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1. Einleitung

Pflanzen sind einer Vielzahl von abiotischen und biotischen Faktoren ausgesetzt, die ihre
Entwicklung beeinflussen kénnen. Zu den abiotischen Faktoren z&hlen beispielsweise Tem-
peratur, Wasser und die Zusammensetzung des Bodens. Unter den biotischen Faktoren stel-
len insbesondere pathogene Mikroorganismen eine Gefahr flr die Pflanzen dar. Besonders
deutlich verstarken sich die Auswirkungen pathogener Mikroorganismen bei Kulturpflanzen.
Hier sind genetische Variabilitdt und Pflanzenabstand geringer, wodurch eine Ausbreitung
von Krankheiten erleichtert wird. Werden Kulturpflanzen von einem pathogenen Mikroorga-
nismus befallen, sind ErnteeinbuBen die Folge. Zur Vermeidung von Krankheiten und den
damit verbundenen Ernteausfallen kénnen resistente Pflanzensorten eingesetzt werden. Eine
weitere Mdglichkeit bietet der Einsatz von Pflanzenschutzmitteln. Obwohl die Resistenzziich-
tung im Allgemeinen sehr erfolgreich ist, soll eine weitere Verbesserung der Bekdmpfung von
pathogenen Mikroorganismen durch umfassende Forschungen auf dem Gebiet der Pflanze-
Pathogen-Interaktionen erreicht werden.

1.1. Die Gattung Rhynchosporium

Der Pilz Rhynchosporium commune ist einer der Hauptverursacher von Ernteausféllen der
Gerste (Hordeum vulgare). Zur Gattung Rhynchosporium gehoéren derzeit finf Pilzarten, die
zu den Ascomyceten gezahlt werden (Zaffarano et al., 2011; King et al., 2013). Als Wirts-
pflanzen von Rhynchosporium sind verschiedene Graser (Poaceae) bekannt. Zum Beispiel
I6st eine Infektion von Rhynchosporium auf Gerste oder Roggen die typischen Symptome der
Rhynchosporium-Blattfleckenkrankheit aus. Diese zeigen sich durch das Auftreten von I&ng-
lichen grau-weiBBen Flecken auf den Blattern (Abb. 1.1a). Rhynchosporium wurde erstmals
1897 aus Roggen isoliert und zunachst als Marsonia secalis bezeichnet (Oudemans, 1897).
Fast zeitgleich beschrieb Frank (1897) den Pilz als Rhynchosporium graminicola. Spater wur-
de daraus der Artname Rhynchosporium secalis (Davis, 1919, 1921; Caldwell, 1937). Lange
waren nur zwei Rhynchosporium-Arten bekannt, die sich morphologisch nur in der Form ih-
rer zweizelligen Konidien unterscheiden. Wahrend R. orthosporum zylindrische Sporen bildet,
weisen die Sporenzellen von R. secalis einen nasenférmigen Fortsatz auf. Fiir R. secalis wur-
de beobachtet, dass verschiedene Isolate unterschiedliche Wirtsspezifitdten zeigten (Zaffara-
no et al., 2008). Nahere phylogenetische Untersuchungen ergaben schlieBlich eine weitere
Aufspaltung von R. secalis in drei Arten: R. commune, R. secalis und R. agropyri (Zaffarano
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et al., 2011). Dardber hinaus wurde mit R. lolii kirzlich eine weitere Art beschrieben (King
et al., 2013), die ebenfalls zylindrische Sporen bildet und nahe verwandt mit R. orthosporum
ist (D. Penselin und W. Knogge, unverdéffentlicht). Diese derzeit finf bekannten Arten weisen
unterschiedliche Wirtsspektren auf. R. commune infiziert beispielsweise Gerste, wahrend R.
secalis Roggen und Triticale beféllt. Das Wirtsspektrum von R. agropyri umfasst verschiedene
Quecken (Agropyron spp.) und R. orthosporum ist in der Lage das Wiesen-Knauelgras (Dac-
tylis glomerata) zu infizieren. R. lolii befallt Weidelgras (Lolium perenne, King et al., 2013).

1.2. Das Pathosystem Hordeum vulgare und Rhynchosporium commune

Die Keimung von R. commune wird durch feuchtes, kiihles Klima begtinstigt. Keimen die Spo-
ren aus (Abb. 1.1b), bilden sie Appressorien, die dem Pilz das Eindringen in die Wirtspflanze
erleichtern (Zhan et al., 2008). AnschlieBend dringt das Pathogen mit einer Penetrationshyphe
durch die Kutikula ein und breitet sich subkutikular aus (Abb. 1.1c¢). Im weiteren Verlauf der
Infektion bildet der Pilz zunachst diinne Hyphen. Spater sind dicke Hyphen zu erkennen, die
sich zu einem dicht gepackten Pilzstroma entwickeln (Abb. 1.1d). Die sichtbaren Symptome
(Abb. 1.1a) werden durch das Kollabieren von Epidermis- und Mesophylizellen hervorgeru-
fen (Ayesu-Offei und Clare, 1970; Lehnackers und Knogge, 1990). Es sind wassrig graue
bis blaugraue oder chlorotische Lasionen, die spater vom Zentrum her austrocknen und eine
graugrine bis grauweiBe Farbe annehmen. Die Flecken sind unregelmé&Big und durch einen
scharfen Rand vom restlichen Blatt abgetrennt (Ayesu-Offei und Clare, 1970; Shipton, 1974;

Lehnackers und Knogge, 1990).

(c) &

Abbildung 1.1.: Die Entwicklung von R. commune auf Gerste. (a) Symptome auf Gerstenblattern nach Infek-
tion mit R. commune (www.inra.fr), (b) keimende Sporen von R. commune (Knogge, 1998), (c)
subkutikulare Hyphen und (d) beginnendes Pilzstroma von R. commune (beide aus Kirsten et al.,
2012)

Zwischen der Infektion der Gerste und der erneuten Produktion von Sporen kénnen mehrere
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Tage bzw. wenige Wochen vergehen (Zhan et al., 2008). Die Ausbreitung der Sporen erfolgt
durch Wasser, zum Beispiel Regen. Uber die Infektion von Ahren kann der Pilz in das Saat-
gut gelangen und in der nachsten Saison wieder auskeimen. Ebenso kann der Pilz im Stroh
Uberwintern.

Mikroskopische Beobachtungen konnten zeigen, dass das Absterben der Epidermiszellen und
das Kollabieren der Mesophylizellen ohne einen direkten Kontakt zwischen Pilzhyphen und
pflanzlichem Plasmalemma erfolgt (Ayesu-Offei und Clare, 1970, 1971). Dies war ein erster
Hinweis auf Virulenzfaktoren (Proteine, niedermolekulare Substanzen), die von R. commune
sezerniert werden, und méglicherweise eine toxische Wirkung auf die Pflanze haben kdnnten.

1.3. Virulenzfaktoren phytopathogener Organismen

Die Erndhrung von Pflanzenpathogenen erfolgt heterotroph auf Kosten ihrer Wirtspflanzen.
Dabei kdnnen die Pathogene neben Blattern auch Spross, Wurzeln und die Fruchtstande be-
fallen. Die Besiedlung der Pflanzen durch phytopathogene Organismen kann passiv durch
schon vorhandene Offnungen (bspw. durch Stomata oder durch Wunden, die durch Herbivor-
en zugefligt wurden) oder mittels aktiver Penetration erfolgen.

Phytopathogene sind innerhalb der Bakterien, Oomyceten und Pilze bekannt. Beispielsweise
befallen die bakteriellen Phytopathogene der Xanthomonas spp. verschiedene Kulturpflanzen
wie Tomate, Paprika, Reis und Zitruspflanzen (Brunings und Gabriel, 2003; Stall et al., 2009;
White und Yang, 2009). Weitere bakterielle Phytopathogene sind Pathovare von Pseudo-
monas syringae, die unter anderem Tomaten- und Bohnenpflanzen infizieren (Mansfield et al.,
2012). Zu den phytopathogenen Oomyceten zahlen Phytophthora infestans, der Erreger der
Kraut- und Knollenfaule von Kartoffel (Kamoun und Smart, 2005) und P. sojae, der fiir die Wur-
zelfaule der Sojabohne verantwortlich ist (Qutob et al., 2002). Zu den phytopathogenen Pil-
zen gehdren unter anderem Fusarium spp. (Schadpilze verschiedener Getreidesorten, Parry
et al., 1995) und Magnaporthe oryzae (infiziert Reispflanzen, Couch und Kohn, 2002). Weite-
re Krankheiten sind bspw. Mehltau (Blumeria graminis) bzw. Schwarzrost (Puccinia graminis)
von Gerste (Backes et al., 2003).

