes begrenzt wird (A, B). Stangelinfektionen flihren zur

Besiedlung von Leitgeweben und damit zum Absterben der gesamten Pflanze (C, D).
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Aktuelle Daten taxonomischer Analysen belegen jedoch eine deutliche phylogenetische
Distanz zwischen lIsolaten, die Mais infizieren und Isolaten, die SulRgraser der Unter-
familie Pooideae befallen. Crouch et al. (2006) empfehlen daher die Bezeichnung C.
cereale fir Isolate von C3-Grasern bzw. C. graminicola (Ces.) G. W. Wilson sensu
stricto Sutton fur Maispathogene (Sutton, 1980).

Als fakultativer Saprophyt ist C. graminicola optimal an die Umweltbedingungen mais-
basierter Agrotkosysteme angepasst. Ein kurzer Reproduktionszyklus wéhrend der
Hauptvegetationsperiode von lediglich 3-4 Tagen, verbunden mit der Produktion groRer
Sporenmengen, ermdglicht dem Pathogen eine effiziente Ausbreitung in landwirt-
schaftlichen Intensivkulturen (Bergstrom & Nicholson, 1999).

Fur die Uberwinterung und Bildung des primaren Inokulums ist die saprophytische
Lebensweise auf abgestorbenem Pflanzenmaterial von entscheidender Bedeutung. Sie
ermoglicht dem Pilz die Versorgung mit Nahrstoffen, unabhé&ngig von der Verflg-
barkeit intakter Wirtspflanzen. Metabolisch aktives Myzel kann dadurch die Winter-
monate Uberdauern und steht zu Beginn der néchsten Vegetationsperiode als Reservoir
fir die Neubildung von Konidien zur Verfligung (Bergstrom & Nicholson, 1999).

Die sichelformigen Konidien werden in speziellen Sporenlagern, den Acervuli, gebildet
und dienen der asexuellen Reproduktion sowie der Verbreitung im nattrlichen Lebens-
raum. Eine extrazelluldre Matrix aus verschiedenen Komponenten umgibt die Konidien
im Acervulus. Hochmolekulare Glykoproteine mit einem hohen Prolinanteil schitzen
die Sporen vor dem Austrocknen und binden toxische Polyphenole, welche von der
Pflanze zur Abwehr mikrobieller Pathogene synthetisiert werden (Nicholson & Moraes,
1980; Nicholson et al., 1986). Mycosporin-Alanin inhibiert die Bildung von Keim-
schldauchen im Acervulus (Leite & Nicholson, 1992). Wassertropfen bewirken eine
starke Verdiinnung dieses Inhibitors und ermdglichen damit die Keimung der Konidien.
Weitere Bestandteile der Matrix sind sekretierte Enzyme aus der Gruppe der Laccasen,
Glucosidasen, Esterasen und Cutinasen (Anderson & Nicholson, 1996). Ein Teil dieser
Proteine ist vermutlich fir eine kompatible Interaktion mit der Wirtspflanze von Be-
deutung (Pascholati et al., 1993).

Sobald Konidien durch Wassertropfen aus dem Acervulus freigesetzt werden und auf
die hydrophobe Blattoberflache einer Wirtspflanze gelangen, aktivieren Signaltrans-
duktionsprozesse die Expression von Genen, welche fur eine stabile Etablierung der
Wirt-Parasit-Interaktion notwendig sind. Schon 30 Minuten nach dem Auftreffen des

Konidiums auf der Blattoberflache bilden sekretierte Glykoproteine ein Adhasions-
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kissen, das einen festen Kontakt zwischen Konidium und Pflanzencuticula herstellt
(Mercure et al., 1994a, 1994b; Chaky et al., 2001). Funf bis sechs Stunden spéter ent-
wickelt sich ein Keimschlauch aus dem einfach septierten Konidium. In seltenen Féllen
bilden beide Zellen des Konidiums Keimschlauch und Infektionsstrukturen.

Die Differenzierung des Appressoriums erfolgt héufig unmittelbar neben dem
Konidium, wobei lediglich ein extrem kurzer Keimschlauch angelegt wird (Bergstrom
& Nicholson, 1999). Appressorien sind spezialisierte Infektionsstrukturen zur Er-
zeugung eines hohen Zellinnendruckes, der es Pathogenen ermdglicht, die Wirts-
epidermis direkt zu penetrieren. Treibende Kraft dabei ist ein gewaltiger hydrostatischer
Turgor, der durch die Synthese und Akkumulation osmotisch aktiver Substanzen her-
vorgerufen wird (Bechinger et al., 1999). Volistandig differenzierte Appressorien sind
etwa 15-18 Stunden nach Adhdsion der Konidien als sphérische Objekte von etwa 7 um
Durchmesser im Lichtmikroskop erkennbar. Charakteristisch ist die dunkle Farbung der
Appressorien, welche auf den Einbau von Melanin in die Zellwand zuriickzufthren ist.
Die Folge ist eine drastische Reduktion der Porengrofle, was bewirkt, dass in den
Appressorien gebildete Osmolyte nicht entweichen, Wasser jedoch in die Zelle
eindringen kann (Deising et al., 2000). In Appressorien des Reispathogens Magna-
porthe grisea wurden sehr hohe Glycerolkonzentrationen nachgewiesen. Das daraus
resultierende osmotische Potential ist wahrscheinlich fur den experimentell ermittelten
Turgor von bis zu 8 MPa verantwortlich (De Jong et al., 1997).

Vom hydrostatischen Turgor angetrieben schiebt sich die Penetrationshyphe durch eine
Pore des Appressoriums in die pflanzliche Epidermiszelle. Die anschliefende Aus-
bildung eines Infektionsvesikels unterhalb der penetrierten Zellwand terminiert die
primére Infektionsphase. Welche Rolle hydrolytische Enzyme, wie z. B. Cutinasen,
Cellulasen, Polygalacturonasen und Pectinasen, beim Eindringen in die Pflanze spielen,
ist Gegenstand kontroverser Diskussionen und bedarf weiterer Untersuchungen (Nichol-
son et al., 1976; Wattad et al., 1995; Krijger et al., 2008).

Ausgehend vom Infektionsvesikel entstehen zundchst kurze Primarhyphen. In dieser
Phase der Infektion ernéhrt sich C. graminicola ausschlieflich biotroph, das heif3t, Pilz-
hyphen und pflanzliche Plasmamembran stehen in engem Kontakt zueinander, ohne
dass die Integritat der infizierten Epidermiszelle verletzt wird. Etwa 24-36 Stunden nach
der erfolgreichen Penetration &ndert der Pilz sein Verhalten drastisch. Zellwand-
degradierende Enzyme werden sekretiert und sekundére Hyphen durchstoRen die Zell-

wénde und Membranen benachbarter Zellen (Bergstrom & Nicholson 1999). Der
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Eintritt in die nekrotrophe Phase korreliert mit dem Auftreten chlorotischer und nekro-
tischer Blattbereiche an der Infektionsstelle. Wenige Tage spater erscheinen auf nekro-
tischem Blattgewebe Acervuli mit Konidien und schlieBen damit den asexuellen Repro-
duktionszyklus ab (Minch et al., 2008).

Die Infektion des Stangels erfolgt grundsétzlich nach dem gleichen Muster. Tiefere
Gewebeschichten werden jedoch nur nach vorheriger Verletzung befallen (Venard &
Vaillancourt, 2007). Dementsprechend spielen die Larven des Maiszunslers Ostrinia
nubilalis und andere stangelbohrende Insekten eine entscheidende Rolle als Wegbereiter
und Vektoren systemischer Infektionen. Uber die XylemgefaRe gelangt das infektiose
Myzel in sémtliche Pflanzenteile und verursacht durch eine massive Stérung des Was-
sertransportsystems das Absterben der oberen Pflanzenteile (Panaccione et al., 1989;
Bergstrom & Nicholson 1999; Sukno et al., 2008).

Zahlreiche Umweltfaktoren beeinflussen die Entwicklung von C. graminicola in den
einzelnen Entwicklungsstadien und wirken damit direkt auf den Infektionsverlauf. So
vermindert eine hohe Lichtintensitat die relative Suszeptibilitat der Wirtspflanzen durch
die lichtinduzierte Produktion phenolischer Substanzen (Nicholson & Hammerschmidt,
1992; Dixon & Paiva, 1995; Holton & Cornish, 1995). Konidien bendtigen fir ihre
Verbreitung eine feuchte Witterung. Ebenso erfolgt die Differenzierung des Keim-
schlauchs in Wassertropfen. Obwohl Konidienkeimung und Appressoriendifferen-
zierung innerhalb eines breiten Temperaturintervalls von etwa 15-35°C uneingeschrankt
stattfinden, erfolgt die effiziente Penetration des Wirtsgewebes ausschlie3lich bei einer
Umgebungstemperatur von 25-30°C (Skoropard, 1967; Kollo, 1988). Im Allgemeinen
erhoht sich also die Wahrscheinlichkeit fur den Ausbruch einer Epidemie bei anhalten-
den Nasseperioden und hohen Temperaturen wahrend der Hauptvegetationszeit (Berg-
strom & Nicholson 1999).

Daruber hinaus konnen biotische Stressoren die Suszeptibilitat des Wirtes deutlich er-
hohen. So flhrt eine gleichzeitige Infektion der Maispflanze durch C. graminicola und
den Wurzelnematoden Pratylenchus hexincisus zur verstarkten Auspragung von An-

thraknose-Symptomen (Nicholson, 1996).
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1.2 Vorkommen, Systematik und katalytische Aktivitat der
PPTasen

Phosphopantetheinyltransferasen (PPTasen) katalysieren die posttranslationale Modifi-
kation von Proteinen durch die Ubertragung der 4"-Phosphopantetheinylgruppe (PP)
vom Coenzym A (CoA) auf Acyl-Carrier-Proteine (ACP) bzw. Peptidyl-Carrier-
Proteine (PCP). Die kovalente Verknupfung der prosthetischen Gruppe mit der Seiten-
kette eines konservierten Serins tberfiihrt ACP und PCP in die holo-Form und aktiviert
damit Fettsauresynthasen (FAS), Polyketidsynthasen (PKS), Nichtribosomale Peptid-
synthasen (NRPS) und L-Aminoadipat-Reduktasen (AAR; Elovson & Vagelos, 1968;
Walsh et al., 1997).

NH HS
(0]
OH 2
;%7 NH
; on °)§
0=p-0" PPTase, Mg?*
0 + — > NH o 4 3, 5-ADP

1
HO—P-0

oz':"oi "o >%—OH
o ]:é apo-ACP/PCP l
(6}

HO

N
N~
«}” holo-ACP/PCP
N

NH,

Coenzym A

Abb. 2: Reaktionsschema der PP-Ubertragung durch 4"-Phosphopantetheinyltransferasen
PPTasen katalysieren den nukleophilen Angriff der OH-Gruppe eines konservierten Serins von Acyl-
Carrier-Proteinen bzw. Peptidyl-Carrier-Proteinen auf das 5" -p-Pyrophosphat des CoA. Dadurch werden

inaktive apo-Carrier-Proteine in die aktive holo-Form tberfiihrt (Mootz et al., 2001).

PPTasen sind entsprechend ihrer zentralen Funktion im Stoffwechsel ubiquitér verbrei-

tet und wurden bisher in Archaeen, Eubakterien, Pilzen, Pflanzen und Tieren nachge-
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wiesen (Reuter et al., 1999; Keszenman-Pereyra et al., 2003; Joshi et al., 2003; Copp &
Neilan, 2006).

Anhand konservierter Sequenzmotive, Substratspezifitat, GroRe und Quartérstruktur
werden PPTasen in zwei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe umfasst PPTasen vom
AcpS-Typ, benannt nach der Acyl-Carrier-Protein-Synthase aus E. coli (Elovson &
Vagelos, 1968; Walsh et al., 1997). Vertreter dieser Gruppe bestehen aus etwa 120 bis
140 Aminosauren und sind wahrscheinlich als Homotrimere katalytisch aktiv (Parris et
al., 2000). AcpS-Typ PPTasen aktivieren ACP von Fettséduresynthasekomplexen und
Polyketidsynthasen. Eine Untergruppe bilden AcpS-Typ PPTasen, die als integrierte
Doménen eukaryotischer Typ I-Fettsduresynthasen vorkommen (Lambalot et al., 1996).
Der Prototyp der zweiten Gruppe ist die Sfp- (Surfactin producing) PPTase aus Bacillus
subtilis. Das Sfp-Gen wurde zunéachst als funktionaler Bestandteil der Surfactinsynthese
genetisch identifiziert (Nakano et al., 1992; Grossman et al., 1993). Wenige Jahre spéater
gelang die biochemische Charakterisierung der Sfp-PPTase (Lambalot et al., 1996;
Quadri et al., 1998). Sfp-Typ PPTasen bestehen aus etwa 240 Aminoséauren und sind
damit deutlich groRer als PPTasen vom AcpS-Typ. Sie sind als Monomere katalytisch
aktiv (Reuter et al, 1999; Mofid et al., 2004).

Im Gegensatz zu AcpS-PPTasen akzeptieren Sfp-PPTasen ein breites Substratspektrum.
So wurden alle bisher getesteten ACP und PCP durch die Sfp-PPTase aus B. subtilis
phosphopantetheinyliert (Lambalot et al., 1996; Quadri et al., 1998; Pfeifer & Khosla,
2001; Watanabe et al., 2003; Shute et al., 2005). Die biologische Relevanz dieser
Ergebnisse zeigt die Tatsache, dass eine Deletion der B. subtilis AcpS-PPTase fir das
Bakterium nicht letal ist, da allein durch die katalytische Aktivitat der Sfp-PPTase
samtliche Carrierproteine phosphopantetheinyliert werden (Mootz et al., 2001).

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach der Notwendigkeit redundanter
PPTasen. Tatsachlich konnten Organismen mit nur einer PPTase, darunter Pseudo-
monas aeruginosa, Haemophilus influenzae sowie bestimmte Cyanobakterien, identi-
fiziert werden (Finking et al., 2002). Andererseits existieren in enger phylogenetischer
Nachbarschaft Cyanobakterien mit bis zu drei Sfp-Typ PPTasen (Copp & Neilan,
2006).

Wiéhrend in E. coli insgesamt drei PPTasen identifiziert wurden, besitzen untersuchte
Vertreter der Mycobakterien und Corynebakterien jeweils eine PPTase vom AcpS- und
Sfp-Typ (Lambalot et al., 1996; Chalut et al., 2006).
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In Saccharomyces cerevisiae wurden drei PPTasen mit unterschiedlichen Funktionen
nachgewiesen. Jeweils eine AcpS-PPTase ist mit der cytosolischen bzw. mitochon-
drialen Fettsauresynthase assoziiert, wahrend eine dritte PPTase vom Sfp-Typ PP auf
ein konserviertes Serin der AAR Ubertrdgt, welche ihrerseits einen essentiellen Schritt
in der Lysinbiosynthese katalysiert (Stuible et al., 1998; Ehmann et al., 1999;
Fichtlscherer et al., 2000).

Sequenzdaten deuten auf eine identische Situation in Candida albicans hin (Southhard
& Cihlar, 1995; Jones et al., 2004). Funktionelle Analysen liegen jedoch nur fur die
Sfp-PPTase aus C. albicans vor (Guo & Bhattacharjee, 2003). Gleiches gilt fur fila-
mentdse Ascomyceten, wie Neurospora crassa, Aspergillus nidulans und Aspergillus
fumigatus (Oberegger et al., 2003; Neville et al., 2005; Marquez-Fernandez et al.,
2007).

Species As | Motivl | As Motiv 2 As Motiv 3
A. fumigatus 113 | S Q| A] 156 | V | Wl | ] 226 | YW AL KBS A| Y| | B
A. nidulans 118 | S Q| Aj 145 | V | ol || 214 | Y| W AL K Al Y| BS
C. graminicola 104 | S Q| Al 127 | V Vel V] 201 | LW C{L| RIS A| Y| V HS
M grisea 111 | T Q| A] 135 | V | WA V] 209 | LW CILIRESE A| Y|V ES
P. anserina 112 | T Q| A} 133 | T VR V] 208 | L{W A|L|R ? Al Y| BS
S. cereviseae - 133 [V | @R || 177 |L|W S| L|KES S| Y| T S
S. pombe 108 | S Y| G 123 | | Vel || 168 | L|W T{L|KHE= A| Il | L S
A. gambiae 98 S Q| G 126 | I Vel V] 176 | N[ W| C|L| KHE= S| Y| V S
D. melanogaster 100 | S Q| Gy 122 | | Tl V] 173 | HHW|  C|L| KE= A| Y| V ES
H. sapiens 108 | S Q| G] 126 | V | Wl | ] 176 | N| W A|L| KE=E S| F| | B
R. norvegicus 150 | S Q| GJ 166 | V | ol I ] 216 | HHW) A|L| KBSl S| F| |
C. elegans 103 | S Q| G 115 | I Vel V] 166 | | | W) C{ L| L= S| | | L S
A. thaliana 129 | S T|DJ 145 | V | ol VI 192 | LW T|L| KBS A| Y|V ES
E. coli 139 | S C| G 154 | | | Wl || 198 | A|F|S|A| KBS S| A| F IS
H. influenzae 89 S S| G 109 | V | Wl | ] 151 [C{W/ C|L|RE= A| V| L BES
P. aeruginosa 107 | T G| D] 126 | L Lol V] 171 | A|F| S| L|KH= S| L|F S
S. venezuelae 100 | S S| H] 115 | V Vel V] 159 | L{W T|R| KE=N A| Y| L S
M. acetivorans 120 | N N|EJ 144 | V | Wl V] 182 | E|W T|L| RESE A| Y| C B
M. barkeri 104 | N N| EfJ 128 | V | Wl | ] 166 | T|W T|L|KES A| Y| S B
M. mazei 100 | N D|DJ 124 | | | Wl | ] 162 | A|W T|L| KES A| Y| C S

Tab. 1: konservierte Sequenzmotive von Sfp-PPTasen unterschiedlicher Arten

Schwarz unterlegte Aminoséauren reprasentieren konservierte Sequenzbereiche, graue Felder eine hohe
Ahnlichkeit. Nur einzelne Aminosiuren sind in den drei Motiven (iber alle Organismengruppen hinweg
identisch. Die als Core-Motive bezeichneten Bereiche sind an der CoA-Bindung beteiligt. PPTasen vom
AcpS-Typ besitzen weitgehend identische Sequenzabschnitte, lediglich die Reihenfolge ist verandert, so
dass sich Motiv 1 C-terminal von Motiv 2 und 3 befindet. Die individuelle Position der jeweils ersten

dargestellten Aminoséaure jedes konservierten Motivs ist in der As- (Aminosdure) Spalte angegeben.
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Ein deutlicher Trend zur Reduktion der Anzahl unterschiedlicher PPTasen hin zu einer
einzigen PPTase, die gleichermallen ACP cytosolischer und mitochondrialer FAS-
Komplexe, aber auch die im Lysinstoffwechsel notwendige AAR aktiviert, scheint sich
lediglich in héher entwickelten heterotrophen Eukaryoten abzuzeichnen (Praphanphoj et
al., 2001; Joshi et al., 2003; Bunkoczy et al., 2007).

Bacillus anthracis Streptomyces avermitilis
Bacillus subtilis Streptomyces venezuelae
Bacillus subtilis (fengycin) Escherichia coli (ACPT)
Vibrio cholerae\ (surfactin )
Synechcystis
Escherichia coli
(ENTD)

Yersinia

pestis

S. cerevisiae

LYS5
Aspergillus
nidulans Hemophilus

influenzae
S. cerevisiae .
(a-subunit FAS) g&gg’ e;g.sv e
. mi
Mycobacterium
tuberculosis / Ampylobacter
Mycobacterium Jejunt
leprae
Yersinia pestis Helicobacter pylori
Salmonella typhimurium Listeria monocytogenes
Vibrio.cholecee Staphylococcus aureus
Mesorhizobium /ot / Bacillus subtilis ACP
Streptomyces coelicolor’ Bacillus anthracis
7/%70(76/77? pa///d{/mw, Lactobacillus lactis
e/sseria meningritiols ;
Clamydia trachomatis Streptococcus pneumoniae

Abb. 3: Dendrogramm zur phylogenetischen Klassifizierung von PPTasen

Im rot markierten Abschnitt sind die phylogenetischen Beziehungen von AcpS-PPTasen unterschiedlicher
Organismen dargestellt, im blau markierten Bereich die phylogenetischen Beziehungen der Sfp-PPTasen.
Griin markiert sind Speciesbezeichnungen héherer Eukaryoten, deren PPTasen in die Analyse einbezogen
wurden. Wahrend C. elegans noch zwei dem Sfp-Typ zugeordnete PPTasen besitzt, ist die Anzahl der
Sfp-PPTasen in D. melanogaster, M. musculus und H. sapiens auf eine reduziert. Schwarz hervorgehoben

sind die drei PPTasen aus S. cerevisiae (Joshi et al., 2003).

Die Aminosauresequenz von PPTasen ist, abgesehen von sehr kurzen Sequenzmotiven,
nur innerhalb nah verwandter Arten konserviert, was eine eindeutige Identifizierung

dieser Enzyme in unterschiedlichen Species erschwert (Tab. 1 und Abb. 3). Besonders
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schwer zu identifizieren und daher bisher kaum analysiert sind Sfp-Typ PPTasen, die
als integraler Bestandteil von Polyketidsynthasen vorkommen (Weissman et al., 2004;
Copp & Neilan, 2006; Zhang et al., 2007).

Bevorzugte Substrate der Sfp-PPTasen sind ACP von Polyketidsynthasen bzw. PCP
Nichtribosomaler Peptidsynthetasen. Aus diesem Grund werden Sfp-PPTasen dem se-
kundéaren Metabolismus zugeordnet, AcpS-PPTasen dagegen dem primdren Meta-
bolismus (Finking et al., 2004; Copp & Neilan, 2007). Diese Unterteilung ist jedoch
schwierig aufrecht zu erhalten, da einerseits gezeigt wurde, dass AcpS-PPTasen zu-
mindest potentiell in der Lage sind ACP von Polyketidsynthasen des Sekundar-
stoffwechsels zu aktivieren, andererseits jedoch vermeintliche Sekundarmetabolite
essentielle Aufgaben im Priméarstoffwechsel erfiillen (Gehring et al., 1997; Marquez-
Fernandez et al., 2007 ). Zudem sind Sfp-PPTasen von Ascomyceten indirekt an der
Lysinsynthese beteiligt, einem Prozess, der eindeutig dem Priméarstoffwechsel angehort.
Daruber hinaus besitzt S. cerevisiae zwar eine Sfp-PPTase, produziert aber keine
Sekundarmetabolite (Smedsgaard & Nielsen, 2005).

Im Laufe der Evolution kénnten PPTasen vom Sfp-Typ durch Genduplikation von
AcpS-PPTasen entstanden sein, da Sfp-PPTasen eine als Pseudohomodimer bezeichnete
Struktur aufweisen, welche dem AcpS-Monomer &hnelt (Finking et al., 2004). Aller-
dings ergibt eine halbierte Sfp-PPTase kein funktionales Enzym. Aulerdem verwenden
Sfp-PPTasen zur Anpassung an unterschiedliche Substrate eine flexible Schlaufen-
struktur, wahrend AcpS-PPTasen mit einem relativ starren Helix-Motiv vorrangig ACP
erkennen (Mofid et al., 2004). Die Entstehung von Sfp-PPTasen l&sst sich damit
vermutlich nicht allein auf eine simple Genduplikation zuriickfihren. Vielmehr scheint
die Koevolution von PPTasen und Substraten zu funktionell divergierenden
Enzymtypen gefiihrt zu haben.

Neben den bisher bekannten PP-Akzeptoren wurde kirzlich mit dem car-Genprodukt
aus Nocardia sp. NRRL 5646 eine Aldehydoxydoreduktase als PPTase-Substrat
beschrieben. Die Phosphopantetheinylierung fiihrt auch in diesem Fall zum aktiven

Holoenzym (Venkitasubramanian et al., 2007).
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1.3 Nichtribosomale Peptidsynthasen

1.3.1 Vorkommen, Struktur und katalytische Aktivitat der NRPS

Peptide werden in Organismen auf zwei grundlegend verschiedenen Wegen syntheti-
siert. Im Verlauf der klassischen Protein- bzw. Peptidbiosynthese beladen Aminoacyl-
tRNA-Synthasen tRNAs mit den entsprechenden Aminoséuren. Ribosomen katalysieren
anschlieBend im Zusammenspiel mit Elongationsfaktoren die Bildung der Peptidbin-
dung, wobei mRNA als Matrize fungiert (Noller, 1991).

Nichtribosomale Peptidsynthasen (NRPS) vereinen Matrizenfunktion und Biosynthese-
maschinerie in grofRen multimodularen Komplexen. Mindestens drei unterschiedliche
Doménen sind fur die Synthese nichtribosomaler Peptide (NRP) notwendig. Die Ade-
nylierungsdomane (AD) bindet selektiv eine bestimmte Aminosdure als Aminoacyl-
adenylat (Turgay et al., 1992; Dieckmann et al., 1995). Im nachsten Schritt wird die
aktivierte Aminoséure zum Peptidyl-Carrier-Protein (PCP) transportiert und dort kova-
lent an den Phosphopantetheinylrest gebunden (Cane & Walsh, 1999; Lai et al., 2006).
SchlieBlich katalysiert die Kondensationsdoméne (KD) die Bildung einer Peptidbindung
zwischen zwei Aminosduren, welche jeweils an ein PCP gebunden sind (Belshaw et al.,
1999; Keating et al., 2002, Samel et al., 2007). Fertige Produkte werden durch eine
Terminations- bzw. Thioesterasedomane (TE) vom PCP abgespalten (Schneider &
Marahiel, 1998; Tanovic et al., 2008).

Neben diesen essentiellen Doménen haben optionale Domanen einen entscheidenden
Anteil an der strukturellen Diversitat von NRP. Entsprechend ihrer Funktion lassen sich
u. a. Epimerisierungs-, N-Methylierungs-, N-Formylierungs- und Oxidationsdoménen
unterscheiden (Walsh et al, 2001; Mootz et al., 2002). Im Gegensatz zur ribosomalen
Proteinsynthese, bei der etwa 20 Aminosduren als Substrat zum Einsatz kommen,
akzeptieren NRPS neben den entsprechenden D-Enantiomeren auch nichtproteinogene
Aminoséuren, wie z. B. L-Ornithin, L-Pipecolinséure oder Phenylglycin (Challis et al.,
2000).

Besonders gut untersucht ist die Synthese von Surfactin. Das Lipopeptid wird von
verschiedenen Bacillus subtilis-Stdmmen produziert und lysiert als Molekil mit

amphipathischen Eigenschaften Lipidmembranen (Heerklotz & Seelig, 2007; s. Abb. 4).
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Abb. 4: Synthese komplexer Peptide: Surfactin

Der Bacillus subtilis Surfactinsynthase-Multienzymkomplex besteht aus 3 Proteinen (SrfA, B, C), die
zusammen 7 funktionale Module bilden. Jedes Modul inkorporiert und modifiziert spezifisch je eine
Aminoséure. Finf unterschiedliche Doménen (A Adenylierung, C Kondensation, E Epimerisierung, P
Peptidyl-Carrier-Protein, TE Thioesterase) katalysieren insgesamt 24 Einzelreaktionen. Das dabei entste-
hende lineare Peptid wird im letzten Schritt zyklisiert und vom Synthasekomplex getrennt (FS: Fettséure;
modifiziert nach Sieber & Marahiel, 2005).

Bakterien und Pilze galten lange Zeit als exklusive Besitzer von NRPS. Uberraschend
war die Entdeckung eines strukturell ahnlichen Proteins in Drosophila melanogaster,
dass durch die Ubertragung von R-Alanin auf Histamin diesen Neurotransmitter im
synaptischen Spalt der Photorezeptoren deaktiviert (Richard et al., 2003). Saugetiere
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degradieren Lysin mit Hilfe eines NRPS-&hnlichen Enzyms, wobei der Reaktionsver-
lauf dem entsprechenden Reaktionsschritt in der pilzlichen Lysinsynthese entgegenge-
setzt ist (Kasahara & Kato, 2003).

In fast allen bisher sequenzierten Pilzgenomen wurden fir NRPS kodierende Gene
identifiziert. So ergaben erste Analysen nicht weniger als 30 NRPS in Cochliobolus
heterostrophus, 37 in Fusarium graminearum, 29 in Botrytis cinerea, 7 in Neurospora
crassa und 14 in Aspergillus nidulans (Yoder & Turgeon, 2001; Marquez-Fernandez et
al., 2007). Nach detaillierteren Genomanalysen reduzierte sich diese Anzahl fir C.
heterostrophus jedoch auf 11 (Lee et al., 2005). Ahnliche Zahlen sind vermutlich auch
flir andere phytopathogene Ascomyceten realistisch.

Die physiologische Bedeutung der NRPS-Produkte ist noch weitgehend unbekannt.
Diskutiert werden Funktionen als Signalmolekile fir Wachstum und Differenzierung
(Marahiel et al., 1979; Guillemette et al., 2004; Lee et al., 2005), als antibiotisch aktive
Substanzen gegen mikrobielle Kompetitoren (Vining, 1990), als Eisenchelatoren (Haas
et al., 2008) sowie als wirts- bzw. nichtwirtsspezifische Toxine (Markham & Hille,
2001; Howlett, 2006).

1.3.2 NRPS als Virulenzfaktoren phytopathogener Pilze

Im Gegensatz zu bakteriellen NRPS wurden bisher relativ wenige pilzliche Gene, die
fir NRPS kodieren, funktionell charakterisiert und nur in Einzelfallen gelang die
Identifizierung der zugehdrigen Produkte (Lee et al., 2005). Darunter befinden sich
Siderophore sowie wirts- und nichtwirtsspezifische Toxine.

Mikrobielle Siderophore sind zyklische Peptide, die sich, abhéngig von der chemischen
Struktur der Fe**-bindenden Gruppe, als Catecholate, Phenolate, Carboxylate oder
Hydroxamate Kklassifizieren lassen. Sie werden von ihren Produzenten vermutlich
mittels transmembraner Transportproteine in der desferri-Form sekretiert und mobili-
sieren als hochaffine Chelatoren Fe**-lonen. Uber spezifische Transportsysteme ge-
langen die beladenen Ferri-Siderophore anschlielend wieder in die Zelle, wo sie z. T.
auch Speicherfunktionen erfullen (Haas et al., 2008). Auf diese Weise sichern Mikro-
organismen ihre Versorgung mit essentiellen Eisenionen in einer Umwelt, in der Eisen
zwar zu den haufigsten Elementen zahlt, aber aufgrund der extrem schlechten Loslich-

keit in Wasser biologisch kaum verfiigbar ist (Ratledge & Dover, 2000).
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Freie Eisenionen im Intrazellularraum tragen zur Entstehung cytotoxischer Sauer-
stoffradikale bei (Halliwell & Gutteridge, 1984). Aus diesem Grund erfolgt die
Speicherung von Eisen in Pflanzen die enge Bindung an Proteine wie Ferritin (Arosio et
al., 2009). Phytopathogene sind im Verlauf der Pflanzeninfektion aber auf eine aus-
reichende Versorgung mit Eisen angewiesen, d. h., komplexiertes Eisen muss innerhalb

des Wirts mit Hilfe hochaffiner Chelatoren mobilisiert werden.
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Abb. 5: fungale Siderophore

Mit Ausnahme von Rhizoferrin, dem Carboxylat-Siderophor bestimmter Zygomyceten, gehdren alle
bisher beschriebenen fungalen Siderophore zum Hydroxamat-Typ. Eine wichtige Strukturkomponente ist
die Aminosdure Ornithin. Coprogene und Triacetylfusarinin werden sekretiert, wahrend Ferricrocin der

innerzelluldren Fe-Speicherung dient.

Dass extrazellulére Siderophore tatsachlich Virulenzdeterminanten darstellen, konnte
erstmalig durch die Deletion des Nichtribosomalen Peptidsynthasegens NPS6 in Coch-
liobolus heterostrophus, sowie der orthologen Gene in Cochliobolus miyabeanus,
Gibberella zeae und Alternaria brassicicola gezeigt werden. Alle Deletionsstdimme ver-
ursachten deutlich reduzierte Symptome auf den jeweiligen Wirtspflanzen. Zusatzlich

war die Anzahl asexuell gebildeter Sporen geringer als beim Wildtyp, wahrend die
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Suszeptibilitdt gegenliber oxidativem Stress erhdht war. Das NPS6-Genprodukt ist an
der Synthese von Coprogen B in Cochliobolus heterostrophus, Dimethyl-Coprogen in
Alternaria brassicicola und Triacetylfusarinin C in Gibberella zea beteiligt (Oide et
al., 2006).

Ein Uberraschendes Resultat war der Befund, dass auch intrazelluldre Siderophore Viru-
lenzfaktoren sein konnen. Die Deletion des Ferricrocinsynthasegens SSM1 in Magna-
porthe oryzae reduzierte die Penetrationsrate der Appressorien drastisch. Im Vergleich
zur Infektion mit dem Wildtyp-Isolat wies die geringere Anzahl von Blattlasionen auf
eine stark verminderte Virulenz der Deletionsmutante hin (Hof et al., 2007).
Sekundarmetabolite mit phytotoxischer Wirkung sind besonders fur nekrotrophe Patho-
gene von grofRer Bedeutung. Unter diesen Substanzen befinden sich zahlreiche Viru-
lenzfaktoren, von denen einige durch NRPS synthetisiert werden (Markham & Hille,
2001).

Leptosphaeria maculans, der Verursacher von Wurzelhalsfaule an Raps, produziert
wahrend der Infektion das nichtwirtsspezifische Toxin Sirodesmin PL. Die kompli-
zierte Struktur dieses Epipolythiodioxopiperazins erfordert zahlreiche Syntheseschritte,
an denen mit SirP auch eine NRPS beteiligt ist. Rapsstangel wurden von Sirodesmin-
defizienten SirP-Deletionsmutanten weit weniger effektiv kolonisiert als vom Wild-
typisolat (Elliott et al., 2007).

Eine ebenfalls reduzierte Virulenz konnte bei Infektionen von Kartoffelknollen mit
Fusarium avenaceum-lsolaten beobachtet werden, in denen das Enniatinsynthasegen
deletiert wurde (Herrmann et al., 1996). Enniatine sind Cyclohexadepsipeptide mit
phytotoxischen Eigenschaften und werden von einer Reihe Fusarium-Species synthe-
tisiert (Burmeister & Plattner, 1987). Bisher unbekannt ist die Wirkungsweise von
Enniatinen und den strukturell verwandten Beauvericinen. Fir beide Metabolitgruppen
werden Funktionen als Chelatoren und membranpermeable Transporter divalenter
Kationen diskutiert (Vallejos et al., 1975).

Besonders gut erforscht ist die Wirkung des wirtsspezifischen HC-Toxins, benannt
nach dem Maispathogen Helminthosporium carbonum. HC-Toxin ist ein zyklisches
Tetrapeptid und wird von den Genprodukten des Tox2-Locus synthetisiert, dessen
zentrales Element ein 15,7 kb groRes NRPS-Gen darstellt. Entscheidend fur die Toxi-
zitat ist die Ketofunktion der Fettséure-Seitenkette. Resistente Maissorten reduzieren
das Molekdl an dieser Stelle mit Hilfe einer durch das Hm1-Gen kodierten Carbonyl-

reduktase (Walton, 2006). Die Toxinwirkung basiert auf der universellen Inhibierung
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von Histondeacetylasen. Dadurch gelingt es dem phytopathogenen Pilz, die Trans-
kription pflanzlicher Abwehrgene zu supprimieren (Brosch et al., 1995, 2001). Anhand
von Gendeletionen wurde gezeigt, dass HC-Toxin-defiziente H. carbonum-Isolate
kleinere Lé&sionen auf suszeptiblen Maispflanzen verursachen als die toxinprodu-
zierende Rasse 1 (Ahn & Walton, 1996).

Victorin ist das wirtsspezifische Toxin des Pathogens Cochliobolus victoriae, dem
Verursacher von Victoria Blight an Hafer. Ausschlielich Kultivare mit dem chromo-
somalen Marker Vb sind Victorin-suszeptibel (Wolpert et al., 2002). Pilzisolate ohne
die Fahigkeit zur Victorinsynthese sind vollstandig apathogen (Scheffler et al., 1967).
Victorin bindet mit hoher Affinitat an ein 100 kDa Protein, das nur in suszeptiblen
Pflanzen vorkommt. Diese Interaktion induziert Reaktionen, die in ihrer Charakteristik
apoptotischen Prozessen entsprechen (Coffeen & Wolpert, 2004; Tada et al., 2005;
Hoat et al., 2006).

AM-Toxin |

Victorin C

Abb. 6: fungale Toxine mit Peptidgrundgerist
Beispiele fur die Strukturen pilzlicher Metabolite, die in ihrer Funktion als Virulenz- bzw. Pathogenitéts-

determinanten den Infektionsverlauf entscheidend beeinflussen.

Victorin bindet auBerdem an ein 15 kDa Protein, das gleichermal3en in suszeptiblen und
resistenten Haferpflanzen vorkommt. Beide Targetproteine gehdren vermutlich zum

Komplex der mitochondrialen Glycin-Decarboxylase, deren Aktivitdt durch die
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Bindung des Toxins gehemmt wird (Navarre & Wolpert, 1995; Curtis & Wolpert,
2002). Ein destruktiver Sekundéreffekt der Toxinwirkung ist die proteolytische Spal-
tung von RubisCO (Navarre & Wolpert, 1999). Obwohl eine Victorinsynthetase bisher
nicht eindeutig identifiziert wurde, weisen strukturelle Merkmale des Toxinmolekiils
auf eine nichtribosomale Synthesemaschinerie hin. Bemerkenswert sind drei inkor-
porierte Chloratome (Nikolskaya et al., 1995; Wolpert et al., 2002).

Zu den wirtschaftlich bedeutendsten Apfelkrankheiten gehort die von Alternaria alter-
nata verursachte Blattfleckenkrankheit (Sawamura, 1990). Entscheidend fur eine erfol-
greiche Infektion suszeptibler Pflanzen ist die Fahigkeit zur Synthese des wirtsspe-
zifischen AM-Toxins. Die Deletion des AMT-Genes, einer NRPS, fuhrte zum Ausfall
der Toxinsynthese und damit zu apathogenen Isolaten (Johnson et al., 2000). AM-
Toxine sind zyklische Tetradepsipeptide (Ueno et al., 1975). Physiologische Unter-
suchungen weisen auf zwei subzelluldre Wirkorte hin. Plastidare Grana-Membran-
stapel zerfallen unter Vesikelbildung als Reaktion auf eine Toxinbehandlung (Park et
al., 1981). Darlber hinaus verlieren behandelte Zellen Elektrolyte, was auf eine Beein-
flussung der Funktion von Membrankandlen bzw. der Membranstruktur hindeutet
(Shimomura et al., 1993).

1.4 Polyketidsynthasen

1.4.1 Vorkommen, Struktur und katalytische Aktivitat der PKS

Polyketidsynthasen (PKS) katalysieren die Kondensation von Acyleinheiten in einer
sequentiellen Reaktionsabfolge, die in ihren mechanistischen Merkmalen dem Ablauf
der Fettsduresynthese stark ahnelt (Shen, 2000). Im Gegensatz zur Fettsduresynthese,
bei der das Kondensationsprodukt in konservierten Reaktionsschritten durch Keto-
reduktion, Dehydratation und Enoylreduktion modifiziert wird, gibt es bei der Biosyn-
these von Polyketiden kein festgelegtes Reaktionsschema im Anschluss an die decarb-
oxylative Kondensation. Die Variabilitat der enzymatischen Modifikationen des Kon-
densationsprodukts tragt somit zur strukturellen Vielfalt der Polyketide mal3geblich bei
(Thines et al., 2006).
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Anhand unterschiedlicher Domanenarchitektur, Genstrukturen und katalytischer Mecha-
nismen werden PKS in drei Klassen unterteilt (Seshime et al., 2005; Ma et al., 2006;
van Lanen & Shen, 2008). PKS vom Typ | sind grolRe multifunktionale Proteine. Sie
besitzen Domanen mit individueller Enzymaktivitdt und wurden bisher in Bakterien,
Pilzen, Pflanzen sowie in Vertebraten nachgewiesen (Staunton & Weissman, 2001;
Castoe et al., 2007).

Typ 11-PKS sind bakterielle Multienzymkomplexe und bestehen aus weitgehend mono-
funktionalen Proteinen (Hertweck et al., 2007). Sie sind bakteriellen Fettsauresynthase-
komplexen funktionell homolog und synthetisieren typischerweise aromatische bzw.
zyklische Verbindungen (Thines et al., 2006).

Ein Teil der aromatischen Polyketide mikrobieller und pflanzlicher Herkunft werden
durch Typ I1I-PKS synthetisiert (Thomas, 2001; Dixon et al., 2002; Seshime et al.,
2005). Im Gegensatz zu den anderen PKS-Klassen verfligen Vertreter dieses Typs nicht
uber ACP, d. h. eine Aktivierung durch PPTasen entféllt. Decarboxylierung, Konden-
sation und Zyklisierung erfolgen an einem katalytisch aktiven Zentrum (Ferrer et al.,
1999). Prototyp dieser Enzymklasse ist die pflanzliche Chalconsynthase (Austin &
Noel, 2003).

In Analogie zum strukturellen Aufbau von NRPS bestehen Typ I-PKS aus mindestens
drei funktional unterschiedlichen Domanen, die fur die Synthese von Polyketiden not-
wendig sind. Acyl- bzw. Aryltransferasen (AT) der N-terminalen Beladungsmodule
binden selektiv Starteinheiten. Zahlreiche unterschiedliche AT-Substrate, z. B. Acetyl-
CoA, Malonyl-CoA, Propionyl-CoA, Isobutyryl-CoA, Isovaleryl-CoA, Benzoyl-CoA
oder Phenylacetyl-CoA, konnten bereits identifiziert werden (Moore & Hertweg, 2002;
Bililign et al., 2004; Crawford et al., 2008).

Im néchsten Schritt erfolgt der Transfer der Starteinheit zum Acyl- bzw. Aryl-Carrier-
Protein (ACP) sowie die kovalente Verknupfung der Starteinheit mit der Phospho-
pantetheinylgruppe. Dariber hinaus binden ACP als zentrale Komponente von Typ I-
und Typ II-PKS aber auch kettenverlangernde Einheiten sowie wachsende poly-i3-
Ketonintermediate und fertige Produkte (Shen, 2000; Li et al., 2003).
Ketosynthase-Domanen (KS) katalysieren die decarboxylative Kondensation der Acyl-
einheiten. Auf diese Weise fusionieren einzelne Bausteine mit der wachsenden Kette
unter Decarboxylierung der COOH-Gruppe (Kwon et al., 2002; Austin et al., 2004).
Fertige Produkte werden schlieBlich durch eine Terminations- oder Thioesterasedomane
(TE) vom ACP abgespalten (Tsai et al., 2002; Tanovic et al., 2009).
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Neben diesen essentiellen Doménen haben modifizierende Doméanen einen entschei-
denden Anteil an der strukturellen Diversitdt von Polyketiden. Entsprechend ihrer
Funktion lassen sich u. a. Ketoreduktase-, Enoylreduktase-, Methyltransferase- und
Dehydratasedoménen unterscheiden (Weissman & Leadlay, 2005; van Lanen & Shen,
2008).