Zum Eindringen in die Pflanzenzellen nutzen phytopathogene Pilze und Oomyceten verschie-
dene Strategien. Beispielsweise kann durch den Einsatz von hydrolytischen Enzymen (,cell
wall degrading enzymes*, CWDEs, zellwandabbauende Enzyme, Kutinasen, Cellulasen, Pek-
tatlyasen und -esterasen usw.) und die Ausbildung von Appressorien die Oberflache der
Pflanzen durchdrungen werden (Knogge, 1996a). Die weitere Entwicklung der Phytopatho-
gene findet in planta statt. Dabei kdnnen phytopathogene Organismen Toxine sezernieren,
die lebendes Gewebe der Pflanze abtdten (Walton, 1996). Lebendes, wie auch durch Toxi-
ne abgetétetes Pflanzengewebe wird von den phytopathogenenen Organismen als Nahrung
verwendet. Anhand der Erndhrungsweise wird eine Einteilung in bio-, hemibio- und nekrotro-
phe Pathogene vorgenommen. Biotrophe Organismen beziehen ihre Nahrstoffe aus lebenden
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Pflanzenzellen und sind somit vom Uberleben der Wirtspflanze abhangig. Bei der nekrotro-
phen Lebensweise wird lebendes pflanzliches Gewebe zunachst abgetdtet und dient danach
als Nahrungsquelle. Hemibiotrophe Organismen hingegen durchlaufen anfénglich eine bio-
trophe Phase, der spater eine nekrotrophe Phase folgt, die zum Abtdten von pflanzlichem
Gewebe flhrt (Divon und Fluhr, 2007).

Obwohl zahlreiche Phytopathogene bekannt sind, ist die Besiedlung eines Wirtes eher die
Ausnahme (Knogge, 1998). Das heif3t Pflanzen kénnen dem Befall durch Mikroorganismen
entgegenwirken. Die pflanzliche Nichtwirtsresistenz (Grundresistenz) beruht auf der Erken-
nung mikrobieller Strukturen, die evolutionar konserviert, von funktioneller Bedeutung und weit
verbreitet sind. Diese Strukturen kommen in der Pflanze nicht vor und werden daher als MAMP
(,microbe-associated molecular patterns®, mikrobiell-assoziierte molekulare Muster) bezeich-
net. MAMP lésen die pflanzliche Abwehrreaktion aus (Jones und Dangl, 2006). Zu dieser
Abwehrreaktion gehért beispielsweise die extrazellulare Akkumulation von reaktiven Sauer-
stoffspezies (,oxidative burst“, Wojtaszek, 1997). Die hypersensitive Reaktion (HR) ist eine
weitere Abwehrreaktion. Sie zeichnet sich durch ein lokales Absterben der pflanzlichen Zellen
am Infektionsort aus, um die weitere Verbreitung des Pathogens zu unterbinden (Greenberg
et al., 1994; Greenberg, 1997). Zusétzlich wird die Expression von PR-Genen angeschaltet
(,pathogenesis-related”). Beispielsweise werden spezifisch im Mesophyll von Gerstenblattern
nach Infektion mit R. commune drei PR-Gene exprimiert (PR-1, PR-5, PR-9, Steiner-Lange
et al., 2003).

Erfolgreiche Pathogene kénnen durch Sekretion von Virulenzfaktoren (CWDEs, Effektorprote-
ine und niedermolekulare Substanzen) Einfluss auf die die pflanzlichen Abwehrmechanismen
nehmen. Die Effektoren kénnen apoplastisch (bspw. ,extracellular proteins®, Ecp1 bis Ecp7
aus C. fulvum, de Wit et al., 2009) oder nach Translokation in die Pflanzenzelle (bspw. RXLR-
Effektoren aus Oomyceten, Bozkurt et al., 2012) wirken und eine Verzégerung der Abwehr-
reaktion hervorrufen bzw. die Aktivierung pflanzlicher Abwehrgene inhibieren (Friesen et al.,
2008). Daraus folgend kann das Pathogen die Pflanze erfolgreich besiedeln (kompatible In-
teraktion).

Nach Durchbrechen der Nichtwirtsresistenz haben Pflanzen im Laufe der Evolution soge-
nannte Resistenzgene (R-Gene) entwickelt. Mit Hilfe der R-Genprodukte sind Pflanzen in der
Lage, bestimmte Molekiile der Pathogene zu erkennen. Bei den R-Genprodukten handelt es
sich meist um transmembrane bzw. membranassoziierte Proteine (Dangl und Jones, 2001).
Die meisten R-Proteine gehéren zur Gruppe der sogenannten NB-LRR-Proteine (,nucleotide-
binding site plus leucine rich repeat”, Nukleotidbindestelle plus Wiederholungen leucinreicher
Motive). Die C-terminale LRR-Domane ist vermutlich verantwortlich fir die Protein-Protein-
Interaktion und damit fir die Erkennung der sezernierten Effektoren (Dangl und Jones, 2001).
Weitere Beispiele flir R-Genprodukte sind Transmembranproteine mit extrazellularer LRR-
Domane (Dangl und Jones, 2001), wie die Cf-X-Gene aus Tomate, die Resistenz gegenlber
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C. fulvum verleihen (Jones et al., 1994), oder Rezeptorkinasen, die eine extrazelluldre LRR-
Doméne, eine Transmembrandomé&ne sowie eine intrazelluldre Proteinkinasedoméne besit-
zen (Dangl und Jones, 2001). Die Erkennung erfolgt durch die LRR-Doméane, wahrend die
Proteinkinasedomane fir die Signaltransduktion durch Phosphorylierung zustandig ist (Dangl
und Jones, 2001). Zu den Rezeptorkinasen zahlt bspw. Xa21 aus Reis (Resistenz gegen
Xanthomonas oryzae, Song et al., 1995). Sind Pflanzen in der Lage, vom Pathogen sezernier-
te Virulenzfaktoren zu erkennen und die entsprechenden Abwehrmechanismen auszulésen,
kommt es zu einer inkompatiblen Interaktion (Jones und Dangl, 2006). Gene, die fiir Virulenz-
faktoren kodieren, die auf Pflanzenseite durch die R-Genprodukte erkannt werden, werden
als Avirulenzgene (Avr-Gene) bezeichnet (Jones und Dangl, 2006).

Zu den Virulenzfaktoren zdhlen CWDEs, Effektorproteine und niedermolekulare Substanzen.
Bisher konnten viele Effektoren aus verschiedenen phytopathogenen Organismen identifiziert
und funktionell charakterisiert werden.

Beispiele fiir bakterielle Effektoren

Xanthomonas spp. und Pseudomonas spp., die zu den bakteriellen Phytopathogenen ge-
hdren, besitzen das Typ-lll-Sekretionssystem (T3SS), um ihre Effektorproteine in Pflanzen-
zellen zu schleusen (Blttner und Bonas, 2006). Beispiele fur Typ-lll-Effektoren sind AvrPto
und AvrPtoB aus Pseudomonas syringae. Beide Proteineffektoren blockieren Rezeptorkina-
sen und unterdriicken so die Abwehrsignalkaskade in den Pflanzen (Kvitko et al., 2009; Cun-
nac et al., 2011). XopD aus Xanthomonas euvesicatoria ist ein weiteres Beispiel fir einen
bakteriellen Typ-1ll-Effektor. Das Protein besitzt eine C-terminale SUMO-Protease, die die Hy-
drolyse eines SUMO-Rest von SIERF4 (Transkriptionsfaktor in Solanum lycopersicum) kataly-
siert. Daraus folgt die Destabilisierung von SIERF4, was zur Inhibierung der Ethylenproduktion
fuhrt, die fir die Resistenz der Tomatenpflanze gegen X. euvesicatoria benétigt wird. Durch
die fehlende Ethylenproduktion gelingt es X. euvesivatoria, die Pflanze erfolgreich zu besie-
deln (Kim et al., 2013).