In multimodular organisierten PKS katalysiert typischerweise jedes Modul nur einen
Syntheseschritt. Dagegen werden funktionale Domanen iterativer PKS mehrfach hinter-
einander verwendet, so dass die ProduktgrélRe letztendlich durch die Anzahl der
Reaktionszyklen bestimmt wird. Die Verlangerung der wachsenden Produktkette erfolgt
mit identischen Acyleinheiten. Dabei entstehen relativ einfach strukturierte Polyketide,
deren Komplexitdt aber durch anschlieBende Zyklisierung oder reduktive Modifi-
kationen deutlich erhéht wird (Weissman & Leadlay, 2005; Chopra et al., 2008).
Entsprechende Synthesestrategien sind auch bei NRPS zu finden (Schwecke et al.,
2006). Im Unterschied zu monomeren NRPS sind PKS aber vermutlich als Homo-
dimere katalytisch aktiv (Sieber et al., 2002).

Fungale Typ I-PKS sind monomodulare Enzyme mit Uberwiegend iterativem Re-
aktionsmechanismus. Nichtiterative PKS erzeugen Diketide, die hdufig im Zusam-
menspiel mit iterativen PKS verzweigte Polyketide synthetisieren. Konsequenterweise
sind die entsprechenden Gene solcher Syntheseeinheiten in einheitlich regulierten
Clustern zusammengefasst (Hendrickson et al., 1999; Abe et al., 2002).

Sequenzdaten der Genome filamentoser Pilze erlauben Rickschliisse auf die Anzahl
vorhandener PKS. So konnten jeweils 15 PKS in Fusarium graminearum und Fusarium
verticillioides identifiziert werden, 20 in Botrytis cinerea, 25 in Cochliobolus
heterostrophus, 27 in Aspergillus nidulans und 7 in Neurospora crassa (Kroken et al.,
2003; Gaffoor et al., 2005; Marquez-Fernandez et al., 2007).

In zahlreichen wissenschaftlichen Studien wurden die physiologischen Funktionen pilz-
licher Polyketide untersucht. Die erhaltenen Resultate bestétigten, dass die strukturelle
Vielfalt der PKS-Produkte auch zu einer grof3en funktionalen Diversitat fihrt. So Uber-
nehmen Polyketide u. a. als Elemente hochmolekularer Pigmente Schutzfunktionen,
inhibieren als antibiotische Substanzen mikrobielle Kompetitoren oder unterstiitzen als
Toxine die ErschlieBung von Nahrungsquellen (Rehnstrom & Free, 1996; Yang et al.,
1996; Kawamura et al., 1999; Nosanchuk & Casadevall, 2003; Shimizu et al., 2005;
Baker et al., 2006).
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Abb. 7: Synthese komplexer Polyketide: Erythronolid

Der Saccharopolyspora erythraea 6-Deoxyerythronolid B Synthase- (DEBS) Multienzymkomplex
besteht aus 3 Proteinen (DEBS 1-3), die zusammen 6 zentrale Module bilden. In einer sequentiellen
Reaktionsabfolge verlangert jedes der 6 zentralen Module das Ausgangsmolekil um eine Methylmalonyl-
CoA-Einheit. Das Beladungsmodul (BM) bindet die Propionyl-CoA-Starteinheit. Sechs funktional
unterschiedliche Doménen (A Acyltransferase, DH Dehydratase, ER Enoylreduktase, KR Ketoreduktase,
P Acyl-Carrier-Protein, TE Thioesterase) katalysieren Kondensations- und Reduktionsreaktionen. Die
ZykKlisierung und Freisetzung des linearen Polyketids erfolgt am Terminationsmodul (TM). Um das
vollstdndig aktive Antibiotikum Erythromycin A zu erhalten, wird 6-Deoxyerythronolid B in nach-
folgenden Reaktionen hydroxyliert, glykosyliert und methyliert (modifiziert nach Weissmann & Leadley,
2005).

1.4.2 PKS als Virulenzfaktoren phytopathogener Pilze

Zahlreiche Produkte des Polyketidstoffwechsels fungaler Phytopathogene konnten bis
zum heutigen Zeitpunkt identifiziert werden. Aber nur ein geringer Teil dieser Meta-
bolite fordert als Virulenzfaktor die Besiedlung von Wirtspflanzen bzw. entscheidet als
Pathogenitatsfaktor tber den Erfolg der Infektion.

Ein umfassend analysierter Faktor fungaler Virulenz ist das T-Toxin von Cochliobolus
heterostrophus. Das Toxinmolekil ist ein relativ einfach strukturiertes lineares Poly-
ketid, bestehend aus einer Kette von 35-47 C-Atomen (Kono et al., 1980, 1981). Isolate
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mit der Fahigkeit zur Produktion von T-Toxin (Rasse T) sind hochvirulent gegentiber
Maispflanzen, die das cytoplasmatisch vererbte tms-Gen (Texas male sterile cytoplasm,
TMS) fur Pollensterilitat tragen, wéhrend lIsolate ohne die Fahigkeit zur T-Toxin-
synthese (Rasse O) schwach virulent gegenuber allen Maissorten sind (Turgeon & Lu,
2000; Yoder et al., 1997). Damit gehort das T-Toxin zu den wirtsspezifischen Virulenz-
faktoren. Mindestens drei Gene sind an der Synthese von T-Toxin beteiligt. Davon
kodieren PKS1 und PKS2 jeweils fur Polyketidsynthasen, wahrend DEC1 fiir ein
Enzym mit Decarboxylasefunktion kodiert. Die Deletion eines dieser Gene fuhrt zum
Ausfall der Toxinproduktion. Gleichzeitig sinkt die Virulenz auf das Niveau der
natlrlich auftretenden toxinfreien Isolate (Yang et al., 1996; Rose et al., 2002; Baker et
al., 2006). Wirksam ist T-Toxin nur im Zusammenspiel mit dem mitochondrial kodier-
ten URF13-Protein suszeptibler TMS-Maissorten. Die Interaktion beider Komponenten
fuhrt zur Ausbildung von Poren in der inneren Mitochondrienmembran und damit zum
Zusammenbruch des elektrochemischen Gradienten (Levings IlI, 1990; Korth &
Levings 111, 1993; Siedow et al., 1995).

Cercosporin, das nichtwirtsspezifische Toxin zahlreicher Cercospora-Species, verur-
sacht durch einen vollig anderen Wirkmechanismus Gewebsnekrosen und -chlorosen
(Kuyama & Tamura, 1957; Daub & Ehrenshaft, 2000). Die Perylenchinonstruktur von
Cercosporin ermdglicht eine Absorption von Lichtquanten, wobei angeregte Elektronen
letztendlich auf Sauerstoff bertragen werden. Bei diesem Prozess entstehen reaktive
Sauerstoffspecies (ROS), welche u. a. DNA- und Membranschaden hervorrufen
(Valenzeno & Pooler, 1987; Ito, 1983; Heiser et al., 1998). Malgeblich beteiligt an der
Cercosporinsynthese in Cercospora nicotianae ist das CTB1-Gen, welches fir eine PKS
kodiert. Die gezielte Inaktivierung von CTB1 flhrte zu Cercosporin-defizienten
Mutanten mit reduzierter Virulenz (Choquer et al., 2005; Dekkers et al., 2007).
Cercosporine und Elsinochrome verbindet ein hohes Mal} an struktureller Identitat.
Daraus resultiert auch ein identischer Wirkmechanimus der Elsinochrome, welche von
verschiedenen Pathogenen der Gattung Elsinoé produziert werden und Blattnekrosen an
Zitrusgewéachsen verursachen. Durch die gezielte Inaktivierung des PKS-Gens EfPKS1
aus Elsinoé fawcettii wurden Elsinochrom-defiziente Isolate mit stark verringerter
Virulenz erzeugt (Daub et al., 2005; Liao & Chung, 2008 a,b).
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Abb. 8: Toxine mit Ketidgrundgertist
Beispiele fur die Strukturen pilzlicher Metabolite, die in ihrer Funktion als Virulenz- bzw. Pathogenitéts-

determinanten den Infektionsverlauf entscheidend beeinflussen.

Das AAL-Toxin des Tomatenpathogens Alternaria alternata f.sp. lycopersici ist ein
wirtsspezifischer Pathogenitéatsfaktor (Gilchrist & Grogan, 1976; Akamatsu et al.,
1997). Strukturell eng verwandt mit Dihydroxysphingosin, dem zentralen Baustein der
Sphingolipide, inhibiert es als Strukturanalogon kompetitiv die Ceramidsynthase und
verursacht dadurch letale Membranschaden (Abbas et al., 1994; Abbas et al., 1998).
Insertionsanalysen fihrten zur Identifizierung des ALT1-Gens, welches fiir eine Typ I-
Polyketidsynthase kodiert (Akamatsu, 2003). Indirekt bestatigt wurde die Beteiligung
von ALT1 an der Synthese von AAL-Toxin durch die funktionale Komplementation
einer Fusarium verticillioides FUM1-Mutante (Zhu et al., 2008). Erstaunlicherweise
stellt das unter Beteiligung der FUM1-PKS vom Maispathogen Fusarium verticillioides
synthetisierte Fumonisin keinen Virulenzfaktor flr dieses Pathogen dar, obwohl Fumo-
nisin und AAL-Toxin sich strukturell &hneln und gleiche physiologische Wirkungen in
den jeweiligen Wirten hervorrufen (Desjardins et al., 2002; Brandwagt et al., 2002,
Marasas et al., 2004).
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Abgesehen wvon toxischen Polyketiden als Determinanten von Virulenz oder
Pathogenitat produziert die Mehrzahl fungaler Phytopathogene braune bis schwarze
Pigmente, sogenannte Melanine (Langfelder et al., 2003). Melanine bestehen aus
Phenol- oder Indoleinheiten und polymerisieren in der Zellwand, wobei eine eng-
maschige, Licht- und UV-absorbierende sowie mechanisch strapazierféahige Schicht
gebildet wird. Aus diesen Eigenschaften resultieren vielféltige biologische Funktionen.
So schutzen Melanine vor UV-Strahlung, Austrocknung, Radikalen und Osmolyse,
inhibieren hydrolytische Enzyme, adsorbieren toxische Substanzen und verstarken
Zellwénde (Henson et al., 1999 und Zitate darin).

Im Stoffwechsel phytopathogener Pilze verlauft die Melaninsynthese im Allgemeinen
Uber das Intermediat 1,3,6.8-Tetrahydroxynaphtalen (T4HN), selten (ber L-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA,; Butler & Day, 1999; Solomon et al., 2004). Zentraler
Reaktionsschritt im Verlauf der DHN-Synthese ist die Verknipfung von fliinf Acetat-
einheiten zur Pentaketid-Grundstruktur durch eine iterative Typ I-PKS (Bell & Wheeler,
1986; Fujii et al., 2000).

Melaninschichten in der inneren Zellwand von Appressorien wirken als selektive Mem-
branen, so dass niedermolekulare Osmolyte zurtickgehalten werden, Wasser aber in die
Zelle eindringen kann. Auf diese Weise generieren pilzliche Pathogene, darunter C.
graminicola, M. grisea oder Phyllostica ampelecida, Driicke von bis zu 8 MPa in den
Appressorien und nutzen diesen enormen hydrostatischen Turgor zur mechanischen
Penetration der Wirtsepidermis (Bechinger et al., 1999; Deising et al., 2000; Wirsel et
al., 2004). Phytopathogene Pilze, die mit Hilfe melanisierter Appressorien Wirtsgewebe
durch die Generierung hoher hydrostatischer Driicke penetrieren, verlieren mit der
Fahigkeit zur Synthese von Melanin auch ihre Pathogenitat (Howard, 1997; Kubo et al.,
1999; Wilson & Talbot, 2009).

1.5 PKS/NRPS-Hybride

Polyketidsynthasen und Nichtribosomale Peptidsynthasen verwenden eine Vielzahl
unterschiedlicher Substrate fur die Synthese von Sekundarmetaboliten. Zusatzlich er-
moglicht eine variable Anordnung modifizierender Domanen die Herstellung von Pro-

dukten, die durch eine nahezu unbegrenzte strukturelle Diversitit gekennzeichnet sind.
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Weitere Strukturmerkmale, verbunden mit potentiell neuartigen Molekileigenschaften,
ergeben sich aus der Kombination von Polyketiden und Nichtribosomalen Peptiden.
Tatsachlich enthalten alle bisher analysierten Genome filamentéser Ascomyceten
PKS/NRPS-Hybridgene. Darlber hinaus besteht aber auch die Mdoglichkeit, dass
unabhangig exprimierte PKS und NRPS als Multienzymkomplexe synthetisch aktiv
sind bzw. individuelle PKS/NRPS in aufeinanderfolgenden Syntheseschritten an der
Entstehung des Hybridprodukts mitwirken (Bohnert et al., 2004; Lee et al., 2005).

In Magnaporthe grisea wurden durch in silico Genomanalysen insgesamt sieben
putative PKS/NRPS-Hybridgene entdeckt. Bisher konnte mit ACE1 (Avirulence Con-
ferring Enzyme) lediglich eines dieser Gene molekularbiologisch naher charakterisiert
werden. Deletionsexperimente zeigten, dass Pilzisolate mit funktionalem ACE1l
Abwehrreaktionen in Reissorten mit dem Resistenzgen Pi33 auslosen (Berruyer et al.,
2003).

ACE1l kodiert fir ein putatives PKS/NRPS-Fusionsprotein. Exprimiert wird das
cytoplasmatisch lokalisierte Protein ausschlieBlich im Appressorium. Der Austausch
einer einzigen Aminosaure im katalytischen Zentrum der ACE1-Ketoacylsynthase-
domane verhindert die Erkennung durch resistenten Pi33-Reis und unterbindet damit
eine Abwehrreaktion. Daher induziert vermutlich nicht das Genprodukt, sondern das
Syntheseprodukt der ACE1-PKS/NRPS pflanzliche Abwehrreaktionen (Bdhnert et al.,
2004, Collemare et al., 2008).

[0}
. OH o
o HO NH
HO
Equisetin Pramanicin
Aspyridon 1
H N
’ Peritoxin

Abb. 9: Metabolite mit Peptid/Ketid-Grundgerust
Beispiele fir die Strukturen fungaler Peptid/Ketid-Hybridmetabolite.
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Fusarium moniliforme und Fusarium venenatum synthetisieren das Mycotoxin Fusarin
mit Hilfe einer Hybrid-PKS/NRPS (Song et al., 2004). Strukturell &hnliche Molekule
werden von einigen weiteren phytopathogenen Pilzen hergestellt, wie z. B. Equisetin
von Fusarium heterosporum und Pramanicin von verschiedenen Stagonospora-Species
(Rees et al., 2007). Allerdings sind fur diese Substanzen keine detaillierten Infor-
mationen Uber Synthesewege, beteiligte Gene bzw. Enzyme sowie die biologische Be-
deutung der Metabolite verfugbar. Eine Ausnahme bildet Peritoxin. Das wirts-
spezifische Toxin des Hirsepathogens Periconia circinata besteht aus einem chlorierten
Polyketid/Peptid-Hybrid (Macko et al., 1992; Churchill et al., 2001). Peritoxin-
defiziente Isolate sind nicht in der Lage, suszeptible Hirse-Genotypen zu infizieren
(Dunkle & Macko, 1995).

Problematisch fiir die Analyse sekundérer Metabolite ist die Tatsache, dass Mikro-
organismen bestimmte Substanzen unter Laborbedingungen nicht oder nur in sehr
geringen Mengen synthetisieren. Unter Verwendung von DNA-Rekombinationstech-
niken ist es jedoch mdglich, konstitutive Promotoren zur Expression des Zielgens
einzusetzen. Dadurch kann die Anzahl synthetisch aktiver Proteine, die an der Herstel-
lung eines bestimmten Produkts beteiligt sind, enorm gesteigert werden. Auf diesem
Weg gelang die Identifizierung von Aspyridon als Produkt der APD-Polyketid-Peptid-

Synthase aus Aspergillus nidulans (Bergmann et al., 2007).
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1.6 Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll die 4°-Phosphopantetheinyltransferase des Maispathogens
Colletotrichum graminicola genetisch und biochemisch charakterisiert werden. Im
Mittelpunkt steht dabei die Frage nach der Bedeutung der Sfp-PPTase als potentieller
Faktor pilzlicher Virulenz und Pathogenitét.

Die Erzeugung PPTase-defizienter Isolate durch die gezielte Inaktivierung von CgPPT1
in Verbindung mit detaillierten Infektionsstudien soll Informationen tber die Funktion
der C. graminicola 4‘-PPTase liefern. Von besonderem Interesse ist dabei der Einfluss
von CgPPT1 auf spezifische Phasen des Infektionszyklus sowie die Morphologie dif-
ferenzierter Infektionsstrukturen.

Daruiber hinaus sind Untersuchungen zur Lokalisation und Expression des Genprodukts
geplant. Ein wichtiger Bestandteil der funktionellen Charakterisierung besteht im Nach-
weis der Phosphopantetheinylierung von ACP oder PCP.

Informationen zur Funktion und Bedeutung PP-abhangiger Enzyme sollen durch die
Isolierung und Deletion des Melaninsynthase- und o-Aminoadipat-Reduktase-Gens aus
C. graminicola gewonnen werden.

Durch Analysen des Metabolitspektrums sollen Polyketide bzw. nichtribosomale Pep-
tide identifiziert und hinsichtlich ihrer biologischen Funktion charakterisiert werden.

Von besonderem Interesse sind dabei Substanzen mit phytotoxischen Eigenschaften.
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Il Material und Methoden

11.1 Biologisches Material

11.1.1 Pilzisolate

11.1.1.1 Colletotrichum graminicola

Referenzobjekt und Ausgangsmaterial der experimentellen Ansétze war das Wildtyp-
Isolat CgM2 von Colletotrichum graminicola (Panaccione et al., 1988; Anderson &
Nicholson, 1996; Bergstrom & Nicholson, 1999).

Die Kultivierung erfolgte auf Haferflockenagar (M1) in Petrischalen bei konstant 23°C
im WiseCube-Inkubator (Daihan Scientific, Seoul, Korea) unter stdndiger NUV-
Beleuchtung (Rohrentyp: TLD36W/08; Philips, Hamburg) zur Stimulation der
Konidienbildung. Flussigkulturen wurden in Komplettmedium (M2) bei konstant 23°C
und 100 rpm im Unitron-Inkubator (Infors, Bottminden, Schweiz) angezogen.

Konidien aller verwendeten Isolate wurden von OMA-Kulturen (M1) in sterilem
H2Opidest aufgenommen bzw. durch Filtration (190 mm Rundfilter, Carl Roth,
Karlsruhe) von Flissigmedium (M2) gewonnen und in 25% (v/v) Glycerin bei -80°C
gelagert.

11.1.1.2 Magnaporthe oryzae

Referenzobjekt flr die Untersuchungen an Magnaporthe oryzae war das Isolat 70-15
(Fungal Genetics Stock Center, Kansas City, USA).

Die Kultivierung erfolgte auf CMM-Agar (M14) bei 28°C und voller Beleuchtung unter
Tagbedingungen (16 h) bzw. 25°C und Dunkelheit unter Nachtbedingungen (8 h) im
Friocell-Klimaschrank (MMM Medcenter, Munchen). Flussigkulturen wurden in
CMM-Flussigmedium (M13) oder HMG-Medium (M12) bei konstant 28°C und
100 rpm im Unitron-Inkubator (Infors, Bottminden, Schweiz) angezogen.

Konidien des Wildtyp-Isolats 70-15 wurden von CMM-Agar (M14) abgespilt, in
sterilem HyOpigest aufgenommen und in 25% (v/v) Glycerin bei -80°C gelagert. Da
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AMopptl-Deletionsmutanten keine Sporen bildeten, wurden Agarblockchen mit dem
Myzel dieser Isolate aus CMM-Agar (M14) geschnitten und in 25% (v/v) Glycerin
dauerhaft bei -80°C gelagert.

11.1.2 Pflanzenmaterial

11.1.2.1 Zea mays

Die Anzucht von Maispflanzen der Sorte Nathan (KWS, Einbeck) erfolgte in
gedampfter Komposterde unter kontrollierten Umweltbedingungen. Drei Pflanzen
wurden pro Topf (g 12 cm) angezogen. Folgende Parameter wurden standardmaRig fur
den Betrieb der Klimakammer AR-75L (Percival Scientific, Perry, USA) verwendet:

16 h Tag

- 70% Lichtintensitét der Leuchtstoffrohren, Gluhbirnen aktiviert

- 50% relative Luftfeuchtigkeit

-25°C

8 h Nacht

- Dunkelheit

- 70% relative Luftfeuchtigkeit

- 20°C.

11.1.2.2 Allium cepa

Kichenzwiebeln der Sorte Grano wurden als unbehandeltes Bioprodukt im Lebens-

mitteleinzelhandel erworben.

11.1.2.3 Oryza sativa

Die Anzucht von Reispflanzen der Sorte CO 39 erfolgte in Einheitserde vom Typ ED73

(Werkverband e.V., Frankfurt/Main). Finf Pflanzen wurden pro Topf (g 12 cm) ange-

zogen. Folgende Parameter wurden standardmaliig fur den Betrieb des Klimaschranks
(Versatile Enviromental Test Chamber; SANYO, Miinchen) verwendet:
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16 h Tag

- maximale Lichtintensitét
- 80% relative Luftfeuchtigkeit

-27°C
8 h Nacht
- Dunkelheit

- 70% relative Luftfeuchtigkeit

- 27°C.

11.1.3 Bakterienkultur

11.1.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli DH10B (Grant et al., 1990; Durfee et al., 2008) bzw. BL21 (DE3)
(Studier & Moffatt, 1986; Studier et al., 1990) wurden in Petrischalen auf LB-Agar
(M4) bei 37°C im Brutschrank (Modell Function Line Serie 700; Kendro Laboratory

Products, Langenselbold) angezogen.

Die Kultivierung in Flussigmedium erfolgte durch Animpfen von LB-Flussigmedium

(M3) mit einer Einzelkolonie und anschlieRender Inkubation bei 37°C und 200 rpm im

Kulturschittler Classic C25 (New Brunswick Scientific, New Jersey, USA). Die Zugabe

von Antibiotika erfolgte entsprechend den verwendeten Selektionsmarkern (s. 11.2.2).

Petrischalen und Flussigkulturen wurden, falls erforderlich, bei 4°C im Kuhlschrank bis

zu vier Wochen gelagert. Eine dauerhafte Aufbewahrung erfolgte in LB-Flissigmedium
(M3) mit 7% (v/v) DMSO bei -80°C.

Stamm Genotyp
F~ ompT gal dcm lon hsdSg(rs™ mg’) AMDE3 [lacl lacUV5-T7
BL12 (DE3) ) )
gene 1 ind1 sam7 nin5])
F* endAl recAl galE15 galK16 nupG rpsL AlacX74
DH10B ®80lacZAM15 araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-

mcrBC) A
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11.1.3.2 Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens AGL1 (Lazo et al., 1991) wurde in Petrischalen auf LB-Agar (M4) mit
Rifampicin (L20) bei 28°C im Brutschrank (Modell Function Line Serie 700; Kendro
Laboratory Products, Langenselbold) angezogen. Die Kultivierung in Flissigmedium
erfolgte durch Animpfen von LB-Flissigmedium (M3/L20) mit einer Einzelkolonie und
anschlieBender Inkubation bei 28°C und 200 rpm im Kulturschittler Classic C25 (New
Brunswick Scientific, New Jersey, USA).

Die Zugabe von Antibiotika erfolgte entsprechend den verwendeten Selektionsmarkern
(s. 11.2.2). Petrischalen und Flussigkulturen wurden, falls erforderlich, bei 4°C im Kuhl-
schrank bis zu vier Wochen gelagert. Eine dauerhafte Aufbewahrung erfolgte in LB-
Flussigmedium (M3/L20) mit 7% (v/v) DMSO bei -80°C.

Stamm Genotyp

AGL1 (BAA-101)
(ATCC, Manassas,
USA)

AGLO recA::bla pTIBo542deltaT Mop+ CbR (50648)

I11.2 Chemikalien und VVerbrauchsmaterialien

Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von der Firma Carl Roth (Karls-
ruhe) bezogen. Enzyme und Reagenzien fir molekularbiologische Arbeiten stammen
aus dem Angebot von MBI Fermentas (St. Leon-Rot). Auf weitere Bezugsquellen
molekularbiologischer Produkte wird an den entsprechenden Textstellen verwiesen.
Synthetische Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) und
biomers.net (UIm) bezogen. Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders ange-
geben, von der Firma B. Heinemann (Duderstadt) erworben.
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11.2.1 Nahrmedien, Puffer und Ldsungen

11.2.1.1 Ndhrmedien

M1:

M2:

M3:

M4:

M5:

Haferflockenagar, Oat Meal Agar, OMA (Koneman et al., 1997)

In 500 ml H2Opigest Wurden 50 g Haferflocken in einem Mixer (Waring Blender
BB 90 E; Waring, Torrington, USA) 6x 20 s auf hdchster Stufe homogenisiert
und mit 500 ml flissigem 2,4% (w/v) Wasseragar gemischt. Beide Ansitze

wurden vereint und 30 min autoklaviert.

Komplettmedium, Complete Medium, CM (mod. nach Leach et al., 1982)

Je 10 ml L1 und L2 wurden zusammen mit 10 g Glucose, 1 g Hefeextrakt sowie
1 g Caseinhydrolysat (Difco Laboratories, Augsburg) in H;Opigest In €inem
Gesamtvolumen von 1000 ml geldst und autoklaviert.

LB-Flussigmedium, Lysogeny Broth (Bertani, 2004)

In einem Gesamtvolumen von 1000 ml wurden 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefe-
extrakt und 5 g NaCl in H.Opidest gelost und autoklaviert. Antibiotika, IPTG
bzw. X-Gal wurden nach dem Abkuhlen je nach Anwendung in Verdinnungen
von 1:1000 zugegeben (Stammlésungen s. 11.2.1.3).

LB-Agar
M3 mit 1,5% (w/v) Agar-Agar. Antibiotika, IPTG bzw. X-Gal wurden nach dem
Abkihlen auf etwa 40°C je nach Anwendung in Verdinnungen von 1:1000

zugegeben (Stammldsungen s. 11.2.1.3).

Synthetisches Minimalmedium, SMM

In einem Gesamtvolumen von 900 ml wurden 10 g Glucose; 1 g Ca(NOs)2; 0,2 g
KH,POs3; 0,25 g MgSOy; 0,054 g NaCl und 15 g Agarose in HzOpigest gelost und
autoklaviert. Lysin (L13) wurde nach dem Abkihlen auf etwa 40°C in einer

Endkonzentration von 50 pg/ml zugegeben.
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MG6:

M7:

M8:

MO:

M10:

M11:

Synthetisches Komplettmedium, SCM

In einem Gesamtvolumen von 900 ml wurden 20 g Glucose; 1,7 g YNB ohne
Aminosauren (BD, Heidelberg); 5 g (NH.).SO4 und 15 g Agarose in HzOpigest
gelost und autoklaviert. Bathophenanthrolindisulfonat (L14), Desferri-Ferri-
chrom (L15) bzw. Desferri-Coprogen (L16) sowie 100 ml 10x Aminoséuremix
(L23) wurden nach dem Abkuhlen auf etwa 45°C in Endkonzentrationen von
100 uM bzw. 50 uM zugegeben.

Kartoffeldextrose-Agar, Potato Dextrose Agar, PDA

In 1000 ml H;Opigest Wurden 24 g PDA (BD, Heidelberg, Germany) gelést und
autoklaviert. Hygromycin B (L10) bzw. Nourseothricin (L17) wurde nach dem
Abkihlen auf etwa 45°C in einer Endkonzentration von 100 ug/ml zugegeben.
Die Zugabe von Bengalrosa und H,O, erfolgte nach dem Abkihlen auf etwa
45°C in Endkonzentrationen von 10 pg/ml bzw. 0,0075% (v/v).

Regenerationsmedium

In 1000 ml H2Opigest Wurden 342,3 g Saccharose, 1 g Hefeextrakt, 1 g Casein und
6 g Agar-Agar gelost und autoklaviert. Regenerationsmedium mit eingebetteten
Protoplasten wurde zum Uberschichten von Selektionsmedium (M9) verwendet.

Selektionsmedium
M8 mit 1,5% (w/v) Agar-Agar und 400 pg/ml Hygromycin B (L10) bzw.
400 pg/ml Nourseothricin (L17).

modifiziertes Regenerationsmedium

In 1000 ml HzOpigest Wurden 342,3 g Saccharose; 1,7 g YNB ohne Aminoséuren
(BD, Heidelberg); 5 g (NH4).SO,4 sowie 6 g Agarose geldst und autoklaviert.
Modifiziertes Regenerationsmedium mit eingebetteten Protoplasten wurde zum

Uberschichten von modifiziertem Selektionsmedium (M9) verwendet.

modifiziertes Selektionsmedium
M210 mit 1,5% (w/v) Agarose.
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M12:

M13:

M14:

M15:

HMG-Medium

In 1000 ml H,Opigest Wurden 4 g Hefeextrakt, 10 g Glucose sowie 10 g Malz-
extrakt (Dr. Frénkle & Max Eck, Fellbach) gel6st und autoklaviert. Fir die
Kultivierung von M. grisea PPTase-Deletionsmutanten wurde nach dem Ab-

kihlen Lysin (L13) in einer Endkonzentration von 50 pg/ml zugegeben.

CMM- (Complete Medium Magnaporthe) Flissigmedium

In einem Gesamtvolumen von 1000 ml wurden 10 g Glucose, 1 g Casamino
Acids (BD, Heidelberg), 2 g Bacto Pepton (Becton Dickinson, Heidelberg), 1 g
Bacto Yeast Extract (BD, Heidelberg) mit 50 ml Nitratsalzlésung (L18) und
1 ml Spurenelementlésung (L19) in HyOpigest gelOst und autoklaviert. Fir die
Kultivierung von M. grisea PPTase-Deletionsmutanten wurde nach dem Ab-
kiihlen auf etwa 45°C Lysin (L13) in einer Endkonzentration von 50 pg/ml

zugegeben.

CMM- (Complete Medium Magnaporthe) Agar
M13 mit 1,5% (w/v) Agar-Agar. Fur die Kultivierung von M. grisea PPTase-
Deletionsmutanten wurde nach dem Abkuhlen Lysin (L13) in einer End-

konzentration von 50 pg/ml zugegeben.

AIM-Flussigmedium

In einer 1 Liter Flasche wurden 900 ml H,Opigest autoklaviert. Nach dem Ab-
kiihlen auf etwa 40°C wurden folgende Medienbestandteile sterilfiltriert (NYL
Filter Unit 500 ml, Porengréf3e 0,2 um; Nalgene, Rochester, USA) zugegeben:

0,8 ml K-Puffer (P31)

20 ml MN-L6sung (L24)

5 ml Spurenelementldsung 11 (L21)
1 ml CaCl,-Ldsung (1%)

10 ml FeSQO4-L6sung (0,01%)

5 ml Glucose-L6sung (20%)

5 ml Glycerin-L6ésung (50%)

40 ml MES-L6sung (1M)

2,5 NH4NO3-L6sung (20%)
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2 ml 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyacetophenon.

M16: AIM-Agar
M16 mit 1,5% (w/v) Agar-Agar.

M17: CMM-Selektionsmedium
M14 mit 300 pg/ml Cefotaxim (L22), 300 pg/ml Hygromycin B (L10) und
50 pg/ml Lysin (L13).

Samtliche Medien wurden, falls nicht anders angegeben, 20 min bei 121°C und 2 bar
autoklaviert. Die Zugabe von hitzesensitiven Bestandteilen erfolgte nach dem Abkuhlen
auf 40-45°C.

11.2.1.2 Puffer

P1: DNA-Extraktionspuffer |
7 M Harnstoff
2% (w/v) SDS
5mM EDTA
50 mM Tris-HCI
pH 8,0

P2:  DNA-Extraktionspuffer 11
150 mM NaCl
5mM EDTA
50 mM Tris-HCI
pH 8,0

P3:  TE-Puffer
0,1 mM EDTA,
10 mM Tris-HCI
pH 8,0
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P4:  Resuspendierungspuffer
10 mM EDTA
50 pg/ml RNase A
25 mM Tris-HCI
pH 8,0

P5:  RNA-Lysispuffer
4,5 M Guanidinium-Thiocyanat
2% (w/v) N-Lauroylsarcosin
1% (v/v) R-Mercaptoethanol (vor Gebrauch zusetzen)
50 MM Hepes-KOH
pH 7,5

P6:  TES-Puffer
5mM EDTA
1% (w/v) SDS
10 mM Tris-HCI
pH 7,4

P7.  TAE-Puffer
20 mM Natriumacetat
2 mM EDTA
40 mM Tris-HCI
pH 8,3

P8:  6x DNA-Probenpuffer
30% (v/v) Glycerin
60% 10x TAE-Puffer (P7)
0,25% (w/v) Bromphenolblau
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P9:  10x RNA-Laufpuffer
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
20% (v/v) Formaldehyd
200 mM MOPS
pH 7,0

P10: RNA-Probenpuffer
55% (v/v) deionisiertes Formamid
10% (v/v) 10x RNA-Laufpuffer (P9)
6,5% (v/v) Formaldehyd
7% (v/v) Glycerin
21,35% H2Opjgest
0,15% (w/v) Bromphenolblau

P11: Transferpuffer, 20x SSC
3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat
pH 7,5

P12: Hybridisierungspuffer
5x SSC (P11)
0,1% (w/v) N-Lauroyl-Sarcosin
0,02% (w/v) SDS
1% (w/v) Blocking Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim)

autoklaviert

P13: 2x Waschpuffer I
2x SSC (P11)
0,1% (w/v) SDS

P14: 0,5x Waschpuffer |
0,5x SSC (P11)
0,1% (w/v) SDS



Material und Methoden

36

P15: Waschpuffer Il
150 mM NaCl
0,3% (v/v) Tween 20
100 mM Maleinsédure-NaOH
pH 7,5

P16: Blockingpuffer
1% (w/v) Blocking Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim)
in Waschpuffer 11 (P15)

autoklaviert

P17: Detektionspuffer
100 mM NaCl
100 mM Tris-HCI
pH 9,5
autoklaviert

P18: STC-Puffer
1 M Sorbitol
50 mM CacCl,
50 mM Tris-HCI
pH 8,0
autoklaviert

P19: PEG-Puffer
40% (w/v) PEG 4000
600 mM KClI
50 mM CacCl,
50 mM Tris-HCI
pH 8,0
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P20: Sequenzierpuffer
125 mM (w/v) EDTA
3 M (w/v) Natriumacetat
pH 5,0

P21: Zellaufschlusspuffer
1mMDTT
20 mM Tris-HCI
pH 8,0

P22: DEAE-Puffer
1mMDTT
20 mM Tris-HCI
pH 8,0

P23. HT-Puffer
500 mM NacCl
20 mM Imidazol
20 mM HEPES-NaOH
pH 7,5

P24. HP-Puffer
50 mM NaCl
20 mM HEPES-NaOH
pH 7,5

P25. HL-Puffer
1mMDTT
10 mM MgCl,
20 mM HEPES-NaOH,
pH 7,5
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P26: Storage-Puffer
1mMDTT
10 mM MgCl,
20 mM HEPES-NaOH,
pH 7,5

P27: 2x SDS-Probenpuffer
20% (v/v) Glycin
4% (w/v) SDS

0,02% (w/v) Bromphenolblau

0,2MDTT
125 mM Tris-HCI
pH 6,8

P28: SDS-Laufpuffer
0,96 M Glycin
0,5% (w/v) SDS
0,125 M Tris-Base
pH 8,3

P29: PBS
10 mM Nay;HPO4
1,75 mM KH,POq
13,7 mM NaCl
2,65 mM KCI
pH 7,0

autoklaviert

P30: 2x PP-Reaktionspuffer

20 mM MgCl,
100 mM HEPES-KOH
pH 7,0
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P31: K-Puffer
200 g K;HPO4
145 g KH,PO,
ad 1 | H2Opigest
autoklaviert

Die Puffer wurden, wenn angegeben, 20 min bei 121°C und 2 bar autoklaviert.

11.2.1.3 LOsungen

L1: Stammldsung A
50 g Ca(NOs3),
ad 500 ml H2Opigest
autoklaviert

L2: Stammldsung B
10 g KH,PO3
12,5 g MgSO4x7H,0
2,7 g NaCl
ad 500 ml H2Opigest

autoklaviert

L3: Denaturierungslosung
0,2 M NaOH
1% (w/v) SDS

L4:  Neutralisierungsldsung
3 M Natriumacetat
pH 5,0
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L5: Coomassie-Farbeldsung
0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250
40% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigséure
50% (V/V) H2Opigest

L6: Coomassie-Entfarbeldsung
40% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigsaure
50% (V/V) HzOpigest

L7:  Saurefuchsin-Lactophenol
0,1% (w/v) Saurefuchsin
20% (v/v) Milchséaure
20% (v/v) Phenol
40% (v/v) Glycerin
20% (v/v) H2Opigest

L8:  Ampicillin-Stammlésung
100 mg/ml in H,Opigest, Sterilfiltriert

L9: Kanamycin-Stammlésung
50 mg/ml in HOpigest, Sterilfiltriert

L10: Hygromycin-Stammldsung
50 mg/ml Hygromycin B (InvivoGen, Toulouse, Frankreich) in P29, steril

geliefert

L11: IPTG-Stammlésung
100 mM IPTG in HyOpigest, Sterilfiltriert

L12: X-Gal-Stammlésung
50 mg/ml X-Gal in DMSO
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L13:

L14:

L15:

L16:

L17:

L18:

L19:

Lysin-Stammldsung

50 mg/ml L-Lysin in HyOpigest, Sterilfiltriert

Bathophenanthrolindisulfonat- (BPS) Stammlésung
100 mM BPS (Sigma-Aldrich, Munchen) in HzOpigest, Sterilfiltriert

Desferri-Ferrichrom-Stammlésung

50 mM Desferri-Ferrichrom (Sigma-Aldrich, Miinchen) in H,Opigest, Sterilfiltriert

Desferri-Coprogen-Stammldsung
50 mM Desferri-Coprogen (EMC microcollections, Tubingen) in HaOpigest,

sterilfiltriert

Nourseothricin-Stammlésung

100 mg/ml Nourseothricin (Werner BioAgents, Jena) in HyOpigest, Sterilfiltriert

Nitratsalzlosung (20x)
10,4 g KClI

30,4 g KH,PO,

10,4 g MgSO4 x 7 H,O
120 g NaNO3

ad 1000 ml HzOpjgest
autoklaviert

Spurenelementlésung (1000x)
0,17 g CoCl, x 6 H,0O

0,16 g CuSO4 x 5 H,0O

0,59 FeSO4 x 7 H,O

1,1 g H3BO;

0,5 g MnCl, x 4 H,0

5,0 g Na;EDTA x 2 H,0

0,15 g Na;MoO4 x 2 H,0

2,29 2ZnS0O4 x 7 H,0O

ad 80 ml H2Opigest
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L20: Rifampicin-Stammlésung

50 mg/ml in HOpigest, Sterilfiltriert
L21: Spurenelemente AIM (1000x)
100 mg CuSO4 x 5 H,O
100 mg FeSO4 x 7 H,O
100 mg H3BO3
100 mg MnSQO4 x H,O
100 mg ZnSO,4 x 7 H,0O
ad 80 ml H2Opigest
autoklaviert

L22: Cefotaxim-Stammlésung

300 mg/ml Cefotaxim (Fresenius CABI, Bad Homburg) in H2Opigest, Sterilfiltriert

L23: 10x Aminosauremix
21 mg Adenin

85,6 mg L-Alanin
85,6 mg L-Arginin
85,6 mg L-Aspartat
85,6 mg L-Cystein
85,6 mg L-Glutamat
85,6 mg L-Histidin
85,6 mg myo-Inositol
85,6 mg L-Isoleucin
173,4 mg L-Leucin
85,6 mg L-Lysin
85,6 mg L-Prolin

ad 100 ml H2Opigest, Sterilfiltriert

85,6 mg L-Phenylalanin
85,6 mg L-Asparagin
85,6 mg L-Threonin
85,6 mg L-Serin

85,6 mg L-Glutamin
85,6 mg L-Glycin

85,6 mg L-Tryptophan
8,6 mg p-Aminobenzoat
85,6 mg L-Tyrosin

85,6 mg Uracil

85,6 mg L-Valin

85,6 mg L-Methionin
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L24: MN-Lésung
30 g MgSO4 x 7 H,0O
15 g NaCl
ad 1 | H2Opigest
autoklaviert

Die Ldsungen wurden, sofern angegeben, 20 min bei 121°C und 2 bar autoklaviert. Die
Filtersterilisation hitzesensitiver Losungen erfolgte unter Verwendung von CA-Filtern

mit 0,2 um Porengrofe.

11.2.2 Vektoren

pGEM-TEasy (Promega, Mannheim)
»-High copy“-Plasmid fur T/A-Klonierungen von PCR-
Produkten und Amplifikation in E. coli. Ermdglicht Blau-
WeilR-Selektion von Transformanten (s. 11.4.5.4.3). Ver-
mittelt Resistenz gegentiber Ampicillin.

pCR2.1 (Invitrogen, Karlsruhe)
»-High copy“-Plasmid fur T/A-Klonierungen von PCR-
Produkten und Amplifikation in E. coli. Ermdglicht Blau-
WeiR-Selektion von Transformanten. Vermittelt Resistenz
gegenuber Ampicillin und Kanamycin.

pJET2.1/blunt (Fermentas, St. Leon-Rot)
»High copy“-Plasmid fur blunt end Klonierungen von
PCR-Produkten und Amplifikation in E. coli. Erméglicht
lebend-tot-Selektion von Transformanten (s. 11.4.5.4.3).

Vermittelt Resistenz gegentiber Ampicillin.
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pAN7-1

PNR1

pSH1.6EGFP

pTAPSG

pGEMCgPPT1KO

PGEMCgPPT1KOM

(Punt et al., 1987)

pUC18-Derivat mit dem Hygromycin-Phosphotransferase-
Gen aus E. coli unter Kontrolle des Aspergillus nidulans
gpdA-Promoters, terminiert durch den A. nidulans trpC-
Terminator. Vermittelt Resistenz gegentiber Ampicillin in
E. coli und Hygromycin B in Pilzen. Fungaler Trans-

formationsvektor.

(Malonek et al., 2004)

pBluescript 1l KS-Derivat mit dem Streptomyces noursei
natl-Gen (Nourseothricin-Acetyltransferase) unter Kon-
trolle des Aspergillus nidulans oliC-Promoters, terminiert
durch den Botrytis cinerea tubl-Terminator. Vermittelt
Resistenz gegeniiber Ampicillin in E. coli und Nour-

seothricin in Pilzen. Fungaler Transformationsvektor.

Plasmidvektor mit promoterlosem eGFP-Gen und dem
Terminator des Aspergillus nidulans trpC-Gens. Ver-
mittelt Resistenz gegenuber Ampicillin in E. coli und
Hygromycin B in Pilzen. Fungaler Transformationsvektor
fur eGFP-Tagging.

(Fujii et al., 1999)

Fungaler Transformationsvektor mit dem Colletotrichum
lagenarium PKS1-Gen (cDNA) unter Kontrolle des amy-
loseinduzierbaren Aspergillus orizae amyB-Promoters.
Enthalt das argB-Gen als Selektionsmarker. Vermittelt
Resistenz gegenitiber Ampicillin in E. coli.

Plasmidvektor pGEM-TEasy mit dem vollstandigen
CgPPT1-Deletionskonstrukt.

Plasmidvektor pGEM-TEasy mit dem vollstandigen
CgPPT1-Komplementationskonstrukt.



Material und Methoden

45

pPGEMCgPKS1KO

PGEMCgPKS1KOM

pGEMPPTfl

pGEMCgPKS1fr

pCR2.1hphBsp119l

pGEMhphAgel

pGEMhphBsul

pGEMhphEco811/Stul

pPGEMPKSlegfpl

pJETCgPKS1fl

Plasmidvektor pGEM-TEasy mit dem vollstandigen
CgPKS1-Deletionskonstrukt.

Plasmidvektor pGEM-TEasy mit dem vollstandigen
CgPKS1-Komplementationskonstrukt.

Plasmidvektor pGEM-TEasy mit dem vollstandigen
CgPPT1-ORF (gDNA) sowie 1,2 kb CgPPT1-Promoter.

Plasmidvektor pGEM-TEasy mit einem internen 1,7 kb
Fragment von CgPKSL1.

Plasmidvektor pCR2.1 mit 3,7 kb hph-Kassette aus pAN7-

1. Restriktion mit Bsp119I setzt die Resistenzkassette frei.

Plasmidvektor pGEM-TEasy mit 2,4 kb hph-Kassette aus
PAN7-1. Restriktion mit Agel setzt die Resistenzkassette

frei.

Plasmidvektor pGEM-TEasy mit 2,6 kb hph-Kassette aus
PAN7-1. Restriktion mit Bsul setzt die Resistenzkassette

frei.

Plasmidvektor pGEM-TEasy mit 2,6 kb hph-Kassette aus
pAN7-1. Restriktion mit Eco81I/Stul setzt die
Resistenzkassette frei.

Plasmidvektor pGEM-TEasy mit einem 1,3 kb DNA-
Fragment, welches 300 bp des putativen CgPKS1-ORF
sowie 1 kb CgPKS1-Promotersequenz enthalt.

Plasmidvektor pJET2.1/blunt mit dem vollstandigen
6,7 kb CgPKS1-ORF (gDNA) sowie etwa 0,5 kb CgPKS1-

Terminator.



Material und Methoden

46

pCAMBIA0380

PGEX-4T-1

pPET?28a

(CAMBIA,; Canberra, Australien, www.cambia.org)

Der Vektor pCAMBIA0380 gehdrt zu einer Serie von
Plasmiden fur die ATMT von Pilzen. Sie zeichnen sich
durch eine hohe Kopienzahl in E. coli, eine hohe Stabilitét
in A. tumefaciens und eine relativ geringe GroRe (ca. 7 kb)
aus. Der Plasmidvektor tragt ein Kanamycin-Resistenzgen
zur Selektion bakterieller Transformanten. Das Plasmid
wurde freundlicherweise von Dr. A. J. Foster zur Ver-

fugung gestellt.

(GE Healthcare, Miinchen)

Plasmidvektor fir die Expression von Proteinen mit N-
terminaler Glutathion-S-Transferase-Fusion (GST-Fusion)
in E. coli BL21 (DE3) unter der Kontrolle des IPTG-
induzierbaren tac-Promoters. Vermittelt Resistenz gegen-

uber Ampicillin.

(Novagen, Madison, USA)

Plasmidvektor fir die Expression von Proteinen mit N-
und/oder C-terminaler (His)e-Fusion in E. coli BL21
(DE3) unter der Kontrolle des IPTG-induzierbaren T7-

Pro-moters. Vermittelt Resistenz gegenuber Kanamycin.
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11.2.3 Oligonukleotide

11.2.3.1 CgPPT1-Primer

Primer Sequenz (5*—3°)
PPT ORF1 ATGGCCCCGACTATCATACAGTGG
PPT ORF2 CTAACTTTGATGACTCTCCCCAAAAG
CgPPT KO1 TTGTTGGGGTCTCAAAAGGATG
CgPPT KO2 ACTTTGATGACTCTCCCCAA
PPT KO Sondel | AACGTCTCAACCTCCCCC
PPT KO Sonde2 | ACGCTACAGGCAAGATCG

EGFP1 TTACCGGTTTGTTGGGGTCTCAAAAGGATG Agel
EGFP2 TTTTCGAAACTTTGATGACTCTCCCCAA Bspl191
EGFP3 TTTTCGAAATGGTGAGCAAGGGCGAG Bspl191
EGFP4 TTTTCGAAATTAGGGAGCTTACGCGC Bspl191
CgPPT1lexprl CATATGGCCCCGACTATCATA Ndel

CgPPTlexpr2 GCGGCCGCTTAACTTTGATGACTCTCCCC Notl
TER fw TTCGAATAGGGCCGGACTCAGATC Bspl19l

PPT KO Bsufw | TCCTGAGGCTATAGAATCATCCTTATT Eco811
PPT KO Bsurev | TCCTCAGGGGAAGAAACATGCAATTAT Eco811
PPTwalkl AACTTGCTCAAGCTGCTTCG

PPTwalklnes GCTTCGGGCCACAACTGC

11.2.3.2 MoPPT1-Primer

MagPPTKO fw | CCCCAATACGTAGCACTA

MagPPTKO rev | GTGTTACGGATAAAACGACCG

Stu hyg fw AGGCCTGGCACGGCTAC

Bsu hyg rev CCTCAGGCTAAGCTATTCTTCTCTTCGC
MagPPTprobel | AGAGACTTGCAGGGACTCC
MagPPTprobe2 | CTCTTCACCTCTGCATTCG
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11.2.3.3 CgPKS1-Primer

CgPKS1KO1 CAACGCTGCATACCTCCG

CgPKS1K0O2 CGCGCATCCTGCCGGAGAC

PKSEGFP1 ACCGGTACTCCCCGCGGATCGGTG Agel
PKSEGFP2 TTCGAAAACGTACTCGATGTAGTGAGC Bsp1191
CgPKSlexprl CATATGACCGCTAGCAACCTCAAGGC Ndel
CgPKSlexpr2 GCGGCCGCTTAGTCCTGGACGTAGCTGTC Notl
CgPKSlexpr3 GAATTCGCTAGCAACCTCAAGGC EcoRl

CgPKS1 probel

CGCGTCAGCTACCTTATCAAG

CgPKS1 probe2

GGTACCGTTGATGATGAAGCC

CgPKS1fl1 ACCGGTATGGCCGATATGATGTCTTATCTCC Agel
CgPKS1fl2 TTCGAAGTATATCGTAAACTCAAAGTACTACTATCBsp1191
Olic fw Xba TCTAGAGGATCGATTGTGATGTGATGG Xbal

Olic rev Xba TCTAGAGAGCCGCATTCCCGATTCGG Xbal

CgPKS3 ACGGTACCGATGCCATTGACTCTC

CgPKS4 TTGCGGGGGATGGACTGGAACTTG

CgPKSlintlrev

GCTCCTTCTCGGTGCGGTCG

11.2.3.4 CgAAR-Primer

DJ-5'Flanke-for

AAAGGGTGTTCGGTCCTCTAC

DJ-5'Flanke-nes

CCATCCGTGTGGAGGAGTTG

DJ-5'Flanke-rev

GATTCTATAGGAAGATCCAGGCACCGGTCA-
TTGATCGTAGGTGCTCCGAAC (Hyg-Kassette)

DJ-3'Flanke-for

GAGGGCAAAGGAATAGAGTAGATGCCGACC
TGGCGCTTTGGTCTAAGTAAC (Hyg-Kassette)

DJ-3'Flanke-nes

AGGGAGAGGGCATACTTGACTG

DJ-3'Flanke-rev

CTCCGAGACCTAGGCTAGTAAAG

Cg-SQ 7

ACAGCGGTCATTGACTGGAG

AAR-Sonde-rev

GTGGTGAGAGGTGCAGACAAG
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11.2.3.5 allgemeine Primer

Gpd GTCCCTCAGTCCCTGGTAGG

Hygl CCAATACGAGGTCGCCAACA
CgTUBLfw AAGGGCCACTACACCGAAGG
CgTUBLrev CCAGTGTACCAATGCAAGAAAGC

CgGPD-gRT.F2f | TGAACGCGAGCTAACTTGACA

CgGPD-gRT.F2r | GGGCATCGAAGATGGAGGA

UAP GGAGACTGACATGGACTGAAGGAGT

GGAGACTGACATGGACTGAAGGAGT-

SAP AAAGGGIIGGGIIGGGIIGGGCATG

CgCHSII1 ACCCAACCTAGGTCTCCTTCC

CgCHSII3 TGATTCTGTGAGACTGTATGCG

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAAT

pJET up TGTGAGCGGATAACAATTCCC

pJET down AGTTATTGCTCAGCGGTGGC

noursf CCGCTCTAGAGCCGCATTC

noursr AAGCTTGATATCTGTTAGTAATCATCATTAAG
Hyg DJ fw TGACCGGTGCCTGGATCTTCCTATAGAATC
Hyg DJ rev GAGGGCAAAGGAATAGAGTAGATGCCGACC

1.3 Infektions- und Wachstumsversuche

11.3.1 Pflanzeninfektion

11.3.1.1 Gewinnung von Konidien

Die Anzucht der C. graminicola-Kulturen erfolgte wie beschrieben (s. 11.1.1.1) auf
Haferflockenagar (M1). Konidien einer 10-14 Tage alten Kultur wurden unter sterilen
Bedingungen durch mehrfaches Abspiilen eines kleinen Bereichs der Petrischale in 1 ml

sterilem H;Opigest aufgenommen und 1 min bei 5000 g und Raumtemperatur in der
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Tischzentrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg) sedimentiert. Das erhaltene Pellet wurde
sorgfaltig in 1 ml HOpigest gel6st und analog dem vorhergehenden Schritt zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wurde insgesamt 3x durchgefthrt.

11.3.1.2 Einstellen der Konidienkonzentration

Die Bestimmung der Sporenkonzentration erfolgte lichtmikroskopisch durch Auszahlen
der Zellen eines Aliquots der Konidiensuspension mit Hilfe einer Thoma-Zahlkammer
(LO-Laboroptik, Friedrichsdorf) bei 200facher VergroRerung im Hellfeld (Objektiv
Plan Fluor 20x; N.A. 0.50, WD 2.1; Forschungsmikroskop Eclipse E600; Nikon,
Disseldorf). Ausgehend von der ermittelten Konzentration wurde die ben6tigte
Endkonzentration durch Verdinnen der Konidiensuspension mit HyOpigest €Xakt

eingestellt.

11.3.1.3 Maisinokulation

Vierzehn Tage alte Maispflanzen wurden mit 10° Konidien/ml in 0,01% (v/v) Tween20
inokuliert, wobei 20 ml Inokulum durch Verwendung einer Zerstduberflasche (Carl
Roth, Karlsruhe) gleichméaRig auf 3 Pflanzen verteilt wurden. Begleitend zu jedem
Infektionsexperiment erfolgte eine Kontrollinokulation mit 0,01% (v/v) Tween20-
LOsung.

Folgende Klimakammer-Parameter wurden bis 24 h nach erfolgter Inokulation
verwendet:

16 h Tag

- 50% Lichtintensitét der Leuchtstoffrohren, Gluhbirnen aktiviert

- 100% relative Luftfeuchtigkeit

- 25°C

8 h Nacht

- Dunkelheit

- 100% relative Luftfeuchtigkeit

- 25°C.
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Nach 24 h erfolgte die Umstellung auf die Parameter des Programms ,,Pflanzenanzucht*
(s. 11.1.2.1).

Die Bonitierung sowie die photographische Dokumentation der Symptome erfolgte,
abhéngig von der Fragestellung, taglich bzw. 6 Tage nach der Inokulation.

Alternativ wurden 0,5 g Pilzmyzel einer 5 Tage alten CM-Flussigkultur (M2) in 0,01%
(v/v) Tween20 gewaschen, filtriert (Rotilabo-Rundfilter 190 mm; Carl Roth, Karlsruhe),
anschlieBend in 1 ml 0,01% (v/v) Tween20 aufgenommen und mit Hilfe eines Ultra-
Turrax T8 (IKA Labortechnik, Staufen) 30 s bei héchster Umdrehungszahl im 2 ml
Reaktionsgefall fragmentiert. Die Inokulation von Maispflanzen erfolgte wie bereits be-
schrieben (s. oben).

Blattsegmente von 5-10 cm Lénge des 1.-3. Folgeblatts 14 Tage alter Maispflanzen
wurden auf leicht angefeuchtetem Filterpapier (Whatman 3MM; Whatman, Dassel)
fixiert und mit 10 pl einer Suspension von 10° Konidien/ml in 0,01% (v/v) Tween20
inokuliert. Die Inkubation erfolgte in Petrischalen (g 18 cm) in der Klimakammer
(Bedingungen s. 11.1.2.1) bzw. bei 23°C und Dunkelheit im BOD 400 Inkubator
(UniEquip, Martinsried). Artifizielle L&sionen wurden mit Hilfe eines Stempels mit 49
Nadelspitzen/cm? erzeugt.

Die Bestimmung der Anzahl neu gebildeter Konidien erfolgte nach 6 Tagen Inkubation
durch rigides Waschen inokulierter Blattsegmente in 2 ml 0,01% (v/v) Tween20 und
anschlieBende Auszéhlung der Konidien in einer Thoma-Kammer (LO-Laboroptik,
Friedrichsdorf).

11.3.1.4 Phytotoxizitatstest

Verwundete und intakte Blattsegmente von 5-10 cm Léange des 1.-3. Folgeblatts
14 Tage alter Maispflanzen wurden auf leicht angefeuchtetem Filterpapier (Whatman
3MM; Whatman, Dassel) fixiert und mit 5 pl Metabolitlosung (1 pg/ul Methanol)
inokuliert. Die Inkubation erfolgte in verschlossenen Plastikschalen (30x20 cm) im
Klimaschrank (Versatile Enviromental Test Chamber; SANYO, Munchen) unter Mais-
anzuchtbedingungen (s. 11.1.2.1). Artifizielle Lasionen wurden mit Hilfe einer Lanzett-

nadel erzeugt. Die Bonitur erfolgte 6 Tage nach Beginn des Experiments.
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11.3.1.5 Zwiebelinokulation

Zwiebelepidermen (ca. 1 x 1 cm) wurden vorsichtig mit Hilfe von Lanzettnadel und
Pinzette préapariert und in Petrischalen auf 1,5%igem (w/v) Wasseragar fixiert. Die
Inokulation erfolgte mit 10 ul einer Suspension von 10° Konidien/ml in HyObigest. Der
gesamte Ansatz wurde bei 23°C im Dunkeln inkubiert (s.11.1.1.1). Einzelne Proben

wurden téglich mikroskopisch analysiert.

11.3.1.6 Reisinokulation

Blattsegmente von 10-15 cm L&nge des 2. und 3. Folgeblatts 21 Tage alter Reispflanzen
wurden auf leicht angefeuchtetem Filterpapier (Whatman 3MM; Whatman, Dassel)
fixiert und mit Myzelfragmenten aus einer 6 Tage alten Flussigkultur (s. 11.1.1.2)
inokuliert. Die Inkubation erfolgte in verschlossenen Plastikschalen (30x20 cm) im
Klimaschrank (Versatile Enviromental Test Chamber; SANYO, Minchen) unter
Reisanzuchtbedingungen (s. 11.1.2.3). Artifizielle Lasionen wurden mit Hilfe einer
Lanzettnadel erzeugt. Begleitend zu jedem Infektionsexperiment erfolgte eine
Kontrollinokulation mit HzOpigest.

Die Bonitierung sowie die photographische Dokumentation der Symptome erfolgten
7 Tage nach der Inokulation.

11.3.1.7 Cytorrhizie

Konidien des C. graminicola-Wildtyps sowie der ACgaar- und ACgpksl-Mutanten
wurden in einer Konzentration von 10* Konidien/ml H,Opigess auf Objekttrager
aufgetragen und 20 h bei 23°C in verschlossenen Petrischalen inkubiert. Anschlie3end
erfolgte die Zugabe von PEG6000-L6sung. Nach 30mindtiger Inkubation erfolgte die
Auswertung durch Zahlung der kollabierten Appressorien in wassrigen Losungen mit
PEG6000-Konzentrationen von 100-600 g/I.
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11.3.2 Wachstumsversuche

Die Quantifizierung des vegetativen Wachstums von Wildtypisolat und Deletions-
mutanten sowie die Identifizierung von Auxotrophien erfolgten unter Verwendung von
Medien mit exakt definierter Zusammensetzung (M5, M6). Eisenmangel wurde durch
Zugabe von 100 puM Bathophenanthrolindisulfonat (L14) induziert. Desferri-Coprogen
(L16) und Desferri-Ferrichrom (L15) wurden in Endkonzentrationen von 50 puM
eingesetzt. Die Sensitivitat der Isolate gegenuber reaktiven Sauerstoffspecies wurde
unter Verwendung von PDA (M7) mit zugesetztem H,O, bzw. Bengalrosa untersucht.
Mit Hilfe eines Korkbohrers erfolgte die Entnahme von Agarblockchen definierter
GroRe (2 0,4 cm) aus der Myzelwachstumszone von PDA-Kulturen (M7). Samtliche
Ansatze, ausgenommen Medien mit Bengalrosa, wurden bei 23°C und Dunkelheit im
BOD 400 Inkubator (UniEquip, Martinsried) inkubiert. Experimentelle Ansatze mit
Bengalrosa wurden bei 23°C und 10 pE Lichtintensitét inkubiert. Der Zuwachs wurde
taglich mit dem Lineal gemessen und nach 6 bzw. 20 Tagen photographisch

dokumentiert.

11.4 Molekularbiologische Methoden

11.4.1 Praparation von Nukleinsauren

11.4.1.1 Praparation genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte nach Dobbeling et al. (1997). Etwa 5 g Pilz-
myzel einer 7 Tage alten CM-Flissigkultur (M2) wurden kurz auf saugfahigem Papier
getrocknet und anschlielend in flissigem Stickstoff gemorsert, bis ein homogenes
Pulver vorlag, welches noch in gefrorenem Zustand in ein 50 ml SS-34 Zentrifugen-
rohrchen mit 8 ml Extraktionspuffer | (P1) tberfiihrt wurde.

Nach Zugabe von 8 ml Phenol-Chloroform (1:1) und sorgfaltigem Mischen erfolgte die
Trennung der Phasen durch Zentrifugation (Sorvall RC 5C Plus; Sorvall Deutschland,
Bad Homburg) flr 10 min bei 20000 g und 4°C. Die obere wassrige Phase wurde in ein
neues SS-34 Zentrifugenrohrchen Gberfuhrt, mit dem gleichen Volumen Chloroform
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versetzt und analog dem vorhergehenden Schritt extrahiert und zentrifugiert. An-
schlieRend erfolgte die Fallung der DNA durch Uberfiinrung der oberen Phase in ein
weiteres SS-34 Zentrifugenréhrchen, Zugabe des gleichen Volumens Isopropanol und
60minatiger Inkubation bei -20°C.

Die Proben wurden anschlieBend 15 min bei 6800 g und 4°C sedimentiert und das
erhaltene Pellet in 7 ml DNA-Extraktionspuffer Il (P2) resuspendiert. RNA wurde
durch Zugabe von 35 pl (10 mg/ml) RNase A (Roche Diagnostics, Mannheim) und
30mintige Inkubation bei 37°C hydrolysiert. Verbliebene Proteine wurden durch die
Zugabe von 10 ul (14-22 mg/ml) Proteinase K (Roche Diagnostics, Mannheim) und
eine 60mindtige Inkubation bei 60°C entfernt. Danach erfolgten erneut eine Phenol-
Chloroform- und eine Chloroform-Extraktionen mit anschlieBender Isopropanol-Prézi-
pitation (s. oben).

Die prézipitierte DNA wurde 20 min bei 20000 g und 4°C zentrifugiert, mit 70%igem
Ethanol gewaschen und weitere 20 min bei 20000 g und 4°C zentrifugiert. Nach
sorgfaltigem Entfernen des Uberstands mit Hilfe einer Pipette wurde das DNA-Pellet
unter der Sterilbank getrocknet und anschlieBend in sterilem HyOpigest Oder TE-Puffer
(P2) aufgenommen.

Die Bestimmung der DNA-Konzentration und Reinheit erfolgte spektrometrisch
(Uvikon 933 Double Beam UV/VIS Spectrophotometer; Kontron Instruments, Mailand,
Italien) durch Messung der Extinktion eines 100fach verdiinnten Aliquots bei 260 nm
bzw. 280 nm Wellenlénge.

11.4.1.2 Praparation von Plasmid-DNA

E. coli DH10B bzw. E. coli BL21 (DE3) wurden in Kulturréhrchen mit 4 ml LB-
Flissigmedium (M3) und den entsprechenden Antibiotika 16-20 h bei 37°C und
200 rpm im Kulturschittler Classic C25 (New Brunswick Scientific, New Jersey, USA)
angezogen. Nach dem Uberfiihren der Bakterienkultur in 2 ml Reaktionsgeféfe erfolgte
die Sedimentation der Zellen fur 1 min bei 10000 g und Raumtemperatur in der
Tischzentrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg). Das erhaltene Pellet wurde
anschlieBend in 100 pl Resuspendierungslosung (P4) sorgfaltig geldst. Der
Zellaufschluss erfolgte durch Zugabe von 200 pl Denaturierungslosung (L3) und
vorsichtiges Invertieren der Reaktionsgefalie. Wahrend der folgenden Inkubationszeit



Material und Methoden 55

von 15 min bei Raumtemperatur wurde die RNA enzymatisch degradiert. Danach
erfolgte die Zugabe von 200 ul Neutralisierungslosung (L4), eine 10minitige
Inkubation auf Eis und die Zentrifugation der Proben fir 10 min bei 10000 g und
Raumtemperatur. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR Gbertragen, mit
1 ml Ethanol versetzt und fir 10 min bei 10000 g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Nach einem abschlieBenden Waschschritt mit 70%igem Ethanol wurde das Pellet unter
der Sterilbank getrocknet und in 50 pl sterilem HyOpigest Oder TE-Puffer (P2)
aufgenommen.

Die Préaparation von Plasmid-DNA flr Sequenzierungen oder Transformationen erfolgte
unter Verwendung des Genelet Plasmid Miniprep Kits (Fermentas, St. Leon-Rot). Aus
2-4 ml E. coli-Ubernachtkulturen wurde nach Herstellerangaben die Plasmid-DNA

isoliert.

11.4.1.3 Praparation von Gesamt-RNA

Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte nach der von Chirgwin et al. (1979) beschrie-
benen Methode. Es wurden ausschlieBlich RNase-freie Losungen, Gefale und Geréte
verwendet.

Myzel 5 Tage alter CM-Flussigkulturen (M2) wurde mittels Filtration (18,5 cm Rund-
filter; Spezialpapier-FILTRAK, Niederschlag) und anschlieendes Auflegen saugfahi-
gen Papiers vom Nahrmedium separiert. Etwa 3 bis 6 g des Pilzmaterials wurden
danach in einen vorgekihlten Morser gegeben, in flissigem Stickstoff zu einem
homogenen weillen Pulver zerrieben und mit Hilfe eines gekiihlten Spatels in vor-
gekuhlte 50 ml Flaschen (Schott, Mainz) uberfuhrt. Nach dem vollstdndigen Entwei-
chen des Stickstoffs erfolgte die Zugabe von 15 ml RNA-Lysispuffer (P5) zu dem noch
gefrorenen Pilzmaterial. Lysispuffer (P5) und Pilzmaterial wurden danach sofort mit
Hilfe eines Ultra-Turrax T8 (IKA Labortechnik, Staufen) sorgfaltig homogenisiert und
15 min bei 250 rpm und 37°C im Thermoschuttler Classic C25 (New Brunswick
Scientific, New Jersey, USA) inkubiert. Nichtlosliche Zellbestandteile wurden an-
schliefend 20 min bei 9500 g und 10°C in der Zentrifuge sedimentiert (Sorvall RC 5C
Plus; Sorvall Deutschland, Bad Homburg), der Uberstand in ein neues 50 ml Zentri-
fugenréhrchen Gberflhrt, mit dem 0,02fachen Volumen 3 M Natriumacetat (L4) und
dem 0,75fachen Volumen Ethanolinst Versetzt und tiber Nacht bei -20°C inkubiert.
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Die Sedimentation der Nukleinsduren und Proteine erfolgte durch 20minitige Zentri-
fugation bei 10000 g und 4°C. Das erhaltene Pellet wurde noch im Zentrifugenréhrchen
in 15 ml TES-Puffer (P6) unter Verwendung des Ultra-Turrax T8 geldst, mit dem
gleichen Volumen Phenol- (pH 7,8) Chloroform-l1soamylalkohol (25:24:1) versetzt und
15 min bei 250 rpm und Raumtemperatur im Thermoschuttler inkubiert. Zur Phasen-
trennung erfolgte anschlielend eine Zentrifugation fiir 10 min bei 15500 g und Raum-
temperatur. Die wassrige Phase wurde danach zusammen mit dem gleichen Volumen
Chloroform in ein neues 50 ml Zentrifugenréhrchen UGberfihrt und analog dem
vorhergehenden Schritt extrahiert und zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde
wiederum nach Bestimmung des VVolumens in ein neues Zentrifugenréhrchen tberfihrt,
mit dem 0,33fachen Volumen 8 M Lithiumchloridlésung versetzt und ber Nacht bei
4°C inkubiert.

Anschlieend erfolgte eine 20minutige Zentrifugation bei 10000 g und 4°C. Das Pellet
wurde etwa 15 min bei Raumtemperatur unter der Sterilbank getrocknet, in 5 ml TES-
Puffer (P6) durch 20minttige Inkubation im Schittelwasserbad (Memmert Laborgeréte,
Schwabach) bei 60°C geldst, danach mit dem 0,1fachen Volumen 4 M NaCl-L6sung
und dem 2,5fachen Volumen Ethanoleinst Versetzt und exakt 25 min bei -80°C inkubiert.
Die RNA wurde durch 20minutige Zentrifugation bei 15500 g und 4°C sedimentiert,
das erhaltene Pellet bei Raumtemperatur unter der Sterilbank getrocknet und in 1 mi
sterilem H;Opigest bei 60°C im Schiittelwasserbad gelost.

Die Bestimmung der RNA-Konzentration und der Reinheit wurde spektrometrisch
durch die Ermittlung der Extinktion eines 100fach verdunnten Aliquots bei 260 nm
bzw. 280 nm Wellenldnge vorgenommen (s. 11.4.1.1). Die Kontrolle der RNA-Integritat
erfolgte elektrophoretisch durch die Auftrennung von 5 pg RNA in einem dena-
turierenden Agarose-Gel (s. 11.4.2.2) sowie visueller Beurteilung der ribosomalen 28 S
und 18 S RNA-Banden.

Alternativ wurde Gesamt-RNA bei grof3er Probenzahl und geringen bendtigten Mengen
mit dem RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert.
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11.4.2 Gelelektrophoretische Trennung von Nukleinsauren

11.4.2.1 DNA-Elektrophorese

Je nach GroRe der aufzutrennenden Fragmente wurden Gele in Konzentrationen von
0,8% bis 2% (w/v) Agarose (Biozym Scientific, Hess. Oldendorf) hergestellt. Dazu
wurde die entsprechende Menge Agarose in TAE-Puffer (P7) gegeben, durch kurzes
Aufkochen in der Mikrowelle geldst und in einen Geltrédger gegossen.

Die DNA-Proben wurden mit 6x DNA-Probenpuffer (P8) versetzt, mit Hilfe einer
Pipette auf das Gel aufgetragen und bei konstanter Spannung (1 V pro cm? Gelflache) in
einer Elektrophoresekammer (Modell 2; Mechanikwerkstatt Universitdt Konstanz bzw.
Modell HU13; biostep, Jahnsdorf) aufgetrennt. Anschliefend erfolgte die 15minitige
Féarbung des Gels in Ethidiumbromid-Losung (1 pg/ml). Die Ergebnisse wurden mit
Hilfe der Alphalmager-Videodokumentationsanlage (Biozym Diagnostik, Hess. Olden-
dorf) aufgezeichnet. Als GroRenstandard wurden DNA-Fragmente definierter Lange
(GeneRuler DNA Ladder Mix; Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet.

11.4.2.2 RNA-Elektrophorese

Agarose wurde in einer Konzentration von 1% (w/v) in RNA-Laufpuffer (P9) durch
kurzes Aufkochen in der Mikrowelle geldst. Nach dem Abkuhlen auf eine Temperatur
von etwa 50°C erfolgte die Zugabe von Formaldehyd.

Finf pg RNA wurden filir jede Applikationstasche vorbereitet. Dazu erfolgte die Ent-
nahme des entsprechenden Volumens RNA-LGsung aus den unter Gliederungspunkt
11.4.1.3 hergestellten Proben. Mit sterilem H;Opigest wurde ein Probenvolumen von 46 pl
eingestellt. Vier pl 4 M NaCl-Losung und 100 pl Ethanoleins: Vervollstdndigten den
Fallungsansatz.

Nach Inkubation der Proben (ber Nacht bei -20°C erfolgte eine 20minitige
Zentrifugation bei 14000 g und 4°C sowie ein Waschschritt mit 70%igem Ethanol. Die
erhaltenen Pellets wurden etwa 20 min unter der Sterilbank getrocknet und anschlieRend
in 22 pl RNA-Probenpuffer (P10) aufgenommen, 15 Minuten bei 65°C im Heizblock
denaturiert und danach bis zur Gelbeladung auf Eis gehalten. Die Trennung der RNA-
Fragmente erfolgte bei konstanter Spannung (1 V pro cm® Gelflache). AnschlieBend
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wurde das Gel etwa 60 min in HyOpigest inkubiert und danach in einer Ethidiumbromid-
Losung (1pug/ml in H2Opigest) angefarbt.

Die Qualitat der RNA wurde auf dem UV-Tisch bei einer Wellenldnge von 320 nm
anhand der Integritat der ribosomalen 18 S und 28 S RNA-Banden kontrolliert und
mittels Videodokumentation (Alphalmager; Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf)

aufgezeichnet.

11.4.3 Southern-Hybridisierung

11.4.3.1 Herstellung von Sonden

Die Markierung von DNA-Fragmenten mit Digoxigenin-dUTP erfolgte in einer
Standard-PCR (s. 11.4.4.1). Verwendet wurde ein spezieller DIG-dNTP-Mix, bestehend
aus je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, 1,9 mM dTTP und 0,1 mM DIG-dUTP (PCR DIG
Labelling Mix Alkali-labil; Roche Diagnostics, Mannheim). Als Matrize wurden 5 ng
Plasmid-DNA mit den entsprechenden DNA-Sequenzen eingesetzt.

Ein paralleler Kontrollansatz ohne DIG-dUTP wurde zusammen mit dem markierten
Sondenfragment im 1%igen (w/v) Agarosegel aufgetrennt. Der Erfolg der Markierung

konnte am veranderten Laufverhalten der Sonde Uberprift werden.

11.4.3.2 Southern-Blot

11.4.3.2.1 Restriktion und Gelelektrophorese

Jeweils 5 pg genomische DNA wurden pro Ansatz mit 2 pl Restriktionsendonuclease
(Pstl, Xhol, Eco81l je 10 u/ul) und dem entsprechenden Volumen des zugehdrigen
Puffers versetzt und 20 h bei 37°C im Brutschrank Modell Function Line Serie 700
(Kendro Laboratory Products, Langenselbold) inkubiert.

Nach Zugabe von DNA-Probenpuffer (P8) erfolgte die elektrophoretische Auftrennung
der Fragmente im 0,8%igen (w/v) Agarosegel (s.11.4.2.1). Die enzymatische Fragmen-
tierung der DNA konnte anschlieBend durch Ethidiumbromidfarbung unter UV-Licht

visuell kontrolliert werden.
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11.4.3.2.2 Transfer

Nach erfolgter Auftrennung der DNA-Restriktionsfragmente (11.4.3.2.1) wurde das Gel
zunéchst 20 min in 0,25 M HCI unter leichtem Schutteln inkubiert und anschliel3end
etwa 20 min in 0,4 M NaOH-Lo6sung denaturiert. Als pH-Indikator diente im Proben-
puffer (P8) enthaltenes Bromphenolblau. Die DNA wurde durch einen 8stiindigen
abwarts gerichteten Kapillartransfer auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond-
N+; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) ubertragen. Die Transfereinheit wurde
folgendermal3en aufgebaut:

auf einen ca. 10 cm hohen Stapel Papierhandtiicher wurden 3 Lagen Filterpapier
(Whatmann 3MM; Whatman, Gottingen), die Nylonmembran, das Gel und weitere
3 Lagen Filterpapier Ubereinander gelegt, wobei die GrofRe von Membran und Filter-
papier genau der Gelgrof3e entsprachen. Den Abschluss bildete ein Streifen Filterpapier,
welcher, in Gelbreite geschnitten, die Verbindung zum Pufferreservoir (P11) herstellte.
Im Anschluss an den Transfer erfolgte die kovalente Verknipfung von Membran und
DNA-Fragmenten durch 60minitige Inkubation bei 80°C.

11.4.3.2.3 Hybridisierung

Zunéchst erfolgte eine Prahybridisierung der Membran fur 2 h in 20 ml Hybridi-
sierungspuffer (P12) bei 65°C im Hybridisierungsinkubator (Biozym Diagnostic, Hess.
Oldendorf). Danach wurde die fir 3 min bei 95°C denaturierte Sonden-DNA zugegeben
und der gesamte Ansatz bei 65°C in Hybridisierungsrohren Gber Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag wurde die Membran 2x 5 min in 2x Waschpuffer I (P13) bei
Raumtemperatur und anschliefend 2x 15 Minuten in 0,5x Waschpuffer | (P14) bei 65°C

gewaschen.

11.4.3.2.4 Nachweis der gebundenen Sonde

Die Membran wurde zunéchst kurz in Waschpuffer Il (P15) aquilibriert und an-

schlieBend 1 h in Blockingpuffer (P16) bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte
die Zugabe des Antikdrpers (Verdinnung 1:10000; anti-DIG AP Fab-Fragmente; Roche
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Diagnostics, Mannheim) zum Blockingpuffer (P16). Ungebundene Antikdrper wurden
durch zweimaliges Waschen mit Waschpuffer 1l (P15) fir je 15 min bei Raum-
temperatur entfernt, die Membran anschlielend kurz in Detektionspuffer (P17) ge-
schwenkt und nach Zugabe von 1 ml CSPD-L6sung (0,25 mM CSPD ready-to-use;
Roche Diagnostics, Mannheim) zwischen zwei Plastikfolien 5 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert.

Die Membran wurde anschliefend in Saranfolie (Saran Wrap; DuPont, Wilmington,
USA) verpackt und zusammen mit einem Rontgenfilm (Hyperfilm ECL; Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) in eine Filmkassette gelegt. Die Belichtungsdauer richtete
sich nach der Signalstarke. Die Filmentwicklung wurde mit Hilfe eines automatischen
Entwicklungsgeréats (Optimax TR; MS Laborgeréte, Heidelberg) durchgefihrt.

11.4.4 PCR

11.4.4.1 Standard-PCR

Samtliche Reaktionen wurden mit den Thermocyclern PTC-150 (MJ Research,
Waltham, USA) bzw. Tpersonal (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Die verwendeten
Enzyme und Reaktionspuffer wurden von NEB (Frankfurt/Main) bezogen. Ein 20 pl

Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Volumen Reagenz Stammkonzentration

2 ul PCR-Puffer 10x

1 ul dNTPs 10 mM

1l Primerl 2 uM

1pul Primer2 2 uM
0,2 ul | Tag-Polymerase 5 Units/ml

DNA (1-50 ng)
ad HyOpigest

Das Standard-PCR-Programm umfasste folgende Schritte:

95°C | 1min | initiale Denaturierung

95°C 30s Denaturierung
T 30s Annealing goﬁgn
72°C | 1 min/kb Elongation y

72°C | 5min finale Elongation
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Etwa 30-40 Zyklen erwiesen sich fur die Mehrzahl der PCR-Anwendungen als aus-
reichend. Die Dauer der initialen Denaturierung war abhangig von der Art der verwen-
deten Template-DNA und DNA-Polymerase. Als Annealing-Temperatur (T,) wurde die
niedrigste Schmelztemperatur der eingesetzten Primer gewahlt. Die Elongationsdauer
richtete sich nach der GroRe des zu amplifizierenden Fragments (~1 kb/min). Die
effektivsten Bedingungen wurden durch Variation der einzelnen Parameter empirisch

ermittelt.

11.4.4.2 DJ-PCR

Konstrukte fur die vollstdndige Deletion von Genen, unabhéngig vom Vorhandensein
geeigneter Restriktionssequenzen, wurden mittels Double-Joint PCR (Yu et al., 2004)
generiert. In einem ersten 50 pul Reaktionsansatz erfolgte zunichst die Amplifikation der

5" und 3’ Flanken des Zielgens sowie der Resistenzkassette:

Volumen Reagenz Stammkonzentration

10 pl HF-Puffer 5X

1 ul dNTPs 10 mM

Sul Primerl 2 uM

Sul Primer2 2 uM
0,5 ul | Phusion Polymerase 2 Units/ml

DNA (1-20 ng)
ad HyOpidest

Das PCR-Programm umfasste folgende Schritte:

98°C | 1 min | initiale Denaturierung

98°C | 30s Denaturierung
60°C | 30s Annealing 30 Zyklen
72°C | 1 min Elongation

72°C | 5 min finale Elongation

Die Produkte der ersten PCR wurden anschlieend in einem zweiten PCR-Ansatz
eingesetzt, wobei jeweils etwa 50 ng der Flanken-DNA und 100 ng der amplifizierten
Resistenzkassette als Template verwendet wurden. Komplementire Uberhinge an den
Fusionsstellen von 5° Flanke und Promoter der Resistenzkassette bzw. 3’ Flanke und
3’ Terminus des Hygromycin-Phosphotransferase-Gens tibernahmen dabei die Primer-

funktion.
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Reaktionsansatz (50 pl) und PCR-Bedingungen waren wie folgt:

Volumen Reagenz Stammkonzentration

10 ul HF Puffer 5X

1 ul dNTPs 10 mM

0,5 ul Phusion Polymerase 2 Units/ml
stochiometr. hph-Kassette -
Verhaltnis 5’-Flanke -

1:1:1 3’-Flanke -

ad H;Opidest

98°C 1 min initiale Denaturierung

98°C 30s Denaturierung

60°C 30s Annealing 10 Zyklen
72°C 1 min Elongation

98°C 155 Denaturierung

72°C |1 min 30 s Elongation 25 Zyklen
72°C 5 min finale Elongation

Etwa 1 pl des Reaktionsansatzes der zweiten PCR wurde schlieBlich zur Generierung

von 2-5 pg Fusionskonstrukt in bis zu 10 Parallelansétzen eingesetzt:

Volumen Reagenz Stammkonzentration

10 ul HF Puffer 5X
1 ul dNTPs 10 mM
Sl nested-Primerl 2 uM
Sl nested-Primer2 2 uM

0,5 ul | Phusion Polymerase 2 Units/ml
1 ul Fusionsfragment -

26,5 ]Jl Hzobidest N

98°C | 1 min | initiale Denaturierung

98°C | 30s Denaturierung
60°C | 30s Annealing 30 Zyklen
72°C | 2 min Elongation

72°C | 5 min finale Elongation

Das amplifizierte KO-Konstrukt wurde mit dem QIlAquick PCR Purification Kit nach
Herstellerangaben (Qiagen, Hilden) gereinigt und fir die Transformation fungaler
Protoplasten verwendet.
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11.4.4.3 RT-PCR

RT-PCR-Ansédtze zur Abschatzung der relativen CgPKS1/CgPPT1-Transkriptmengen
in Deletionsmutanten und Wildtyp-Isolat wurden mit dem OneStep RT-PCR Kit
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Dazu erfolgte die Isolierung von
Gesamt-RNA (s. 11.4.1.3) aus 5 Tage alten CM-Flussigkulturen (M2). Jeweils 50 ng

RNA wurden pro 10 pl Reaktionsansatz verwendet:

Volumen Reagenz Stammkonzentration
2 ul RT-PCR Puffer 5X
0,4 ul dNTPs 10 mM
3 ul Primerl 2 uM
3ul Primer2 2 uM
0,2 ul | RT-PCR Enzymmix 50x
50 ng RNA
ad HzOpigest

Die cDNA-Synthese und die Amplifikation von CgPKS1- bzw. CgPPT1-Fragmenten
(Primer PPTORF1/PPTORF2, CgPKS3/CgPKS4 bzw. CgPKS1fl/CgPKSlintlrev)
wurden unter Verwendung folgender PCR-Parameter durchgefhrt:

50°C | 30 min | reverse Transkription
95°C | 15 min | initiale Denaturierung

94°C | 30s Denaturierung

60°C | 30s Annealing 25-40 Zyklen
72°C | 50s Elongation

98°C | 15s Denaturierung

72°C | 5min | finale Elongation

Kontrollansatze mit spezifischen Primern (CgCHSI111/CgCHSII3) fur die Amplifikation
eines 380 bp grofRen Fragments des Chitinsynthase-Gens CgCHSII wurden parallel
unter identischen Reaktionsbedingungen mitgefthrt.

11.4.4.4 quantitative PCR

Die relative Quantifizierung von DNA erfolgte mit einem MyiQ-Single Color Real-

Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA), ausgestattet mit
iIQ5-Standardsoftware (Version 2.0.148.60623). Template-DNA wurde wie beschrieben
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(s. 11.4.1.1) mit einer zusatzlichen Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert. DNA-
Fragmente <100 bp wurden durch eine Fallung mit SureClean-Ldsung (Bioline,
Luckenwalde) nach Herstellerangaben entfernt. Die exakte Bestimmung der DNA-
Konzentration erfolgte photospektrometrisch (s. 11.4.1.1) und densitometrisch (Alpha-
Imager, Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) nach Auftrennung im 1%igen (w/v)
Agarosegel.