Beispiele fiir Virulenzfaktoren phytopathogener Pilze und Oomyceten
Zellwandabbauende Enzyme

Phytopathogene Pilze und Oomyceten penetrieren ihren Wirt aktiv. Hierzu sezernieren sie
bspw. hydrolytische Enzyme, wie Kutinasen, Cellulasen, Pektinasen und Proteasen, um Ku-
tikula und Zellwand abzubauen (Knogge, 1996a). Ein Hauptbestandteil der pflanzlichen Zell-
wand, besonders der Mittelllamelle, ist Pektin. Es ist ein Polysaccharid, das Uberwiegend
aus Galakturonsauremolekiilen aufgebaut ist. Diese sind «a-1,4-glykosidisch verkniipft und bil-
den das Rulckgrat des Pektins. Die Galakturons&ureeinheiten kénnen methyliert sein (Valette-
Collet et al., 2003). Daher sezernieren phytopathogene Organismen pektinolytische Enzyme
(Pektatlyasen (PL), Pektingalakturonasen (PG) und Pektinmethylesterasen (PME)) zum Pek-
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tinabbau. PMEs demethylieren die veresterten Galakturonsduremolekile, wobei Methanol und
Polygalakturonsaure entsteht. Nun kénnen die PGs und PLs den weiteren Abbau des Pektins
vornehmen. PGs hydrolysieren dafir die glykosidischen Bindungen zwischen den Galakturon-
sauremolekilen, wahrend PLs in der Lage sind, die Polygalakturonséure in Oligogalakturon-
sauremolekile abzubauen (Valette-Collet et al., 2003). Durch den Pektinabbau kommt es zu
einer Schwachung der Zellwand, wodurch die Penetration der Phytopathogene erleichtert wird
(Kikot et al., 2009). Neben diesen CWDEs sezernieren phytopathogene Pilze und Oomyceten
weitere Effektoren.

Effektorproteine

Einige Beispiele fir sezernierte Effektorproteine aus phytopathogenen Pilzen und Oomyce-
ten sind im Folgenden aufgefihrt. Cmu1, ein Effektorprotein aus Ustilago maydis (Erreger
des Maisbeulenbrands, biotropher Pilz), wird wahrend der Infektion in die Pflanzenzellen ge-
schleust und flr die Virulenz in planta bendtigt. Cmu1 inhibiert die Synthese von Salicylsaure,
indem es die Vorlaufermolekiile aus dem Shikimatbiosyntheseweg entzieht. Salicylsdure gilt
als Schliisselhormon in der pflanzlichen Abwehr. Es konnte gezeigt werden, dass die Reduk-
tion von Salicylsaure direkt mit der Virulenz von Ustilago maydis in planta korrelliert (Djamei
etal., 2011). Aus Cladosporium fulvum (Erreger der Samt- und Braunfleckenkrankheit von To-
mate) sind verschiedene apoplastisch wirkende Effektoren bekannt, beispielsweise verschie-
dene Avr-Genprodukte Avr-X sowie Ecp1 bis Ecp7. Fir die Avr- und Ecp-Proteine aus C.
fulvum sind die entsprechenden R-Gene der Tomate bekannt. Diese sind als Cf-2, Cf-4, Cf-9
bzw. Cf-Ecp bezeichnet. Tomatenpflanzen, die das entsprechende R-Gen tragen, l6sen Ab-
wehrreaktionen aus, sobald eines der Avr-Genprodukte aus C. fulvum erkannt wird (de Wit
et al., 2009). Avr4 aus C. fulvum fungiert als Virulenzfaktor, der dazu beitragt, dass C. ful-
vum die pflanzliche Abwehrreaktion unterlaufen kann. Untersuchungen ergaben, dass Avr4
eine Chitin-Bindedoméane besitzt. Durch die Bindung von Avr4 an Chitin wird C. fulvum ge-
gen pflanzliche Chitinasen geschitzt (van den Burg et al., 2006). Eine dhnliche Rolle besitzt
Slp1 (sezerniertes LysM Protein 1) aus Magnaporthe grisea (Reisbrandpilz). Es bindet an
freigesetzte Oligosaccharide des Chitins der pilzlichen Zellwand, um die Erkennung durch
die Pflanze zu verhindern. Die Erkennung des Chitins des Pilzes erfolgt durch den CEBIP-
Rezeptor der Pflanze. Slp1 sorgt dafiir, dass keine freigesetzten Oligosaccharide des Chitins
aus der pilzlichen Zellwand vorliegen, indem es sie selbst bindet. Somit verhindert Sip1 die
Erkennung der Oligosaccharide durch CEBIP und das damit verbundene Auslésen der Ab-
wehrreaktion der Pflanze (Mentlak et al., 2012).

Phytophthora spp. gehdren zu den phytopathogenen Oomyceten. Sie besitzen eine Vielzahl
von sezernierten RxLR-Effektoren, die in die Pflanzenzelle transloziert werden (Bozkurt et al.,
2012). Avr3aist ein RxLR-Protein aus Phytophthora infestans, das die durch Infestin ausgelds-
te Abwehrreaktion der Pflanze supprimiert, indem es mit der pflanzlichen E3-Ligase CMPG1
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interagiert. Daraus folgend kann CMPG1 nicht mehr fiir das Auslésen der Abwehrreaktionen
sorgen (Bos et al., 2006, 2010). RTP1 aus Uromyces fabae (Rostpilz auf Erbsen) besitzt kein
RxLR-Motiv, wird aber durch einen unbekannten Mechanismus in den Nukleus der Pflanzen-
zelle transloziert und dort akkumuliert. Es wird angenommen, dass RTP1 mdglicherweise ei-
ne Rolle in der Manipulation der Genexpression der Wirtspflanze wéhrend der Infektion spielt
(Kemen et al., 2005).

Sekundarstoffe

Neben CWDEs und Effektorproteinen kénnen niedermolekulare Substanzen (Sekundarmeta-
bolite) zum Beispiel als Toxine eine Rolle in der Pflanze-Pathogen-Interaktion spielen. Pro-
dukte des Sekundarstoffwechsels gehdren bspw. zu den Substanzklassen der Polyketide,
Terpenoide bzw. Tryptophanderivate. Ihre Synthese erfolgt durch Polyketidsynthasen (PKS),
nicht-ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS), deren Hybride (PKS-NRPS) sowie Terpencycla-
sen (TC) und Dimethylallyltryptophansynthasen (DMATS).

Bekannte Sekundarmetabolite mit Einfluss auf die Pflanze-Pathogen-Interaktion sind zum Bei-
spiel das Polyketid Botzinsdure (,botcinic acid“) und das Sesqiterpen Botrydial aus Botrytis
cinerea (Dalmais et al., 2011). T-Toxin aus Cochliobolus heterostrophus (Maispathogen) um-
fasst eine Famile von langkettigen Polyketiden (Css bis C49, Yang et al., 1996). Ein weiteres
bekanntes Polyketid, dass als Toxin wirkt, ist ACR-Toxin aus Alternaria alternata (Schimmel-
pilz, lzumi et al., 2012).

Pilzliche PKS sind Megasynthasen mit verschiedenen Domé&nen (Abb. 1.2). Die Doméanenzu-
sammensetzung kann variieren. So besitzt bspw. nicht jede PKS eine Enoylreduktase (ER)-
oder Methyltransferasedomane (MT). Allerdings besitzt jede PKS folgende Doménen: 3-Keto-
acylsynthase (KS) und Acyltransferase (AT) sowie ein Acyl Carrier Protein (ACP). Die KS- und
AT-Domane katalysieren die Kettenverlangerung (mit Malonyl-CoA), wahrend das ACP das
sich in der Synthese befindliche Molekil innerhalb der Megasynthase zu den Doménen be-
wegt. PKS, die nur KS, AT und ACP beinhalten, werden als minimalistische PKS bezeichnet
(Khosla und Harbury, 2001). Des Weiteren z&hlen sie zu den nicht-reduzierenden PKS, da sie
keine der reduzierenden Doménen tragen (Abb. 1.2). Zu den reduzierende Domanen zéhlen:
5-Ketoreduktase (KR), Dehydratase (DH), Methyltransferase (MT) und Enoylreduktase (ER).
Die KR reduziert Carbonylgruppen zu Hydroxylgruppen und die DH fiihrt Doppelbindungen
durch Eliminierung von Wassermolekilen ein. Doppelbindungen werden durch die ER zu Ein-
fachbindungen reduziert und MTs fligen Methylreste in das Molekiil ein. Viele PKS besitzen
zusétzlich eine Terminationsdoméane (TE). Durch diese wird das am ACP synthetisierte Mole-
kil freigesetzt.