Reaktionspuffer, Enzyme und dNTPs waren Bestandteile des kommerziell erworbenen
iIQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Komplettiert
wurden die 20 pl Reaktionsansdtze durch Zugabe spezifischer Primer (CgGPD-
gqRT.F2/CgGPD-gRT.F2) sowie der Template-DNA:

Volumen Reagenz Stammkonzentration
1 pl Primerl 2 uM
1 pl Primer2 2 uM
10 ul | i1Q SYBR Green Supermix 2X
100 ng DNA
ad HzOpigest

Das PCR-Programm bestand aus folgenden Reaktionsschritten:

95°C | 3 min | initiale Denaturierung

95°C | 30s Denaturierung

63°C | 20s Annealing 50 Zyklen
72°C | 155 Elongation

Im Anschluss erfolgte die Aufzeichnung der Produkt-Schmelzkurve im Temperatur-
bereich von 55°C-95°C in Schritten von 0,5°C. Zusétzlich wurden alle Reaktionen zur
Identifizierung moglicher Nebenprodukte elektrophoretisch in 1%igem (w/v) Agarose-
gel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt und analysiert (Alphalmager, Biozym
Diagnostik, Hess. Oldendorf).

Die Bestimmung der PCR-Effizienz erfolgte mit Hilfe der LinReg-Software Version 7.2
(Ramakers et al., 2003). Cy-Werte von Proben aus experimentellen Ansétzen mit je drei
biologischen Wiederholungen wurden zur Berechnung von Durchschnittswerten und
der Standardabweichung herangezogen. Alle Zahlenwerte im Ergebnisteil beziehen sich
auf den durchschnittlichen Cr-Wert von Proben aus der Inokulation unverletzter Blatter
mit Wildtyp-Konidien zum Zeitpunkt O des Experiments.
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11.4.4.5 Genome Walking

Die Analyse unbekannter Genomregionen, welche an bekannte Sequenzbereiche
anschlie3en, erfolgte durch die Sequenzierung von PCR-Fragmenten, die mit Hilfe der
Tailing-Methode (Liu & Baird; 2001) generiert wurden. Zunichst wurden 10 pg ge-
nomische DNA 60 min bei 37°C mit 0,5 u Nlalll (NEB, Frankfurt/Main) partiell
verdaut, elektrophoretisch im 0,8%igem (w/v) Agarosegel getrennt und Fragmente
>2 kb aus dem Gel eluiert (s. 11.4.5.1). AnschlieBend wurden diese Fragmente im
Tailing-Ansatz, bestehend aus 3-5 ug eluierter DNA; 50 u TdT (NEB, Frankfurt/Main);
0,25 mM CoCly; 1 mM dCTP und 1x Reaktionspuffer 4 (NEB, Frankfurt/Main) in 50 ul
Gesamtvolumen 1 h bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung der TdT erfolgte durch
20mindtige Inkubation bei 85°C.

Die primére PCR zur Amplifikation unbekannter DNA-Bereiche erfolgte in Reaktions-

ansitzen von 50 ul Gesamtvolumen:

Volumen Reagenz Stammkonzentration

Sul PCR-Puffer 10x

2 ul dNTPs 10 mM

3ul Primer SAP 2 uM

1pul spezifischer Primer 2 uM

0,5 ul Tag-Polymerase 5 Units/ml

0,5 ugoligo-dC DNA
ad HyOpigest

Das verwendete PCR-Programm umfasste folgende Schritte:

95°C | 2 min | initiale Denaturierung

95°C | 30s Denaturierung

72°C | 2 min Elongation 5 Zyklen
95°C | 30s Denaturierung

70°C | 30s Annealing 5 Zyklen
72°C | 2 min Elongation

95°C | 30s Denaturierung

68°C | 30s Annealing 20 Zyklen
72°C | 2 min Elongation

72°C | 5 min finale Elongation
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Aus dem Reaktionsansatz der 1. PCR wurde 1 pl in der anschlieBenden PCR (Gesamt-

volumen 50 pl) eingesetzt:

Volumen Reagenz Stammkonzentration
Sul PCR-Puffer 10x
2 ul dNTPs 10 mM
2 ul Primer UAP 2 uM
2 ul spezifischer Primer (nested) 2 uM
0,5 ul Taqg-Polymerase 5 Units/ml
1 ul Ansatz erste Reaktion
ad HyOpigest

Das Programm der 2. PCR entsprach dem Standard-PCR-Programm (s. 11.4.4.1) mit
2 min Elongationszeit und 68°C Annealingtemperatur. Die Auftrennung der ent-
standenen PCR-Produkte erfolgte elektrophoretisch im 1%igen (w/v) Agarosegel. Pro-
dukte >500 bp wurden anschlieBend eluiert (s. 11.4.5.1), in pGEM-Teasy (Promega,
Mannheim) kloniert, sequenziert und analysiert (s. 11.4.10).

11.4.5 Klonierung

11.4.5.1 Generierung von DNA-Fragmenten

Samtliche klonierten DNA-Fragmente wurden mittels PCR bzw. durch Restriktion vor-
handener Plasmidvektoren generiert. Nach Auftrennung der PCR-Produkte im Agarose-
gel, Ethidiumbromid-Farbung und Kontrolle unter UV-Licht wurden einzelne Banden
mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten. Die anschlieBende Gelelution der DNA
erfolgte entsprechend den Herstellerangaben mit dem MinElute Gel Extraction Kit bzw.
dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden).

11.4.5.2 Restriktionsverdau

Ansatze mit Restriktionsendonukleasen wurden in Volumina von 10-50 ul unter Zugabe
des entsprechenden Volumens 10x Reaktionspuffer bei enzymspezifischen Tempera-
turen inkubiert (Thermocycler PTC-150; MJ Research, Waltham, USA bzw. Tpersonal;
Biometra, Gottingen), wobei unterschiedliche Mengen Restriktionsendonuklease in
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Abhédngigkeit von der eingesetzten DNA-Menge sowie der Anzahl bekannter
Erkennungssequenzen verwendet wurden. Falls notwendig, erfolgte im Anschluss eine

Hitzeinaktivierung der Enzyme nach Herstellerangaben.

11.4.5.3 Ligation und Dephosphorylierung

Ligationsanséatze zur Klonierung von PCR-Fragmenten, die durch Tag-Polymerase
(NEB, Frankfurt/Main) generiert wurden, bestanden aus 2,5 pl 2x Ligationspuffer;
0,5 ul Vektor-DNA (pGEM-Teasy TA Cloning Vektor; Promega, Mannheim); 0,5 pl
T4 DNA-Ligase und 1,5 pl eluiertem DNA-Fragment (s 11.4.5.1). Die verwendeten
Enzyme und Puffer wurden dem T/A-Cloning Kit (Promega, Mannheim) entnommen.
Von DNA-Polymerasen mit Proofreading-Funktion (Phusion DNA Polymerase; NEB,
Frankfurt/Main) erzeugte PCR-Fragmente wurden nach Herstellerangaben mit den Rea-
genzien des CloneJET PCR Cloning Kit in den pJET1.2/blunt-Vektor (Fermentas, St.
Leon-Rot) kloniert.

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit komplementiren Uberhangen, welche durch
vorherige Inkubation mit Restriktionsendonukleasen entstanden, erfolgte in 10 pl
Reaktionsansitzen, bestehend aus 5 ul 2x Ligationspuffer, 1 ul T4 DNA-Ligase
(1 Weiss unit/pl) sowie Plasmid- und Insert-DNA im stéchiometrischen Verhéltnis 1:3.
Um eine Religation komplementérer VVektorenden zu verhindern, wurden diese durch
Zugabe von 0,5 u SAP/10 pl Restriktionsansatz und Inkubation fiir 30 min bei 37°C
dephosphoryliert. SAP wurde anschlieend 20 min bei 80°C deaktiviert.

Die Inkubation saémtlicher Ligationsansétze erfolgte bei 16°C (Thermocycler Tpersonal,
Biometra, Gottingen) Uber Nacht oder alternativ 1 h bei Raumtemperatur.

11.4.5.4 Transformation von E. coli

11.4.5.4.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Finf ml LB-Flussigmedium (M3) wurden mit einer Einzelkolonie E. coli DH10B bzw.
BL21 (DE3) inokuliert und tiber Nacht inkubiert (Bedingungen s. 11.1.3.1).
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Am néchsten Tag wurden 500 ml LB-Fliissigmedium (M3) in einem 2 Liter Erlen-
meyerkoloen mit 1 ml der Ubernachtkultur inokuliert und bis zum Erreichen einer
ODsggo Von etwa 0,6 inkubiert. In regelmélRigen Zeitabstanden entnommene Aliquots der
Bakteriensuspension wurden fir die Absorptionsmessung (Uvikon 933 Double Beam
UV/VIS-Spectrophotometer; Kontron Instruments, Mailand, Italien) verwendet.

Wahrend der weiteren Arbeitsschritte wurden alle eingesetzten GefélRe und Lésungen
auf Eis gekuhlt. Die Sedimentation der Zellen erfolgte durch 15minitige Zentrifugation
bei 5000 g und 4°C. Verwendet wurde ein GSA-Rotor (Sorvall Deutschland, Bad
Homburg) und Zentrifugenbecher mit 250 ml Fassungsvermdgen. Das Pellet wurde in
100 ml 10% (v/v) Glycerin resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt
4x durchgefiihrt. Danach erfolgte eine abschlieBende Zentrifugation fur 15 min bei
5000 g und 4°C. Das erhaltene Pellet wurde dann in 2 ml 10% (v/v) Glycerin sorgféltig
resuspendiert, die Zellsuspension in Aliquots von 100 pl aufgeteilt und bei -80°C

gelagert.

11.4.5.4.2 Elektroporation

Fiinfzig pul kompetente Zellen wurden zusammen mit 1 pl Ligationsansatz in eine 2 mm
Elektroporationskiivette (Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) pipettiert, 5 min auf Eis
inkubiert und anschlieRend im Elektroporator (Multiporator; Qiagen, Hilden) 5 ms einer
Stromspannung von 2500 Volt ausgesetzt. Die Zellsuspension wurde sofort in ein 2 ml
Reaktionsgefall mit 1 ml LB-Flissigmedium (M3) Gberfihrt.

In der nachfolgenden 60min(tigen Regenerationsphase bei 37°C und 250 rpm im
Kulturschuttler erfolgte die Expression des Ampicilin- bzw. Kanamycinresistenzfaktors

in erfolgreich transformierten Bakterienzellen.

11.4.5.4.3 Selektion

Volumina von 100 pl bis 400 ul Zellsuspension transformierter E. coli (s. 11.4.5.4.2)
wurden auf LBamp- bzw. LBya-Agar (M4) zusammen mit 10 pl steriler IPTG-L6sung
(L11) und 60 ul X-Gal-Losung (L12) ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C im Kultur-
schrank inkubiert. Die ldentifizierung transformierter Zellen mit und ohne Vektor-
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insertion erfolgte anhand der Koloniefarbung (Blau-WeiR-Selektion, pPGEM-Teasy TA
Cloning Vektor; Promega, Mannheim). Kolonien, die aufgrund der Insertion eines
DNA-Fragments in den offenen Leserahmen des R-Galaktosidasegens (N-terminaler
Teil von a-lacZ) keine Farbreaktion zeigten, wurden mit Hilfe eines Zahnstochers unter
sterilen Bedingungen auf Selektionsmedium (LBamp-Agar, IPTG, X-Gal; s. oben)
ubertragen und standen fiir weitere Anwendungen zur Verfugung.

Ein anderes Selektionsprinzip kommt bei Transformationen mit dem pJET1.2/blunt-
Vektor (Fermentas, St. Leon-Rot) zur Anwendung. Inserierte DNA-Fragmente unter-
brechen den ORF des eco47IR-Gens, welches flr eine cytotoxische Restriktionsendo-
nuclease codiert. Rezirkularisierung fuhrt zur Expression eines letalen Faktors und
verhindert somit das Wachstum von Bakterienkolonien, die VVektoren ohne DNA-Insert

aufgenommen haben.

11.4.5.5 Transformation von A. tumefaciens

11.4.5.5.1 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

A. tumefaciens AGL1 wurde ausgehend von einer Glycerin-Dauerkultur auf LB-Agar
(M12) mit Rifampicin (L20) ausgestrichen und 2-4 Tage bei 28°C inkubiert. Finf ml
LB-Flissigmedium (M3/L20) wurden anschliefend mit einer Einzelkolonie inokuliert
und Gber Nacht inkubiert (Bedingungen s. 11.1.3.1). Zwei ml dieser Vorkultur wurden
dann zur Inokulation von 100 ml LB-Flissigmedium (M3/L20) verwendet und bis zum
Erreichen einer ODggo von 0,5-0,8 inkubiert. Danach wurde die Kultur 10 min auf Eis
abgekuhlt und anschlieBend 5 min bei 4000 g und 4°C zentrifugiert (Sorvall RC 5C
Plus; Sorvall Deutschland, Bad Homburg). Das erhaltene Pellet wurde in 1 ml eiskalter
20 mM CaCl,-L6ésung resuspendiert, die Zellsuspension in vorgekihlte 1,5 ml
ReaktionsgefaRe aliquotiert und bei -80°C gelagert.

11.4.5.5.2 Transformation und Selektion

Ein 100 pl Aliquot der chemisch kompetenten Zellen wurde mit 6 pl Plasmid-DNA
versetzt und 5 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen sofort in LB-
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Flussigmedium (M3) resuspendiert und 3 h bei 28°C und 220 rpm inkubiert. Danach
wurden die transformierten Zellen auf LB-Agar (M4/L20/L9) ausplattiert und 3 Tage
bei 28°C inkubiert.

11.4.5.6 Kolonie-PCR

Die Kontrolle der Insertgrof3e klonierter DNA-Fragmente erfolgte mittels PCR, wobei
Teile einer Bakterienkolonie mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers direkt in den PCR-
Ansatz (bertragen wurden. Abweichend vom PCR-Standardprotokoll (s. 11.4.4.1)

erfolgte die initiale Denaturierung bei 95°C fur 5 min.

11.4.6 Protoplastentransformation

11.4.6.1 Gewinnung von Protoplasten

Konidien 14 Tage alter CgM2-Kulturen wurden mit H,Opigest Unter sterilen Be-
dingungen von OMA-Platten (M1) gespiilt und in Konzentrationen von etwa 10%/ml in
Erlenmeyerkolben mit 100 ml Komplettmedium (M2) bei 23°C ohne Schitteln 6-
7 Tage inkubiert. Anschlieend erfolgte die Filtration der Flussigkultur durch zwei
Lagen Miracloth (Calbiochem, San Diego, USA). Sedimentiert wurden die Konidien
durch 10minutige Zentrifugation bei 4000 g und 20°C in 200 ml Zentrifugenbechern
(Rotor SLA-1500, Zentrifuge Sorvall-RC-6; Sorvall Deutschland, Bad Homburg).

Die Protoplastierung der Konidien erfolgte durch Zugabe von 20 ml einer 0,7 M NaCl-
Losung mit 20 mg/ml Trichoderma harzianum Lysing Enzymes (Sigma, Deisenhofen);
0,1% (v/v) 3-Mercaptoethanol sowie 3stlindige Inkubation bei 30°C und 75 rpm im
Kulturschittler. Sedimentiert wurden die protoplastierten Konidien durch Zentri-
fugation fir 10 min bei 2000 g und 4°C in 30 ml Zentrifugenrohrchen (Rotor SS-34;
Zentrifuge Sorvall RC-6; Sorvall Deutschland, Bad Homburg). Die Protoplasten wurden
in 20 ml STC-Puffer (P18) gewaschen, erneut zentrifugiert und anschlieBend in 1 ml
STC-Puffer (P18) aufgenommen.
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11.4.6.2 Transformation und Selektion

Zu je 100 pl Protoplastenlosung (S. 11.4.6.1) wurden in sterilen 15 ml Zentrifugen-
rohrchen 1-5 pg des DNA-Konstrukts gegeben. Parallel wurde ein Kontrollansatz ohne
DNA mitgefuhrt. Sdmtliche Ansétze wurden 30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte
die Zugabe von 1 ml PEG-Puffer (P19) und eine 20mindtige Inkubation bei Raum-
temperatur.

Zu jedem Aliquot wurden anschlielend 5 ml flissiges, 45°C warmes Regenera-
tionsmedium (M8) gegeben. Der gesamte Ansatz wurde dann zum Uberschichten von
Petrischalen mit Selektionmedium (M9) verwendet. Die Inkubation der Petrischalen
erfolgte bei Raumtemperatur bis zum Erscheinen sichtbarer Kolonien.

11.4.6.3 Gewinnung von Einzelsporisolaten

Hygromycinresistente Kolonien wurden zur Gewinnung von Konidien zundchst auf
Petrischalen mit OMA-Medium (M1) (bertragen. Nach etwa 10 Tagen wurden die
Konidien der Transformanten durch Zugabe von sterilem H;Opigest abgespult und stark
verdiinnt (~10%ml) auf PDA mit 100 pg/ml Hygromycin B (M7) ausplattiert. Einzelne
Kolonien wurden auf diese Weise isoliert und wiederum auf OMA-Medium (M1)
ubertragen.

11.4.7 A. tumefaciens vermittelte Transformation von M. oryzae

11.4.7.1 Gewinnung von Konidien

Konidien von 10 Tage alten Magnaporthe oryzae CMM-Agar-Kulturen (M14) wurden
mit Hilfe eines Drigalski-Spatels mit ca. 10 ml sterilem H,Opigest @bgeschwemmt und
durch zwei Lagen Miracloth (Calbiochem, San Diego, USA) filtriert. Sedimentiert
wurden die Konidien durch 10minutige Zentrifugation bei 4000 g und 20°C in 50 ml
Zentrifugenrohrchen (Rotor SLA-1500, Zentrifuge Sorvall-RC-6; Sorvall Deutschland,
Bad Homburg). Das erhaltene Pellet wurde zundchst in 1 ml sterilem H;Opigest
aufgenommen und die Suspension auf eine Konzentration von 10° Konidien/ml

eingestellt.
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11.4.7.2 Transformation und Selektion

Mehrere Kolonien transformierter A. tumefaciens (s. 11.4.7.2) wurden zur Inokulation
einer Ubernachtkultur von 5 ml LB-Fliissigmedium (M3/L9/L20) verwendet. Ein ml
der Bakteriensuspension wurde am nédchsten Tag 3 min bei 8000 g und 20°C zentri-
fugiert und in 5 ml AIM-Flissigmedium (M15) resuspendiert. AnschlieBend erfolgte
eine Inkubation der Suspension im 15 ml Réhrchen bei 28°C und 220 rpm fur 6-8 h.

Im néchsten Schritt wurden 200 pl Sporenlésung und 200 pl Bakteriensuspension
gemischt. Diese Losung wurde vorsichtig entlang des duReren Randes eines sterilen
Filters (NC45 ST Membranfilter; Schleicher & Schuell, Dasseln), der auf AIM-Agar
(M16) ausgelegt wurde, pipettiert. Nach dem Abtrocknen der Fliissigkeit wurden die
Platten 48 h bei 28°C im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend erfolgte der Transfer der
Filter auf CMM-Selektionmedium (M17) und eine weitere Inkubation von 5-10 Tagen.
Sichtbare Einzelkolonien von &uRersten Filterrand wurden zundchst auf CMM-
Selektionsmedium (M17), spater auf CMM-Agar (M14) Ubertragen.

11.4.8 Deletionsstrategien

11.4.8.1 Inaktivierung und Komplementation von CgPPT1

Ein 2313 bp DNA-Fragment, welches den kodierenden Bereich von CgPPT1 (1111bp)
sowie 1202 bp 5°-flankierende Sequenz umfasst, wurde mittels PCR (Primer CgPPT
KO1/CgPPT KO2) amplifiziert und in pGem-Teasy (Promega, Mannheim) kloniert.
Durch Restriktionsverdau mit Eco811 und anschlielender Ligation wurde ein 182 bp
Fragment aus dem 5’-Bereich des CgPPT1 ORF (Nukleotide 226-307) durch die
2,55 kb grol3e Eco811-Hygromycinresistenzkassette des Vektors pGEMhphBsul ersetzt.
Die Transformation fungaler Protoplasten erfolgte mit dem PCR-Produkt (Primer
CgPPT KO1/CgPPT KO2) des vollstandigen Deletionsfragments. Als PCR-Template
wurde der Vektor pPGEMCgPPT1KO mit dem 4,68 kb grofen KO-Konstrukt verwendet.
Der Nachweis der korrekten Integration des KO-Konstrukts erfolgte durch Southern-
Analyse. Dazu wurde die DNA einzelner Transformanten mit Pstl fragmentiert,
elektrophoretisch aufgetrennt, auf einer PVDF-Membran fixiert und mit einer
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spezifischen 686 bp grofRen DIG-Sonde (Primer PPT KO Sondel/PPT KO Sonde2;
Nukleotide -849 bis -163 vor ATG) hybridisiert.

Zur Herstellung des CgPPT1-Expressionskonstrukts wurde zundchst ein 2316 bp DNA-
Fragment, welches 1,2 kb der CgPPT1-Promoterregion sowie den vollstdndigen
CgPPT1-ORF umfasst, mittels PCR amplifiziert (Primer EGFP1/EGFP2) und in pGem-
Teasy (Promega, Mannheim) kloniert. Der resultierende Vektor pPGEMPPTfl wurde mit
Bsp119l linearisiert und anschlieend dephosphoryliert. Die Terminatorsequenz des
Aspergillus nidulans trpC-Gens des Vektors pSH1.6EGFP (750bp) wurde mittels PCR
amplifiziert (Primer TERfwW/EGFP4) und in die Bsp119l-Restriktionsstelle des Vektors
pGEMPPTTl kloniert. Das vollstdindige CgPPT1-Komplementationskonstrukt wurde
durch Notl-Restriktionsverdau aus pGEMCgPPT1KOM geschnitten und zur Transfor-
mation von Protoplasten der ACgpptl-Deletionsmutante verwendet. Modifiziertes
Regenerationsmedium (M10) und Selektionsmedium (M11) ohne Lysin wurde zur

Selektion lysin-prototropher Transformanten eingesetzt.

11.4.8.2 Inaktivierung und Komplementation von CgPKS1

Die Inaktivierung von CgPKS1 erfolgte durch die Integration einer Hygromycin-
resistenzkassette in den ORF des Gens. Zunéchst wurde ein 1689 bp grof3es Fragment
von CgPKS1 (Nukleotide 3557-5246) mittels PCR amplifiziert (Primer CgPKS1KO1/
CgPKS1KO2) und in pGem-Teasy (Promega, Mannheim) kloniert. Der resultierende
Vektor pGEMCgPKS1fl wurde mit Bsp119l linearisiert und anschlieBend dephos-
phoryliert. Die 3,7 kb groRe Hygromycinresistenzkassette aus dem Vektor pAN7-1,
subkloniert in pCR2.1hphBsp119l, wurde durch Bspll19l-Restriktionsverdau aus
pCR2.1hphBsp1191 geschnitten und in die Bspl19l-Restriktionsstelle von pGEM-
CgPKS1fl Kkloniert. Das vollstandige 5,4 kb groRe KO-Konstrukt aus dem Vektor
pPGEMCgPKS1KO wurde anschliefend mittels PCR amplifiziert (Primer CgPKS1KO1/
CgPKS1KO0O2) und zur Transformation fungaler Protoplasten verwendet.

Der Nachweis der korrekten Integration des KO-Konstrukts erfolgte durch Southern-
Analyse. Dazu wurde die DNA einzelner Transformanten mit Xhol fragmentiert,
elektrophoretisch aufgetrennt, auf einer PVDF-Membran fixiert und mit einer spezi-
fischen Sonde (Primer CgPKS1 probel/CgPKS1 probe2; Nukleotide 4424-4708)
hybridisiert.
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Das CgPKS1-Komplementationskonstrukt wurde durch PCR-Amplifikation eines
7,2 kb groRen DNA-Fragments (Primer CgPKS1fl1/CgPKS1fl2), welches den CgPKS1-
ORF und etwa 500 bp Terminatorregion umfasst, generiert. Die Klonierung des
Fragments in den Vektor pJET2.1/blunt fuhrte zum Vektor pJETCgPKS1fl. Die Fusion
mit dem oliC-Promoter aus Aspergillus nidulans (Ward & Turner, 1986 MGG) erlaubt
eine konstitutive Expression von CgPKS1. Dazu wurden 833 bp oliC-Promoterregion
von genomischer DNA mittels PCR amplifiziert (Primer Olic fw Xba/Olic rev Xba), in
pGem-Teasy (Promega, Mannheim) kloniert, durch Xbal-Restriktion aus dem Klonie-
rungsvektor geschnitten und in die Xbal-Restriktionsstelle von pJetblunt, in 5°-
Orientierung zum promoterlosen CgPKS1-Komplementationskonstrukt, kloniert. Das
etwa 8 kb grofle Komplementationskonstrukt aus dem Vektor pGEMCgPKS1KOM
wurde mittels PCR amplifiziert (Primer Olic fw Xba/CgPKS1fl2) und zur Trans-
formation von Protoplasten der ACgpks1-Deletionsmutante verwendet. Dabei wurde das
Komplementationskonstrukt mit dem PCR-Produkt (Primer noursf/noursr) der Nourseo-
thricin-Resistenzkassette des Vektors pNR1 (Malonek et al., 2004) ko-transformiert.

Ein weiterer Komplementationsansatz basierte auf der heterologen Integration des
Colletotrichum lagenarium PKS1-Gens durch Transformation von Protoplasten der
ACgpksl-Mutante mit dem linearisierten Vektor pTAPSG (Fujii et al., 1999).

11.4.8.3 Inaktivierung von CgAAR

Die Herstellung des KO-Konstrukts fur die vollstdndige Deletion von CgAAR erfolgte
mittels DJ-PCR (s. 11.4.4.2). Zundchst wurden in separaten PCR-Ansatzen jeweils 1 kb
5’- und 3’-flankierende Bereiche (Primer DJ-5'Flanke-for/DJ-5'Flanke-rev bzw. DJ-
3'Flanke-for/DJ-3'Flanke-rev) des CJAAR-ORF und die Hygromycin-Resistenzkassette
des Vektors pAN7-1 (Primer Hyg DJ fw/Hyg DJ rev) amplifiziert. Komplementére
Uberhidnge der PCR-Produkte ermdglichten in einer zweiten PCR die Fusion der
einzelnen Fragmente zum kompletten KO-Fragment. In einer terminalen PCR wurde
das Fusionsprodukt der vorhergehenden Reaktion mit Hilfe spezifischer Primer (DJ-
5'Flanke-nes/DJ-3'Flanke-nes) zur Gewinnung grofierer Mengen des KO-Fragments
amplifiziert und anschlief3end zur Transformation fungaler Protoplasten verwendet.

Der Nachweis der korrekten Integration des KO-Konstrukts erfolgte durch Southern-
Analyse. Dazu wurde die DNA einzelner Transformanten mit Eco811 fragmentiert,



Material und Methoden 75

elektrophoretisch aufgetrennt, auf einer PVDF-Membran fixiert und mit einer
spezifischen Sonde (Primer Cg-SQ_7/AAR-Sonde-rev; Nukleotide 2929-3335 Vektor
pAN7-1 sowie 0,5 kb CgAAR-Terminatorbereich) hybridisiert.

11.4.8.4 Inaktivierung von MoPPT1

Ein 3135 bp DNA-Fragment, welches den kodierenden Bereich von MoPPT1 (1146bp)
sowie jeweils etwa 1000 bp 5°- und 3’-flankierende Sequenz umfasst, wurde mittels
PCR (MagPPTKO fw/MagPPTKO rev) amplifiziert und in pGem-Teasy (Promega,
Mannheim) kloniert. Durch Restriktionsverdau mit Eco81l und Stul wurde ein 870 bp
Fragment, welches den Bereich von 60 bp vor dem putativen Translationsstart bis
810 bp nach dem ATG des MoPPT1-Gens umfasst, durch die 2,6 kb grof3e Eco811/Stul-
Hygromycin-Resistenzkassette des Vektors pPGEMhphEco811/Stul ersetzt. Das fertige
KO-Konstrukt wurde durch Restriktion mit Notl aus pGem-Teasy geschnitten und in
den mit PspOMI linearisierten Vektor pPCAMBIAQ0380 kloniert.

Der Nachweis der korrekten Integration des KO-Konstrukts erfolgte durch Southern-
Analyse. Dazu wurde die DNA einzelner Transformanten mit Pstl fragmentiert,
elektrophoretisch aufgetrennt, auf einer PVDF-Membran fixiert und mit einer
spezifischen 400 bp groRen Sonde (Primer MagPPTprobel/MagPPTprobe2; Nukleotide
-480 bis -80 vor ATG) hybridisiert.

11.4.9 eGFP-Fusionen

11.4.9.1 CgPPT1:eGFP

In die unikale Bsp119l-Restriktionsstelle des Plasmids pGEMPPTfl wurde ein 1,5 kb
grolRes PCR-Fragment (Primer EGFP3/EGFP4) kloniert, welches den ORF des eGFP-
Gens sowie dem Terminator des Aspergillus nidulans trpC-Gens aus dem Vektor
pSH1.51EGFP enthalt. Der resultierende Plasmidvektor wurde durch Agel-Restriktion
linearisiert. Anschliefend wurde die 2,4 kb groRe Hygromycin-Resistenzkassette des
Vektors pGEMhphAgel in die Agel-Schnittstelle des eGFP-Fusionsvektors kloniert.
Das vollstandige 6,2 kb groBe CgPPT1:eGFP Fusionskonstrukt wurde mit der Re-
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sistenzkassette durch Notl-Restriktionsverdau aus pGem-Teasy (Promega, Mannheim)

geschnitten und zur Transformation von CgM2-Protoplasten verwendet.

11.4.9.2 CgPKS1:eGFP

Ein 1,3 kb groRes DNA-Fragment, welches 300 bp des putativen CgPKS1-ORF sowie
1 kb Promotersequenz umfasst, wurde mittels PCR amplifiziert (Primer PKSEGFP1/
PKSEGFP2) und in pGEM-Teasy (Promega, Mannheim) kloniert. In die unikale
Bsp119I1-Restriktionsstelle des resultierenden Vektors pGEMPKS1egfpl wurde ein
1,5 kb groRes PCR-Fragment (Primer EGFP3/EGFP4) kloniert, welches den ORF des
eGFP-Gens mit dem Terminator des Aspergillus nidulans trpC-Gens aus dem Vektor
pSH1.6EGFP enthélt. Der resultierende Plasmidvektor wurde durch Agel-Restriktion
linearisiert. AnschlieRend wurde die 2,4 kb Hygromycin-Resistenzkassette des Vektors
pHPHAgel in die Agel-Schnittstelle des eGFP-Fusionsvektors kloniert. Das voll-
standige 5,2 kb groRe CgPKS1:eGFP Fusionskonstrukt wurde mit der Resistenzkassette
durch Notl-Restriktionsverdau aus pGem-Teasy (Promega, Mannheim) geschnitten und

zur Transformation von CgM2-Protoplasten verwendet.

11.4.10 Sequenzierung und Sequenzanalyse

11.4.10.1 Sequenzierreaktion und Probenvorbereitung

Die verwendete Sequenziertechnik beruht auf der Kettenabbruchmethode nach Sanger
et al. (1977). Fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide ermdglichen die Detektion der
PCR-Fragmente, wobei die vier im Reaktionsmix (Applied Biosystems, Weiterstadt)
vorhandenen ddNTPs durch eine Markierung mit unterschiedlichen Chromophoren
identifiziert werden. Templates fur die Sequenzierreaktion waren PCR-Produkte sowie
Plasmid-DNA.
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Ein 10 pl Sequenzieransatz setzte sich wie folgt zusammen:

Volumen Reagenz Stammkonzentration
2 ul Ready Reaction Mix -
1 pl Sequenzierprimer 2 uM

50-500 ng DNA
ad H>Opidest

Das PCR-Programm umfasste folgende Schritte:

96°C | 1 min | initiale Denaturierung
96°C | 10s Denaturierung

55°C | 10s Annealing 30 Zyklen
60°C | 4 min finale Elongation

Dreiflig Reaktionszyklen wurden durchlaufen. Durch Zugabe von 1 ul Sequenzierpufter
(P20) und 25 pl Ethanol wurde die enzymatische Reaktion terminiert und markierte
DNA-Fragmente gefallt. Der gesamte Ansatz wurde zundchst 15 min bei Raum-
temperatur inkubiert, anschlieend 20 min bei 5000 g und 4°C zentrifugiert, mit 50 pl
70%igem Ethanol gewaschen und nach erneuter Zentrifugation fur 15 min bei 5000 g
und 4°C unter der Sterilbank getrocknet. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C.

11.4.10.2 Sequenzierung und Analyse der Daten

Sequenzanalysen wurden mit dem ABI Prism 377 DNA Sequencer (Applied Bio-
systems, Weiterstadt) durchgefthrt. Die Handhabung des Geréts erfolgte nach Herstel-
lerangaben.

Sequenzauswertung und manuelle Korrektur der Sequenzdaten wurden mit dem Laser-
gene-Programmpaket DNASTAR (Madison, USA) vorgenommen. Homologiever-
gleiche (BLAST Search; Altschul et al., 1997) und Datenbankrecherche erfolgten tber
die Internetseiten des NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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11.4.11 Expression rekombinanter Proteine

11.4..11.1 Expressionsstrategie

CgPPT1 (NCBI accession AAZ04409) wurde mittels PCR unter Verwendung von
Template-cDNA amplifiziert (Primer CgPPT1exprl/CgPPT1lexpr2) und nach Ndel/
Notl-Restriktion in die entsprechenden Schnittstellen des E. coli-Expressionsvektors
pET28a (Novagen, Darmstadt) kloniert.

Auf gleichem Weg erfolgte die Klonierung der ACP-Doméane von CgPKS1 (NCBI
accession FJ194435; Nukleotide 4969-5268; Primer CgPKS1lexprl/CgPKSlexpr2) in
pET28a. AuRerdem wurde das durch PCR generierte Fragment von CgPKS1 (Primer
CgPKS1expr3/CgPKS1expr2) unter Verwendung der EcoRI/Notl-Restriktionsstellen in
den E. coli-Expressionsvektor pGEX-4T-1 (GE Healthcare, Miinchen) kloniert. Diese
Klonierungsstrategie ermdglicht die Expression von Proteinen mit N-terminalem (His)s-
(pET28a) bzw. GST- (pGEX-4T-1) Tag.

Die Vektorkonstrukte wurden mittels Transformation in E. coli BL21(DE3) einge-

schleust, reisoliert und durch Sequenzierung und Sequenzanalyse kontrolliert.

11.4.11.2 Proteinexpression in E. coli

Einzelkolonien transformierter E. coli BL21 (DE3) wurden in 5 ml LB-Flussigmedium
(M3; 50 pg/ml Kanamycin bzw. 100 pg/ml Ampicillin) iibertragen und bei 37°C und
200 rpm im Kulturschittler Classic C25 (New Brunswick Scientific, New Jersey, USA)
uber Nacht inkubiert. Mit diesen Vorkulturen wurden am ndchsten Tag Erlenmeyer-
kolben mit 1000 ml LB-Flissigmedium (M3; 50 pg/ml Kanamycin bzw. 100 pg/ml
Ampicillin) inokuliert und bis zum Erreichen einer ODggo von 0,6 bei 37°C und 200 rpm
inkubiert.

Die Induktion der Proteinexpression erfolgte durch Zugabe von 10 ml IPTG-L6sung
(L11). Nach weiteren 4 h Inkubation bei 37°C und 200 rpm wurden die Zellen durch
10mindtige Zentrifugation bei 5000 g sedimentiert (Sorvall RC 5C Plus; Rotor SLA-
1500; Sorvall Deutschland, Bad Homburg).
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11.4.11.3 Zellaufschluss

Das erhaltene Zellpellet mit einem Gewicht von etwa 8 g (s. 11.4.11.2) wurde in 45 ml
Aufschlusspuffer (P21) resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte unter Verwendung
einer French-Presse (Aminco; SLM Instruments, Rochester, USA) bei einem Maximal-
druck von 1,1x10° Pa und anschlieRender abrupter Entspannung. Insgesamt wurden drei
Hochdruck-/Entspannungsphasen durchlaufen.

11.4.11.4 Proteinreinigung

Die Proteinreinigung wurde entsprechend den Vorgaben des Herstellers mit dem
AKTAprime System (GE Healthcare, Miinchen) bei 4°C im Kiihlraum durchgefiinrt.
Zelllysate mit exprimierten (His)s- Proteinen wurden zundchst auf eine HiTrap DEAE
FF-Séule (GE Healthcare, Minchen), &quilibriert mit DEAE-Puffer (P22), aufgetragen.
Der Séulendurchfluss wurde anschliellend fur die Beladung der mit HT-Puffer (P23)
aquilibrierten HisTrap-Séule (GE Healthcare, Miinchen) verwendet. Die Elution gebun-
dener Proteine erfolgte in einem linearen Gradienten von 0-500 mM Imidazol in
Aquilibrierungspuffer (P23).

Lysate mit dem GST-Fusionsprotein wurden auf eine GSTrap HP-S&ule (GE Health-
care, Minchen), aquilibriert mit HP-Puffer (P24), aufgetragen. Die Elution erfolgte in
Aquilibrierungspuffer (P24) mit 10 mM reduziertem L-Glutathione (Sigma-Aldrich,
Hamburg). Fraktionen mit affinittsgereinigten Proteinen wurden vereinigt und mit
Zentrifugenfiltern (Amicon Ultra; Millipore, Billerica, USA) nach Herstellerangaben
konzentriert. Verbliebene Verunreinigungen wurden anschlieBend unter Verwendung
einer HiLoad 16/60 Superdex 75 pg-Saule (GE Healthcare, Minchen), dquilibriert mit
HL-Puffer (P25), entfernt. Die Lagerung von (His)e-CgPPT1 und GST-CgPKS100
erfolgte bei -80°C in Storage-Puffer (P26).

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die theoretischen Absorptionskoef-
fizienten von (His)s-CgPPT1 und GST-CgPKS100 verwendet (www.expasy.org/tools).
Die Messung 100fach verdinnter Aliquote erfolgte bei 280 nm (Uvikon 933 Double
Beam UV/VIS Spectrophotometer; Kontron Instruments, Mailand, Italien).
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11.4.12 in vitro 4’-Phosphopantetheinylierung

11.4.12.1 Phosphopantetheinylierungsreaktion

Reaktionsansdatze zum Nachweis der Phosphopantetheinyltransferaseaktivitdt von
(His)s-CgPPT1 enthielten 100 uM fluoreszenzmarkiertes CoA-488 (Covalys, Witters-
wil, Schweiz), 5 uM (His)e-CgPPT1 und 50 uM GST-CgPKS100 in 1x PP-Reaktions-
puffer (P30) in einem Gesamtvolumen von 25 ul. In parallelen Kontrollansitzen
wurden einzelne Reaktionskomponenten durch das entsprechende Volumen H;Opigest
ersetzt.

Die Ansédtze wurden 30 min bei 23°C im WiseCube-Inkubator (Daihan Scientific,
Seoul, Korea) inkubiert. Terminiert wurde die Reaktion durch Zugabe von 25 pul
2x SDS-Probenpuffer (P27) und Erhitzen auf 95°C fir 2 min im Heizblock (Thermo-

mixer comfort; Eppendorf, Hamburg).

11.4.12.2 SDS-Gelelektrophorese

Je 10 pl Probenvolumen wurden mittels SDS-PAGE nach Laemmli (1970) in 12%igem
Acrylamidgel (Sammelgel: 3,9% (w/v) Acrylamid; 0,1% (w/v) N,N’-Methylen-
bisacrylamid; 125 mM Tris-HCI; pH 6,8; 0,1% (w/v) SDS; Trenngel: 12% (w/v)
Acrylamid; 0,32% (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid; 0,375 mM Tris-HCI; pH 8,8;
0,1% (w/v) SDS) in SDS-Laufpuffer (P28) bei konstant 30 mA aufgetrennt. Die
Polymerisationsreaktion wurde durch die Zugabe von 0,01% (w/v) Ammoniumperoxo-
disulfat sowie 0,005% (v/v) N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine gestartet. Verwen-
det wurden GielRvorrichtung und Laufkammer des Mini-PROTEAN Tetra Electrophore-
sis Systems (Biorad Laboratories, Miinchen).

11.4.12.3 Detektion markierter Reaktionsprodukte

Acrylamidgele wurden 2 h unter leichtem Schwenken (Unimax 2010; Carl Roth,

Karlsruhe) in einer Coomassie-Farbeldsung (L5) angefarbt. Ungebundener Farbstoff

wurde anschlieBend unter leichtem Schatteln in Entférbelésung (L6) entfernt.
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Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit Hilfe eines FLA-3000 Phosphoimagers
(Fujifilm, Disseldorf).

11.5 Metabolitanalytik

11.5.1 Fermentation und Extraktion

11.5.1.1 Fermentation von C. graminicola

Sterilisierte Fermenter (Modell C6; Biolafitte, Paris, Frankreich) mit 20 | Kulturmedium
(M 12) sowie 1 ml Silikonentschdumer (Merck, Darmstadt) wurden mit 200 ml CgM2-
Vorkultur beimpft. Die anschlieRende Fermentation erfolgte bei konstant 21°C, 130 rpm
des Rihrwerks und einer Luftzufuhr von 3 I/min. Tagesproben wurden zur Bestimmung
von pH-Wert (pH-Meter CG 820; Schott, Hofheim) und Glucosegehalt (Diabur-Test
5000; Roche Diagnostics, Mannheim) steril entnommen. Die Fermentation wurde be-

endet, sobald keine Glucose im Kulturmedium mehr nachweisbar war.

11.5.1.2 Herstellung von Extrakten aus Kulturtberstanden

Flussiger Kulturiberstand und Pilzmyzel der Fermentation wurden durch Filtration
(200x200 mm Tiefenfilter; Pall Corporation, Bad Kreuznach) separiert. Das erhaltene
Kulturfiltrat wurde mit dem gleichen Volumen Ethylacetat (BASF, Ludwigshafen)
extrahiert. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuumrotationsverdampfer
(Rotavapor RE-111, Bichi, Essen) entfernt. Nach der Bestimmung des Riickstands-

gewichts erfolgte die Lagerung des Extrakts bei -20°C.
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11.5.2 Chromatographie und Strukturaufklarung

11.5.2.1 Adsorptionschromatographie

Rohextrakte wurden durch die Verwendung von Kieselgel 60 (0,063-0,2 mm; Merck,
Darmstadt) mittels Adsorptionschromatographie aufgetrennt. Die Praparation der Saule
erfolgte mit Kieselgel (50 g/g Rohextrakt), das etwa 10 min in Cyclohexan (Merck,
Darmstadt) entgast wurde. Das S&ulenbett wurde mit dem an Kieselgel gebundenen
Extrakt 0berschichtet. Eluiert wurde mit dem 3fachen S&ulenvolumen folgender
Losungsmittel:

1. Cyclohexan
Cyclohexan/Ethylacetat 9:1
Cyclohexan/Ethylacetat 3:1
Cyclohexan/Ethylacetat 1:1
Ethylacetat
Ethylacetat/Methanol 3:1
Ethylacetat/Methanol 1:1
Methanol

© N o oA W N

Die jeweiligen Fraktionen wurden in Rundkolben aufgefangen und die verwendeten
Losungsmittel im Vakuumrotationsverdampfer (Rotavapor RE-111; Biichi, Essen)
entfernt. Nach der Bestimmung des Rickstandsgewichts erfolgte die Lagerung der
Extraktfraktionen bei -20°C.