Botzinsaure und Botrydial sind die beiden Haupttoxine aus Botrytis cinerea. Es konnte ge-
zeigt werden, dass beide zur Virulenz des Pilzes beitragen. B.-cinerea-Stamme, die beide
Substanzen produzieren, sind virulenter als Stdmme, die ausschlieBlich Botrydial syntheti-
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(d)

Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von Polyketidsynthasen (PKS) und
Hybriden aus PKS und nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (PKS-NRPS). (a) nicht-
reduzierende PKS, (b) und (c) PKS mit reduzierenden Doméanen, (d) PKS-NRPS-Hybrid, (KS) -
Ketoacylsynthase, (AT) Acyltransferase, (DH) Dehydratase, (MT) Methyltransferase, (ER) Enoyl-
reduktase, (KR) B-Ketoreduktase, (ACP) Acyl Carrier Protein, (C) Kondensation, (A) Adenylie-
rung, (PCP) Peptidyl Carrier Protein, (TE) Termination

sieren (Reino et al., 2004). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Mutanten von B. cinerea,
die keines der beiden Toxine produzieren, nicht virulent sind. Daraus wird geschlossen, dass
Botzinsdure und Botrydial fiir das Absterben der Wirtszellen wie auch fir die Kolonisierung
des Pflanzengewebes durch B. cinerea benétigt werden (Dalmais et al., 2011). T-Toxin ist
notwendig fir die Virulenz von C. heterostrophus. Durch Deletion eines PKS-Gens (PKS1)
in C. heterostrophus wird die Produktion von T-Toxin verhindert. Gleichzeitig zeigen die Mu-
tanten keine Virulenz (Yang et al., 1996). Ahnliche Beobachtungen konnten fiir ACR-Toxin
aus A. alternata gemacht werden. ACR-Toxin wird durch das Genprodukt von ACRTS2 (PKS)
synthetisiert. Es konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein von ACRTSZ2 essentiell fiir
die Produktion von ACR-Toxin wie auch fur die Pathogenitat von A. alternata ist (Izumi et al.,
2012).

Neben den PKS sind PKS-NRPS-Hybride bekannt, die an das entstandene Polyketid Amino-
sauren kondensieren kdnnen. Im NRPS-Teil der PKS-NRPS befinden sich eine Kondensati-
ons (C)- und eine Adenylierungsdoméane (A) sowie ein Peptidyl Carrier Protein (PCP, Abb.
1.2). Das PCP ahnelt strukturell dem ACP und bringt die Aminosaure in die Nahe des zu-
vor synthetisierten Polyketids, wo C die Kondensation vornimmt (Khosla und Harbury, 2001;
Staunton und Weisman, 2001). Ein Beispiel fir ein PKS-NRPS-Hybrid, dass eine Rolle in der
Pflanze-Pathogen-Interaktion spielt, ist ACE1 aus Magnaporthe grisea (Béhnert et al., 2004).
Dabei wirkt das durch das Avr-Genprodukt ACE1 synthetisierte Produkt als Virulenzfaktor und
nicht das Enzym selbst. ACE1 wird ausschlieBlich wahrend der Penetration der Wirtspflanze
exprimiert. Nach Mutationen in der katalytischen Domé&ne der 3-Ketoacylsynthase von ACE1
erfolgt keine Erkennung des Pilzes durch resistente Pflanzen. Daher wird angenommen, dass
das Produkt von ACE1 von der Pflanze erkannt wird, wodurch die pflanzliche Abwehrreaktion
ausgelost wird (Béhnert et al., 2004; Collemare et al., 2008b).

Weitere Schllsselenzyme im Sekundarmetabolismus von Pilzen sind nicht-ribosomale Pep-
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tidsynthetasen (NRPS), die aus mehreren hintereinander geschalteten A- und C-Doméanen mit
einem PCP bestehen. NRPS kondensieren Aminosduren miteinander und sind in der Lage,
D-Aminosauren sowie nicht-proteinogene Aminosauren zu verwenden. Weitere charakteristi-
sche Merkmale von nicht-ribosomalen Peptiden sind ihre zyklischen Strukturen, Heterozyklen
sowie eine nachtragliche Glykosylierung zur Bildung von Glykopeptiden (Walsh, 2004). Bei-
spiele fir nicht-ribosomale Peptide sind Enniatin aus Fusarium spp. (Haese et al., 1993; Herr-
mann et al., 1996), AM-Toxin aus A. alternata (Pathotyp Apfel, Johnson et al., 2000) sowie
HC-Toxin aus C. carbonum (Panaccione et al., 1992) und Victorin aus C. victoriae (Panac-
cione, 1993). Enniatin ist ein durch NRPS synthetisiertes Depsipeptid, das allerdings nicht
von allen Fusarium-Arten produziert wird (Haese et al., 1993; Herrmann et al., 1996). Herr-
mann et al. (1996) konnten zeigen, dass Enniatin-synthetisierende Stdmme, wie auch nicht-
synthetisierende Stamme gleichermaBen Nekrosen auf Kartoffelknollen auslésen. Auch durch
Enniatin alleine kommt es zu Nekrosen. Es wird daraus geschlossen, dass Enniatin eine Be-
deutung fir die Pathogenitat der Enniatin-synthetisierenden Fusarium-Stamme hat (Herrmann
et al., 1996). AM-Toxin (zyklisches Peptid), dass von A. alternata (Pathotyp Apfel) produziert
wird, ist wichtig fir die Virulenz des Pathogens. A.-alternata-Deletionsmutanten, die nicht in
der Lage sind, AM-Toxin zu produzieren, 18sen gleichzeitig keine Symptome auf Apfeln aus
(Johnson et al., 2000).

Die katalytisch aktive holo-Form von ACP und PCP ist wichtig fir die Aktivitat von PKS, NRPS
und PKS-NRPS. Beide liegen zunéachst als inaktives apoACP bzw. apoPCP vor. Um sie zu
aktivieren, wird die prosthetische Phosphopantetheinylgruppe auf einen Serinrest des ACP
bzw. PCP Ubertragen. Hierflr sind spezielle Enzyme, die Phosphopantetheinyltransferasen
(PPTasen) nétig, die spezifisch fir ACP bzw. PCP sind (Lambalot et al., 1996; Cane et al.,
1998). Die Deletion des PPTase-Gens PPT1 im Maispathogen Colletotrichum graminicola
fihrte zu Mutanten, die nicht mehr in der Lage waren, Lysin, Siderophore oder Polyketide
zu synthetisieren. Gleichzeitig bildeten diese Mutanten sehr wenige nicht melanisierte Ap-
pressorien aus, die wahrend des Penetrationsvorgangs zerbrachen. Wurde den Mutanten die
Infektion von zuvor verwundeten Maispflanzen ermdglicht, konnten sie dennoch keine Symp-
tome ausldésen (Horbach et al., 2009).

Die Produkte von PKS, PKS-NRPS und NRPS kénnen nachtraglichen Modifikationen unter-
zogen werden. Diese Modifikationen kénnen bspw. durch Hydroxylasen, Glykosyltransfera-
sen, Zyklasen und Methyltransferasen erfolgen. Die Gene flr diese Enzyme liegen im Ge-
nom meist in der Nahe der PKS-, NRPS- bzw. PKS-NRPS-Gene (Cane et al., 1998; Khal-
di et al., 2010). Die Gesamtheit solcher Gene wird als Gencluster bezeichnet. Innerhalb ei-
nes Genclusters kdnnen sich neben Genen fir Schllisselenzyme des Sekundarmetabolismus
und modifizierenden Enzymen auch Gene flr regulatorische Proteine befinden, zum Beispiel
Transkriptionsfaktoren und ,loss of aflR expression” (Verlust der afIR Expression, LaeA, Keller
et al., 2005; Proctor et al., 1995; Woloshuk et al., 1994; Fernandes et al., 1998). LaeA kodiert
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eine Proteinmethyltransferase und spielt sehr wahrscheinlich eine Rolle bei der Methylierung
von Histonen und somit in der Regulation der Genexpression. Die Uberexpression oder Dele-
tion von LaeA in verschiedenen Aspergillus-Arten fihrte zur vermehrten Produktion bzw. dem
Verschwinden verschiedener Sekundarmetabolite (Bok und Keller, 2004).

Zusammen mit CWDEs und Effektorproteinen stellen Polyketide und ihre Derivate Virulenz-
faktoren dar, die wahrend Keimung, Penetration und Wachstum des Pflanzenpathogens auf
bzw. in der Pflanze eine groBe Rolle spielen kénnen (Yang et al., 1996; de Wit et al., 2009;
Horbach et al., 2009; Dalmais et al., 2011; Djamei et al., 2011; Mentlak et al., 2012).

1.4. Virulenzfaktoren von Rhynchosporium

Aus Kulturfiltraten von R. commune konnten durch unterschiedliche experimentelle Ansatze
Virulenzfaktoren isoliert und identifiziert werden, bspw. die Nekrosen induzierenden Proteine
(NIP, Wevelsiep et al., 1991; Kirsten et al., 2012). Die NIP bilden eine Gruppe von heterolo-
gen Proteinen mit einer Molekllmasse von < 10 kDa. Gereinigte NIP wurden in Gerstenblatter
injiziert und verursachten Nekrosen, die den flir das Pathogen typischen Symptomen ahneln.
Nahere Untersuchungen ergaben, dass es sich bei NIP3 um ein Glykoprotein handelt, wah-
rend NIP1 und NIP2 nicht glykosidiert vorliegen (Wevelsiep et al., 1991). NIP1 und NIP3 sind
in der Lage, die in der pflanzlichen Plasmalemma lokalisierte H*-ATPase zu stimulieren (We-
velsiep et al., 1993). Diese Funktion ist auch von Fussicoccin (Terpenoid) aus F. amygdali
bekannt. Fussicoccin stimuliert die ATPase der pflanzlichen Plasmamembran (Marré, 1979).
Durch Fussicoccin kommt es zu einem vermehrten Einstrom von Kalium- und Chloridionen
sowie von Wasser durch die SchlieBzellen und zu einer irreversiblen Offnung der Stomata.
Daraus folgt das Welken und spéatere Absterben der Blatter (Marré, 1979; Knogge, 1996a,b).
Fir NIP1 konnte weiterhin gezeigt werden, das es die Abwehrreaktion in Gerstenpflanzen, die
das Rrs1-Gen tragen, auslést (Hahn et al., 1993). Daher gilt NIP1 als Produkt des Avirulenz-
gens AvrRrs1 (Rohe et al., 1995). R.-commune-lsolate, die kein bzw. kein funktionelles NIP1
besitzen, verhalten sich virulent auf Rrs1-Pflanzen (Rohe et al., 1995).

Neben den NIP konnten im Kulturfiltrat von R. commune niedermolekulare Toxine identifiziert
werden. Dabei handelt es sich um Rhynchosporoside (Auriol et al., 1978) und ein phyto-
toxisches Glykoprotein (Mazars et al., 1984). Rhynchosporoside sind Cellobioside von 1,2-
Propandiol, die sowohl aus Kulturfiltrat als auch aus infizierten Gerstenblattern isoliert werden
konnten. Die Toxine rufen auf Gerstenblattern Nekrosen und Chlorosen hervor, allerdings nicht
auf allen Gerstensorten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Rhynchosporoside toxisch
auf Pflanzen wirken, die von R. commune nicht infiziert werden kénnen (Auriol et al., 1978).
Mazars et al. (1984) konnten im Kulturfiltrat von R. commune ein phytotoxisches Glykoprote-
in identifizieren. Werden Gerstenblatter zusammen mit dem Glykoprotein inkubiert, entwickeln
sich die Symptome der Rhynchosporium-Blattfleckenkrankheit, die umso stérker sind und um-
so schneller erscheinen, je héher die Konzentration bzw. der Reinheitsgrad des Glykoproteins
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war (Mazars et al., 1984).

Im Kulturfiltrat von R. orthosporum konnte ein weiterer phytotoxisch wirkender Metabolit iden-
tifiziert werden. Es handelt sich um das Isocoumarin Orthosporin (Ichihara et al., 1989). Or-
thosporin inhibiert das Wurzelwachstum der Wirtspflanzen von R. orthosporum, aber auch von
Kopfsalat. Reagiert Orthosporin mit Diazomethan entsteht das methylierte Derivat Diaporthin
(Ichihara et al., 1989). Orthosporin und Diaporthin wurden auch in weiteren Pflanzenpathoge-
nen identifiziert. Diaporthin ist als Toxin aus Endothia parasitica (Kastanienrindenkrebs, Baz-
zigher, 1953; Boller et al., 1957) bekannt. Orthosporin wurde in Drechslera siccans identifiziert
(Hallock et al., 1988). Beide konnten im Kulturfiltrat von Aspergillus ochraceus nachgewiesen
werden (Harris und Mantle, 2001).

Zur ldentifizierung weiterer Virulenzfaktoren (CWDEs, Effektorproteine, niedermolekulare Sub-
stanzen) wurde eine EST-Datenbank von R. commune erstellt (A. Navarro-Quezada und W.
Knogge, unveréffentlicht). Effektorproteine sind zumeist klein und cysteinreich. Da sie se-
zerniert werden, besitzen sie mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Signalpeptid (Stergiopoulos
und de Wit, 2009). Unter diesem Aspekt wurden die abgeleiteten Sequenzen aus der EST-
Datenbank durchsucht. Insgesamt konnten so 1023 putativ sezernierte Proteine identifiziert
werden. Darlber hinaus wurden die abgeleiteten Sequenzen der EST-Datenbank mit Hilfe von
bekannten PKS-Sequenzen auf das Vorhandensein von PKS-Genen Uberprift.

1.5. Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Virulenzfaktoren (CWDEs, Effektorproteine und nieder-
molekulare Substanzen) des Gerstenpathogens R. commune zu identifizieren und ndher zu
charakterisieren. Mit Hilfe einer EST-Datenbank von R. commune (A. Navarrao-Quezada und
W. Knogge, unverdffentlicht) wurden neun Gene ausgewahlt, die mdgliche Virulenzfaktoren
kodieren. Diese sollten zunachst deletiert werden, um einen Hinweis auf Ihre Rolle wéhrend
der Pathogenese zu erhalten. Mit der molekularbiologischen, biochemischen und bioinforma-
tischen Charakterisierung der putativen Virulenzfaktoren befasst sich die vorliegende Disser-
tationsschrift.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien, Enzyme, Nukleinsaure- und Proteinstandards, Nukleotide,

Vektoren, P. infestans-Stamm und Antikérper

Alle verwendeten Laborchemikalien, Antibiotika, X-Gal, sowie IPTG stammten von den Firmen

Roth, Sigma und Serva. Yeast Nitrogen Base (YNB) wurde von der Firma Otto Nordwald, Or-

ganische Lésungsmittel von Merck, Agarose von Biozym und SARAN-Folie von ROTH bezo-

gen.

Enzyme

molekularbiologische ,Kits*:

Nukleinsadurestandards:

Proteinstandards:
Nukleotide:

Vektoren:

Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase
Dream-Tag-Polymerase
HiFi-Tag-Polymerase
SYBR-Green qRT-Mix
RNase A

QlAquick Gel Extraction Kit
RevertAid  First  Strand
cDNA Synthesis Kit

TA Cloning Kit

CloneJET PCR Cloning Kit
ECL-Kit

RNeasy Plant Mini Kit
QIAFilter Plasmid Midi Kit
100 bp DNA Ladder

1 kb DNA Ladder

10-170 kDa Proteinmarker
Desoxynukleotide
Oligonukleotide
a-[*2P]-dATP

pPalcA

pBK-CMV

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
ROTH
QIAGEN
Fermentas

Invitrogen

Fermentas

GE Healthcare
QIAGEN

QIAGEN

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

eurofins MWG operon
Hartmann

Prof. Dr. P. Tudzynski (Uni-
versitat Mlnster)
Stratagene
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pFBT008

pUC19

px-rk
P. infestans-Stamm: 208m2
Antikorper: Kaninchen-anti-£-

Lactamase
Ziege-anti-Kaninchen-1gG

2.1.2. Gerite
ESI-UHPLC-QTOF-MS Waters
Fluoreszenz-Mikroskop Apotome | Zeiss
FT-ICR-MS Bruker
HPLC Waters
PCR-Maschine BioRad
Precellys peqglab
gRT-PCR-Maschine Stratagene
Spritzenpumpen-ESI-MS AP| 3200 AB Sciex
Typhoon-Scanner GE Healthcare

2.1.3. Medien, Puffer und L6sungen

Prof. Dr. B. Thomma (Wa-
geningen University and
Research centre)

Invitrogen

Prof. Dr. B. Hause (IPB
Halle)

Prof. Dr. S. Rosahl (IPB
Halle)

GE Healthcare

GE Healtcare

In Tabelle 2.1 sind die verwendeten Medien (Massenangaben bezogen auf 1 L) aufgefiihrt.

Medien wurden stets autoklaviert. AnschlieBend konnte den Medien Antiobiotika, IPTG, X-Gal

oder Pflanzenextrakt zugefligt werden. Die Konzentrationen der eingesetzten Antiobiotika,

IPTG bzw. X-Gal sind Tabelle 2.2 zu entnehmen.

Pflanzenextrakt aus Gerstenpflanzen wurde folgendermaBen hergestellt: 110 g Blatter wur-

den in 100 mL eiskaltem 10 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0) homogenisiert. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 25000 x g fiir 25 min bei 4°C. Der Uberstand wurde mehrfach durch

einen Papierfilter filtriert (0,45 pm und 0,22 pum). Der Pflanzenextrakt wurde bei -20°C bis zur

Verwendung aufbewahrt.

Tabelle 2.3 gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten Lésungen und Puffer. Massenangaben

beziehen sich jeweils auf 1 Liter Lésung bzw. Puffer.
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Tabelle 2.1.: Zusammensetzung der verwendeten Medien.