11.5.2.2 Praparative HPLC

Zur Reindarstellung von Metaboliten aus C. graminicola wurden vorbereitete Extraki-
fraktionen (s. 11.5.2.1) zunéchst filtriert (Chromabond C18ec; Macherey-Nagel, Diren)

und anschlielend in folgendem préparativen System aufgetrennt:

Shimadzu Preparative Liquid Chromatography (Shimadzu Deutschland, Duisburg)
- LC-8A Pumpeneinheit

- DG-4213 Degasser

- SCL-10A Systemkontroller
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- SPD-M10A Diodenarray-Detektor

- FRC-10A Fraktionssammler

- stat. Phase: Nucleosil-7 C18 (RP 18, 250x10 mm, 7 um; Macherey-Nagel, Diren)
- Gradient: 10%-100% Acetonitril (AcN:H;0), Fluss: 20 ml/min, 50 min

- Temperatur: 40°C

- Detektion: 210 nm.

Fraktionen mit distinkten Peaks wurden zur weiteren Analyse ausgewahlt. Das verwen-
dete Acetonitril-Wasser-Gemisch wurde im Vakuumrotationsverdampfer (Rotavapor
RE-111; Bichi, Essen) entfernt. Nach der Bestimmung des Riickstandsgewichts erfolgte
die Lagerung der Proben bei -20°C.

11.5.2.3 Analytische HPLC und HPLC/MS

Analytische HPLC-Untersuchungen wurden zur qualitativen Kontrolle isolierter Sub-
stanzen sowie zur ldentifizierung bekannter Verbindungen in komplexen Stoffge-

mischen durchgefihrt. Das folgende analytische HPLC-System wurde verwendet:

HP 1100 Series U (Hewlett-Packard, Waldbronn)

- stationdre Phase: LiChrospher (RP 18, 125x4 mm, 5 pm; Merck, Darmstadt)
- Gradient: 0%-100% Acetonitril (AcN:H20), Fluss: 2 ml/min, 25 min

- Temperatur: 40°C

- Detektion: 210-300 nm.

Injiziert wurden 5-25 ul Probenvolumen, wobei komplexe Stoffgemische in einer
Konzentration von 2 mg Extrakt/ml und Reinsubstanzen in einer Konzentration von
0,1 mg/ml eingesetzt wurden.

Die Massenspektren isolierter Substanzen wurden mit Hilfe eines HPLC/MS-Systems
(HP-LC/MSD-System Series 1100; Hewlett-Packard, Waldbronn) bestimmt. S&mtliche
Massenspektren wurden in einem Durchlauf mit positiver und negativer Polaritat der
Dynode aufgenommen. Die Temperatur der Verdampfungskammer betrug 400°C. Die
Nadelspannung betrug bei positiver Ionisierung 3500 V und der Koronastrom 4 pA, bei

negativer lonisierung 2200 V und der Koronastrom 12 pA.
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Das verwendete HPLC-MS-System war mit RP-18 Trennséulen (LiChroCART 125-2,
4 um Supersphere 100 RP-18; Merck, Darmstadt) ausgestattet. Als Eluenten wurden
H,O bzw. 0,1%ige Ameisensaure und Acetonitril eingesetzt. Samtliche Analysen
wurden bei konstant 40°C durchgefiihrt. Optimale Gradienten wurden empirisch

ermittelt.

11.5.2.4 Identifizierung von Metaboliten

Die Identifizierung von Reinsubstanzen bzw. Substanzen aus komplexen Stoff-
gemischen erfolgte mittels analytischer HPLC (s. 11.5.2.3) anhand der Parameter HPLC-
Retentionszeit und UV-Absorption durch einen Abgleich mit den Daten bekannter
Substanzen aus der Reinsubstanzbibliothek des IBWF. Zusétzlich wurde das Massen-
spektrum zur Substanzidentifizierung herangezogen.

NMR-Messungen sowie die Aufklarung der chemischen Struktur von unbekannten
Metaboliten wurden von Prof. Dr. Till Opatz, Johannes C. Liermann, Dr. V. Sinnwell
(Universitat Hamburg), Dr. N. Hanold und Heinz Kolshorn (Universitdt Mainz) durch-

gefihrt.

11.6 Dokumentation

11.6.1 Mikroskopie

11.6.1.1 Lichtmikroskopie

Mikroskopische Untersuchungen wurden mit einem Eclipse E600-Forschungsmikros-
kop (Nikon, Dusseldorf) durchgefiihrt. Die Ausstattung des optischen Systems erlaubte
Beobachtungen im Hellfeld und DIC-Modus. Bilder von Untersuchungsobjekten wur-
den mit Hilfe einer digitalen Mikroskopkamera (Digital Sight DS-SM; Nikon, Dussel-

dorf) aufgezeichnet.
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11.6.1.2 Fluoreszenzmikroskopie

Mit Fluoreszenzfarbstoffen gefarbte Objekte bzw. GFP-markierte Pilzisolate wurden
mit einem Nikon Eclipse 90i Confocal Laser Scanning-Mikroskop (Nikon, Dusseldorf)
untersucht. Anregungswellenlénge und Detektionsbereich wurden entsprechend den
Spezifikationen der verwendeten Fluorophore gewéhlt. Zur Minimierung von Licht-
streueffekten erfolgte die Bildgewinnung, wann immer moglich, bei 30 um Offnungs-
weite der Lochblende. Digitale Bilder der Untersuchungsobjekte wurden wahrend des
Scan-Prozesses generiert und zusétzlich mit Hilfe einer Mikroskopkamera (Digital Sight
DS-SM; Nikon, Dusseldorf) im Durchlichtmodus aufgezeichnet.

11.6.1.3 Farbetechniken

Calcofluor White (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen) bindet spezifisch an Chitin und
ermdglicht damit die Markierung fungaler Zellwénde. Pilzmaterial wurde 10-15 min in
PBS (P29) mit 0,03% (w/v) Calcofluor-White bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend 2x mit PBS (P29) gewaschen. Das Absorptionsmaximum von Calcofluor-
White in PBS (P29) liegt bei 355 nm, die maximale Emission bei 433 nm.
Saurefuchsin farbt fungale Zellwandbestandteile und erhdht damit die Kontrastierung
hyaliner Pilzstrukturen im Pflanzengewebe. Blattsegmente wurden in S&urefuchsin-
Lactophenol (L7) 20 min bei 60°C unter leichtem Schitteln (Thermomixer comfort;
Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Fixierung und Entfarbung erfolgten in einem Essig-
séure-Ethanol-Gemisch (1:1). Das Absorptionsmaximum von S&urefuchsin liegt bei
540 nm, die maximale Emission bei 630 nm.

Nile Red (Acros Organics, Geel, Belgien) farbt spezifisch intrazellulare Lipiddepots.
Pilzmaterial wurde 5 min in 5 pug Nile Red/ml PBS (P29; Stammlosung: 500 ug Nile
Red/ml Aceton) bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 2x mit PBS (P29)
gewaschen. Das Absorptionsmaximum in wéssrigen Losungen liegt bei 549 nm, die

maximale Emission bei 628 nm.
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11.6.2 Photographie und Bildbearbeitung

Bilder zur Dokumentation experimenteller Resultate wurden mit einer Nikon D50
Digitalkamera (Nikon, Dusseldorf) aufgenommen. Die Bearbeitung digitaler Bilder
erfolgte mit dem Programm Adobe Photoshop Version CS 8.8 (Adobe Systems, San
Jose, USA).

11.6.3 Statistik

Statistische Analysen (T-Test, ANOVA) wurden mit dem Programm XLSTAT Version
2009.4.02 (Addinsoft, Andernach) durchgefihrt.
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11 Ergebnisse

I11.1 Charakterisierung von CgPPT1

111.1.1 Expression von CgPPT1

Sfp-PPTasen aktivieren als zentrale Komponenten des pilzlichen Metabolismus Enzyme
des Primdr- und Sekundarstoffwechsels, deren katalytische Aktivitaten fur die Synthese
von Produkten mit vielfaltigen Funktionen benétigt werden. Untersuchungen zur Ex-
pression von CgPPT1 sollten daher zundchst klaren, ob CgPPT1 tatséchlich in allen
Phasen des fungalen Entwicklungszyklus, speziell im Verlauf der Maisinfektion, expri-
miert wird.

Infektionsstrukturen von C. graminicola differenzieren wéhrend der Pathogenese
asynchron. Aus diesem Grund ist die Aussagekraft von Transkriptionsanalysen mittels
RT-PCR im Hinblick auf die Expression von CgPPT1 in individuellen Infektionsstruk-
turen limitiert. Genaue Untersuchungen der CgPPT1-Expression sollten daher durch die
Inokulation von Maispflanzen und Zwiebelepidermen mit Konidien eines Stammes, der

ein CgPPT1:eGFP-Reporterkonstrukt exprimiert, vorgenommen werden.

Intron XOn CgPPT1 —
84 bp 180 bp 852 bp
ATG TAG

Abb. 10: Struktur von CgPPT1
Der kodierende Bereich von CgPPT1 umfasst zwei Exons von 84 bp bzw. 852 bp Lange (inklusive TAG)
und wird durch ein Intron von 180 bp Lé&nge unterbrochen. Das abgeleitete Protein besteht aus

311 Aminosauren.

Die 4’-Phosphopantetheinyltransferase CgPPT1 aus Colletotrichum graminicola wurde
in einem Ansatz zur genetischen Komplementation der Saccharomyces cerevisiae
Alys5-Deletion isoliert und strukturell charakterisiert (Abb. 10). RT-PCR-Experimente
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wiesen auf eine konstitutive Expression von CgPPT1 in allen Stadien der saprophy-
tischen Lebensweise hin (Graf, 2004).

Ausgehend vom 5’-Bereich des CgPPT1-ORF erfolgte zunéchst die Isolierung der Pro-
moterregion mittels Genome Walking nach Liu & Baird (2001). Unter Verwendung
dieser Technik wurde ein 1,2 kb groRes DNA-Fragment, das den Promoterbereich von
CgPPT1 umfasst, identifiziert (Abb. 11). Damit war es moglich, CgPPT1:eGFP-Fu-

sionskonstrukte unter der Kontrolle des nativen Promoters zu exprimieren.

UAP — < PPTwalkl
SAP —» <« PPTwalkl nes
CCCC(‘] CgPPT1
1,2 kb 84 bp
Nlalll ATG

Abb. 11: Isolierung des CgPPT1-Promoters

Partielle Nlalll-Restriktion generierte DNA-Fragmente mit 3’-Uberhéngen, welche durch die katalytische
Aktivitat des Enzyms Terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) mit Desoxycytidintriphosphat (C)
verlangert wurden. Die Primer SAP bzw. UAP wurden zur PCR-Amplifikation der unbekannten Promo-

terregion zusammen mit den genspezifischen Primern (PPTwalkl bzw. PPTwalk1 nes) eingesetzt.

Fluoreszenzmikroskopischen Bilder von Maisbléttern bzw. Zwiebelepidermen, die mit
Konidien des CgPPT1:eGFP-Reporterstammes inokuliert wurden, zeigten morpholo-
gisch nahezu identische Infektionsstrukturen und eine hohe Ubereinstimmung des
zeitlichen Infektionsverlaufs in beiden Wirten (Abb. 12).

Etwa 24 h nach Beginn der Infektion waren gekeimte Konidien (24 h, Pfeilkopf) sowie
differenzierte Appressorien (24 h, Pfeil) auf der Pflanzenoberflache sichtbar. Infektions-
vesikel und Primarhyphen (32 h bzw. 48 h, Pfeile) beschrinkten sich als charakter-
istische Strukturen der biotrophen Phase ausschlieRlich auf die erfolgreich penetrierte
Epidermiszelle. Dagegen durchbrachen sekundére Infektionshyphen die Zellwénde be-
nachbarter Pflanzenzellen und kennzeichneten so den Eintritt in die nekrotrophe Phase
der Wirt-Parasit-Interaktion (72 h, Pfeil). SchlieRlich erschienen neu gebildete Konidien
auf der Pflanzenoberflache (120 h, Pfeil). Acervuli (120 h, obere Reihe) mit zahlreichen
Konidien (Pfeil) und Setae (Pfeilkopf) konnten nach einer Infektion von Maisblattern
beobachtet werden.

Dagegen erfolgte die Konidiogenese in infizierten Zwiebelepidermen hauptséachlich
durch die Differenzierung lateraler Mycelien zu Konidien (120 h, untere Reihe, Pfeil).
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GFP-Fluoreszenz des Reporterkonstrukts war in samtlichen Infektionsstrukturen und zu

jedem Zeitpunkt der Pathogenese sichtbar.

24h 32h 48h 72h 120h

Abb. 12: Expression des CgPPT1:eGFP-Reporterkonstrukts

Expression des CgPPT1:eGFP-Fusionkonstrukts nach der Inokulation von Maisbléttern (obere Doppel-
reihe) bzw. Zwiebelepidermen (untere Doppelreihe). Gekeimte Konidien (Pfeilkopf) und differenzierte
Appressorien (Pfeil) waren 24 h nach Beginn der Infektion auf der Pflanzenoberflache zu erkennen.
Infektionsvesikel, Primdr- und Sekundédrhyphen waren nach 32 h, 48 h bzw. 72 h deutlich sichtbar
(Pfeile). Etwa 120 h nach Beginn der Infektion markierten Sporenlager mit Konidien (obere Reihe, Pfeil)
und Setae (obere Reihe, Pfeilkopf) bzw. vom Myzel gebildete Konidien (untere Reihe, Pfeil) den
erfolgreichen Abschluss des Infektionszyklus (obere Reihen: Fluoreszenz, untere Reihen: Hellfeld;
Balken=20 um).

Diese Ergebnisse sind ein deutlicher Hinweis auf die konstitutive Expression von
CgPPT1 im Verlauf der Pathogenese und betonen die zentrale Rolle des Enzyms im

fungalen Stoffwechsel.
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111.1.2 in vitro 4’-Phosphopantetheinylierung

Um den experimentellen Nachweis der Phosphopantetheinyltransferaseaktivitat von
CgPPT1 fihren zu kénnen, wurden CgPPT1 und die ACP-Doméne von CgPKS1 als Fu-
sionsproteine mit einem (His)s-Tag ([His]e-CgPPT1) bzw. GST-Tag (GST-CgPKS100)
heterolog in E. coli exprimiert. Die Proteinreinigung erfolgte durch lonenaustausch-,
Affinitats- und GrolRenausschlusschromatographie.

In qualitativen Reaktionsansétzen konnte die Transferaseaktivitat von (His)s-CgPPT1
direkt bestatigt werden (Abb. 13). Die Ubertragung der fluoreszenzmarkierten Phoshpo-
pantetheinylgruppe von CoA-488 auf CgPKS100 durch (His)s-CgPPT1 wurde einerseits
durch die GroéRenverschiebung des phosphopantetheinylierten GST-CgPKS100 im
SDS-Acrylamidgel (linke Bildhalfte, Pfeil), andererseits durch die kovalente Kopplung
von fluoreszenzmarkierter Phosphopantetheinylgruppe und GST-CgPKS100 (rechte
Bildhalfte, Pfeil) nachgewiesen.

kDa Coomassie Fluoreszenz

37 —» —

35 —» ---f 7'
(HIS)¢-CgPPT1 — — + + — — + +

GST-CgPKSI00 + + + + + + + +
COA-488 — + — + — + — +

Abb. 13: in vitro 4’-Phosphopantetheinylierungsreaktion

Die Ubertragung der fluoreszenzmarkierten Phosphopantetheinylgruppe von CoA-488 auf die ACP-
Doméne der Polyketidsynthase CgPKS1 (CgPKS100) erfolgte ausschlieBlich, wenn (His)e-CgPPT1
(37 kDa) und GST-CgPKS100 (35 kDa) zusammen mit CoA-488 inkubiert wurden. Die GroRenver-
schiebung von GST-CgPKS100 im SDS-Gel (linke Bildhalfte, Pfeil) bzw. detektierte Fluoreszenz
(Aem=519 nm) belegten die erfolgreiche 4’-Phosphopantetheinylierung des Substrats (vgl. rechte und linke
Bildhalfte, Pfeilkopf).

Ein weiterer Nachweis der kovalenten Kopplung von PP-Gruppe und GST-CgPKS100
konnte durch MALDI-TOF/MS-Analysen tryptischer CgPKS100-Fragmente gefiihrt
werden. Phosphopantetheinylierte (CgPKS31-P, Abb. 14, untere Bildhalfte) und
nichtmodifizierte (CgPKS31, Abb. 14, obere Bildhalfte) Fragmente von 31 Amino-
séuren wiesen unterschiedliche molare Massen auf. Die ermittelte Differenz entsprach

exakt der molaren Masse der biotinylierten PP-Gruppe.
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Das tryptische Fragment CgPKS31 enthalt ein konserviertes DSL-Motiv (CgPKS31, S:
modifiziertes Serin, vgl. obere und untere Bildhalfte), welches als Phosphopantetheiny-
lierungs-Konsensussignal identifiziert wurde (Mofid et al., 2002).
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Abb. 14: MALDI-TOF/MS-Analyse tryptischer GST-CgPKS100-Fragmente

Analyse tryptischer GST-CgPKS100-Fragmente von phosphopantetheinyliertem und nichtmodifiziertem
GST-CgPKS100. Die Phosphopantetheinyl-Gruppe konnte experimentell einem Fragment von 31 Amino-
séuren (EVGVTQDELADNIAFTDLGCDSLMALTVSGR, rot: konserviertes DSL-Motiv) zugeordnet
werden. CgPKS31: nichtmodifiziertes Peptid; kalkuliert m/z=3299,645; gemessen: m/z= 3297,732;
Abweichung 0.058 Prozent; CgPKS31-P: phosphopantetheinyliertes Peptid (P: biotinylierter Phospho-
pantetheinylrest); kalkuliert m/z= 4237,705; gemessen m/z= 4235,275; Abweichung 0.057 Prozent.
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111.1.3 Inaktivierung von CgPPT1

111.1.3.1 Deletionsmutagenese

Umfangreiche Informationen zur Bedeutung und Funktion eines Gens koénnen durch
dessen Inaktivierung und die phanotypische Charakterisierung von Deletionsmutanten
gewonnen werden. Die im Rahmen von Deletionsstrategien generierten Konstrukte
bestehen aus einem Selektionsmarker, der von DNA-Abschnitten mit Sequenzhomo-
logie zum vorgesehenen Integrationsort flankiert wird. Abhdngig von den flankie-
renden DNA-Bereichen kdnnen Gene durch die Integration der Resistenzkassette, eine

partielle oder vollstandige Deletion inaktiviert werden.

A E E B

— e CPPTL  Cochsi
O O & o O O O 0 O
E_E p L OELLFE LLLLOLLLE Yy,
w\llgszl X Q<

CgPPT1

1 | 2279 it P e e 936
P— 1597 bp—p
+ 1597 — 380
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P 2279bp —— P P

Abb. 15: CgPPT1-Deletionsmutagenese

(A) Ein 182 bp groRes Eco81I- (E) Fragment aus CgPPT1 wurde durch die 2,6 kb groRe Hygromycin-
Resistenzkassette (hph) ersetzt. Die Southern-Analyse von Wildtyp (WT), einem Isolat mit ektopischer
Integration (ekt) und drei Isolaten mit Integrationen durch homologe Rekombinationsereignisse (KO)
zeigte eine GrolRenverschiebung von 1597 bp (WT) auf 2279 bp (KO), verursacht durch die Integration
der Resistenzkassette. Der Restriktionsverdau genomischer DNA wurde mit Pstl (P) durchgefiihrt. Die
verwendete Sonde ist komplementér zur Promoterregion von CgPPT1 (Nukleotide 849 bis 163 vor ATG).
(B) RT-PCR-Analysen zur Kontrolle der CgPPT1-Inaktivierung auf Transkriptebene erfolgten unter
Verwendung spezifischer Primer fur CgPPT1 bzw. CgCHSII. Wéhrend ein 380 bp groRes PCR-Produkt
fur das Fragment des Chitinsynthasegens CgCHSII in allen Proben nachweisbar war, bestétigte das
Fehlen des PCR-Produkts fiir ACgpptl-Isolate (KO) die erfolgreiche Geninaktivierung.

Im CgPPT1 KO-Konstrukt wurde ein 182 bp grofRes Eco811-Fragment des Gens durch
die 2,6 kb groRe Hygromycin-Resistenzkassette (hph) aus dem Vektor pGEMhphBsul
ersetzt (Abb. 15 A). Erfolgreich transformierte Protoplasten bildeten Kolonien auf
hygromycinhaltigem Selektionsmedium, welche nach der Gewinnung von Einzelspor-
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isolaten mittels Southern-Analyse néher charakterisiert wurden. Fur drei unabhangige
Isolate (KO) zeigte die Grélienverschiebung des detektierten DNA-Fragments (2279 bp,
KO) gegenuber der Wildtypbande (1597 bp, WT) eine Integration des KO-Konstrukts
durch homologe Rekombination an. Dagegen wiesen Isolate mit ektopisch integrierten
Konstrukten (ekt) die Bande des KO-Konstrukts zusétzlich zur Wildtypbande auf (vgl.
WT, KO, ekt).

Zur Bestatigung der Geninaktivierung auf Transkriptionsebene wurden RT-PCR-Ex-
perimente mit RNA des Wildtypisolats und der Deletionsmutanten durchgefuhrt (Abb.
15 B). Ein 936 bp groRes CgPPT1-Fragment konnte in Ansdtzen mit Wildtyp-RNA
(WT), nicht jedoch in Reaktionsansidtzen mit RNA aus den ACgpptl-Isolaten (KO)
amplifiziert werden (vgl. WT und KO). Kontrollreaktionen mit spezifischen Primern
zur Amplifikation eines 380 bp groRen Fragments des konstitutiv exprimierten C.
graminicola Chitinsynthase 1I-Gens (CgCHSII; Werner et al., 2007) ergaben flr

samtliche Proben die erwartete Produktbande.

111.1.3.2 Wachstumsversuche und Siderophorproduktion

Die phdanotypische Charakterisierung von ACgpptl-Mutanten erfolgte zundchst in
Wachstumsversuchen unter Verwendung unterschiedlicher Kulturmedien (Abb. 16 A).
Synthetisches Minimalmedium (SMM) konnte von der lysinauxotrophen Deletionsmu-
tante ACgpptl (KO) nicht besiedelt werden, wahrend das Hyphenwachstum des Wild-
typisolats (WT) und eines Isolats mit ektopischer Integration des KO-Konstrukts (ekt)
nicht beeintrachtigt war. Zugesetztes Lysin (SMM + Lys) kompensierte die Auswir-
kungen der nichtfunktionalen Lysinbiosynthese in ACgpptl-Isolaten jedoch weitgehend
(vgl. WT, KO, ekt; SMM und SMM + Lys). Auffallig war die fehlende Melanisierung
der Hyphen von ACgppt1.

Bathophenanthrolindisulfonat (BPS) inhibierte des Wachstums von ACgpptl auf syn-
thetischem Komplettmedium (SCM) vollstandig, wahrend Wildtyp und ektopisches
Isolat normale Wachstumsraten aufwiesen. BPS komplexiert Fe**-lonen und kann
dariiber hinaus von Mikroorganismen nicht aufgenommen werden. Durch Zugabe des
kommerziell verfligharen fungalen Eisenchelators Desferri-Coprogen (Cop) konnte die
inhibitorische Wirkung von BPS riickgangig gemacht werden (vgl. WT, KO, ekt; SCM,
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SCM + BPS und SCM + BPS + Cop). Dieses Resultat war ein deutlicher Hinweis auf

Probleme bei der Mobilisierung komplexierter Fe**-lonen durch ACgppt1-Isolate.
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Abb. 16: Wachstumsversuche und Synthese von Siderophoren

(A) Im Gegensatz zum Wildtypisolat CgM2 (WT) und einem Isolat mit ektopischer Integration des KO-
Konstrukts (ekt) war ACgpptl auxotroph fir Lysin, wie Wachstumsversuche auf synthetischem Minimal-
medium mit (SMM + Lys) und ohne (SMM) Zugabe von L-Lysin demonstrierten. ACgpptl war zudem
nicht in der Lage, synthetisches Komplettmedium (SCM) mit zugesetztem Fe**-Chelator Bathophen-
anthrolindisulfonat (BPS) zu kolonisieren. Die Zugabe von Desferri-Coprogen (Cop) ermdglichte jedoch
vegetatives Wachstum auf BPS-haltigem Medium. Sauerstoffradikale (Wasserstoffperoxid H,O, bzw.
Bengalrosa RB) inhibierten das Wachstum von ACgpptl wesentlich stérker als das der Referenzisolate,
wie Wachstumsversuche auf Kartoffeldextroseagar (PDA) zeigten. Die schwache Graufarbung des
ACgpptl-Myzels in SCM wird durch die Eigenfédrbung des Mediums verursacht. (B) HPLC/MS-
Analysen von Extrakten aus Flissigkultur konnten eine Sekretion der Siderophore Coprogen B (blaue
Linie) und 2-N-methyl-coprogen B (schwarze Linie) durch den Wildtyp CgM2, nicht jedoch durch
ACgpptl nachweisen.
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Tatséchlich konnten in HPLC/MS-Analysen (Abb. 16 B) die sekretierten Siderophore
Coprogen B (blaue Linie) und 2-N-methylcoprogen B (schwarze Linie) in Kultur-
filtraten des Wildtyps, nicht jedoch in Filtraten der ACgpptl-Deletionsmutante (rote
Linie) nachgewiesen werden. Damit wurde deutlich, dass ACgpptl diese hochaffinen
Eisenchelatoren benétigt, um komplexierte Eisenionen zu mobilisieren.

Zudem war ACgpptl gegeniiber oxidativem Stress wesentlich anfalliger als die unter-
suchten Referenzisolate (Abb. 16 A). Wachstumsversuche auf Kartoffeldextroseagar
(PDA) zeigten eine deutlich verringerte Toleranz gegenuber Wasserstoffperoxid (H20-)
bzw. Superoxidradikalen, die von Bengalrosa (RB) unter Lichteinwirkung produziert
werden (vgl. WT, KO, ekt; PDA, PDA + H,0, und PDA + RB).

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass CgPPT1 von zentraler Bedeutung flr die
Lysinbiosynthese, die Synthese von Siderophoren und damit fir die Akquirierung von
Eisenionen, die Melanisierung fungaler Strukturen sowie fiir den Schutz gegenuber

oxidativem Stress ist.

111.1.3.3 Konidienmorphologie und Keimraten

Der ACgpptl-Phénotyp war gekennzeichnet durch das Ausbleiben der Konidiogenese
bei einer Kultivierung auf festen Ndhrmedien. Dagegen wurde eine geringe Anzahl
Konidien in Flissigkultur gebildet. Um den Einfluss von CgPPT1 auf die Konidioge-
nese zu untersuchen, wurden Konidien aus CM-Flissigkulturen mikroskopisch analy-
siert (Abb. 17).

Konidienlange (pm)
N
o

Abb. 17: Konidienmorphologie
Vergleich der Lange und Form asexuell gebildeter Sporen des Wildtypisolats CgM2 (WT) und der
ACgpptl-Deletionsmutante (KO). p<0,05
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Konidien der ACgpptl-Deletionsmutante (KO) waren signifikant kleiner als Konidien
des Wildtypisolats (WT) und zeigten dartiber hinaus deutliche morphologische Veran-
derungen wie runde bis ovale Zellformen, Ausbuchtungen und cytoplasmatische Aggre-
gationen (vgl. Mikroskopbilder WT und KO). Die beobachteten morphologischen
Veranderungen hatten jedoch keinerlei Auswirkungen auf die Keimféhigkeit von
ACgpptl-Konidien (Abb. 18 A).

Keimrate (%)
a1
o

Abb. 18: Konidienkeimung auf unterschiedlichen Oberflachen

(A) Vergleich der Keimraten von Konidien des Wildtypisolats CgM2 (WT) und der ACgpptl-Deletions-
mutante (KO) auf Polyesterfolie (p), Zwiebelepidermis (z) und Maisblattern (m). Die Keimraten von WT
und KO auf identischen Oberflachen unterschieden sich nicht signifikant (p>0,05). (B) Konidienkeimung
des Wildtypisolats (WT) und der ACgpptl1-Deletionsmutante (KO) auf Polyesterfolie. Balken=10 um

Die ermittelten Keimraten von Konidien des Wildtyps (WT) und Konidien der De-
letionsmutante ACgpptl (KO) auf Polyesterfolie (p), Zwiebelepidermis (z) und Mais-
blattern (m) wiesen im direkten Vergleich keine signifikanten Unterschiede auf (vgl. p,
z, m; WT und KO). In der friihen Phase der ACgppt1-Konidienkeimung konnten jedoch
haufig Verzweigungen des Keimschlauchs nah am Konidium beobachtet werden,
wéhrend Konidien des Wildtyps (WT) Keimschlduche ohne Verzweigungen bildeten
(vgl. KO und WT).
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111.1.3.4 Appressoriendifferenzierung

Die Bildung von hochspezialisierten Infektionsstrukturen, sogenannten Appressorien,
ist ein entscheidender Schritt im Lebenszyklus von C. graminicola, der den Ubergang
von der saprophytischen zur perthotrophen Lebensweise markiert.
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Abb. 19: Appressorienmorphologie und Appressoriendifferenzierung

(A-D) Appressorien des Wildtypisolats CgM2 (A, Pfeile) waren gekennzeichnet durch eine starke Mela-
nisierung. Im Gegensatz dazu wiesen Appressorien der ACgpptl-Deletionsmutante (B, Pfeil) kein
Melanin auf und lysierten haufig, wobei der cytoplasmatische Inhalt freigesetzt wurde (vgl. C, D Pfeil).
Zwiebelepidermisinfektion, Balken=10 pm. (E) Vergleich der Anzahl differenzierter Appressorien des
Wildtypisolats CgM2 (WT) und der ACgpptl-Deletionsmutante (KO) auf Polyesterfolie (p), Zwiebel-
epidermis (z) und Maisblatt (m). Die Anzahl gebildeter Appressorien von WT und ACgpptl (KO) auf
identischen Oberflachen unterschied sich signifikant (p<0,05).
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Zwischen 130 und 170 Appressorien wurden nach einer Standardinokulation mit
Konidien des Wildtypisolats CgM2 (WT) auf einem Quadratmillimeter Polyesterfolie
(p), Zwiebelepidermis (z) oder Maisblattepidermis (m) gebildet (Abb. 19 E). Dagegen
konnte nur in Einzelfallen die Differenzierung von Appressorien beobachtet werden,
wenn mit Konidien der ACgpptl-Deletionsmutante inokuliert wurde (vgl. p, z, m; WT
und KO)

Appressorien der ACgpptl-Deletionsmutante (Abb. 19 B, Pfeil) waren im Gegensatz zu
Wildtyp-Appressorien (Abb. 19 A, Pfeile) nicht melanisiert. Erstaunlicherweise lysierte
ein Teil der ACgpptl-Appressorien auf Zwiebelepidermen und Maisblattern, nicht
jedoch auf Polyesterfolie. In Abbildung 19 wurde ein solcher Vorgang mikroskopisch
dokumentiert. Deutlich zu erkennen sind die ausgetretenen granuldren Bestandteile des
Cytoplasmas (vgl. C und D, Pfeil).

Etwa 90 Prozent der differenzierten Wildtypappressorien penetrierten intaktes Blattge-
webe (Abb. 33). Im Gegensatz dazu konnte keine erfolgreiche Penetration der Mais-
epidermis durch ACgpptl-Appressorien beobachtet werden.

111.1.3.5 Pflanzeninfektion und in vivo Sporulation

Maispflanzen wurden durch das Aufspriihen einer Konidiensuspension gleichmaRig mit
hohen Sporenkonzentrationen inokuliert. Dadurch entstanden nicht einzelne Anthrak-
nosen, sondern vollstdndig nekrotische Blattspreiten. Dieser Effekt ist deutlich in Abbil-
dung 20 (A) zu sehen, sofern Konidien des Wildtypisolats CgM2 (WT) auf das Blatt
gespruht wurden. Dagegen bildeten sich keine makroskopisch sichtbaren Symptome als
Reaktion auf eine Infektion mit Konidien von ACgpptl-Isolaten (KO). Dieser In-
fektionsversuch zeigte anschaulich die Bedeutung von CgPPT1 als notwendiger
Pathogenitatsfaktor fir die erfolgreiche Besiedlung intakter Wirtspflanzen.

Eine wichtige experimentelle Komponente im Rahmen der Charakterisierung von
Deletionsmutanten ist die Wiederherstellung des urspriinglichen Phanotyps durch die
Reintegration des entsprechenden Gens in das Genom von C. graminicola. ACgpptl
wurde daher durch ein Konstrukt, bestehend aus dem CgPPT1-ORF unter der Kontrolle
des nativen Promoters und des trpC-Terminators aus Aspergillus nidulans, genetisch
komplementiert (Abb. 20 B und C). Die Lysinauxotrophie von ACgpptl konnte dabei
als Selektionsmarker verwendet werden. ACgpptl-Protoplasten bildeten auf lysinfreiem
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Selektionsmedium nach der erfolgreichen Integration des CgPPT1-Komplementations-
konstrukts Kolonien, wahrend aus dem Kontrollansatz ohne zugesetztes DNA-Fragment
keine Kolonien entstanden (vgl. B, +/-: Ansatz mit und ohne CgPPT1-Konstrukt).
Genetisch komplementierte Isolate verursachten charakteristische Blattnekrosen, wobei
das Ausmal der Symptome und der zeitliche Verlauf der Infektion einer Maisinfektion
mit Konidien des Wildtyp-Isolats entsprachen (Abb. 20 A, C; vgl. WT und KOM).

Abb. 20: Infektion intakter Maisblatter und genetische Komplementation

(A) Infektionsexperimente mit Maispflanzen zeigten, dass Konidien des Wildtypisolats CgM2 (WT),
nicht jedoch Konidien der ACgpptl-Deletionsmutante (KO) Anthraknose-Blattflecken verursachen. H,O:
Kontrollinokulation. (B) Genetische Komplementation von ACgpptl. +/-: Transformationsansatz mit und
ohne CgPPT1-Komplementationskonstrukt (C) Wiederherstellung der Virulenz durch die genetische

Komplementation von ACgpptl. Komplementierte Isolate (KOM) induzierten Blattnekrosen.

Aberrante ACgpptl-Appressorien, die zudem in duBerst geringer Anzahl gebildet
wurden, waren zweifellos eine Ursache der experimentell nachgewiesenen Apathogeni-
tat von ACgpptl. Inokulationsexperimente mit verletzten Maisblattern sollten dariiber
hinaus klaren, ob neben dem Verlust der Penetrationskompetenz zusatzliche Defekte im
weiteren Infektionsverlauf auftreten.

In Abbildung 21 (A) ist deutlich zu erkennen, dass Infektionshyphen des Wildtypisolats
(48 h, WT) und der ACgpptl-Deletionsmutante (48 h, KO) etwa zwei Tage nach der
Inokulation verletzter Maisblétter antikline Zellwéande durchbrachen und in das Wirts-
gewebe vorstieRen. Aufféllig sind die an Hyphopodien erinnernden bulbdsen Hyphen-
strukturen an den Durchbruchstellen zu benachbarten Epidermiszellen (48 h, WT und
KO, Pfeil). Weitere 48 Stunden spater waren weite Bereiche des Blattgewebes von
Pilzhyphen besiedelt (96 h, WT und KO). Etwa sechs Tage nach der Infektion mit
CgM2-Konidien (144 h, WT) konnten schliellich Sporenlager mit zahlreichen Konidien
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(Pfeilkopf) und melanisierten Setae (Pfeil) mikroskopisch beobachtet werden. Dagegen
endete die ACgpptl-Konidiogenese schon in einem sehr friihen Stadium (144 h, KO).
Hyphenaggregationen und Knospungen (Pfeil) markierten die initiale Phase der Koni-
diogenese. Es wurden jedoch keine reifen Konidien gebildet (144 h, vgl. WT und KO).

Abb. 21: Infektion verletzter Maisblatter

(A) Verletzte Maisblatter wurden von ACgpptl (KO) und dem Wildtypisolat CgM2 (WT) invasiv
besiedelt, wie die Penetration antikliner Zellwénde von Epidermiszellen zeigt (48 h, Pfeil). Von zahl-
reichen Hyphen durchzogenes Blattgewebe markiert den Hohepunkt dieser Entwicklung (WT, KO 96 h).
Sporenlager mit reifen Konidien wurden ausschlielich vom Wildtypisolat gebildet (144 h, WT, Pfeil
weist auf Seta, Pfeilkopf markiert Konidium), wahrend die Entwicklung der ACgpptl-Sporenlager in
einem frilhen Stadium endete (144 h, KO, Pfeil markiert Konidien-Primordien). (B) Verletzte Maisbléatter
wiesen typische Anthraknose-Blattflecken nach der Infektion mit Konidien des Wildtyps auf. Dagegen

verursachte ACgpptl nur schwach ausgeprégte Chlorosen. H,O: Kontrollinokulation, Balken=10 um

Makroskopisch wurden funf bis sechs Tage nach Infektionsbeginn charakteristische
Nekrosen und Chlorosen im Umkreis der CgM2-Inokulationsstelle sichtbar (Abb. 21 B,
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WT). Die Infektion mit ACgpptl fuhrte dagegen lediglich zu schwachen Chlorosen
(KO), obwohl das Blattgewebe im Bereich der epidermalen Verletzung stark mit
Hyphen durchsetzt war.
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Abb. 22: Quantifizierung der fungalen Biomasse und Konidienbildung

(A) Vergleich der relativen DNA-Mengen des Wildtypisolats CgM2 (WT) und der ACgpptl-Mutante
(KO) im Zeitraum 0-120 Stunden nach der Inokulation verletzter und unverletzter Maisblatter. Die GroR-
buchstaben uber den einzelnen Séulen geben die Zugehorigkeit zu den Signifikanzgruppen (ANOVA) an.
(B) Die ACgpptl-Deletionsmutante (KO) produzierte weder auf verletzten noch auf unverletzten Blattern
eine signifikante Anzahl von Konidien. Etwa 7x10° Konidien wurden dagegen vom Wildtypisolat (WT)
auf verletzten und anndhernd 3x10° Konidien auf unverletzten Blattsegmenten sechs Tage nach der In-
okulation mit 5x10° Konidien/Blatt gebildet. Die Symbole in Abb. A gelten fiir die Diagramme A und B.

Verletzte und unverletzte Blattsegmente wurden zur Bestimmung der Anzahl neu gebil-
deter Konidien inokuliert und sechs Tage nach Beginn der Infektion sorgféltig abge-
spilt. AnschlieRend erfolgte die mikroskopische Auszahlung der Konidien im Uber-
stand (Abb. 22 B). Wahrend pro Blattsegment Sporenmengen von etwa 3x10° (unver-
letzt) bzw. 7x10° (verletzt) vom Wildtypisolat gebildet wurden, konnten lediglich
0,3x10* (unverletzt) bzw. 3x10* (verletzt) Konidien nach der Infektion durch ACgpptl
reisoliert werden. Da jedes Blattsegment mit etwa 5x10° Konidien inokuliert wurde,
fand somit keine Netto-Neusynthese von Konidien nach der Infektion unverletzter
Blattsegmente durch ACgpptl statt. Auf verletzten Blattsegmenten wurden jedoch fur
jedes eingesetzte ACgpptl-Konidium etwa sieben neue Konidien gebildet.
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Da keine Sporenlager nachgewiesen werden konnten, erfolgte die ACgpptl-
Konidiogenese vermutlich durch Abschnirungen vom Myzel vegetativer Hyphen (s.
Abb. 13, untere Reihe 120 h).

Diese quantitativen Ergebnisse bestétigen die mikroskopische Analyse der in vivo Koni-
diogenese und verweisen auf die Bedeutung von CgPPT1 bzw. PPTase-abhé&ngigen
Enzymen flr die Differenzierung von Konidien in der Wirtspflanze.

Um zu analysieren, ob die deutlich reduzierte Symptomauspragung bei Blattinfektionen
mit Konidien der ACgpptl-Deletionsmutante auf eine verringerte Biomasseproduktion
des Pilzes im Wirtsgewebe zuriickzufuhren ist, wurden in quantitativen PCR-Experi-
menten die relativen DNA-Mengen von Wildtypisolat und ACgpptl in verletzten und
unverletzten Maisblattern (iber einen Zeitraum von fiinf Tagen bestimmt (Abb. 22 A).
Die gewonnenen Resultate zeigten, dass Hyphen des Wildtypisolats CgM2 (WT)
grundsatzlich in der Lage waren verletzte und unverletzte Blatter zu besiedeln. Der
ermittelte quantitative Unterschied im Gehalt fungaler DNA verwundeter und intakter
Blatter nach der Inokulation mit Wildtyp-Konidien, der als Biomasse-Indikator verwen-
det wurde, hatte seine Ursache vermutlich in der leichteren Verfligbarkeit von Nahr-
stoffen bei der Infektion verletzter Blatter (vgl. 24 h - 120 h, WT verletzt und unver-
letzt). Ein signifikanter Anstieg der fungalen DNA-Menge konnte nach der Infektion
unverletzter Blatter durch ACgpptl nicht nachgewiesen werden, wéhrend verletzte
Blatter kolonisiert wurden, wie die deutliche Zunahme der DNA-Menge belegte (vgl. 24
h - 120 h, KO verletzt und unverletzt).

Die starke Zunahme der pilzlichen Biomasse zwischen 72 h und 120 h korreliert mit der
massiven Besiedlung des Wirtsgewebes, ein Vorgang, der charakteristisch fur die
nekrotrophe Infektionsphase ist (vgl. 72 h und 120 h, WT verletzt und unverletzt, KO
verletzt).

Eine signifikante Zunahme der Biomasse von ACgpptl in verletzten Blattern konnte
zweifelsfrei nachgewiesen werden, wenn auch die ermittelte DNA-Menge zum
Zeitpunkt 120 Stunden nur ungefdhr der halben DNA-Menge der Wildtypinfektion
verletzter Blatter bzw. ungefahr zwei Dritteln der DNA-Menge unverletzter Blatter nach
einer Infektion mit Wildtyp-Konidien entsprach (vgl. 120 h; WT verletzt und unverletzt,
KO verletzt).

Ein Vergleich der fungalen Biomasse von ACgpptl in verletzten Maisblattern mit der
makroskopischen Symptomauspragung legt den Schluss nahe, dass fehlende Nekrosen

nicht auf ein drastisch verringertes invasiven Wachstums zuriickzufihren sind.
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Vielmehr erinnert die symptomlose Besiedelung verletzter Blatter durch ACgpptl an
einen endophytischen Lebensstil.