Medium

| Zusammensetzung

|

10x FRIES Nr. 3

erganzt mit Saccha-
rose und Hefeextrakt
(FRIES-Medium)

50 g di-Ammoniumtartrat, 10 g NH4NO3, 1,3 g CaCl, *
2 H20, 10 g KHoPOy4, 5 g MgSO4 * 7 HoO, 1 g NaCl, pH 6,0;
75 g Saccharose, 10 g Hefeextrakt; vor dem Autoklavieren
auf 1 x verdinnt

Haferbohnemedium
(HB)

34 g Bohnenmehl, 17 g Hafermehl, 8,5 g Saccharose, 15 g
Bactoagar, 30 min geriihrt (zum Quellen), 15 min 90°C

LB flussig

5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 10 g Trypton

LB fest (LB-Agar)

LB flissig plus 15 g Bactoagar

Limabohnenmedium
(LIMBO) flussig

50 g Limabohnen in 500 mL Ho>O autoklaviert, 400 mL H.O
zugegeben, stark geschuttelt, filtriert, Filtrat plus zweifaches
Volumen H>O

LIMBO fest (LIMBO-
Agar)

LIMBO flussig plus 16 g Bactoagar

LIMBO fest mit Sac-
charose

LIMBO fest plus 205,4 g Saccharose

Medium ,Yeast Nitro-
gen Base* (YNB) flUs-

6,7 g YNB, 5 g Saccharose

sig
YNB fest YNB flUssig plus 16 g Bactoagar
Tabelle 2.2.: Konzentration der verwendeten Antibiotika.

Antibiotikum | Arbeitskonzentration
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- 3-D-galaktopyranosid (X-Gal) | 32 ug/mL
Ampicillin (Amp) 100 pg/mL
Carbenicillin (Carb) 100 pg/mL
Hygromycin (Hyg) 100 pg/mL
Isopropyl-3-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) 1 mM
Kanamycin (Kan) 30 pg/mL
Phleomycin (ble) 20 pg/mL
Tetracyclin (Tet) 12,5 pg/mL
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Tabelle 2.3.: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen.

Puffer bzw. Lésung

Zusammensetzung

Isolierung von Plasmid-DNA

Lésung 1 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCI, pH 8,0
Losung 2 0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS
Lésung 3 3 M CH3COONa, pH 5,0

Gelelektrophorese

6x DNA-Ladepuffer

0,01% (w/v) Bromphenolblau, 60 mM EDTA, 60 % (v/v) Gly-
cerin

50x TAE

2 M Tris/HCI, 50 mM EDTA, pH 8,3 (CH3COOH)

SDS-PAGE

10x SDS-Laufpuffer

5,0 M Tris/HCI, 1,9 M Glycin, 1%(w/v) SDS

2x SDS-Probenpuffer

125 mM Tris/HCI, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) Glycerin,
10% (v/v) B-Mercaptoethanol, 0,01% (w/v) Bromphenolblau,
pH 6,8

Western Blot

10x TBST-Puffer

200 mM Tris/HCI, 1,5 M NaCl, pH 7,6; Zugabe von 0,1% (v/v)
Tween 20 beim Verdiinnen auf 1x

10x Transfer-Puffer

200 mM Tris/HCI, 1,5 M Glycin, pH 8,6; Zugabe von 20% (v/v)
MeOH beim Verdiinnen auf 1x

Southern Blot

20x SSC-Puffer

3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

CHURCH-Puffer

67 g NapHPOy4, 2 mL H3zPOy4, 10 g BSA, 372 mg EDTA, 70 g
SDS, nach dem Autoklavieren: 1 mL Salmon Sperm DNA
(10 mg/mL)

Waschpuffer

3x SSC-Puffer, 0,1% SDS

DNA-Isolierung

DNA Extraktionspuffer

1% N-Lauroylsarcosine (Natriumsalz), 100 mM Tris, 100 mM
NaCl, 10 mM EDTA, 1% Polyvidon 25, pH 8,0 (mit HCI)

Protoplastenherstellung

Protoplastenpuffer 1

10 mM Tris/HCI, 0,7 M KCI, 50 mM CaCly, pH 7,5

Protoplastenpuffer 2

10 mM Tris, 50 mM CaCl,, 1 M Sorbitol

50% PEG6000

geldst in Protoplastenpuffer 2
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2.2. Arbeiten mit Rhynchosporium commune

Samtliche Arbeiten wurden mit dem Wildtyp-Isolat UK7 bzw. mit den daraus erstellten Deleti-
onsmutanten von R. commune durchgefihrt.

2.2.1. Anzucht von R. commune im Flissigmedium

Far die Anzucht von R. commune wurden verschiedene Medien (FRIES-Medium, LIMBO-
Medium, YNB, Tab. 2.1) genutzt. 200 uL Sporensuspension (Titer: 5*107) wurden mit 1 L
Medium gemischt. Davon wurde jeweils 50 mL in eine groBe Petrischale gegeben (d = 30 cm),
bzw. Erlenmeyerkolben mit 100 mL (Vkolpen = 250 mL), 250 mL (Vkoiben = 500 mL) und 500 mL
(Vkolben = 2000 mL) befiillt. Es folgte eine 14-t&gige Inkubation bei 17°C im Dunkeln unter
langsamen Schitteln. AnschlieBend wurde das Pilzmyzel vom Medium getrennt (Filtration
mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe, Filter: 0,45 um). Das Myzel wurde fir die Isolierung von
Protoplasten, DNA bzw. RNA genutzt bzw. zur spateren Verwendung bei -80°C eingefroren.
Das Kulturfiltrat wurde fir die Isolierung von Sekundarmetaboliten verwendet.

2.2.2. Reisolierung von R. commune aus Gerstenblittern

Die Reisolierung von R. commune erfolgte nach Inokulation von Gerstenpflanzen (cv. Ingrid).
Etwa 14 d nach Inokulation wurden die Blatter mit Symptomen in 1 bis 2 cm lange Stlicke
geschnitten, mit 70% EtOH gewaschen und anschlieBend mit 2% Natriumhypochlorit oberfla-
chensterilisiert. Es folgte ein Waschschritt mit H,O. AnschlieBend wurden die Blattstiicke auf
LIMBO-Agarplatten (12,5 pg/mL Tet) verteilt. Wahrend der Inkubationszeit bei 17°C im Dun-
keln (10 bis 14 d) wuchs Pilz aus den Blattstlicken auf den LIMBO-Agar. Das Myzel wurde mit
einem Skalpell ausgeschnitten, auf LIMBO-Agar (ohne Antibiotikum) klein geschnitten und mit
H>O verteilt. Es folgte eine erneute Inkubation von 14 d bei 17°C im Dunkeln. AnschlieBend
konnten die Sporen isoliert werden (Kapitel 2.2.3).

2.2.3. Isolierung von Sporen von R. commune

Die Isolierung von Sporen erfolgte von LIMBO-Agar-Platten, die mit Sporen beimpft wurden
und 14 d bei 17°C inkubiert wurden. Jeweils 3 bzw. 4 Platten wurden nacheinander mit zwei-
mal 10 mL Wasser Uberspllt und die Sporen mit Hilfe einer sterilen Einmal-Pipette von der
Oberflache abgekratzt. Die Sporenlésung wurde Uber einen 4-lagigen Glaswolle-Filter filtriert.
Das Filtrat wurde 15 min (17°C, 3000 x g) sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das
Sporensediment wurde in einer geeigneten Menge (200 uL bis 1 mL) H,O aufgenommen. Die
Bestimmung des Titers (1:200 Verdinnung) erfolgte mit einer Fuchs-Rosenthal-Z&dhlkammer.
Die Einstellung des Sporentiters erfolgte auf 5107. AnschlieBend wurde die Sporensuspensi-
on in 200 uL-Aliquots zunachst bei -20°C eingefroren. Nach 24 h erfolgte die weitere Lagerung
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bei -80°C. Isolierte Sporen nach der Reisolierung werden als 0. Transfer bezeichnet. Wurde
LIMBO-Agar mit Sporen des 0. Transfer beimpft wird der 1. Transfer erhalten usw.

2.2.4. Anlegen von Dauerkulturen von R. commune

Zum Anlegen von Pilzdauerkulturen wurde Myzel aus LIMBO-Agar ausgeschnitten. Die My-
zelsticke wurden in ein 2 mL-Kryo-Réhrchen gegeben und mit einem 1:1-Gemisch aus 17%
Milchpulver und 50% Glycerin aufgefillt. Die Rdhrchen wurden anschlieBend langsam auf
-80°C gekiihlt (Isopropanol-Gefriercontainer) und spater in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

2.2.5. Inokulation von Hordeum vulgare mit R. commune

Zehn Gerstenpflanzen (7 d) wurden gleichm&Big mit 2 mL Suspension von 5*108 Sporen in
Tween20-H,0 (0,1 % [v/v]) bespriht. Zu Beginn erfolgte die Inkubation der Pflanzen bei Dun-
kelheit (1 d), 100% Luftfeuchte (2 d) und einer Temperatur von 17°C. Die weitere Inkubation
fand bei 50% Luftfeuchte, 17°C und einem Lichtregime von 14 h Licht und 10 h Dunkelheit
statt. Die Probennahme (5 Priméarblatter pro Zeitpunkt) erfolgte je nach Experiment 0, 1, 3,
6, 7, 10, 14 und 21 Tage nach Inokulation (dpi). Des Weiteren wurden 14 bzw. 21 Tage nach
Inokulation die Symptome photographisch dokumentiert.

2.2.6. Praparation von Protoplasten aus R. commune

Samtliche Arbeiten zur Praparation von Protoplasten erfolgten unter sterilen Bedingungen.
Sieben bis zehn Tage altes Mycel wurde sedimentiert und ca. 2 g in 20 mL Protoplastenpuf-
fer 1 resuspendiert, es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 5000 rpm. Der Uberstand wurde
verworfen und das Myzel erneut in 5 mL Protoplastenpuffer 1 aufgenommen. AnschlieBend
wurde das Myzel mithilfe eines Ultra-Turrax (IKA) zerkleinert und homogenisiert (ca. 5 s). Nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt (5000 rpm, 5 min) wurde der Uberstand verworfen und
das Myzel in 15 mL Protoplastenpuffer 1 aufgenommen. AnschlieBend wurden 125 mg Lyso-
zym (aus Trichoderma harzianum) geldst in 10 mL Protoplastenpuffer 1 zur Suspension gege-
ben. Nach einer 6-stlindigen Inkubationszeit (29°C, 60 rpm) folgte ein Filtrationsschritt durch
einen 3-lagigen Glaswolle-Filter. Der Filter wurde mit 25 mL Protoplastenpuffer 1 gespilt und
das Filtrat bei 4800 rpm 5 min sedimentiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, erfolg-
te ein erneuter Waschschritt mit 30 mL Protoplastenpuffer 1 (4800 rpm, 5 min). Der Uberstand
wurde verworfen, und die Protoplasten in 500 uL Protoplastenpuffer 1 aufgenommen. Es folg-
te die Bestimmung des Titers (Verdinnung 1:200) mit einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer.
Die Protoplasten wurden auf einen Titer von 5107 eingestellt. AnschlieBend wurden die Pro-
toplasten flr die Transformation eingesetzt.
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2.2.7. Transformation von Protoplasten aus R. commune

Fir die Transformation von Protoplasten aus R. commune wurden 200 pL Protoplasten (Titer:
5%107) mit gereinigtem PCR-Produkt gemischt. AnschlieBend wurden 500 L 50% PEG 6000
hinzu gegeben. Die Suspension wurde auf finf Platten LIMBO-Agar + Saccharose gegeben
und mit Hilfe von 300 bis 500 L Protoplastenpuffer 2 verteilt. Nach dem Trocknen wurden
die Platten bei 17°C im Dunkeln inkubiert. Nach einem Tag Inkubationszeit wurde das Selek-
tionsmedium (10 uL Phleomycin in 400 uL FRIES-Medium pro Platte) auf den Platten verteilt.
Eine weitere Inkubationszeit von 10 bis 14 d bei 17°C ohne Licht schloss sich an.

2.3. Arbeiten mit Phytophtora infestans

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde mit dem GFP-exprimierenden P. infestans-
Stamm 208m2 (Si-Ammour et al., 2003) gearbeitet. Die Kultivierung von P. infestans erfolgte
auf HB-Medium bei 17°C im Dunkeln. Nach 11 d wurden zum Abschwemmen der Sporangien
8 mL H,O auf das Myzel gegeben und kraftig geschiittelt. Der Uberstand wurde abgenom-
men. Es folgte die Bestimmung des Titers (Verdiinnung 1:200) mit einer Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer. Die Sporangien wurden auf einen Titer 1*10° eingestellt. Zur Untersuchung
des Wachstums von P. infestans in Anwesenheit verschiedener Substanzen wurden in je-
des Loch einer 48-Loch-Platte 900 uL HB-Medium gegeben. AnschlieBend wurde in jedes
Loch P-infestans-Sporangiensuspension (Titer: 1*10°) gegeben. Die sofort gemessene GFP-
Fluoreszenz (Cytofluor II) diente als Nullwert. Nach 24 h wurden die zu untersuchenden Sub-
stanzen in die jeweiligen Lécher gegeben. Die Messung der GFP-Fluoreszenz erfolgte taglich
{ber einen Zeitraum von 7 Tagen. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 17°C im Dunkeln.

2.4. Arbeiten mit Escherichia coli

Im Laufe der Arbeiten wurde ausschlieBlich mit dem E. coli-Stamm XL1Blue (Resistenz: Tet)
gearbeitet.

2.4.1. Erstellung von E. coli-Dauerkulturen (Glycerinkulturen)

Die Uberdauerung von E. coli-Zellen kann bei -80°C in Form von Glycerinkulturen erfolgen.
Hierflr wurde die E. coli-Flissigkultur zu gleichen Teilen mit sterilem 50% (v/v) Glycerin ge-
mischt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.4.2. Herstellung elektrokompetenter E. coli- Zellen

Elektrokompetente E. coli-Zellen wurden fiir die Transformation mittels Elektroporation (s. Ka-
pitel 2.4.3) bendtigt. 5 mL einer Vorkultur wurden tber Nacht bei 37°C unter Schitteln an-
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gezogen und am néchsten Tag zu 500 mL LB-Flissigmedium plus Antibiotikum gegeben. Es
folgte die Inkubation unter Schiitteln bei 37°C bis die optische Dichte bei 600 nm (OD 600)
zwischen 0,5 und 0,7 betrug. AnschlieBend wurden die Zellen bei 3000 x g und 4°C 20 min
sedimentiert, in 500 mL eiskaltem, sterilem H>O resuspendiert und erneut bei 3000 x g und
4°C 15 min sedimentiert. Nach Resuspension in 175 mL eiskaltem, sterilem H>O folgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt (s. oben). Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Das
Bakteriensediment wurde anschlieBend in 50 mL sterilem 10%-igem Glycerin resuspendiert
und durch Zentrifugation bei 3000 x g (4°C, 10 min) erneut sedimentiert. Nun erfolgte die Auf-
nahme der Zellen in 2 mL sterilem 10%-igem Glycerin. Die elektrokompetenten E. coli-Zellen
wurden in Aliquots zu 50 pL in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.
Eine Uberpriifung der Kompetenz der Zellen erfolgte durch Transformation mit dem Vektor
pUC19.

2.4.3. Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Far die Transformation wurden 30 pL der elektrokompetenten E. coli-Zellen mit 1 uL der zu
transferierenden DNA versetzt und einem Elektroschock von 2,5 kV (125 pF, 200 Ohm) un-
terzogen. Danach wurden die Zellen sofort zu 500 pL LB-Medium gegeben und 1 h bei 37°C
unter Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe eines Drigalski-Spatels auf
LB-Agar mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert.

2.4.4. Animpfen von E. coli-Fliissigkulturen bzw. Vorkulturen

Fir Flissigkulturen wurden 5 bis 50 mL (je nach Protokoll) LB-Flissigmedium im Kulturréhr-
chen (Greiner) bzw. in einem sterilen Kolben mit der entsprechenden Menge an Antibiotika
versetzt und mit einer Kolonie von einer LB-Agar-Platte angeimpft. Die Inkubation erfolgte
Uber Nacht bei 37°C unter Schatteln.

2.5. Arbeiten mit Nukleinsauren

2.5.1. Isolierung von Nukleinsauren

Die Isolierung von Plasmid-DNA, genomischer DNA bzw. RNA aus E. coli, R. commune und
Gerste erfolgte nach den unten beschriebenen Methoden. Zur Isolierung von DNA bzw. RNA
aus Pilz- bzw. Pflanzenmaterial wurden die Proben in 20-mL-Réhrchen des ,,Cryogenic Grin-
der” (YETI) Gberflhrt und mit 3 Stahlkugeln (d= 4 - 5 mm) versehen. Die Homogenisierung
der Proben erfolgte im ,YETI* nach folgendem Programm: fiinfmal 30 s mit jeweils 30 s Pause.
Das homogenisierte Pilzmyzel bzw. Pflanzenmaterial konnte fir die Isolierung von DNA und
RNA (s. Kapitel 2.5.1.2 bzw. 2.5.1.4) verwendet werden.
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2.5.1.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli (Mini-, Midi-Prep)

5 mL einer E. coli-Ubernachtkultur (s. Kap. 2.4.4) wurden bei 3000 x g 10 min zentrifugiert.
Das Bakteriensediment wurde in 100 pL Lésung 1 resuspendiert und nach Zugabe von 200 plL
Lésung 2 sowie 10 uL RNase A bei RT 15 min inkubiert. AnschlieBend wurden 200 L
Lésung 3 zugegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei
9878 x g fiir 10 min. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB tberfiihrt, die Plasmid-
DNA mit Isopropanol geféllt und mit 70%-igem EtOH gewaschen. Nachdem die Plasmid-DNA
getrocknet war, wurde sie in 20 uL HoO aufgenommen. Die Aufbewahrung erfolgte bei -20°C.
Zur Isolierung einer gréBeren Menge Plasmid-DNA wurde der ,QIAFilter Plasmid Midi Kit*
(QlAgen) laut Herstellerangaben verwendet. Nach der Elution der Plasmid-DNA erfolgte die
Aufbewahrung bei -20°C.