111.1.4 Metabolitanalyse

CgPPT1 aktiviert zahlreiche PKS und NRPS, welche wiederum eine Vielzahl strukturell
diverser Metabolite synthetisieren. Die Deletion von CgPPT1 sollte daher auch zu einer
deutlich reduzierten Anzahl von Produkten des sekundéren Stoffwechsels fiihren.
Tatsachlich wiesen HPLC-Elutionsprofile von Extrakten, die aus dem Uberstand von
Flussigkulturen des Wildtypisolats (Abb. 23, WT) bzw. der ACgpptl-Deletionsmutante
(KO) gewonnen wurden, deutliche Unterschiede auf.

WT

N
10.883—"~|

11.256 <@— OO

Abb. 23: HPLC-Profile von Extrakten aus CgM2- und ACgpptl-Kulturtberstanden

HPLC-Elutionsprofile von Ethylacetat-Extrakten aus Flissigmedien, in denen Wildtypisolat (WT) bzw.
ACgpptl (KO) kultiviert wurden. Tyrosol (2) und 2-Phenylethanol (4) konnten in Extrakten von Wildtyp
und ACgpptl nachgewiesen werden. Die Identifizierung der Substanzen erfolgte durch den Abgleich mit
HPLC/MS-Daten von Referenzsubstanzen aus der Reinsubstanzenbibliothek des IBWF (Kaiserslautern)
bzw. durch NMR-Strukturaufklarung. 1 Orcinol, 3 Indol-3-essigsaure, 5 Tryptophol, 6 Colletopyron B,

7 Colletoanthron A, 8 Himanimid C, 9 Colletopyron C, 10 Colletochinon A, 11 Colletolacton A,
12 Colletochinon B
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Extrakte der CgM2-Kultur enthielten eine wesentlich groRere Anzahl unterschiedlicher
Substanzen als Extrakte aus ACgpptl-Flussigkulturen (Abb. 23, vgl. WT und KO).

Neben den extrazelluléren Siderophoren Coprogen B und 2-N-methylcoprogen B (Abb.
16 B) sowie der intrazelluléren Siderophore Ferricrocin (Daten nicht gezeigt) konnten
mittels HPLC/MS und unterschiedlichen NMR-Methoden zwoIf weitere Stoffwechsel-
produkte von C. graminicola identifiziert bzw. strukturell analysiert werden (vgl. Abb.
23 und Abb. 24). Darunter befinden sich funf bisher unbekannte Naturstoffe, die
Pyronderivate Colletopyron B und C, Colletochinon A, Colletoanthron A sowie

Colletolacton A.
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Abb. 24: Strukturen isolierter C. graminicola-Metabolite
Die Substanzen 6, 7, 9, 10 und 11 wurden bisher in der Fachliteratur nicht beschrieben. Die

Nummerierung gibt die Elutionsreihenfolge der Verbindungen an (s. Abb. 23).
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Zusétzlich wurden mit Orcinol, Tryptophol, Tyrosol, Indol-3-essigsdure, Himanimid C,
Colletochinon B und 2-Phenylethanol sieben bereits bekannte Substanzen identifiziert
(Strukturen Abb. 24).

Interessanterweise waren sieben der isolierten Verbindungen (Abb. 24; Strukturen 1, 6,
7, 9, 10, 11, 12) Polyketide, d. h., differentielle Metabolitanalysen von Wildtyp und
PPTase-Deletionsmutanten kdnnen in der Tat zur gezielten Identifizierung pilzlicher
Polyketide eingesetzt werden.

In Phytotoxizitétstests wurde untersucht, ob sekretierte Metabolite von C. graminicola
fur die Ausbildung nekrotischer bzw. chlorotischer Symptome auf Maisblattern verant-
wortlich sind. Dazu erfolgte die Inokulation verletzter und unverletzter Blattsegmente
mit den isolierten Substanzen 1-12 (Abb. 24). Die visuelle Auswertung der Versuche
ergab jedoch keinen Anhaltspunkt fiir eine toxische Wirkung der eingesetzten Substan-
zen. Unter den gewdhlten experimentellen Bedingungen konnte keine signifikante

Reaktion des Blattgewebes beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

111.2 Untersuchungen zur Bedeutung des Magnaporthe
oryzae Sfp-PPTase-Gens MoPPT1

Die Bedeutung der Sfp-PPTase als Virulenz- bzw. Pathogenitétsfaktor phytopathogener
Pilze sollte in einem weiteren Wirt-Parasit-Interaktionssystem untersucht werden. Aus-
gewahlt wurde dazu der Ascomycet Magnaporthe oryzae, der als Erreger der Reis-
verbrdunung betréchtliche 6konomische Schaden verursacht.

PPTase-defiziente M. oryzae-lsolate wurden durch die Integration einer Hygromycin-
Resistenzkassette generiert (Abb. 25 A). Im Gegensatz zur Erzeugung PPTase-defizien-
ter Isolate von C. gramincola erfolgte die Transformation der Konidien dabei mit Hilfe
von Agrobacterium tumefaciens, da die Transformationseffizienz protoplastierter Koni-
dien von M. oryzae aul3erordentlich gering ist.

Erfolgreich transformierte Konidien bildeten Kolonien auf dem hygromycinhaltigen
Selektionsmedium, die mittels Southern-Analyse néher charakterisiert wurden. Es
konnten keine Einzelsporisolate gewonnen werden, da phénotypisch positive KO-Trans-

formanten weder auf soliden Medien noch in Flissigmedien Konidien bildeten.
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Abb. 25: MoPPT1-Deletionsmutagenese und phanotypische Charakterisierung

(A) Ein 870 bp groRes Eco81I (E)/Stul- (S) Fragment aus MoPPT1 (-60 bp bis 810 bp, relativ zu ATG)
wurde durch eine 2,6 kb groBe Hygromycinresistenzkassette (hph) ersetzt. Die Southern-Analyse von
Wildtyp (WT), einem Isolat mit ektopischer Integration (ekt) und drei Isolaten mit Integrationen, die
durch homologe Rekombinationsereignisse (KO) entstanden, zeigte eine GrofRenverschiebung von
2,43 kb (WT) auf 3,1 kb (KO), verursacht durch die Integration der Resistenzkassette. Der Restriktions-
verdau genomischer DNA wurde mit Xhol (X) durchgefiihrt. Die verwendete Sonde von 400 bp Lénge
war komplementér zur MoPPT1-Promoterregion. (B) Infektionsexperimente mit verletzten und unver-
letzten Reisbléattern zeigten, dass sieben Tage nach Infektionsbeginn Myzel des M. oryzae-Wildtypisolats
70-15 (WT), nicht jedoch Myzel der AMopptl-Deletionsmutanten (KO) Symptome verursachte. H,O:
Kontrollinokulation (C) Der Phénotyp des M. oryzae-Wildtypisolats 70-15 (WT) war durch Melani-
sierung (grauer zentraler Bereich) und die Bildung von Luftmyzel gekennzeichnet, wéhrend nichtmela-
nisiertes AMoppt1l-Myzel (KO) ausschlieflich im CM-Agar wuchs. Die schwache Graufarbung des
AMopptl-Myzels wird durch die Eigenfarbung des Medium verursacht.

Fir drei unabhdngige Transformanten ergab die Southern-Analyse eine Grofen-
verschiebung des detektierten DNA-Fragments (Abb. 25 A; 3,1 kb, KO) gegeniiber der
Wildtypbande (2,43 kb, WT) und zeigte damit ein durch homologe Rekombination
integriertes KO-Konstrukt an. Dagegen wiesen Isolate mit ektopischen Integrationen
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(ekt) die Bande des KO-Konstrukts zusétzlich zur Wildtypbande auf (vgl. WT, KO und
ekt).

Infektionsexperimente mit verletzten und unverletzten Blattspreiten drei Wochen alter
Reispflanzen zeigten deutliche Gewebsnekrosen nach der Inokulation mit Myzel des M.
grisea Wildtyps (Abb. 25 B, WT) bzw. eines Isolat mit ektopischer Integration (ekt)
der Resistenzkassette. Dagegen wiesen weder unverletzte noch verletzte Reisblétter,
die mit Myzel der PPTase-Deletionsmutante (KO) inokuliert wurden, markante
Infektionssymptome auf.

Deutliche morphologische Unterschiede zwischen Wildtyp (Abb. 25 C, WT) und
AMopptl (KO) zeigten sich bei der Kultivierung der Isolate in Petrischalen mit
Komplettmedium. Im Gegensatz zu den schwach melanisierten vegetativen Hyphen des
Wildtypisolats, die sich unterhalb eines dichten unpigmentierten Luftmyzelgeflechts
befanden, durchzogen die hyalinen Hyphenstrange der AMopptl-Deletionsmutante das
Medium, ohne dass es zur Ausbildung von Luftmyzel kam (vgl. WT und KO).
Infektionstests und makroskopische Vergleiche der Morphologie PPTase-defizienter
Isolate von C. graminicola und M. oryzae zeigten deutlich, dass die Deletion der Sfp-
PPTasen beider Ascomyceten nahezu identische Phanotypen zur Folge hatte. Die
apathogenen Deletionsmutanten beider Pilze konnten weder Lysin noch Melanin syn-
thetisieren. Erstaunlicherweise produzierte die PPTase-defiziente Mutante von C.
graminicola in Flissigkultur Konidien, wahrend fir das entsprechende Isolat von M.

grisea keinerlei Konidienproduktion nachgewiesen werden konnte.

111.3 Charakterisierung des Colletotrichum graminicola
a-Aminoadipat-Reduktase-Gens CgAAR

Im Mittelpunkt der Untersuchungen zur Bedeutung von CgPPT1 stand die Frage, in
welchem Umfang PPTase-abhangige Enzyme des Sekundarmetabolismus zur Virulenz
bzw. Pathogenitat beitragen. Neben PKS und NRPS wird jedoch auch die a-Amino-
adipat-Reduktase CJAAR, ein essentielles Enzym der Lysinbiosynthese, durch CgPPT1
aktiviert. Daher erschien es notwendig, CgAAR-Deletionsmutanten zu generieren und
phénotypisch zu charakterisieren, um somit den Anteil der CgAAR-Inaktivierung vom

beobachteten ACgppt1-Phénotyp abzugrenzen.
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Die Herstellung von CgAAR-defizienten C. graminicola-lsolaten erfolgte durch die
Integration einer Hygromycin-Resistenzkassette, wobei das KO-Konstrukt mittels DJ-
PCR (Yu et al., 2004) erzeugt wurde, so dass der vollstdndige putative ORF des Gens
deletiert werden konnte (Abb. 26 A). Erfolgreich transformierte Konidien bildeten
Kolonien auf dem hygromycinhaltigen Selektionsmedium, die nach der Gewinnung von
Einzelsporisolaten mittels Southern-Analyse néher charakterisiert wurden.

H,O WT ekt

WT ekt KO KO
Abb. 26: CgAAR-Deletionsmutagenese und Maisinfektion

(A) Der vollstaindige CgAAR-ORF wurde mittels homologer Rekombination durch eine 2 kb groRe

unverletzt
verletzt

Hygromycin-Resistenzkassette (hph) ersetzt. Die Southern-Analyse von Wildtypisolat CgM2 (WT), zwei
Isolaten mit ektopischer Integration des KO-Konstrukts (ekt) und zwei Isolaten mit Integrationen durch
homologe Rekombinationsereignisse (KO) zeigte eine GroRenverschiebung von 7 kb (WT) auf 5,6 kb
(KO), verursacht durch die Integration der Resistenzkassette. Der Restriktionsverdau genomischer DNA
aus den untersuchten Isolaten wurde mit Eco81l (E) durchgefiihrt. Die verwendete Sonde von 1000 bp
Lange war komplementér zum 3‘-Bereich des hph-ORF sowie zur Terminatorregion von CgAAR. (B)
Infektionsexperimente mit unverletzten Maisbléttern zeigten, dass sechs Tage nach Infektionsbeginn das
Wildtypisolat CgM2 (WT), nicht jedoch die ACgaar-Deletionsmutanten (KO) Anthraknosen verur-
sachten. Nach der Inokulation verletzter Bléatter mit ACgaar konnte die Entstehung von Blattnekrosen
beobachtet werden. Die Symptome waren jedoch schwécher ausgeprégt als bei der Wildtypinfektion.
H,O: Kontrollinokulation
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Fir zwei unabhangige Einzelsporisolate (KO) zeigte die GrolRenverschiebung des
detektierten DNA-Fragments (5,6 kb; KO) gegentber der Wildtypbande (7 kb, WT)
eine Integration des KO-Konstrukts durch homologe Rekombination an. Dagegen
wiesen Isolate mit ektopisch integriertem Konstrukt (ekt) eine Bande zusatzlich zur
Wildtypbande auf (vgl. WT, KO und ekt).

Inokulationsexperimente mit verletzten und unverletzten Maisblattern wurden zur
Untersuchung der Infektionsfahigkeit von ACgaar-Isolaten durchgefiihrt (Abb. 26 B).
Wildtypisolat (WT) und ektopische Transformante (ekt) verursachten auf intakten und
artifiziell verletzten Blattern charakteristische Anthraknosesymptome, wobei verletzte

Blatter deutlich starkere Nekrosen aufwiesen (vgl. WT und ekt, verletzt und unverletzt).
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Abb. 27: Charakterisierung des ACgaar-Infektionsphénotyps

(A) Nur etwa 25 Prozent der ACgaar-Appressorien (KO) penetrierten erfolgreich die Maisepidermis.
Vergleichswerte fir CgM2-Appressorien lagen bei etwa 75 Prozent Penetrationserfolg. Nur in Aus-
nahmefallen konnten sekundédre ACgaar-Infektionshyphen beobachtet werden, wéhrend eine erfolgreiche
Penetration des Wirts durch den Wildtyp immer zur Bildung sekundérer Infektionsstrukturen flhrte
(n=600, p<0,05). (B) Nach der erfolgreichen Penetration der Pflanzenepidermis durch ACgaar-Appres-
sorien (32 h, linke Bildhalfte, Pfeile) markierte die Differenzierung von Primérhyphen (32 h, rechte
Bildhélfte, Pfeile) das Ende des Infektionsprozesses. Dieser frilhe Arrest konnte durch Zugabe von Lysin
aufgehoben werden, wie die Bildung sekundérer Infektionshyphen zeigte (32 h + lys, Pfeile; Pfeilkopf:
Appressorium). Verletzte Blatter wurden von ACgaar-Hyphen invasiv besiedelt (72 h, Pfeil). Etwa finf
Tage nach Infektionsbeginn wurde der Entwicklungszyklus mit der Differenzierung von Konidien in
Acervuli abgeschlossen (Pfeil; Pfeilkopf: Seta). Balken=10 um
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Dagegen entwickelten unverletzte Maisblatter nach einer Inokulation mit ACgaar-Koni-
dien keinerlei Symptome, wahrend auf verletzten Blattern relativ schwach ausgeprégte
Nekrosen sichtbar wurden (vgl. WT und KO verletzt und unverletzt).

Mikroskopische Analysen der Penetrationskompetenz von ACgaar-Appressorien fuhr-
ten zu unerwarteten Resultaten. Etwa 75 Prozent der differenzierten Appressorien (KO)
waren nicht in der Lage die Epidermis von Maisblattern zu penetrieren (Abb. 27 A).
Nach einer erfolgreichen Penetration endete der Infektionsverlauf in der friihen bio-
trophen Phase, wobei nur sehr kurze Primérhyphen ausgebildet wurden (Abb. 27 B
32 h, unverletzt, rechte Bildhalfte, Pfeile). Diese Blockade konnte durch Zugabe von
Lysin zum Inokulationstropfen volistandig aufgehoben werden (Abb. 27 B, 32 h + lys,
Pfeile: Sekundarhyphen, Pfeilkopf: Appressorium). Verletzte Maisblatter wurden von
ACgaar auch ohne exogen appliziertes Lysin besiedelt (Abb 27 B 72 h, Pfeil: Sekun-
darhyphe) und der asexuelle Reproduktionszyklus vollstdndig abgeschlossen, wie die
Differenzierung von Acervuli mit zahlreichen Konidien zeigte (Abb 27 B 120 h, Pfeil:
Acervulus, Pfeilkopf: Setae).

Der Infektionsphénotyp von CgAAR-defizienten Mutanten ist somit einerseits durch den
weitgehenden Verlust der Penetrationskompetenz, andererseits durch einen Arrest in der
friihen biotrophen Phase gekennzeichnet. Auf artifiziell verwundeten Blattern konnte
dagegen der Reproduktionszyklus abgeschlossen werden. Diese Ergebnisse sind ein
Hinweis auf die Notwendigkeit der de novo Synthese von Lysin im Verlauf der friihen
biotrophen Phase der Wirt-Parasit-Interaktion.

111.4 Charakterisierung des Colletotrichum graminicola

Melaninsynthase-Gens CgPKS1

111.4.1 Struktur von CgPKS1

In einem subtraktiven Hybridisierungsansatz zur ldentifizierung von Transkripten aus
C. graminicola, die in der frihen Phase der Infektion verstarkt exprimiert werden,
gelang die Identifizierung eines cDNA-Fragments, dessen Sequenz eine groRe Ahnlich-
keit zu fungalen T4HN-Synthasen aufwies (Sugui & Deising, 2002). Damit war es
moglich, die vollstindige DNA-Sequenz einer Polyketidsynthase fiir die heterologe
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Proteinexpression sowie Interaktionsstudien mit CgPPT1 zu isolieren. Dariiber hinaus
sollte die Charakterisierung von CgPKS1 wichtige Informationen Uber die Bedeutung

melanisierter Infektionsstrukturen fur die Virulenz und Pathogenitat von C. graminicola

liefern.
konservierte Doméanen:
Bl Kondensationdoméne B Acyl-Carrier-Protein
B Acyltransferase = Esterase
I I
 E1 WK E2 W] E3 CgPKSl 13 [=43
1 294 651 6413 6610bp
ATG TAA

Abb. 28: Struktur von CgPKS1

Der kodierende Bereich von CgPKS11 umfasst vier Exons (E1-4) von 294 bp, 292 bp, 5662 bp bzw.
153 bp Lange und wird durch drei Introns (11-3) von 65 bp, 50 bp bzw. 54 bp L&nge unterbrochen. Das
abgeleitete Protein besteht aus 2146 Aminosduren. Die Bereiche der funktionalen Doménen sind farbig

markiert.

Ausgehend von einem 200 bp grolRen DNA-Fragment des Gens erfolgte die Isolierung
des gesamten kodierenden Bereichs sowie etwa 5 kb flankierender DNA-Sequenz
mittels Genome Walking (Liu & Baird, 2001).

Strukturelle Analysen und Sequenzvergleiche mit T4HN-Synthasen nah verwandter
Ascomyceten ergaben einen putativen ORF von 6441 bp, der von drei Introns unter-
brochen wird (Abb. 28). Das abgeleitete Protein umfasst 2146 Aminosauren und besitzt
eine molare Masse von 233697 g/mol. Die Anordnung und Anzahl der charakteristi-
schen PKS-Doménen kennzeichnen CgPKS1 als iterative Typ I-PKS. Der kalkulierte
isoelektrische Punkt befindet sich bei einem pH-Wert von 6,08.

111.4.2 Expression des CgPKS1:eGFP-Reporterkonstrukts

Melanisierte Strukturen von C. graminicola treten in verschiedenen Phasen des
Infektionszyklus in Erscheinung. Etwa 24 Stunden nach der Inokulation hydrophober

Oberflachen mit Konidien kodnnen stark melanisierte Appressorien mikroskopisch
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beobachtet werden. Weitere 72 Stunden spéter werden melanisierte Setae, nadelférmige
Strukturen mit unbekannter Funktion, im Bereich der Acervuli sichtbar. Deutlich
melanisiert erscheinen aber auch &ltere vegetative Hyphen. Korreliert die Expression
von CgPKS1-Transkripten mit der sichtbaren Melanisierung von Infektionsstrukturen,
waére dies ein Hinweis auf eine transkriptionelle Regulation dieses Schlisselenzyms der

Melaninbiosynthese.

0 24 48 72 h
EX=T=T"1 CgTUB
I CoCHS!i
e [

Abb. 29: Expression des CgPKS1:eGFP-Reporterkonstrukts

(A) Expression des CgPKS1:eGFP-Fusionkonstrukts nach der Inokulation von Maisblattern. Deutliche
Fluoreszenz zeigten Appressorien (24 h, Pfeil) und Setae (96 h, Pfeil) bei einsetzender Melanisierung.
Pfeilkopf: reifes Appressorium (24 h), Infektionsvesikel (30 h), Primarhyphe (36 h). (B) Inokulierte
Polyester-Folie. Pfeile: Keimschlauch (8 h), Appressorium mit beginnender Melanisierung (20 h), reifes
Appressorium (30 h). A, B: Obere Reihe: Hellfeld, untere Reihe: Fluoreszenz; Balken=10 um (C) Semi-
quantitative RT-PCR mit spezifischen CgPKS1-Primern zur Abschétzung der relativen CgPKS1-
Transkriptmenge im Zeitraum 0-72 h nach der Inokulation von Maisbléttern. Spezifische Primer fr die
PCR-Amplifikation eines Fragments des B-Tubulin-Gens (CgTUB) bzw. des Chitinsynthase 11-Gens

(CgCHSII) wurden in Kontrollansétzen verwendet.
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Die vollstandige Isolierung von CgPKS1 ermdglichte die Expression eines
CgPKS1:eGFP-Fusionskonstrukts unter der Kontrolle des nativen Promoters (Abb. 29).
Maisblatter (Abb 29 A) bzw. Polyester-Folie (Abb. 29 B) wurden mit Konidien des
CgPKS1:eGFP-Reporterstammes inokuliert. Etwa 20-24 Stunden nach dem Beginn des
Experiments setzte die Melanisierung der Appressorienzellwand ein. Gleichzeitig fluo-
reszierten die Appressorien in dieser Phase des Entwicklungszyklus am stérksten
(Abb. 29 A 24 h, bzw. B 20 h, vgl. Hellfeld- und Fluoreszenzbilder), wahrend eine
deutliche Abnahme der GFP-Fluoreszenz in stark melanisierten Appressorien beo-
bachtet werden konnte (Abb. 29 A 24 h, Pfeilkopf). Signifikante GFP-Fluoreszenz
konnte jedoch nicht in Konidien (Abb. 29 A, B 0 h), Keimschlduchen (Abb. 29 B 8 h,
Pfeil), Infektionsvesikeln (Abb. A 30 h, Pfeilkopf) und primaren Infektionshyphen
(Abb. 29 A 36 h, Pfeilkopf) nachgewiesen werden. Dagegen zeigten Setae mit
einsetzender Melanisierung eine deutliche GFP-Fluoreszenz (Abb. 29 A 96 h, Pfeil).

Die Expression des CgPKS1:eGFP-Reporterkonstrukt korrelierte somit eindeutig mit
dem Einsetzen der Melanisierung von Appressorien und Setae. Nichtmelanisierte
Infektionsstrukturen zeigten dagegen keine signifikante GFP-Fluoreszenz. Diese Ergeb-
nisse sind ein deutlicher Hinweis auf eine zeitliche und rdumliche Transkriptionskon-
trolle von CgPKS1 im Verlauf der Pathogenese.

In semiquantitativen RT-PCR-Analysen zur Bestimmung der relativen Transkript-
mengen von CgPKS1-mRNA in infiziertem Blattgewebe konnte eine maximale
Transkriptkonzentration etwa 24 Stunden nach Inokulationsbeginn nachgewiesen
werden (Abb. 29 C). Dieser Wert korreliert mit dem Auftreten melanisierter Appres-
sorien. Allerdings zeigte eine relativ starke PCR-Produktbande signifikante CgPKS1-
Transkriptmengen in den Konidien zum Zeitpunkt O Stunden an. Zu diesem Zeitpunkt
war jedoch keine GFP-Fluoreszenz sichtbar. RT-PCR und die Analyse der Expression
eines GFP-Reporterkonstrukts fuhrten in diesem Fall zu unterschiedlichen Resultaten,
was eine klare Aussage zur CgPKS1-Expression in den Konidien verhindert.

Daruber hinaus wiesen die Ergebnisse der RT-PCR auf eine allmahliche Verringerung
der CgPKS1-Transkriptmenge zwischen 24 und 72 Stunden hin, wohingegen GFP-
Fluoreszenz nur bis etwa 24 Stunden nach Infektionsbeginn nachweisbar war. Mdg-
licherweise ist die Ursache dieser Abweichung eine Asynchronitat wéahrend der Appres-
soriendifferenzierung oder auch der Ausdruck einer geringeren Sensitivitdt des GFP-
Reporterassays gegeniiber der RT-PCR.
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111.4.3 Inaktivierung von CgPKS1

111.4.3.1 Insertionsmutagenese

Zur funktionellen Charakterisierung von CgPKS1 sowie zur Abgrenzung des ACgpks1-
Deletionsphénotyps vom Phéanotyp der CgPPT1- bzw. CgAAR-defizienten Isolate
erfolgte die gezielte Inaktivierung von CgPKS1 durch die Integration einer Hygro-
mycin-Resistenzkassette in den ORF des Gens (Abb. 30 A).
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CgPKS1 CgCHSII

5 CgPKS1 3° —I 6170
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Abb. 30: CgPKS1-Deletionsmutagenese

(A) In die Bspl119I-Schnittstelle (B) eines 1689 bp grofRen PCR-Fragments von CgPKS1 (Nukleotide
3557-5246) wurde die 3,7 kb groRe Hygromycin-Resistenzkassette (hph) kloniert und das vollstandige
Konstrukt fiir die Transformation fungaler Protoplasten verwendet. Die Southern-Analyse von Wildtyp
(WT), einem lIsolat mit ektopischer Integration (ekt) und drei Isolaten (KO) mit Integrationen, die durch
homologe Rekombinationsereignisse entstanden, zeigte eine GréRenverschiebung von 6170 bp (WT) auf
8780 bp (KO) bzw. etwa 10 kb (ekt), verursacht durch die Integration der Resistenzkassette. Ein
untersuchtes Isolat enthielt neben einer Integration im CgPKS1-ORF multiple ektopische Integrationen
(KO*). Der Restriktionsverdau von genomischer DNA aus den untersuchten Isolaten wurde mit Xhol (X)
durchgefihrt. Die verwendete Sonde ist komplementar zu den Nukleotiden 4424-4708 des CgPKS1-ORF.
(B) RT-PCR Analysen zur Kontrolle der CgPKS1-Inaktivierung auf Transkriptebene erfolgten unter
Verwendung spezifischer Primer fur die Amplifikation von CgPKS1- bzw. CgCHSII-Fragmenten.
Wéhrend ein 380 bp groRes PCR-Produkt fur das Fragment des Chitinsynthasegens CgCHSII in allen
Proben nachweisbar war, bestétigte das Fehlen des PCR-Produkts fiir ACgpksl-Isolate (KO) die erfolg-
reiche Geninaktivierung.
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Erfolgreich transformierte Konidien bildeten Kolonien auf hygromycinhaltigem Se-
lektionsmedium. Die DNA von Einzelsporisolaten der erhaltenen Kolonien wurde
mittels Southern-Analyse naher charakterisiert. Fur drei unabhéngige Einzelsporisolate
zeigte die GroRenverschiebung des detektierten DNA-Fragments (8780 bp, KO)
gegenuber der Wildtypbande (6170 bp, WT) eine Integration des KO-Konstrukts an, die
auf ein homologes Rekombinationsereignis zuriickzufiihren war. Dagegen wies ein
Isolat mit ektopisch integriertem Konstrukt (ekt) eine Bande zusatzlich zur Wildtyp-
bande auf. Ein weiteres Isolat enthielt neben der korrekten Integration des KO-Kon-
strukts zusétzlich eine ektopische Integration (KO*) und wurde daher von weiter-
gehenden Analysen ausgeschlossen (vgl. WT, KO, KO* und ekt).

Zur Bestétigung der Geninaktivierung auf Transkriptionsebene wurden RT-PCR-
Experimente mit RNA aus Wildtyp und Deletionsmutanten durchgefiihrt (Abb. 30 B).
Ein 300 bp grofRes CgPKS1-Fragment aus dem 5’-Bereich des ORF konnte in Ansétzen
mit Wildtyp-RNA (WT), nicht jedoch in Ansédtzen mit RNA aus ACgpksl-Isolaten
(KO) amplifiziert werden. Kontrollreaktionen mit spezifischen Primern zur Ampli-
fikation eines 380 bp groRen Fragments des konstitutiv exprimierten C. graminicola
Chitinsynthase 11-Gens (CgCHSII; Werner et al., 2007) ergaben fir samtliche Proben
die erwartete Produktbande.

111.4.3.2 phanotypische Charakterisierung von ACgpksl

Ein typisches Merkmal des Ph&notyps von ACgpksl-Insertionsmutanten (Abb. 31 A,
KO) war die im Vergleich zum Wildtyp (WT) fehlende Melanisierung. Wahrend
Myzelien zehn Tage alter PDA-Kulturen des C. graminicola-Wildtypisolats (WT) und
eines Isolats mit ektopisch integriertem KO-Konstrukt (ekt) eine dunkelbraune bis
schwarze Pigmentierung aufwiesen, waren die vegetativen Hyphen der ACgpksl-
Insertionsmutante (KO) hyalin bzw. schwach orange geféarbt (vgl. WT, KO und ekt).
Die heterologe Expression von CgPKS1 unter Kontrolle eines konstitutiven Promoters
(KOM) komplementierte den makroskopisch sichtbaren Mutantenph&notyp. Im Ver-
gleich zum Wildtyp bewirkte die konstitutive Expression von CgPKS1 jedoch eine sehr
frihe und starke Melanisierung der vegetativen Hyphen (vgl. WT, KO und KOM).

Die Fahigkeit nichtmelanisierter ACgpksl-Isolate zur Infektion verletzter und unver-
letzter Maisblatter wurde in Inokulationsversuchen analysiert (Abb. 31 B).
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Abb. 31: Charakterisierung des ACgpks1-Phénotyps

(A) Wahrend das Wildtypisolat CgM2 (WT) und eine Transformante mit ektopischer Integration des KO-
Konstrukts (ekt) stark melanisierte vegetative Hyphen aufwiesen, enthielten die nur schwach geférbten
Hyphen der ACgpksl-Insertionsmutante (KO) gelbe bis orangefarbene Pigmente. Genetisch komple-
mentierte ACgpks1-Isolate (KOM) mit einer ektopischen Integration von CgPKS1 unter der Kontrolle des
konstitutiven oliC-Promoters aus A. nidulans wiesen stark melanisierte vegetative Hyphen auf. (B)
Infektionsexperimente mit unverletzten Maisbléttern zeigten, dass sechs Tage nach Infektionsbeginn das
Wildtypisolat CgM2 (WT) und ein genetisch komplementiertes Isolat (KOM), nicht jedoch die ACgpksl-
Insertionsmutanten (KO) Blattanthraknosen verursachten. Nach der Inokulation verletzter Blatter mit

ACgpksl konnte jedoch die Entstehung von Symptomen beobachtet werden. H,O: Kontrollinokulation

Waéhrend das Wildtypisolat (WT) und eine ektopische Transformante (ekt) auf
verletzten und intakten Blattern Anthraknose-Symptome hervorriefen, blieben unver-
letzte Maisblatter nach einer Inokulation mit Konidien der ACgpksl-Insertionsmutante
(KO) ohne sichtbare Krankheitssymptome. Dagegen wiesen artifiziell verletzte Blatter,
die mit ACgpksl-Konidien inokuliert wurden, charakteristische Nekrosen auf.

Die genetische Komplementation von ACgpksl (KOM) fihrte zu stark melanisierten
Isolaten, die aber im Vergleich zu den vom Wildtypisolat verursachten Chlorosen und
Nekrosen wesentlich schwécher ausgepréagte Symptome auf intakten Blattern hervor-
riefen. Verletzte Blatter entwickelten dagegen charakteristische Symptome als Reaktion
auf die Inokulation mit Konidien des komplementierten Isolats (vgl. WT, KO, ekt.,
KOM, verletzt und unverletzt).

Die Fahigkeit zur Synthese von Melanin ist somit eine unabdingbare Voraussetzung fur
die erfolgreiche Infektion von Wirtspflanzen. Gleichzeitig scheint aber auch die exakte
raumliche und zeitliche Steuerung der Melaninsynthese von entscheidender Bedeutung
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zu sein, wie mikroskopische Analysen von Appressorien des Wildtyps (Abb. 32, WT),
der Melanin-defizienten ACgpks1-Mutante (KO) und eines genetisch komplementierten
ACgpks1-Isolats (KOM) zeigten.

Wildtyp-Appressorien waren als gleichmaliig melanisierte Strukturen sichtbar, wéahrend
Appressorien der ACgpksl-Mutante keinerlei Melanin in ihren Zellwanden enthielten
(vgl. WT und KO, Pfeile). Erstaunlicherweise waren Appressorien des genetisch kom-
plementierten ACgpksl-Isolats (KOM) weitaus schwécher melanisiert als Wildtyp-
Appressorien. Dariiber hinaus konnten auffallige morphologische Unterschiede beo-
bachtet werden. Wéhrend das &ufere Erscheinungsbild von Wildtyp-Appressorien durch
kleine Einbuchtungen gekennzeichnet war, erschienen Appressorien des genetisch
komplementierten Isolats unter dem Mikroskop als gleichmaRig runde bis ovale
Strukturen mit glatten Randern (vgl. WT und KOM, Pfeile).

5x Acetyl-CoA Melanin
T4HN- Scytalon- T3HN- Scytalon- p-Diphenol-

CgPKS1— Reduktase Dehydratase Reduktase Dehydratase $ < Oxidase
OH OH OH 0 OH OH OH OH

T4HN Scytalon T3HN Vermelon 1,8-DHN

~%% KO + Scytalon

Abb. 32: Einfluss von Melanin auf die Appressorienmorphologie

Appressorien des Wildtyp-1solats (WT, Pfeile) waren stark melanisiert, wéhrend die Zellwénde von
ACgpks1-Appressorien (KO, Pfeile) kein Melanin enthielten. Schwach melanisiert waren Appressorien
des genetisch komplementierten Isolats (KOM, Pfeile), in dem das ektopisch integrierte CgPKS1-Gen
unter der Kontrolle des konstitutiven oliC-Promoters aus A. nidulans exprimiert wurde. Die chemische
Komplementation von ACgpksl fiihrte zu stark vergrofRerten Appressorien (KO + Scytalon, 1 mM), die
unter Verlust des cytoplasmatischen Inhalts (Pfeilkopf) lysierten. Die Bilder wurden 30 Stunden nach der

Inokulation von Polyester-Folie aufgenommen. Balken=10 um

Scytalon entsteht im Verlauf der fungalen Melaninbiosynthese als Reduktionsprodukt
von Tetrahydroxynaphtalen (T4HN, Abb. 32) und ist daher geeignet, den Ausfall der
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T4HN-Synthese zu kompensieren. Tatsachlich waren in Anwesenheit von Scytalon
gebildete ACgpks1-Appressorien schwach melanisiert (KO + Scytalon, Pfeil). Dartber
hinaus waren diese Appressorien aber auch deutlich volumindser und wesentlich
instabiler als Appressorien der Referenzisolate. So lysierten die chemisch komple-
mentierten Appressorien haufig, wobei es zum Austritt des cytoplasmatischen Inhalts
kam (KO + Scytalon, Pfeilkopf).

Durch die genetische und chemische Komplementation Melanin-defizienter ACgpks1-
Appressorien konnte der Phanotyp des Wildtyp-Isolats nur teilweise wiederhergestellt
werden. Zwar verursachten genetisch komplementierte Isolate Anthraknosen auf Mais-
blattern, allerdings waren diese Symptome weit weniger stark ausgepragt als bei der
Wildtyp-Infektion. Die chemische Komplementation mit Scytalon fuhrte dagegen zu
vollstandig funktionslosen Appressorien.

In mikroskopischen Analysen der frithen Infektionsphase konnte nachgewiesen werden,
dass nichtmelanisierte Appressorien der ACgpksl-Insertionsmutante nicht in der Lage
waren, intakte Maisblatter zu penetrieren (Abb. 33 A). Hdaufig lysierten ACgpksl-
Appressorien auf der Blattoberflache unter Freisetzung des cytoplasmatischen Inhalts
(KO 36 h, Pfeil) oder es wurden Appressorienketten gebildet (KO 32 h, Pfeile). Nach
der Infektion verletzter Blatter konnte jedoch der vollstdndige Entwicklungsszyklus
durchlaufen werden. Die Bildung von Acervuli mit Konidien (KO 120 h, Pfeil) auf der
Blattoberflaiche markierte den erfolgreichen Abschluss der Infektion. Dagegen pene-
trierten die melanisierten Appressorien des Wildtyps (WT) etwa 24 Stunden nach dem
Beginn der Inokulation Epidermiszellen der Wirtspflanze (24 h, Pfeile) und differen-
zierten primdre Infektionshyphen (30 h und 34 h, Pfeil).

Quantitative Daten relevanter Parameter der frihen Infektionsphase von Wildtyp und
ACgpksl-Insertionsmutante zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl
gekeimter Konidien bzw. gebildeter Appressorien (Abb. 33 B). Es konnte jedoch keine
erfolgreiche Penetration der Blattepidermis durch ACgpksl-Appressorien beobachtet
werden, wohingegen mehr als 80 Prozent der Wildtyp-Appressorien in der Lage waren
die Wirtsepidermis zu penetrierten. Ungefahr 25 Prozent der ACgpksl-Appressorien
lysierten auf der Blattoberflache.
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Abb. 33: Bedeutung von Melanin fur die Penetrationskompetenz von Appressorien

(A) Vergleich der friihen Infektionsphase von Wildtyp und ACgpksl. Melanisierte Wildtyp-Appressorien
(WT 24 h, Pfeile) penetrierten Maisblatter etwa 24 Stunden nach Beginn der Inokulation und bildeten
Primarhyphen (WT 30 h und 34 h, Pfeil; Pfeilkopf weist auf Appressorium). Dagegen gelang ACgpks1-
Appressorien keine erfolgreiche Penetration der Epidermiszellen. Ein Teil der Appressorien lysierte,
wobei es zum Verlust des cytoplasmatischen Inhalts kam (KO 36 h, Pfeil). Charakteristisch war eine
multiple Appressorienbildung (KO 32 h, Pfeile). Die Infektion verletzter Blatter filhrte jedoch zum erfolg-
reichen Abschluss des Entwicklungszyklus, wie die Differenzierung von Acervuli mit Konidien zeigte
(KO 120 h, Pfeil, Pfeilkopf weist auf Seta). Balken=10 pm (B) Quantitative Analyse infektionsrelevanter
Parameter. Etwa 70 Prozent der Wildtyp- und ACgpksl-Konidien bildeten einen Keimschlauch, ca.
50 Prozent der gekeimten Konidien differenzierten Appressorien 24 Stunden nach Beginn der Infektion
(p<0,05). Wahrend etwa 90 Prozent der Wildtyp-Appressorien die Wirtsepidermis erfolgreich pene-
trierten, konnte fiir ACgpksl-Appressorien kein Penetrationserfolg nachgewiesen werden. Etwa ein
Viertel aller ACgpks1-Appressorien lag 48 Stunden nach Infektionsbeginn lysiert vor, wahrend Wildtyp-
Appressorien ohne Penetrationserfolg intakt blieben (p<0,05; n=1600).
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Lysierte Appressorien der ACgpksl-Mutante konnten auf Mais- bzw. Zwiebel-
epidermen, nicht jedoch auf kunstlichen Oberflachen beobachtet werden. Tatséchlich
ergaben quantitative Analysen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Integritdt von Wildtyp- bzw. ACgpksl-Appressorien nach einer Inokulation wvon
transparenten Polyester-Folien (Abb. 34). Wurden die ausdifferenzierten Appressorien
beider Isolate jedoch in einer Lésung mit zellwandabbauenden Enzymen, darunter
Chitinasen und Glucanasen, inkubiert, zeigten sich gravierende Unterschiede. Lediglich
ein Viertel der ACgpksl-Appressorien erschien &uferlich unversehrt, wéhrend die
uberwiegende Mehrheit lysiert vorlag. Melanisierte Appressorien des Wildtyps blieben
dagegen groftenteils intakt (vgl. WT, KO +/- hydrolytische Enzyme).
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Abb. 34: Melanisierung erhoht die Widerstandsféhigkeit der Zellwand gegentiber hydrolytischen
Enzymen

(A) Quantitative Bestimmung der Appressorienlyse. Auf Polyester-Folie differenzierte Appressorien von
Wildtyp- und ACgpksl waren 48 Stunden nach Beginn der Inokulation unversehrt. Die Zugabe von
5 mg/ml Trichoderma harzianum Lysing Enzymes 24 Stunden nach Inokulationsbeginn fihrte jedoch zur
Lyse von etwa 75 Prozent der ACgpksl-Appressorien (p<0,05; n=400). (B-E) Calcofluor White- (blau,
Zellwand) und Nile Red- (rot, Liposomen) Doppelfarbung von Konidien ohne (B; Austritt von
Cytoplasma, Pfeil) und mit (C) zugesetzte zellwandabbauende Enzyme. Appressorien des Wildtyps (D,
Pfeil) blieben nach 24stlindiger Inkubation in 5 mg/ml Lysing Enzymes intakt, wéhrend die Mehrzahl der
ACgpksl-Appressorien (E, Pfeil) unter Verlust des Zellinhalts (E, Pfeilkopf) lysierte. Balken=10 pm
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Der Einfluss hydrolytischer Enzyme auf die Stabilitdt der fungalen Zellwand konnte
durch die Féarbung der Zellwand mit Calcofluor White sowie die Farbung von Lipiden
mit Nile Red sichtbar gemacht werden (Abb. 34 A-E). Intakte Konidien waren ausge-
fullt von intrazellularen Lipidkdérperchen, die blau gefarbte Zellwand wurde als diinne
Linie unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar (Bild A). Chitinasen und Glucanasen
hydrolysierten kovalente Verkniipfungen von Zellwandbestandteilen und verursachten
dadurch die Freisetzung des cytoplasmatischen Inhalts (Bild B, Pfeil). Mit dem Verlust
des intrazellularen Turgors kollabierte die Konidie, wodurch die gefarbte Zellwand in
ihrer vollen Gestalt sichtbar wurde.

Bild C der Abbildung 34 zeigt ein intaktes melanisiertes Appressorium des Wildtyp-
Isolats (Pfeil) nach der Inkubation mit zellwandabbauenden Enzymen. Charakteristisch
waren die rotgefarbten Vakuolen, in denen Lipide metabolisiert werden. Ein Teil dieser
Vakuolen verblieb im Konidium, das in diesem spéten Stadium der Appressorienent-
wicklung durch eine Zellwand vom Appressorium getrennt war.

Die Zellwandpolymere nichtmelanisierter Appressorien der ACgpksl-Mutante (Bild D,
Pfeil) wurden durch die Wirkung zellwandabbauender Enzymen hydrolysiert, so dass
cytoplasmatische Bestandteile auBerhalb des Appressoriums nachgewiesen werden
konnten (Pfeilkopf). Der Verlust des Zellinnendrucks fiihrte zum Kollaps der fungalen
Strukturen.

Der Phénotyp von ACgpksl ist gekennzeichnet durch die fehlende Melanisierung von
Appressorien, Setae und vegetativen Hyphen. Intakte Maisblatter konnen nicht
penetriert werden. Ein betréchtlicher Teil der nichtmelanisierten ACgpks1-Appressorien
lysiert auf der Pflanzenepidermis, nicht jedoch auf kiinstlichen Oberflachen. Verletzte
Maisblatter kénnen jedoch durch ACgpksl-lsolate besiedelt und der Infektionszyklus
abgeschlossen werden. Der Apathogenitit von ACgpksl ist somit auf den Verlust der

Penetrationskompetenz zurlickzufihren.
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I11.5 Cytorrhizie

Das osmotische Potential einer Zelle wird durch die innerzellulare Konzentration
geloster Molekile bestimmt. Da Wasser wesentlich leichter als osmotisch aktive Sub-
stanzen semipermeable Zellmembranen passiert, verlieren lebende Zellen in einer hypo-
osmotischen Umgebung Wasser. Dadurch verkleinert sich das symplastische Volumen,
wobei die Zellmembran sich deutlich sichtbar von der Zellwand 16st. Besonders in
Pflanzenzellen ist dieser als Plasmolyse bekannte Vorgang gut zu beobachten. Kol-
labiert die Zellwand als Folge des fehlenden Turgors, spricht man von Cytorrhizie.
Cytorrhizie-Induktoren sind osmotisch aktive Substanzen, die aufgrund ihrer Teilchen-

grolRe die Zellwand nicht passieren kdnnen.
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Abb. 35: Cytorrhizie
Prozentuale Anzahl kollabierter Appressorien des Wildtyps sowie der ACgpksl- bzw. ACgaar-Mutanten
auf Polyesterfolie in PEG6000-Konzentrationen von 0-600 g/l.

Da der Eintritt von Plasmolyse bzw. Zellkollaps mikroskopisch gut beobachtet werden
kann, ist es moglich, das osmotische Potential einer Zelle zu bestimmen. Dafur wird das
Untersuchungsobjekt in Losungen mit definierten Osmolytkonzentrationen inkubiert.
Ubersteigt das osmotische Potential der Losung das der Zelle, kommt es zum Zellkol-
laps oder zur Plasmolyse.

Cytorrhizieexperimente mit Appressorien des Wildtyps und der ACgpksl-Mutante
sollten klaren, ob die beobachtete Apathogenitdat von ACgpksl tatsachlich auf einen
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verringerten Turgor zuriickgefihrt werden kann. Zusatzlich sollte die Wirkung der
Deletion von CgAAR auf die Generierung des Turgors in den Appressorien untersucht
werden, da auch ACgaar-Mutanten einen deutlichen Penetrationsdefekt aufwiesen.

Die experimentell bestimmten Daten der osmotisch bedingten Cytorrhizie ergaben keine
Hinweise auf geringere Osmolytkonzentrationen in Appressorien der ACgpksl- bzw.
ACgaar-Mutanten (Abb. 35). Fiinfzig Prozent der Wildtyp-Appressorien kollabierten in
einer PEG6000-Ldsung von 358 g/l. Fir ACgpks1-Appressorien lag dieser Wert bei 408
g/l und fur Appressorien der ACgaar-Deletionsmutante bei 383 g/l. Die osmotischen
Potentiale dieser PEG-LOsungen entsprachen nach Money (1989) 2,8 MPa (WT);
3,7 MPa (ACgpksl) und 3,24 MPa (ACgaar). Die beobachteten Penetrationsdefekte
sind somit nicht auf einen reduzierten Turgor in den Appressorien der generierten
Mutanten zurtckzufthren.

Cytorrhiziedaten fir ACgpptl konnten nicht ermittelt werden, da keine hinreichend

grolRe Anzahl ACgpptl-Appressorien auf Polyesterfolie gebildet wurde.
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IV Diskussion

V.1 Colletotrichum graminicola als Modellorganismus

Ascomyceten der Gattung Colletotrichum verursachen als weltweit verbreitete Pflan-
zenpathogene Anthraknosesymptome, aber auch Blatt-, Stéangel- und Fruchtfaulen an
wirtschaftlich bedeutenden Nutzpflanzen. Damit einhergehende 6konomische Schéaden
gefédhrden einerseits die Existenz landwirtschaftlicher Unternehmen, andererseits eine
ausreichende Nahrungsmittelversorgung, sofern keine wirkungsvollen Bekdmpfungs-
maRnahmen ergriffen werden. Charakteristisch fur Pathogene der Gattung Colleto-
trichum ist deren breites Wirtsspektrum sowie die Besiedlung vielféltiger Lebensraume
in tropischen, subtropischen und gemaRigten Klimaten. Besonders betroffen sind u. a.
tropische Obstkulturen von Infektionen durch C. gloeosporioides und C. musae, Kaffee-
pflanzungen durch C. kahawae, Cruziferen durch C. higginsianum, Leguminosen durch
C. destructivum, C. capsici, C. trifolii, C. dematium und C. truncatum und Hirse durch
C. sublineolum.

Colletotrichum graminicola gehért neben Ustilago maydis, Cochliobolus carbonum und
Cochliobolus heterostrophus zu den ausfihrlich charakterisierten pilzlichen Maispatho-
genen. Aufgrund seiner fakultativ saprophytischen Lebensweise kann C. graminicola in
Né&hrmedien mit definierter Zusammensetzung kultiviert werden. Ein vollstdndiger Ent-
wicklungszyklus, verbunden mit der Produktion groRer Sporenmengen, wird in vitro
innerhalb von drei bis vier Tagen durchlaufen. Genetische Manipulationen sind ange-
sichts des haploiden Chromosomensatzes vegetativer Zellen und einer GenomgréfRe von
57,44 Mb einfach durchzufiihren (http://www.reeis.usda.gov/web/crisprojectpages).
Etablierte Transformationstechniken ermoglichen in diesem Zusammenhang eine
effiziente und stabile Integration transgener DNA (Epstein et al., 1998; Thon et al.,
2000; Floss, 2004; Flowers & Vaillancourt, 2005). Dartiber hinaus stehen cDNA- (Graf,
2004) und genomische Bibliotheken (Rollins, nicht publiziert) zur Verfligung.

Die Sequenzierung des Genoms von C. graminicola wurde Ende 2008 erfolgreich abge-
schlossen. Rohdaten des Sequenzierprojekts konnen unter http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
abgerufen werden. Gegenwartig laufen die Arbeiten zur Annotierung der Sequenzdaten.
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Vielféltige wissenschaftliche Arbeiten liefern umfassendes und informatives Material,
auf das im Vorfeld der Planung von Experimenten zurtickgegriffen werden kann (Berg-
strom & Nicholson, 1999; Bechinger et al., 1999; Chaky et al., 2001; Schadeck et al.,
2003; Crouch et al., 2006; Venard & Vaillancourt, 2007; Sukno et al., 2008). Besonders
intensiv erfolgte dabei die Erforschung von Genen mit Bedeutung fur die Virulenz und
Pathogenitat (Thon et al., 2002; Sugui & Deising, 2002; Wernitz, 2003; Tang et al.,
2006; Minch et al., 2008; Krijger et al., 2008) sowie der Zellwandbiosynthese (El
Gueddari et al., 2002; Amnuaykanjanasin & Epstein, 2006; Werner et al., 2007). Ferner
wurden Untersuchungen zur Entstehung und Verbreitung von Resistenzen gegentiber
fungiziden Wirkstoffen durchgefuhrt (Avila-Adame et al., 2003; Serfling et al., 2007).

V.2 C. graminicola ist ein landwirtschaftlicher Schaderreger

mit erheblicher 6konomischer Bedeutung

Colletotrichum graminicola, der Erreger der Blattfleckenkrankheit (Anthraknose) und
Stangelfaule, gehort weltweit zu den wirtschaftlich bedeutenden Maispathogenen
(Hooker, 1976; White et al., 1979). Besonders kontinental gepragte Klimate mit heilen
Sommern bieten dem Pilz optimale Vermehrungsbedingungen. Diese klimatischen
Voraussetzungen bieten die flachenmalig groRten Maisanbaugebiete der Welt im
Mittleren Westen der USA (www.maiskomitee.de).

Anthraknose an Maiskulturen wurde vor 1970 in Nordamerika nur sporadisch beo-
bachtet. Die dadurch verursachten Ertragsriickgange waren gering (Dale, 1963; Leonard
& Thompson, 1969). Anfang der 70er Jahre &nderte sich diese Situation grundlegend.
Verheerende Epidemien vernichteten groRe Teile der Maisernte in den zentralen und
Ostlichen Anbaugebieten der Vereinigten Staaten (Hooker, 1976; Perkins & Hooker
1979; Wheeler et al., 1974). Klimatische Veranderungen, die Entstehung stark viru-
lenter Pathotypen und Modifikationen in der landwirtschaftlichen Anbaupraxis wurden
als mogliche Erklarungen fir das gestiegene Schadenspotential von C. graminicola
angenommen (Bergstrom & Nicholson, 1999). Eine Stabilisierung der Situation konnte
durch den Einsatz systemisch wirkender Fungizide und den Anbau widerstandsfahigerer
Maissorten erreicht werden. Stangelfaule-Epidemien in den 80er und 90er Jahren korre-

lierten mit dem verstarkten Auftreten des europdischen Maisziinslers, welcher durch die
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Verletzung des Pflanzengewebes den Weg fiir pilzliche Infektionen ebnet (Bergstrom et
al., 1983; Keller et al., 1986; Muimba-Kankolongo, 1991).

V.3 Sfp-Typ 4’-Phosphopantetheinyltransferasen als Patho-

genitatsdeterminanten filamentdser Ascomyceten

1V.3.1 PPTasen aktivieren Enzyme des Sekundarmetabolismus

Sfp-Typ 4’-PPTasen aktivieren als zentrale Regulatoren des fungalen Stoffwechsels
PKS und NRPS sowie PKS/NRPS-Hybride. Aufgrund ihrer strukturellen Variabilitét
ubernehmen Polyketide und nichtribosomale Peptide vielfdltige biologische Funktionen
und ermdglichen Phytopathogenen dadurch die Erschliefung von Nahrungsquellen
sowie die Abwehr von Konkurrenten und Fressfeinden (Vining, 1990; Markham &
Hille, 2001; Baker et al., 2006; Howlett, 2006). Darlber hinaus besitzt ein Teil dieser
Substanzen protektive Eigenschaften gegeniber biotischen und abiotischen Stressoren,
wie z. B. UV-Strahlung, Hitze- und Trockenheit, reaktiven Sauerstoffspecies, zellwand-
degradierenden Enzymen und toxischen Substanzen (Henson et al., 1999 und Zitate
darin; Nosanchuk & Casadevall, 2003; Oide et al., 2006).

Eine relativ kleine Anzahl von PKS und NRPS pilzlicher Phytopathogene konnte bisher
als Virulenz- bzw. Pathogenitatsdeterminanten identifiziert werden. Dabei handelt es
sich hauptséchlich um Enzyme flr die Synthese phytotoxischer Verbindungen (Mark-
ham & Hille, 2001; Howlett, 2006). Daneben besitzen Synthasen der Siderophor- und
Melaninproduktion eine Funktion als Virulenz- bzw. Pathogenitétsfaktor (Henson et al.,
1999; Oide et al., 2006; Hof et al., 2007).

Phytopathogene haben im Verlauf der Koevolution mit ihren Wirten eine Vielzahl indi-
vidueller Infektionsstrategien und Entwicklungszyklen hervorgebracht (Burdon &
Thrall, 2009). Ohne Zweifel spielen dabei Sekundarmetabolite fiir das Uberleben und
die erfolgreiche Vermehrung eine entscheidende Rolle.

Die Bedeutung der Gesamtheit aller PK und NRP im Lebenszyklus eines pathogenen
Pilzes kann durch die Deletion eines einzigen Gens ermittelt werden. Eine relativ ein-
fache genetische Manipulation, die zur Inaktivierung der 4’-PPTase fihrt, ermoglicht
die Evaluierung der Funktion eines grofRen Teilbereichs des Sekundarmetabolismus.
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Welche Bedeutung dabei Produkten von PKS/NRPS in den einzelnen Lebens- bzw.
Infektionsphasen zukommt, kann u. U. durch die Zugabe verfiigbarer PK oder NRP, d.
h., mittels chemischer Komplementation, untersucht werden. Im Rahmen dieser Vor-
gehensweise lassen sich wertvolle Daten fiir die Grundlagenforschung gewinnen, die
aber auch fir eine Bewertung der fungalen PPTase als potentielles Target fiir fungizide

Wirkstoffe oder Silencing-Strategien verwendet werden kdnnen (Nowara, 2008).

IV.3.2 Charakterisierung von CgPPT1

1VV.3.2.1 Isolierung, Expressionsanalyse und in vitro 4*-Phosphopantetheinylierung

Die Aminosduresequenz von Sfp-PPTasen zeichnet sich selbst bei phylogenetisch nah
verwandten Arten durch einen geringen Konservierungsgrad aus. So sind die Amino-
séuresequenzen der Sfp-PPTasen aus M. oryzae, A. nidulans bzw. S. cerevisiae,
verglichen mit CgPPT1 aus C. graminicola, lediglich zu 54, 32 bzw. 20 Prozent
identisch. Aullerdem erlauben konservierte Sequenzmotive von nur wenigen Amino-
séuren Lange keine Ableitung degenerierter Primer, mit deren Hilfe die PCR-Ampli-
fizierung zumindest eines Sequenzfragments moglich wére. Da die Genomsequenz von
C. graminicola zum Beginn dieser Arbeit noch nicht zur Verfugung stand, wurde
CgPPT1 durch genetische Komplementation der Saccharomyces cerevisiae Alys5-
Deletionsmutante isoliert. Untersuchungen zeigten, dass die konstitutive CgPPT1-
Expression in lys5-defizienter Hefe den Wildtyp-Phénotyp wiederherstellt (Graf, 2004).
Zur detaillierten Charakterisierung der 4’-PPTase aus C. graminicola wurde nach der
Isolierung des CgPPT1-Promoterbereichs zundchst ein CgPPT1:eGFP-Reporterkon-
strukt stabil in das Genom des Wildtyps integriert. Infektionsstudien an Maisblattern
und Zwiebelepidermen wiesen GFP-Fluoreszenz in allen vitalen Pilzstrukturen und zu
jedem untersuchten Zeitpunkt der Infektion nach. Diese Ergebnisse sind ein deutlicher
Hinweis auf eine konstitutive Expression von CgPPT1 im Verlauf der Pathogenese und
betonen die zentrale Rolle des Enzyms im fungalen Stoffwechsel.

Die Verwendung unpigmentierter Zwiebelepidermen, die als H&utchen bestehend aus
einer Zellschicht prapariert werden, ermdglicht die Aufnahme qualitativ hochwertiger
und sehr detaillreicher Mikroskopbilder intrazellul&rer Pilzstrukturen. Dabei entfallt die
Notwendigkeit der Kontrastierung durch Farbetechniken, deren Anwendung zur Aus-
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bildung von Artefakten fiihren kann. Die Infektion von Zwiebelepidermen stellt ein
etabliertes Modellsystem in der Wirt-Parasit-Interaktionsforschung dar. C. graminicola
ist in der Lage, einen vollstdndigen Entwicklungszyklus in infizierten Zwiebelepider-
men zu durchlaufen.

Nachdem die Funktionalitat der isolierten PPTase aus C. graminicola bereits in S.
cerevisiae nachgewiesen wurde, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit die direkte Besté-
tigung des Transfers von Phosphopantetheinyl zur ACP-Doméane der Polyketidsynthase
CgPKS1 sowie die kovalente Verkniipfung der prosthetischen Gruppe mit einem kon-
servierten Serin durch die katalytische Wirkung von CgPPT1. Dazu wurde in E. coli
exprimierte und gereinigte C. graminicola-PPTase im zellfreien Ansatz mit CgPKS100,
der 100 Aminosauren groRen ACP-Doméne von CgPKS1 sowie CoA-488 inkubiert. Ein
erfolgreicher PP-Transfer konnte durch die GrofRenverschiebung des phosphopante-
theinylierten CgPKS100 im SDS-Gel sowie die Fluoreszenzdetektion des markierten
Reaktionsprodukts nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis wurde durch vergleichende MALDI-TOF Analysen unmodifizierter
und phosphopantetheinylierter Fragmente von CgPKS100 bestatigt. Untersucht wurde
dabei ein tryptisches CgPKS100-Fragment (CgPKS31, 31 As), welches das konservierte
DSL-Phosphopantetheinylierungsmotiv enthielt (Yin et al., 2005). Fur Markierungs-
reaktionen von CgPKS100, deren Erfolg mittels MALDI-TOF bzw. MALDI-TOF/TOF
bestatigt werden konnte, erfolgte die Verwendung von Biotin-CoA als Substrat, da die
chemische Struktur des Fluoreszenzfarbstoffs Atto-488 vom Hersteller bisher nicht

offengelegt wurde.

Die Resultate von Hefe-Komplementation, biochemischen Untersuchungen und Inter-
aktionsstudien zeigen, dass CgPPTL1 in der Lage ist, PP-abhangige Enzyme durch die
Ubertragung der Phosphopantetheinylgruppe zu aktivieren. Die gewonnenen Daten
stimmen mit den Ergebnissen weiterer Untersuchungen zur Funktionsweise von Sfp-
PPTasen, darunter CfwA aus A. nidulans, tberein (Neville et al., 2005; Yin et al., 2005;
Marquez-Fernandez et al., 2007).
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1VV.3.2.2 Deletionsmutagenese und phanotypische Charakterisierung

Die gezielte Inaktivierung von Genen mit Hilfe molekularbiologischer Methoden,
verbunden mit der phanotypischen Charakterisierung der generierten Deletions-
mutanten, gehort zu den erfolgreichsten Strategien bei der Aufklarung von Genfunk-
tionen (Giaever et al., 2002; Moerman & Barstead, 2008). Eine Vielzahl von Patho-
genitats- bzw. Virulenzgenen phytopathogener Pilze konnte bisher auf diese Weise
identifiziert werden, wodurch ein besseres Verstandnis der VVorgange von Wirt-Parasit-
Interaktionen auf molekularer Ebene ermdglicht wurde (Idnurm & Howlett, 2001, Jeon
et al., 2007).

Ein zentraler Teil des CgPPT1-ORF wurde mittels homologer Rekombination durch ein
Markergen, die Hygromycin-Phosphotransferase aus E. coli, ersetzt. Die Bestétigung
der erfolgreichen Gendeletion erfolgte sowohl in Southern-Analysen als auch auf Ebene
der Transkription mittels RT-PCR.

Untersuchungen zur Auswirkung der CgPPT1-Inaktivierung auf das vegetative Hy-
phenwachstum wurden zundchst unter Verwendung definierter Kulturmedien durch-
gefihrt. Die generierten ACgppt1-Mutanten waren auxotroph fiir die Aminoséure Lysin,
d. h., Wachstum in lysinfreiem Medium konnte nicht beobachtet werden. In Medien mit
zugesetztem Lysin erreichten die Deletionsmutanten jedoch eine dem Wildtyp ver-
gleichbare Wachstumsgeschwindigkeit. Die Ursache der Lysin-Auxotrophie liegt in der
fehlenden Aktivierung der a-Aminoadipat-Reduktase CgAAR, einem Gen mit essentiel-
ler Funktion in der fungalen Lysinbiosynthese (Xu et al., 2007).

Die Unféhigkeit von ACgpptl zum Wachstum in lysinfreiem Medium wurde in die
experimentelle Planung der genetischen Komplementation von ACgpptl einbezogen.
Protoplasten der Deletionsmutante wurden mit einem PCR-Fragment, das den CgPPT1-
OREF, etwa 1,2 kb Promoterregion des Gens sowie den trpC-Terminator aus A. nidulans
umfasste, transformiert und anschlieBend auf definiertem Selektionsmedium ohne Lysin
ausplattiert. Sdmtliche erhaltenen Isolate wiesen sowohl eine Integration von CgPPT1
als auch die phanotypische Identitat des Wildtyps auf. Eine dhnliche Strategie fiihrte
bereits zur erfolgreichen Isolierung von CgPPT1 (Graf, 2003).

CgPPT1 waére folglich ein geeigneter Selektionsmarker mit dem Vorteil der
Restauration des Wildtyp-Zustands gegenuber der Expression eines Fremdgens bei der
Verwendung klassischer pilzlicher Transformationsmarker. Allerdings produziert
ACgpptl ausschlieBlich in Flissigmedium relativ geringe Mengen der fur die Proto-
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plastierung und Transformation notwendigen Konidien. Daher stellen andere Enzyme
der fungalen Lysinsynthese, wie z. B. Homoaconitase oder Saccharopin-Reduktase
vermutlich geeignetere Selektionsmarker dar.

Sekretierte Eisenchelatoren, sogenannte Siderophore, werden von pilzlichen NRPS
synthetisiert und dienen der Versorgung mit essentiellen Eisenionen. Die Auswirkungen
der CgPPT1-Deletion auf die Fahigkeit zur Mobilisierung von Eisen sollte in Kultur-
medien mit komplexierten Fe**-lonen untersucht werden. Dazu wurde den verwendeten
Medien Bathophenanthrolindisulfonat (BPS) zugesetzt. BPS komplexiert Fe**-lonen
und kann daruber hinaus von Zellen nicht aufgenommen werden. ACgpptl zeigte
keinerlei vegetatives Wachstum in Medium mit 50 mM BPS. Dieser inhibitorische
Effekt konnte durch die Zugabe von kommerziell erworbenem Coprogen, einem weit
verbreiteten fungalen Siderophor, fast vollstandig aufgehoben werden. Vermutlich stellt
sich zwischen BPS und dem &quimolar vorhandenen Coprogen ein Verteilungs-
gleichgewicht komplexierter Eisenionen ein, so dass aufgrund der hohen Fe**-Affinitat
von Coprogen ausreichend biologisch verfugbare Eisenionen vorhanden sind.
HPLC-Analysen extrahierter Kulturiberstdande bzw. Myzelfraktionen wiesen anhand
von Referenzsubstanzen die sekretierten Siderophore Coprogen B und 2-N-methyl-
coprogen B sowie das hauptsachlich intrazellular vorkommende Ferricrocin nach.
Hierbei handelt es sich um die erste Beschreibung von Siderophoren aus C. gramini-
cola. Verwandte Ascomyceten synthetisieren strukturell identische bzw. &hnliche
Siderophore (Haas et al., 2008).

Ein Zusammenhang zwischen der Fahigkeit zur Produktion von Siderophoren und der
Stresstoleranz phytopathogener Pilze gegenuber ROS wurde bereits in Wirt-Parasit-
Interaktionssystemen untersucht. Das Wachstum von C. heterostrophus Anps6, einer
Deletionsmutante mit defizienter Coprogensynthese, war in Medien mit KO, und H,0;
im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert (Oide et al., 2006). Ahnliche Resultate
erzielten Hof et al. (2009) durch die Deletion des Coprogen-Synthasegens SSM2 bzw.
durch die gezielte Inaktivierung des Gens fir die L-Ornithin-N5-Monooxygenase
OMO1 in M. oryzae. Das OMO1-Genprodukt katalysiert die Hydroxylierung von L-
Ornithin, eine Vorraussetzung fur die Synthese aller Siderophore des Reispathogens M.
oryzae. Tatsachlich konnte auch fiir ACgpptl-Isolate von C. graminicola im Vergleich
zum Wildtyp eine deutlich erhdhte Sensitivitat gegentiber H,O, und Superoxid-Radi-

kalen nachgewiesen werden.
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Von besonderem Interesse waren die Auswirkungen der CgPPT1-Deletion auf die
Pathogenitdt von C. graminicola. Zahlreiche Parameter, die den Infektionsverlauf
beeinflussen, wurden daher eingehend analysiert. Ein erster entscheidender Punkt war
dabei die Frage nach der Keimféhigkeit der produzierten Konidien. Obwohl die
ausschlieBlich in Flussigkultur gebildeten ACgpptl-Konidien sich morphologisch
deutlich von Wildtyp-Konidien unterschieden, zeigten quantitative Analysen der Keim-
fahigkeit keine signifikanten Unterschiede zur Keimrate von Wildtyp-Konidien. Sporu-
lationsdefekte auf solidem Medium als Folge der Deletion eines fungalen 4’-PPTase-
Gens konnten bereits Marquez-Fernandez et al. (2007) nachweisen. Die asexuelle
Sporenproduktion PPTase-defizienter Isolate (AcfwA) von Aspergillus nidulans war
drastisch reduziert. Allerdings liegen keine Daten zur Sporulation in Flissigmedien
sowie zur morphologischen Charakterisierung der Konidien vor. Die Deletion der L-
Ornithin-N5-Monooxygenase OMOL in M. oryzae resultierte in Siderophor-defizienten
Isolaten, die nicht in der Lage waren, asexuelle Sporen zu produzieren. Coprogen-
defiziente Assm2-Isolate wiesen dagegen nur eine reduzierte Anzahl asexueller Sporen
auf (Hof et al., 2009). Die beobachteten in vitro Sporulationsdefekte sind somit
vermutlich auf fehlende NRPS-Produkte zurtickzufiihren.

Ein besonders kritischer Punkt im Infektionszyklus von C. graminicola ist die
Penetration der Wirtsepidermis durch das Appressorium. Die Differenzierung funktio-
naler Appressorien entscheidet schon in der ersten Phase der Interaktion Uber Erfolg
oder Misserfolg der Infektion (Deising et al., 2000).

Untersuchungen zur Appressoriendifferenzierung auf artifiziellen und nattrlichen Ober-
flachen zeigten, dass die Anzahl der gebildeten ACgppt1-Appressorien dramatisch redu-
ziert war. Dartiber hinaus lysierte ein Teil der Appressorien, wobei der cytoplasmatische
Inhalt freigesetzt wurde. Erfolgreiche Penetrationen der Wirtsepidermis konnten bei
Infektionsversuchen mit ACgpptl nicht beobachtet werden, ACgpptl-Isolate sind dem-
zufolge apathogen. Dagegen konnten verletzte Blatter durch ACgpptl besiedelt werden.
Dabei wurden antikline Zellwénde durchbrochen, was auf unterschiedliche Mechanis-
men bei der initialen Penetration der Epidermiszelle und dem Durchbruch in benach-
barte Zellen hindeutet.

Ein weiteres Merkmal der ACgpptl-Infektion verletzter Blatter war das Fehlen der cha-
rakteristischen Symptome. Obwohl die relative Quantifizierung der fungalen Biomasse
funf Tage nach der Inokulation verletzter Maisblatter eine signifikante Besiedelung des
Pflanzengewebes durch ACgpptl, d. h., etwa 50 Prozent der fungalen Biomasse im
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Vergleich zur CgM2-Infektion verletzter Blatter bzw. etwa 70 Prozent, verglichen mit
der CgM2-Infektion unverletzter Blatter, ergab, konnten auf der Blattoberflaiche nur
schwache Chlorosen beobachtet werden. Diese Art der symptomlosen Interaktion
erinnert an eine endophytische Lebensweise, bei der latente Pilzinfektionen ohne nega-
tive Folgen fur die betroffene Pflanze bleiben (Carroll, 1988). Mdglicherweise verur-
sachen toxische Syntheseprodukte von PKS oder NRPS die charakteristischen Anthrak-
nose-Symptome, die wahrend der nekrotrophen Phase der Wildtyp-Infektion sichtbar
werden.

Der Infektionszyklus von C. graminicola findet seinen Abschluss in der Produktion
grolRer Mengen asexueller Sporen, die in speziellen Sporenlagern auf der Blattober-
flache gebildet werden. Der fast vollstandige Verlust der Fahigkeit zur Konidiogenese
war nicht allein auf in vitro Kulturen von ACgpptl beschrénkt, sondern konnte auch in
Infektionsversuchen nachgewiesen werden. Verletzte Maisblatter wurden zwar durch
ACgpptl besiedelt, allerdings endete diese Entwicklung stets in der initialen Phase der
Konidiogenese. Angelegt wurden lediglich Acervuli-Primordien, d. h., Hyphen aggre-
gierten und bildeten zahlreiche kugelférmige Abschnirungen, welche das Endstadium
der Entwicklung markierten.

Eventuell spielen, wie von Marquez-Fernandez et al. (2007) vermutet, PKS- oder
NRPS-Produkte eine wichtige Rolle fir den Eintritt in die Konidiogenese. Unter-
suchungen zur Sporulation in vitro (s. oben) weisen auf fehlende Siderophore als
Ursache der gestorten Konidiogenese hin. Eine ungenugende Versorgung mit Lysin
kdnnte in vivo durchaus eine Rolle spielen, obwohl Lysinkonzentrationen von 0,12 mM
in Maisblattern bzw. 0,29 mM in Plastiden (Chapman & Leech, 1979) nicht
unbetrachtlich erscheinen. Gegen einen Zusammenhang von Lysinmangel und aus-
bleibender Sporulation spricht aber auch die Tatsache, dass ausreichend (50 pg/ml)
Lysin in den Medien der in vitro Versuche vorhanden war, ohne dass dies einen

positiven Effekt auf die Konidiogenese ausgelbt hatte.

1V.3.3 Deletion der M. oryzae Sfp-PPTase

Die Bedeutung der Sfp-PPTase als Virulenz- bzw. Pathogenitétsfaktor phytopathogener
Ascomyceten sollte in einem weiteren Wirt-Parasit-Interaktionssystem untersucht
werden. Ausgewahlt wurde dazu der Ascomycet Magnaporthe oryzae, da dieses Reis-
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pathogen als molekularbiologisch gut zugéngliches und ausfuhrlich charakterisiertes
Forschungsobjekt auch wirtschaftlich eine bedeutende Rolle spielt (Talbot, 2003).

Der MoPPT1-ORF wurde mittels homologer Rekombination durch ein Markergen, die
Hygromycin-Phosphotransferase aus E. coli, ersetzt. Die Bestatigung der erfolgreichen
Gendeletion erfolgte mittels Southern-Analyse.

Der sichtbare Phanotyp der AMopptl-Isolate war durch das Fehlen von Melanin ge-
kennzeichnet. Im Gegensatz zu PPTase-defizienten Isolaten von C. graminicola bildete
AMopptl auch in Flissigmedium keine Konidien. Infektionsversuche wurden daher mit
vegetativem Myzel durchgefiihrt.

Untersuchungen zur Auswirkung der MoPPT1-Inaktivierung zeigten, dass die 4’-
PPTase ein Pathogenitatsfaktor fir M. oryzae ist. Verletzte und unverletzte Reisblatter
wiesen sieben Tage nach der Inokulation mit AMopptl keine sichtbaren Symptome auf.
Obwohl die Daten der phanotypischen Charakterisierung von AMopptl weitaus weniger
umfangreich sind als die entsprechenden Daten der PPTase-defizienten C. graminicola-
Isolate, wurden deutliche Parallelen hinsichtlich des Verlusts essentieller Fahigkeiten
sichtbar. Dieses Ergebnis ist nicht Uberraschend, da beide Phytopathogene identische
Strategien verfolgen, in denen melanisierten Appressorien eine Hauptrolle bei der
Infektion des Wirts zukommt. Ob 4’-PPTasen ein allgemeiner Faktor der fungalen
Pathogenitat sind, kann anhand der gewonnenen Erkenntnisse nicht mit Sicherheit
gesagt werden. Daflir sprechen aber die beobachteten pleiotropen Effekte, die nicht nur
die Wirtspenetration, sondern auch die Auxotrophie fir Lysin, die Mobilisierung von

komplexiertem Eisen sowie die Bildung von Konidien umfassen.

V.4 Metabolitanalyse

1V.4.1 Metabolite aus Ascomyceten der Gattung Colletotrichum

Etwa 50 unterschiedliche Metabolite wurden bisher aus verschiedenen Vertretern der
Gattung Colletotrichum isoliert und charakterisiert (Garcia-Pajon & Collado, 2003).
Diese Zahl erscheint gering angesichts der zahlreichen Species und der signifikanten

6konomischen Bedeutung von phytopathogenen Vertretern der Gattung.
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C. gloeosporioides produziert neben Aspergillomarasmin A und B (Bousquet et al.,
1971) und den Inhibitoren der Konidienkeimung Gloeosporone (Meyer et al., 1983),
(E)- und (Z)-3-ethyliden-1,3-dihydroindol-2-on sowie (2R)-(3-indolyl)-propionséure
(Tsurushima et al., 1995) auch als phytotoxisch beschriebene Substanzen, wie z. B.
Phenoxyessigsaure und Indol-3-essigsdure (Hirota et al., 1992), Diketopiperazin und
Ferricrocin (Ohra et al., 1995). Dariiber hinaus konnte mit Colletotrinsdure auch ein
antibakterieller Wirkstoff identifiziert werden (Zou et al., 2000).

Unter den bekannten Metaboliten aus C. capsici befinden sich Verbindungen wie
Colletodiol, ein vierzehngliedriges Makrodiolid mit immunsuppressiven Eigenschaften
(MacMillan & Simpson, 1973; Fujimoto et al., 1998) sowie Colletodiolderivate mit z.
T. antibakterieller Wirkung (Ronald & Gurusiddaiah, 1980).

Das Metabolitspektrum von C. nicotianae wurde verhaltnissmaiig ausfuhrlich
analysiert. So konnten zahlreiche phytotoxische Substanzen, darunter Colletochlorin A-
D, Colletotrichin A-C und Colletopyron identifiziert werden (Garcia-Pajon & Collado,
2003 und Zitate darin).

Weitere Metabolite, wie z. B. 5,4-dihydroxy-3,7,8-trimethoxy-6C-methylflavon und
5,4-dihydroxy-3,6,7-trimethoxy-8C-methylflavon aus C. dematium (Abou-Zaid et al.,
1997), meso- und D(-)-butan-2,3-diol, 2-hydroxymethylhexa-2,4-dienol sowie Colle-
truncoinsduremethylester aus C. truncatum (Stoessl & Stothers, 1986) und das
Antiauxin 2-pyruvoylaminobenzamid aus C. lagenarium (Kimura et al., 1973) wurden
ebenfalls isoliert und charakterisiert.

1V.4.2 Metabolite aus Colletotrichum graminicola

Die Sekretion von Stoffwechselprodukten ermdglicht es Pilzen, Einfluss auf ihre unmit-
telbare Umgebung zu nehmen. Einerseits stehen sekretierte Toxine, Enzyme und Chela-
toren im Dienste der Gewinnung von Né&hrstoffen und Spurenelementen, andererseits
inhibieren toxische Produkte Nahrungskonkurrenten und Fressfeinde. Ausgeschieden
werden aber auch Endprodukte des Stoffwechsels (Keller et al., 2005). Nicht zuletzt
kommunizieren Pilze mit Hilfe sekretierter Substanzen (Schachtschabel et al., 2008).

Bisher fuhrten Analysen von Metaboliten aus C. graminicola lediglich zur Identifi-

zierung von Mycosporin-Alanin, einem Inhibitor der Sporenkeimung im Acervulus
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(Leite & Nicholson, 1992). Daher sollten umfassendere Untersuchungen zur ldentitét
und Funktion der sekundéren Verbindungen aus C. graminicola durchgefiihrt werden.
Metabolite aus dem Kulturtberstand einer axenischen C. graminicola-Kultur wurden
durch die Extraktion mit Ethylacetat und die Anwendung chromatographischer Ver-
fahren isoliert. Die Strukturen unbekannter Substanzen wurden anschlielend mit Hilfe
von NMR-Messungen bestimmt. Dabei konnten insgesamt 15 Metabolite identifiziert
werden, von denen funf bisher unbekannte Verbindungen darstellen.

Himanimid C wurde erstmalig am Institut fir Biotechnologie und Wirkstoff-Forschung
(IBWF, Kaiserslautern) aus dem Basidiomyceten Serpula himantoides, einem Braun-
fauleerreger an Gymnospermen, isoliert. Der Nomenklatur chemischer Verbindungen
folgend, stellt Himanimid C ein Maleimid-Derivat dar.

Die isolierte Reinsubstanz zeigte in Standard-Testsystemen eine deutliche fungizide
Wirkung gegentber Alternaria porri, Aspergillus ochraceus und Pythium irregulare
(MIC 25 ng/ml) sowie fungistatische Effekte gegenuber Absidia glauca, Cladosporium
cladosporiodes, Curvularia lunata, Zygorhynchus moelleri, Nadsonia fulvescens und
Saccharomyces cerevisiae. Zusatzlich wurden moderate bis schwache antibakterielle
Eigenschaften gegenliber gram-positiven Bakterien nachgewiesen (Aqueveque et al.,
2002). Diese Resultate konnten in einer weiteren Studie jedoch nicht bestatigt werden.
Synthetisches Himanimid C und Strukturanaloga zeigten in dem verwendeten Test-
system keinerlei fungizide Wirkung gegeniiber phytopathogenen Pilzen. Dariiber hinaus
wurde die Verbindung innerhalb von 24 Stunden fast vollstandig metabolisiert (Sells,
2005). Der Grund fur diese stark abweichenden Resultate liegt in der Verwendung
unterschiedlicher Testsysteme.

Mit der Isolierung von Himanimid C aus Uberstanden einer axenischen C. graminicola-
Kultur konnte erstmals ein Ascomycet als Produzent dieser Substanz identifiziert
werden.

2-Phenylethanol ist eine relativ einfach strukturierte Verbindung, die im Kultur-
uberstand zahlreicher Pilze vorkommt. Die synthetisierte Substanz findet VVerwendung
als industrieller Duftstoff (Etschmann et al., 2002).

Pilzkulturen in N&hrmedien mit Phenylalanin als Stickstoffquelle erzeugen Produkt-
mengen von bis zu 3,8 g 2-Phenylethanol je Liter Kulturmedium (Albertazzi et al.,
1994; Serp et al., 2003).
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2-Phenylethanol bewirkt in vitro eine signifikante Reduktion des Wachstums von
Phellinus tremulae, dem Verursacher der Weil3faule an Espen (Trifonov et al., 1992).
Lingappa et al. (1969) beschreiben 2-Phenylethanol als Autoantibiotikum fiir Candida
albicans. Allerdings erreicht diese volatile Verbindung vermutlich nur unter artifiziellen
Fermentationsbedingungen inhibitorische Konzentrationen.

Rostpilze des Puccinia monoica-Komplexes infizieren Pflanzen der Gattung Brassica-
ceae. Nach der erfolgreichen Besiedlung des Wirts bilden Hyphenstrukturen des Patho-
gens auf der Pflanze sogenannte Pseudobliten, die leicht fliichtige Substanzen, darunter
2-Phenylethanol, sekretieren. Dadurch angelockte Insekten verbreiten die Sporen des
Pathogens und erschlieen somit neue Wirte bzw. transportieren Gameten flr die
sexuelle Fortpflanzung (Raguso & Roy, 1998). Es bleibt jedoch ungeklart, in welchem
Umfang strukturelle Mimikry und sekretierte Duftstoffe zur Attraktivitat der Pseudo-
bliten beitragen.

Indol-3-essigsaure (IES) ist eine heterozyklische Verbindung und besteht aus einem
Benzol- und Pyrrolring, die zusammen das Indolgrundgerist bilden. Die nattrliche
Synthese verlauft wahrscheinlich hauptsachlich tber die enzymatische Desaminierung
der Aminosaure Tryptophan (Glawischnig et al., 2000; Zhao et al., 2001).

IES und strukturell verwandte Auxine bewirken in ihrer Funktion als Phytohormone u.
a. Apikaldominanz, Zellstreckungswachstum, Fruchtreife, Blattseneszenz und Zell-
teilung (Fawcett, 1961; Robinson et al., 1998; Woodward & Bartel, 2005; Guilfoyle,
2007). Daruber hinaus reguliert 1ES die Entwicklung von Wurzelhaaren und Seiten-
wurzeln (Casimiro et al., 2001). Auxine werden von zahlreichen pflanzenassoziierten
Mikroorganismen produziert. Die mikrobielle IES-Synthese in axenischen Kulturen ist
jedoch hdufig von exogen zugefiihrtem Tryptophan abhé&ngig (Tuomi et al., 1993;
Furukawa et al., 1996; Martinez et al., 1997).

In der mutualistischen Interaktion zwischen Trichoderma virens und haarwurzellosen
rhd6-Mutanten von Arabidopsis thaliana, die eine Storung der IES-Signaltransduktion
aufweisen, komplementiert die Besiedelung der Pflanze durch T. virens den Mutan-
tenphanotyp. Die Interaktion zwischen Wildtyp A. thaliana und T. virens bewirkt auler-
dem eine leichte Erhéhung der pflanzlichen Biomasseproduktion. Dieser Zuwachs ent-
fallt, wenn Auxin-Transportmutanten durch T. virens besiedelt werden. Moglicherweise
sind von T. virens produzierte Auxine fir diesen Effekt verantwortlich (Contreras-
Cornejo et al., 2009). Es bleibt jedoch unklar, ob tatsachlich pilzliche Auxine eine

erhdhte Biomasseproduktion bewirken oder andere Einflisse eine Rolle spielen.
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Auxine sind in Pflanzen neben ihren vielfaltigen Funktionen auch an der
Pathogenabwehr beteiligt (Noel et al., 2001; Navarro et al., 2006). Phytopathogene
konnten diese Abhdngigkeit nutzen und durch die in planta Synthese hochwirksamer
Auxine die Steuerung der pflanzlichen Abwehr beeinflussen.

Wahrend der Infektion von Aeschynomene virginica durch das hemibiotrophe Pathogen
C. gloeosporioides erreicht die IES-Konzentration ein Maximum in der biotrophen
Phase der Wirt-Parasit-Interaktion (Maor et al., 2004). Es liegen jedoch keine Ergeb-
nisse Uber die Herkunft der IES vor, so dass eine pflanzliche Synthese von IES als
Reaktion auf die Infektion genauso wahrscheinlich ist, wie eine IES-Synthese durch das
Pathogen.

Daruber hinaus sind einfache Schlussfolgerungen in komplexen Wirt-Parasit-Bezie-
hungen oftmals nicht moglich. Pflanzliche IES-Synthese als Reaktion auf eine Patho-
geninfektion kann einerseits auf eine wichtige Bedeutung von Auxin im Rahmen der
pflanzlichen Abwehrreaktion hindeuten, andererseits konnte die Ursache erhohter IES-
Produktion aber auch in der pathogeninduzierten Modifikation des Wirtsstoffwechsels
liegen.

Eine sinnvolle Strategie zur Untersuchung der Bedeutung von IES fur fungale
Pathogene besteht in der Deletion von Genen der IES-Synthese. Im Maispathogen
Ustilago maydis wurden Gene deletiert, die an der Auxinsynthese beteiligt sind.
Dadurch konnten Mutanten mit stark reduzierter IES-Produktion erzeugt werden.
Obwohl in Maisblattern, die mit diesen Deletionsmutanten infiziert wurden, deutlich
reduzierte Auxinkonzentrationen auftraten, war die qualitative und quantitative Aus-
bildung von Tumoren unveréndert (Reineke et al., 2008).

Pythium aphanidermatum verursacht an Agrostis palustris und weiteren Grésern als
Pythium Red Blight bezeichnete Symptome, die zum Absterben der gesamten Pflanze
fuhren. Identische Symptome konnten durch das Bespriihen von Blattspreiten mit syn-
thetischer IES in einer Konzentrationen von 1 g/l generiert werden (Shimada et al.,
2000). Obwohl Pythium aphanidermatum IES in vitro produziert, fehlt der Nachweis,
dass Konzentrationen &hnlicher Hohe tatsachlich im Verlauf der Interaktion in planta
erreicht werden. Daruber hinaus wurde die herbizide Wirkung von Auxinen bereits aus-
fuhrlich beschrieben (Grossmann, 2000; Grossmann et al., 2001).

Genetische Manipulationen an Fusarium oxysporum und F. arthrosporioides zur Er-
héhung der IES-Produktion flihrten zu Hypervirulenz gegeniiber dem obligaten Phyto-
parasiten Orobanche aegyptiaca (Cohen et al., 2002). Die Autoren dieser Studie
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konnten damit zumindest indirekt nachweisen, dass IES ein Virulenzfaktor fir beide
Fusarium-Species in der Interaktion mit O. aegyptica ist. Interessant waren in diesem
Zusammenhang zusétzliche Untersuchungen mit Isolaten, die eine reduzierte 1ES-Pro-
duktion aufweisen.

Die Bedeutung von IES und den strukturell verwandten Auxinen als Pathogenitéts- oder
Virulenzfaktor phytopathogener Pilze ist schwer abzuschédtzen. Obwohl vermutlich die
uberwiegende Mehrheit phytopathogener Pilze Auxine synthetisieren kann, scheinen
diese Wirkstoffe nicht generell fiir eine stabile Etablierung der Wirt-Parasit-Interaktion
notwendig zu sein. Da Auxine potentiell in unterschiedlichen und unabhangigen Syn-
thesewegen gebildet werden kénnen, sind multiple Gendeletionen in Pilzen notwendig,
um Auxin-defiziente Mutanten zu generieren (Bartel, 1997; Normanly, 1997; Spaepen
et al., 2007).

Hohe Auxinkonzentrationen in Kulturmedien spiegeln nicht unbedingt die biologische
Relevanz dieser Verbindungen wieder. Vielmehr kdnnte dies ein Ausdruck des Trypto-
phanuberangebots in Kulturmedien sein.

Tryptophol bzw. Indol-3-ethanol &hnelt strukturell IES. Die Biosynthese verlduft
vermutlich analog zur IES-Synthese (ber Tryptophan und die Intermediate Indol-3-
pyruvat und Indol-3-acetaldehyd. Von Indol-3-aldehyd ausgehend, entsteht die ent-
sprechende Sdure durch Oxidation, wahrend durch einfache Reduktion Tryptophol
gebildet wird (Kaper & Veldstra, 1958; Glawischnig et al., 2000; Liu et al, 1978).
Tryptophol wurde gemeinsam mit IES in den Kulturiiberstdnden von zahlreichen
Mikroorganismen nachgewiesen (Erdogan et al., 2000; Rosazza et al., 1973; Rey et al.,
2001).

Colletotrichum acutatum, der Verursacher von Anthraknose an Fragaria ananassa und
anderen Kulturpflanzen, produziert eine ganze Reihe von Indolderivaten, darunter
Tryptophol, sofern Tryptophan im Medium vorhanden ist. Die biologische Funktion der
Substanz ist jedoch unklar (Shilts et al., 2005).

Eine Reihe weiterer Wirkungen und Effekte von Tryptophol sind in der Literatur doku-
mentiert. So beschreiben Lingappa et al. (1969) Tryptophol als Autoantibiotikum fir
Candida albicans.

Eine schwache Auxinwirkung der Verbindung konnte experimentell bestatigt werden.
So forderte Tryptophol in geringem Umfang das Wachstum der Alge Chlorogloea
fritschii in Konzentrationen von 107 und 10® M (Ahmad & Winter, 1970).
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In S. cerevisiae-Kulturen bewirkt Tryptophol als Signalsubstanz die Umstellung auf
filamenttses Wachstum (Chen & Fink, 2006).

Dariiber hinaus sind phytotoxische Eigenschaften von Tryptophol gegentber Sorghum
vulgare, Hordeum vulgare, Poa annua, Cirsium arvense und Galium aparine
(Sugawara & Strobel, 1987) sowie antibakterielle Eigenschaften gegeniiber gram-
positiven Bakterien beschrieben (Buckingham, 1994).

Tyrosol bzw. 4-Hydroxyphenylethanol ist eine phenolische Substanz, die im Kultur-
uberstand zahlreicher Pilze vorkommt (Guzman-Lopez et al., 2007; Rukachaisirikul et
al., 2007; Sumarah et al., 2008).

Tyrosol entsteht in S. cerevisiae als Abbauprodukt der Aminoséure Tyrosin (Senthes-
hanmuganathan & Elden, 1958). Fuganti et al. (1996) konnten in biochemischen Ana-
lysen von Stoffwechselprodukten des Ascomyceten Beauveria bassiana eine PKS-
abhangige Synthese von Tyrosol nachweisen. Da Kulturfiltrate von CgM2 und PPTase-
defizienter Mutante gleichermal3en Tyrosol enthielten, verlauft die Tyrosolsynthese im
Metabolismus von C. graminicola aber vermutlich lber den Shikimatweg (Herrmann &
Weaver, 1999).

Als Signalmolekiil fordert Tyrosol den Ubergang vom Hefestadium zum filamentésen
Wachstum in Candida albicans-Kulturen (Alem et al., 2006).

Die biologische Funktion der Verbindung in filamentdsen Pilzen ist unbekannt,
maoglicherweise vermittelt Tyrosol Schutz vor reaktiven Sauerstoffspecies. Die antioxi-
dativen Eigenschaften von Tyrosol wurden wiederholt experimentell nachgewiesen.
Besonders hohe Tyrosolkonzentrationen enthalten u. a. Olivendl und WeilRwein (Gio-
vannini et al., 1999; Mateos et al., 2003).

Im Rahmen der erfolgreichen chemischen Synthese von Orcinol bzw. 1,3-Dihydroxy-5-
methylbenzen aus Acetateinheiten (Collie & Myers, 1893) wurde der Begriff (Poly-)
Ketid durch J. N. Collie gepragt: ,,...they should be placed in a new class called
polyketides. Its members being characterized by the repetitive occurrence of a -CH,-
CO- *motif’, which he named ketide” (Bentley & Bennett 1999; Staunton & Weissman,
2001).

Orcinol wird in filamentdsen Pilzen wahrscheinlich als Ausgangsverbindung flr die
Synthese komplexer Polyketide verwendet (Martin et al., 1972; Verachtert & Hanssens,
1975; Packter, 1969).

Colletochinon A und Colletochinon B sind strukturell sehr &hnliche Anthrachinone,
die sich lediglich durch ihren Substituenten, eine Hydroxy- (A) bzw. Methoxy-Gruppe
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(B) an Position zwei der Anthracen-Grundstruktur unterscheiden. Die Struktur der Ver-
bindung Colletochinon B wurde erstmalig 1981 als Produkt der Reaktion von 3-chloro-
5,6,7-trimethoxynaphthochinon mit dem Vinylketen-Acetal I-methoxy-3-methyl-1-
(trimethylsiloxy)-1,3-butadien und anschlielender Pyrolyse bei 120°C beschrieben
(Roberge & Brassard, 1981). Die biologische Funktion der beiden Verbindungen ist
unbekannt.

Die Verbindung Colletoanthron A ist ein chloriertes 10-Hydroxyanthron. Eine struktu-
rell &hnliche Substanz wurde aus Kulturiiberstanden von Phialophora alba gewonnen.
Die Isolierung des Pilzes erfolgte dabei aus Espenholz, das nicht von phytopathogenen
Pilzen infiziert war. Ein Teil der identifizierten P. alba-Metabolite zeigte in Wachs-
tumsstudien fungizide Aktivitat gegentiber dem Espen-Feuerschwamm Phellinus tremu-
lae. So bewirkten zwei von vier isolierten Anthrachinon- bzw. 10-Hydroxyanthron-
Verbindungen eine Wachstumshemmung des Pilzes (Ayer & Trifonov, 1994). Die in
vitro eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen von etwa 1mg/ml erscheinen jedoch sehr
hoch und werden vermutlich in der Pflanze nicht erreicht.

Die Pyronderivate Colletopyron B und Colletopyron C wurden bisher in der Fach-
literatur nicht beschrieben. Strukturell &hnliche Verbindungen konnten aus dem myko-
parasitischen Pilz Cladobotryum varium isoliert werden. Derivate mit einer Formyl-
gruppe am C5-Atom der Pyrongrundstruktur zeigten eine signifikante inhibitorische
Wirkung gegenuiber dem Basidiomyceten Ganoderma lucidum (Tezuka et al., 1994).
Colletolacton A ist ein bisher nicht beschriebenes elfgliedriges Makrolacton. Struk-
turell verwandte Sekundarmetabolite, wie z. B. Zearalenon aus Gibberella zeae (Zhou
et al., 2008), Radicicol aus Cylindrocarpon radicicola (Evans & White, 1966) oder
Pochonin aus Pochonia chlamydosporia (Hellwig et al., 2003) mit vielfaltigen
biologischen Wirkungen wurden bereits isoliert und charakterisiert (Winssinger &
Barluenga, 2006).

Siderophore, wie z. B. Coprogen B und 2-N-methylcoprogen B, werden von
zahlreichen Pilzen mit Hilfe von NRPS synthetisiert und anschlielend sekretiert. Als
hochaffine Chelatoren mobilisieren sie Fe**-lonen und gelangen in der beladenen Ferri-
Form Uber spezifische Transportsysteme in die Zellen (Haas et al., 2008).

Die gezielte Inaktivierung der Coprogensynthese in filamentGsen Pilzen fihrt zur
Wachstumsreduktion, zu gréfRerer Anfélligkeit gegeniiber ROS und zu Sporulations-
defekten. Coprogen wurde als Virulenzfaktor phytopathogener Pilze, darunter
Cochliobolus heterostrophus, Cochliobolus miyabeanus, Gibberella zeae, Alternaria
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brassicicola und Magnaporthe oryzae, identifiziert (Oide et al., 2006; Hof et al., 2009).
Exogen appliziertes Eisencitrat stellte die Virulenz eines Coprogen-defizienten C.
heterostrophus-1solats wieder vollstandig her (Oide et al., 2006). Vermutlich tragen
extrazellulare Siderophore durch die Versorgung ihres Produzenten mit essentiellen
Eisenionen zur Besiedlung der Wirtspflanze bei. Allerdings sind Siderophore nicht fir
alle phytopathogenen Pilze ein Virulenzfaktor. Die Deletion der L-Ornithin-N5-Mono-
oxygenase sidl in Ustilago maydis flihrte zu Mutanten, die keine Siderophore produ-
zierten, aber dennoch uneingeschrankt virulent waren (Mei et al., 1993).

Ferricrocin fungiert vorwiegend als intrazellularer Speicher und interzelluldrer Trans-
porter fur Eisenionen (Haas et al., 2008, Wallner et al., 2009). Dass ein Ausfall dieser
Funktion auch zu Virulenzdefekten fuhren kann, wurde durch die Deletion des Ferri-
crocin-Synthasegens SSM1 in Magnaporthe oryzae nachgewiesen. Eine drastisch ver-
ringerte Penetrationsrate der Appressorien sowie die im Vergleich zur Infektion mit
dem Wildtyp deutlich reduzierte Anzahl der Blattlasionen belegten eine deutlich ver-
minderte Virulenz der Deletionsmutante (Hof et al., 2007).

Phytotoxische Eigenschaften von Ferricrocin wurden von Ohra et al. (1995) beschrie-
ben. Ferricrocin verursachte in Infektionsversuchen nekrotische Blattflecken auf Blat-
tern der Kuhbohne Vigna unguiculata. Die biologische Relevanz dieser Ergebnisse ist
aber umstritten, da Ferricrocin als intrazellulare Substanz normalerweise nicht in Kon-

takt mit pflanzlichen Zellen kommt.

1V.4.3 Phytotoxizitatstests

Zahlreiche Phytopathogene synthetisieren wirtsspezifische und nichtwirtsspezifische
Toxine, um die Zellen der Wirtspflanzen abzutdten oder zu schadigen und unterbinden
dadurch auch einen grofRen Teil der moglichen Abwehrreaktionen. Die geschadigten
Gewebebereiche stehen im weiteren Verlauf der Infektion als Né&hrstoffquelle zur
Verfligung. Toxinsynthasen stellen somit besonders flr nekrotrophe Parasiten Virulenz-
oder Pathogenitatsfaktoren dar. Das Wirkungsspektrum der toxischen Substanzen reicht
von der Storung der Membranintegritét bis hin zur spezifischen Inhibition von Enzymen
des Wirtsmetabolismus (Markham & Hille, 2001; Howlett, 2006).

Obwohl C. graminicola als Forschungsobjekt der Phytopathologie schon seit Jahr-
zehnten intensiv untersucht wird, ist es bisher nicht gelungen, phytotoxische Substanzen
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aus Kulturen des Pilzes zu isolieren. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Rein-
substanzen sollten daher auf eine mdgliche Toxizitdt gegentuiber Blattgeweben von
Maispflanzen untersucht werden.

Verletzte und unverletzte Maisblatter wurden mit den isolierten Metaboliten aus C.
graminicola inokuliert. AnschlieBend erfolgte die visuelle Bonitur der Inokulations-
stellen tber einen Zeitraum von flinf Tagen. Die Auswertung des Experiments ergab fur
keine der getesteten Reinsubstanzen eine signifikante Toxinwirkung, d. h., die Bildung
von Blattnekrosen oder -chlorosen konnten nicht beobachtet werden.

Zahlreiche Ursachen konnen diesem negativen Resultat zugrunde liegen.
Voraussgesetzt, C. graminicola produziert tatséchlich phytotoxische Sekundéarmeta-
bolite, kdnnten diese ausschliellich im Verlauf der Pathogenese gebildet werden.
Untersuchungen zur stadienspezifischen Synthese von HC-Toxin zeigten, dass dieses
Toxin in Cochliobolus carbonum-Appressorien synthetisiert wurde, nicht jedoch in
Konidien oder Hyphen, die keine Appressorien differenzierten (Weiergang et al., 1996).
Eventuell sind die charakteristischen Anthraknosen, die im Verlauf der C. graminicola-
Infektion auf der Blattoberflache entstehen, auch Ausdruck der pflanzlichen Abwehr-
reaktion (Heath, 2000, Lam et al., 2001). Interessant ist in diesem Zusammenhang die
Frage nach potentiellen Elicitoren. Verantwortlich fiir die beobachtete Inaktivitat der
pilzlichen Metabolite kdnnte auch ein zu artifizielles Testsystem sein, eine schlechte
Aufnahme der Substanzen durch die Epidermiszellen oder die Instabilitdt der
Verbindungen. Dariiber hinaus besteht die Mdglichkeit, dass aktive Sekundérmetabolite

sich nicht mit der verwendeten Extraktionsmethode isolieren lassen.

V.5 Untersuchungen zur Funktion PP-abhangiger Enzyme

IV.5.1 Untersuchungen zur Bedeutung von CgAAR

Im Rahmen der Untersuchungen zur Funktion von CgPPT1 sollte auch die Bedeutung
ausgewadhlter PP-abhangiger Enzyme fur die Virulenz und Pathogenitat von C. gramini-
cola erforscht werden. VVon besonderem Interesse war dabei die a-Aminoadipat-Reduk-
tase CgAAR, ein essentielles Enzym der Lysinbiosynthese, das durch CgPPT1 aktiviert
wird. Da CgAAR als Bestandteil des primdren Metabolismus einen vermutlich wichti-
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gen Beitrag zur Vitalitdt von C. graminicola in allen Lebensphasen leistet, erschien es
durchaus notwendig, CgAAR-Deletionsmutanten zu generieren und phanotypisch zu
charakterisieren, um somit den Beitrag der CgAAR-Inaktivierung am beobachteten
ACgpptl-Phanotyp abzuschéatzen.

Die Herstellung CgAAR-defizienter C. graminicola-lsolate erfolgte durch die Inte-
gration einer Hygromycin-Resistenzkassette, wobei das KO-Konstrukt mittels DJ-PCR
(Yu et al., 2004) generiert wurde, so dass der vollstandige putative ORF des Gens
deletiert werden konnte. Bestétigt wurde die erfolgreiche Inaktivierung von CgAAR
durch Southern-Analysen.

Mikroskopische Untersuchungen des Infektionsverlaufs fuhrten zu unerwarteten Resul-
taten. Etwa zwei Drittel der ACgaar-Appressorien war nicht in der Lage, Epidermis-
zellen von Maisblattern zu penetrieren. Nach erfolgreichen Penetrationsversuchen en-
dete die Infektion in der frihen biotrophen Phase. Das terminale Stadium der ACgaar-
Infektion war durch auffallig kurze Primérhyphen gekennzeichnet. ACgaar-Isolate
waren weitestgehend avirulent. Exogen appliziertes Lysin stellte jedoch die Virulenz
wieder vollstandig her.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die de novo Synthese von Lysin eine essentielle VVoraus-
setzung fur die Pathogenitat von C. graminicola ist. Gleichzeitig wird deutlich, dass C.
graminicola zumindest in der frihen Phase der Infektion den Lysinbedarf nicht durch
die Aufnahme pflanzlichen Lysins decken kann. Offen bleibt, aus welchen Grinden
eine ausreichende Aufnahme von Lysin Uber die fungalen Transportsysteme flr
Aminoséuren zu diesem Zeitpunkt der Infektion nicht mdglich ist. Interessant wéren
sicherlich auch entsprechende Untersuchungen weiterer Aminosaure-Auxotrophien.
Nach der Inokulation verletzter Blatter mit ACgaar verlief der Infektionszyklus bis hin
zur Konidienbildung vollkommen normal. Die gestorte Konidiogenese der ACgpptl-
Deletionsmutanten steht daher héchstwahrscheinlich nicht im Zusammenhang mit der
Lysin-Auxotrophie. Gleichzeitig belegt die erfolgreiche Bildung von Konidien durch
ACgaar, dass in der spaten Phase des Infektionszyklus ausreichend Lysin aus dem
Gewebe der Wirtspflanze mobilisiert werden kann.
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1V.5.2 Untersuchungen zur Bedeutung von CgPKS1

Die Bedeutung von Melanin als Pathogenitatsfaktor phytopathogener Pilze, welche mit
Hilfe von Appressorien die Epidermis ihrer Wirtspflanzen penetrieren, wurde schon in
zahlreichen wissenschaftlichen Studien nachgewiesen. Dies gilt besonders fur patho-
gene Vertreter der Gattungen Colletotrichum und Magnaporthe (Henson et al., 1999
und Zitate darin). Dartiber hinaus konnte Melanin auch als Virulenzfaktor fur den Er-
reger des Apfelschorfs Venturia inaequalis identifiziert werden. Dieses Resultat war
erstaunlich, da Appressorien von V. inaequalis im Gegensatz zu Appressorien von
Magnaporthe- bzw. Colletotrichum-Species nicht vollstandig melanisiert sind, sondern
lediglich an der Basis des Appressoriums eine melanisierte Ringstruktur im Kontakt-
bereich zur Wirtsoberflache aufweisen (Steiner & Oerke, 2007).

Andererseits beeinflusst die Melanisierung von Infektionsstrukturen nicht notwendiger-
weise den Erfolg der Infektion. Melanin-defiziente Isolate von Gaeumannomyces gra-
minis, dem Erreger der Schwarzbeinigkeit an zahlreichen Grésern, entwickelten einen
weitaus geringeren Turgor in den nichtmelanisierten Hyphopodien als der melanisierte
Wildtyp. Trotzdem zeigten sich keine Unterschiede in der Penetrationsfahigkeit intakter
Wirtsoberflachen (Frederick et al., 1999).

Melanin wurde erstmals von Rasmussen & Hanau (1989) als Virulenzfaktor fur C.
graminicola beschrieben. Unpigmentierte UV-Mutanten verursachten in Infektions-
experimenten deutlich weniger Blattnekrosen als der Wildtyp. Durch Zugabe von Scyta-
lon konnte die Virulenz jedoch vollstandig wiederhergestellt werden. Die erfolgreiche
Komplementation bestatigte damit, dass Melanin in C. graminicola tber den Penta-
ketidweg synthetisiert wird. Dessen markantester Reaktionsschritt, die Bildung von
Tetrahydroxynaphtalen (T4HN) aus funf Einheiten Acetyl-CoA, erfolgt durch die
katalytische Wirkung einer Polyketidsynthase.

In einem subtraktiven Ansatz zur ldentifizierung von Transkripten aus C. graminicola,
die in der frihen Phase der Infektion verstarkt exprimiert werden, gelang die
Identifizierung eines cDNA-Fragments, dessen Sequenz eine groRe Ahnlichkeit zu
fungalen T4HN-Synthasen aufwies (Sugui & Deising, 2002). Da zu diesem Zeitpunkt
noch keine Daten der Sequenzierung des C. graminicola-Genoms vorlagen, erfolgte die
Isolierung des gesamten kodierenden Bereichs sowie etwa 5 kb flankierender DNA-
Sequenz mittels Genome Walking (Liu & Baird, 2001). Durch strukturelle Analysen

und Sequenzvergleiche mit TAHN-Synthasen nah verwandter Ascomyceten konnte ein
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putativer ORF von 6441 bp ermittelt werden, der von drei Introns unterbrochen wird.
Das abgeleitete Protein umfasst 2146 Aminoséuren.

Mikroskopischen Untersuchungen zur Expression eines CgPKS1:eGFP-Reporterkon-
strukts zeigten deutlich, dass die beobachteten Fluoreszenzmaxima zeitlich stets mit
dem Einsetzen der Melanisierung pilzlicher Strukturen korrelierten. Vollstandig mela-
nisierte Appressorien und Setae wiesen eine schwache GFP-Fluoreszenz auf, wahrend
in allen weiteren Infektionsstrukturen praktisch keine Expression des Reporterkon-
strukts nachweisbar war.

Semi-quantitative RT-PCR-Ansatze zur Bestimmung der relativen CgPKS1-Trans-
kriptmenge deuteten auf ein Transkriptionsmaximum etwa 24 Stunden nach dem
Beginn der Infektion hin. Dieser Zeitpunkt stimmt mit der sichtbaren Appressorien-
melanisierung Uberein. Allerdings endete die CgPKS1-Transkription danach nicht
abrupt, sondern verlief in abgeschwachter Form weiter bis 72 Stunden nach Beginn der
Infektion. Dieses Ergebniss, das scheinbar im Widerspruch zu den Resultaten der GFP-
Expressionsanalyse steht, ist vermutlich auf eine Asynchronitét bei der Differenzierung
von Infektionsstrukturen zurtickzufiihren. RT-PCR-Ansdtze kénnten in dem Fall die
CgPKS1-Transkription in sehr spét differenzierten Appressorien oder Hyphopodien
anzeigen. Daher fuhrt die Analyse der Expression eines Reporterkonstrukts in indivi-
duellen Infektionsstrukturen unter Umsténden zu detaillierteren Informationen.
Andererseits wurde mit Hilfe von RT-PCR eine signifikante Menge an CgPKS1-
Transkripten in ungekeimten Sporen detektiert, die wiederum keine GFP-Fluoreszenz
aufwiesen. Dies konnte ein Hinweis auf das Vorhandensein praformierter CgPKS1-
mMRNA in den Konidien sein, deren Translation erst zum Zeitpunkt der Appressorien-
melanisierung erfolgt.

Eine sehr frithe Expression der orthologen T4AHN-Synthase PKS1 und weiterer Gene der
Melaninbiosynthese aus Colletotrichum lagenarium wurde von Takano et al. (1997)
mittels Northern-Analyse nachgewiesen. Schon zwei Stunden nach Beginn der Inoku-
lation, und damit etwa vier Stunden vor der Appressoriendifferenzierung, erreichte die
PKS1-Transkriptkonzentration ein Maximum.

Zur funktionellen Charakterisierung von CgPKS1 sowie zur Abgrenzung des ACgpksl-
Deletionsphé&notyps vom Phanotyp der CgPPT1- bzw. CgAAR-defizienten Isolate von
C. graminicola erfolgte die Generierung von ACgpksl-Mutanten durch die gezielte
Integration einer Hygromycin-Resistenzkassette in den ORF des Gens. Bestatigt wurde
die erfolgreiche Inaktivierung von CgPKS1 durch Southern-Analysen und RT-PCR.
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Die Analyse des Infektionsverlaufs zeigte, dass der Wildtyp und ein Isolat mit
ektopischer Integration der KO-Kassette, nicht jedoch Melanin-defiziente ACgpksl-
Mutanten Anthraknosen auf unverletzten Maisblattern verursachen. Dagegen wurden
nach der Inokulation verletzter Maisblatter mit ACgpksl-Konidien die charakteristi-
schen Symptome sichtbar.

Mikroskopische Untersuchungen zur Morphologie der ACgpks1-Appressorien konnten
das Fehlen von Melanin in der Appressorienzellwand bestatigen. Darlber hinaus
lysierten ACgpks1-Appressorien hdufig, wie auch Appressorien der ACgpptl-Mutanten,
auf der Wirtsoberflache bzw. bildeten mehrfach hintereinander Appressorien, ohne dass
diese erfolgreich die Wirtsepidermis penetrierten.

Die beobachtete Apathogenitat gegentiber unverletzten Maisblattern ist somit auf den
Verlust der Penetrationsfahigkeit zurtickzufthren. In verletzten Maisblattern wurde da-
gegen der vollstédndige Infektionszyklus durchlaufen. Keimfahigkeit und Appressorien-
differenzierung der ACgpks1-Integrationsmutante entsprachen dem Wildtyp.

Die Apathogenitat von ACgpks1 steht im Widerspruch zur beschriebenen Reduktion der
Symptome nach der Infektion intakter Maispflanzen mit Melanin-defizienten Isolaten
(Rasmussen & Hanau, 1989). Moglicherweise sind Unterschiede in den verwendeten
Maissorten und Inokulationstechniken fir diese abweichenden Resultate verantwortlich.
Ein entscheidender Faktor fiir reproduzierbare Ergebnisse im Zusammenhang mit der
ACgpksl-Infektion war die Unversehrtheit der Blattoberflache. Schon minimale Be-
schéadigungen flhrten zur Infektion und Symptombildung.

Das Myzel genetisch komplementierter Isolate, in denen CgPKS1 unter der Kontrolle
eines konstitutiven Promoters exprimiert wurde, erschien deutlich starker melanisiert als
vegetatives Myzel des Wildtyps. Zudem setzte die Melanisierung der Hyphen friiher
ein. Allerdings verursachten die genetisch komplementierten Isolate nur sehr schwache
Blattnekrosen. Hypermelanisierte Isolate mit reduzierter Virulenz wurden auch fir
Gaeumannomyces graminis beschrieben (Frederick et al., 1999).

Mikroskopische Untersuchungen der Appressorienmorphologie zeigten eine drastisch
verringerte Einlagerung von Melanin in die Zellwand. Trotz konstitutiver Expression
von CgPKS1 waren die Appressorien der genetisch komplementierten Isolate wesent-
lich schwacher pigmentiert als Wildtyp-Appressorien.

Ahnliche Resultate konnten durch die Zugabe von Scytalon, dem Produkt der T4HN-
Reduktion, erzielt werden. ACgpksl-Appressorien wiesen nach der chemischen
Komplementation schwach melanisierte Zellwande auf. Gleichzeitig waren diese Ap-
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pressorien stark hypertroph und lysierten haufig. Darlber hinaus fuhrte die Zugabe von
Scytalon aber auch zu einer ungleichméf3igen Melanisierung. Bestimmte Bereiche der
Zellwand erschienen starker pigmentiert, wobei die Verteilung dieser stark melanisier-
ten Abschnitte keinem bestimmten Muster folgte.

Die Resistenz nichtmelanisierter Appressorien gegenuber zellwanddegradierenden En-
zymen wurde experimentell durch Zugabe von Trichoderma harzianum Lysing En-
zymes, einem Gemisch unterschiedlicher Chitinasen, Glucanasen und Cellulasen, unter-
sucht. Etwa 75 Prozent der ACgpksl-Appressorien lysierten unter dem Einfluss der
hydrolytischen Enzyme, wéahrend nahezu alle melanisierten Wildtyp-Appressorien
intakt blieben.

Die Funktion von Melanin als protektives Element fungaler Zellwénde gegentber der
Wirkung lytischer Enzyme wurde bereits flir andere Pilze, darunter G. graminis, Moni-
linia fructicola und Aspergillus nidulans, beschrieben (Frederick et al., 1999;
Rehnstrom & Free, 1996; Kuo & Alexander, 1967). Denkbar ware eine starkere Ver-
netzung der Zellwandkomponenten durch Melanin. Interessant sind in diesem Zusam-
menhang Untersuchungen mit Hilfe von Solid-State-NMR, die deutliche Hinweise flr
eine kovalente Bindung von Kohlenhydraten der Zellwand und Melanin ergaben
(Zhong et al., 2008).

Lysierte Appressorien der ACgpksl-Mutante wurden, von Einzelfallen abgesehen,
ausschlieBlich nach der Inokulation von Zwiebelepidermen bzw. Maisbléattern beo-
bachtet. Dagegen blieben nichtmelanisierte Appressorien auf artifiziellen Oberflachen
fast ausnahmslos intakt. Eventuell schwdachen sekretierte Hydrolasen oder andere
pflanzliche Abwehrreaktionen die Struktur der nichtmelanisierten Appressorienzell-
wand, so dass der gewaltige Zellinnendruck schlieRBlich zur Lyse des Appressoriums
fuhrt. In diesem Szenario bestiinde die primédre Aufgabe des Melanins nicht in der
Einddmmung niedermolekularer Osmolyte, sondern in der Gewéhrleistung mecha-
nischer Stabilitdt wahrend der Phase extremen Turgors.

Untersuchungen zur Physiologie von Appressorien weisen der Melaninschicht eine
Funktion als Barriere flr niedermolukulare Osmolyte zu. Die ausbleibende Melani-
sierung verursacht demnach einen Efflux von Osmolyten. Dadurch kann der notwendige
Turgor flr die Penetration der Wirtsepidermis nicht aufgebaut werden, was zur Apatho-
genitat der betroffenen Isolate fiihrt (Bechinger et al., 1999; Wilson & Talbot, 2009).
Die in Cytorrhizieexperimenten ermittelten osmotischen Potentiale von Appressorien
des Wildtyps und der ACgpksl-Mutante zeigten deutlich, dass ACgpksl-Appressorien
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keinen reduzierten Turgor aufweisen. Vielmehr kollabierte die Halfte dieser Appres-
sorien in einer PEG-Ldsung mit einem osmotischen Potential von 3,7 MPa, wéhrend
50 Prozent der Wildtyp-Appressorien schon bei 2,8 MPa kollabiert vorlagen. Dieses
Resultat steht im direkten Widerspruch zu den Untersuchungsergebnissen von
nichtmelanisierten Appressorien der phytopathogenen Ascomyceten Magnaporthe
oryzae, Colletotrichum lagenarium und Hyphopodien von Gaeumannomyces graminis.
Melanin-defiziente Appressorien dieser Pilze wiesen einen deutlich verringerten
intrazellularen Turgor auf (Howard, 1997; Money et al., 1998; Kubo et al., 1999;
Wilson & Talbot, 2009).

Maoglicherweise verursacht die fehlende Einlagerung von Melanin in die Zellwand von
Appressorien phytopathogener Pilze nicht in jedem Fall eine Reduktion des Turgors.
Zusétzliche Untersuchungen mit weiteren Messmethoden, wie z. B. Kryoskopie oder
die direkte Bestimmung der Zusammensetzung und Konzentration des Appressorien-
inhalts durch GC/MS-Analysen, konnten Aufschluss tber den Einfluss von Melanin auf
die Turgorgenerierung in Appressorien geben.

V.6 PPTasen als Wirkort fungizider Verbindungen und
Entwicklung eines Inhibitor-Assays

Sfp-Typ PPTasen aktivieren als zentrales Element des fungalen Primér- und Sekundar-
stoffwechsels zahlreiche PP-abhangige Enzyme mit essentiellen Funktionen, darunter
die Biosynthese von Lysin und die Mobilisierung von Fe**-lonen. Dariiber hinaus spie-
len PPTase-abhdngige PKS und NRPS eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung
asexueller Konidien. Ein grofRer Anteil der fungalen Sekunddrmetabolite wird durch
PKS und NRPS synthetisiert. Die Penetrationsfahigkeit und damit die Pathogenitat
bestimmter phytopathogener Ascomyceten, wie z. B. M. oryzae und C. graminicola, ist
abhéngig von melanisierten Infektionsstrukturen. SchlieBlich entscheiden Polyketide
oder nichtribosomale Peptide als wirtsspezifische oder nichtwirtsspezifische Toxine in
vielen Wirt-Parasit-Interaktionen uber den Erfolg der Infektion. Sfp-Typ 4‘-PPTasen
sind somit unentbehrlich fur Wachstum, Entwicklung und Pathogenitat fungaler Schad-
erreger und daher ein attraktives Target fur die Entwicklung fungizider Verbindungen.
Der geringe Konservierungsgrad von PPTasen unterschiedlicher Organismengruppen
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eroffnet dabei die Mdoglichkeit der Entwicklung spezifisch wirkender Substanzen, die
weitgehend ungefahrlich fir andere Lebewesen sind. Nicht zuletzt kdnnten potentielle
PPTase-Inhibitoren helfen, die Kontamination von Lebensmitteln mit PKS/NRPS-
abhéngigen Mykotoxinen zu reduzieren (Bennett & Klich, 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion der 4’-PPTase aus C. graminicola detail-
liert charakterisiert. Phanotypische Untersuchungen zur Auswirkung der Inaktivierung
von CgPPT1 zeigten deutlich, dass Inhibitoren der PPTase die Pathogenitat, vermutlich
sogar die Lebensfahigkeit von C. graminicola, unterdriicken kénnen (Abb. 36).

Die Anzahl differenzierter Appressorien der PPTase-defizienten Mutanten von C. gra-
minicola war im Vergleich zum Wildtyp drastisch verringert. Gleichzeitig verhinderte
der Ausfall der Melaninsynthese die erfolgreiche Penetration der Wirtsepidermis.
Asexuelle Sporen wurden in planta nicht gebildet. Vegetatives Wachstum erforderte
Lysin und leicht mobilisierbare Eisenionen im Medium. Der Infektionsphénotyp
CgAAR-defizienter Mutanten war durch Penetrationsdefekte und einen Entwicklungs-
arrest in der friihen biotrophen Phase gekennzeichnet.

PPT1

PKsm

PKS NRPS

Biotrophie Nekrotrophie

Abb. 36: CgPPT1 ist ein zentraler Regulator der Pathogenitat

CgPPT1 aktiviert PKS, NRPS und AAR. CgPKS1 ist flr die Melanisierung der Appressorien und die
Penetration der Wirtsepidermis von entscheidender Bedeutung, CJAAR fiir die Wirtspenetration und den
Ubergang zur Nekrotrophie. NRPS-Produkte sind unentbehrlich fir die Bildung von Konidien. Offen
bleibt, ob phytotoxische NRPS- oder PKS-Produkte zum Absterben von Epidermis- und Mesophyllzellen

beitragen.
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Fiir die Suche nach PPTase-Inhibitoren ist es notwendig, die Ubertragung von Phospho-
pantetheinyl auf einen Akzeptor im zellfreien System durchfihren zu kénnen. Daher
wurden CgPPT1 und die ACP-Doméne von CgPKSL1 in E. coli exprimiert und anschlie-
Rend gereinigt. Die erfolgreiche in vitro Phosphopantetheinylierung von CgPKS100
durch die heterolog exprimierte PPTase CgPPT1 wies die Funktionalitat beider Proteine
nach. Alle bendtigten Komponenten fiir die Entwicklung eines Assays zur Suche nach
Inhibitoren der PPTase aus C. graminicola stehen damit zur Verfligung.

Anregung Emission
680 nm

520-620 nm

Alpha Donor Bead ~ Phosphopantetheinyliertes o jhha Akzeptor Bead
mit Glutathion ACP mit GST-Tag mit Streptavidin

Abb. 37: AlphaScreen-Assay

Die ACP-Domane von CgPKS1 wurde als GST-Fusionsprotein in E. coli exprimiert und an Alpha Donor
Beads mit Glutathion gebunden. Durch die katalytische Wirkung der PPTase (bertragenes Phospho-
pantetheinyl-Biotin (P) ermdglicht die Bindung an das Streptavidin der Alpha Akzeptor Beads. Dadurch
gelangen Akzeptor und Donor Beads in raumliche Nahe, eine Voraussetzung fir die Ubertragung des
instabilen Singulett-Sauerstoffs und die daraus resultierende Lichtemission. Potentielle Inhibitoren
blockieren im Reaktionsansatz die PP-Ubertragung. Dadurch kommt es nicht zur Kopplung der Akzeptor

Beads und die Lichtemission bleibt aus.

Besonders geeignet erschien dabei das AlphaScreen-Verfahren. Mit einem speziellen
Phthalocyanin-Photosensibilisator tberzogene Donor Beads erzeugen nach der Anre-
gung durch eine Laserdiode instabilen Singulett-Sauerstoff, der innerhalb seiner Le-
bensdauer etwa 200 nm Strecke zuriicklegen kann. Nur wenn sich Akzeptor Beads in
unmittelbarer rdumlicher Ndhe zu den Donor Beads befinden, wird Energie vom
Singulett-Sauerstoff zur Thioxen-Beschichtung der Akzeptor Beads transferiert und
somit Licht emittiert.
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Gegenwartig laufen Versuche zur Optimierung der Reaktion. Fir die Suche nach poten-
tiellen PPTase-Inhibitoren stehen Metabolite von etwa 12000 weltweit gesammelten
Pilzen im Institut fur Biotechnologie und Wirkstoff-Forschung (IBWF) zur Verfligung.
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V Zusammenfassung

Sfp-Typ 4*-Phosphopantetheinyltransferasen (PPTasen) aktivieren in filamentosen
Pilzen Enzyme des priméren (a-Aminoadipat-Reduktase, AAR) und sekunddren Meta-
bolismus (Polyketidsynthasen, PKS und Nichtribosomale Peptidsynthasen, NRPS)
durch die Ubertragung der Phosphopantetheinylgruppe (PP) vom Coenzym A auf ein
konserviertes Serin von Acyl- bzw. Peptidyl-Carrier-Proteinen. Die Genome phyto-
pathogener Ascomyceten enthalten zahlreiche PKS und NRPS. Einige dieser Enzyme
sind von essentieller Bedeutung flr die erfolgreiche Etablierung der kompatiblen Wirt-
Parasit-Interaktion. Daher sind PPTasen nicht nur fur das vegetative Wachstum not-
wendig, sondern stellen zentrale Regulatoren der fungalen Pathogenitét dar.
PPTase-defiziente Mutanten (ACgpptl) des hemibiotrophen Maispathogens Colletotri-
chum graminicola wurden generiert und phanotypisch charakterisiert. ACgpptl-Isolate
waren auxotroph fir Lysin, hypersensitiv gegeniber reaktiven Sauerstoffspecies und
nicht in der Lage, auf Medien mit komplexierten Eisenionen zu wachsen bzw. Sidero-
phore oder Polyketide zu synthetisieren. In differentiellen Metabolitanalysen von Wild-
typ und ACgpptl konnten finf bisher unbekannte Polyketide isoliert und mit Hilfe von
NMR-Methoden strukturell charakterisiert werden. Darlber hinaus wurden zehn wei-
tere Metabolite aus dem Kulturtberstand von C. graminicola isoliert.

Untersuchungen zum Infektionsverlauf zeigten, dass die in geringer Anzahl gebildeten
ACgpptl-Appressorien auf intakten Mais- und Zwiebelepidermen lysierten. Verletzte
Maisblatter wurden dagegen invasiv besiedelt, wobei es jedoch nicht zur Entstehung
von Symptomen und zur Bildung asexueller Sporen kam.

Um den pleiotropen Phanotyp von ACgpptl detaillierter zu analysieren, wurden Lysin-
(ACgaar) sowie Melanin-defiziente Mutanten (ACgpksl) generiert und charakterisiert.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass CgPPT1-abhangige Enzyme in
ganz bestimmten Phasen des Infektionsverlaufs bendtigt werden. So verleiht die Mela-
nisierung der Appressorienzellwand Festigkeit und ist damit fir die Funktionalitét
dieser Infektionsstrukturen von essentieller Bedeutung, wahrend die Fahigkeit zur
Lysinsynthese ausschlaggebend fir den Ubergang zur Nekrotrophie ist.

Um zu zeigen, dass es sich bei Sfp-PPTasen um generelle pilzliche Pathogenitéats-

faktoren handelt, wurde das Sfp-PPTase-Gen des Reispathogens Magnaporthe oryzae
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deletiert. Auch diese Mutanten wiesen Sporulationsdefekte auf, waren unpigmentiert
und apathogen.

Sfp-PPTasen von zwei phytopathogenen Ascomyceten wurden in der vorliegenden
Arbeit als neue fungale Pathogenitatsfaktoren identifiziert. Aufgrund ihrer zentralen
Stellung als Aktivatoren PP-abhangiger Enzyme sind Sfp-PPTasen attraktive Targets
fur antifungisch wirkende Verbindungen. Die in vitro Phosphopantetheinylierung eines
PP-Akzeptorproteins konnte in Interaktionsstudien mit heterolog exprimiertem CgPPT1
nachgewiesen werden. Unter Verwendung der AlphaScreen-Technologie sollen im
weiteren Verlauf der Arbeit potentielle PPTase-Inhibitoren identifiziert werden, die im
chemischen Pflanzenschutz oder als Antimykotikum in der Human- oder Tiermedizin

eingesetzt werden kénnen.
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VIl Anhang

Abbildungsnachweis

Abb. 1: Infektion von Zea mays durch Colletotrichum graminicola
Bild A: unbekannte Quelle

Bild B: Copyright by The American Phytopathological Society Press
Bild C: Dr. Jim Stack, Kansas State University

Bild D: Dr. Jim Stack, Kansas State University

Abb. 33: Bedeutung von Melanin flr die Penetrationskompetenz von Appressorien
Bilder WT 24 h, 30 h, 34 h und KO 32 h: Nancy Ludwig, Universitat Halle-Wittenberg

Abb. 36: CgPPT1 ist ein zentraler Regulator der Pathogenitéat
Handzeichnung von D. Deising

Abb. 37: AlphaScreen-Assay
PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA

Die Quellen von Abbildungen aus wissenschaftlichen Publikationen wurden in der Bild-
unterschrift angegeben.
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