2.5.1.2. Isolierung von genomischer DNA

Die Isolierung von DNA aus Pilz- bzw. Pflanzenmaterial erfolgte in 2-mL-EppendorfgefaBen.
Diese wurden mit ca. 200 mg homogenisiertem Material (s. Kap. 2.5.1) beflllt, anschlieBend
wurde 1 mL Extraktionspuffer zugegeben. Nach starkem Durchmischen wurden 5 L RNase
A (10mg/mL) zugegeben. Es folgte ein Inkubationsschritt von 15 min bei 37°C. AnschlieBend
wurden 200 uL PCIl zugegeben und die Proben 15 min bei RT unter Schitteln inkubiert. Nun
folgte ein Zentrifugationsschritt fir 15 min (9878 x g, 4°C). AnschlieBend wurde die obere
Phase zu 1 mL Isopropanol gegeben, um die DNA zu féllen. Die Fallung der DNA wurde un-
terstiitzt indem die Proben fir mindestens eine Stunde bei 4°C inkubiert wurden. Durch einen
weiteren Zentrifugationsschritt bei 9878 x g und 4°C wurde die DNA sedimentiert. Es folgte
ein Waschschritt mit 70% Ethanol. Im Anschluss wurde die DNA getrocknet. Die getrocknete
DNA wurde in 50 puL HoO aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.5.1.3. Isolierung von genomischer DNA (Mutanten-Screen)

Zur Isolierung von DNA aus putativen Deletionsmutanten wurde folgendes Protokoll verwen-
det: Es wurde ein kleines Stiick der angewachsenen Pilzmutante in ein 2-mL-Schraubdeckelge-
faB mit Keramikkiigelchen gegeben und mit 1 mL einer Lésung aus 0,5 M NaCl und 1% SDS
bedeckt. Es folgte der Aufschluss im ,Precellys” (peglab) mit folgendem Programm: dreimal
30 s mit jeweils 30 s Pause. AnschlieBend wurden die Proben 10 min bei 9878 x g (RT) zen-
trifugiert und der Uberstand mit Isopropanol geféllt. Die Fallung der DNA wurde unterstiitzt
indem die Proben fir mindestens eine Stunde bei 4°C inkubiert wurden. Durch einen weite-
ren Zentrifugationsschritt bei 9878 x g und 4°C wurde die DNA sedimentiert. Es folgte ein
Waschschritt mit 70% EtOH und im Anschluss daran wurde die DNA getrocknet. Die getrock-
nete DNA wurde in 20 puL H,O aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert.
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2.5.1.4. Isolierung von RNA

Die Isolierung von RNA erfolgte mit dem ,RNeasy Plant Mini Kit* von QIAgen nach den An-
gaben des Herstellers. Der DNase-Verdau erfolgte laut QlAgen-Protokoll auf der Saule. Nach
Elution der RNA wurde diese mit 1 L Ribolock versetzt und bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert.

2.5.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide, deren Anlagerungstemperaturen und Elon-
gationszeiten sowie die erwartete GroBe des Amplikons sind den Tabellen A.1 und A.4 im An-
hang zu entnehmen. Im Zuge dieser Dissertation wurden folgende Polymerasen verwendet:
DreamTagq, sowie High Fidelity-Mix von Fermentas. Die Anwendung der Polymerasen erfolg-
te nach Angaben des Herstellers. Einige Amplifikationen wurden mittels ,Touchdown“-PCR
(TDW) durchgeflhrt. Bei dieser speziellen Form der PCR wird in den ersten Synthese-Zyklen
die Anlagerungstemperatur nur knapp unterhalb der Denaturierungstemperatur eingestellt.
Die Oligonukleotide binden somit hdchst spezifisch. Danach wird die Anlagerungstempera-
tur in jedem Zyklus um 1°C herabgesetzt. Damit soll die Amplifikation von unspezifischen
Sequenzen verhindert werden. Beide Formen der PCR wurden in einem Thermocycler (Bio-
Rad) nach unten stehenden Protokollen durchgefiihrt. Nach abgeschlossener PCR wurden
die PCR-Produkte mit Hilfe elektrophoretischer Auftrennung Uberpruft.

PCR:

1 Zyklus: 2 min 95°C initiale Denaturierung

34 Zyklen: 30s 94°C Denaturierung
30s 45 - 65°C Anlagerungstemperatur (Tab. A.4)
30 s -4 min 68/ 72°C Synthese (Elongation, Tab. A.4)
1 min - 8 min 72°C finaler Syntheseschritt  (doppelte

Elongationszeit, Tab. A.4)
1 Zyklus: unendlich 14°C Abkuhlen der Reaktion
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Touchdown-PCR:

1 Zyklus: 2 min 95°C initiale Denaturierung
15 Zyklen: 30s 94°C Denaturierung
30s 65°C (-1°C Anlagerungstemperatur (Tab. A.4)
pro Zyklus)
30 s -4 min 68/ 72°C Synthese (Elongation, Tab. A.4)
1 min - 8 min 72°C finaler Syntheseschritt (doppelte
Elongationszeit, Tab. A.4)
19 Zyklen: 30s 94°C Denaturierung
30s 50°C Anlagerungstemperatur
30 s -4 min 68/ 72°C Synthese (Elongation, Tab. A.4)
1 min - 8 min 72°C finaler Syntheseschritt (doppelte
Elongationszeit, Tab. A.4)
1 Zyklus: unendlich 14°C Abkulhlen der Reaktion

2.5.3. quantitative PCR (qPCR)

Die gPCR wurde verwendet, um die Pilzbiomasse in planta (QPCR) sowie die relative Ex-
pression (QRT-PCR) verschiedener Gene aus R. commune zu bestimmen. Die Quantifizie-
rung wird durch die Fluoreszenzmessung am Ende eines jeden PCR-Zyklus durchgefihrt,
dabei nimmt die Fluoreszenz proportional mit der Menge des Amplikons zu. Gemessen wur-
de die Fluoreszenz des Farbstoffes SYBR-Green. Dieser lagert sich in der synthetisierten
DNA ein. Neben SYBR-Green wird in der PCR der Referenzfluoreszenzfarbstoff ROX einge-
setzt. Die Fluoreszenz von ROX dient als Hintergrund zur Normalisierung des SYBR-Green.
Die ermittelten Ct-Werte (,Cycle of treshold”, MxPro-Software) geben den PCR-Zyklus an, in
dem die Fluoreszenz des SYBR-Green erstmalig Gber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt,
dies geht einher mit dem maximalen Anstieg der Amplifikationskurve. Unter Verwendung von
Referenzgenen konnten die erhaltenen Ct-Werte miteinander verglichen werden. Die relati-
ven Wachstums- und Expressionsverhaltnisse (ratio) wurden anhand der PCR Effizienzen (E)
und der Differenz der Ct-Werte (der zu vergleichenden Anséatze) berechnet: eine unbehandel-
te Kontrolle (entspricht in diesem Fall 0) gegenliber einer behandelten Probe (Pfaffl, 2001).

(E Referenzgen ) ACtReferenzgen, (Kontrolle - Probe)

ratio = (EZielgen)ACtZielgen’ (Kontrolle - Probe)

Zur Bestimmung der Pilzbiomasse in planta wurde als Referenzgen HvHtrA (Graap, 2013) aus
Gerste verwendet, auf Pilzseite wurde ein Fragment der GPD (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase) amplifiziert. In Vorversuchen wurde festgestellt, dass die Oligonukleotide
HO05J24 RT_s und HO05J24_RT_as (Amplifikation HvHtrA) bzw. GPD_RT_sund GPD_RT_as
spezifisch fur Gerste bzw. Rhynchosporium sind. Zur Quantifizierung von Transkriptmengen
wurde zunachst RNA isoliert, die in cDNA (laut Herstellerangaben: ,RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit*) umgeschrieben wurde. Die cDNA wurde 1:10 verdinnt fir die qRT-
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PCR eingesetzt. Zur Ermittlung der relativen Expression verschiedener Gene diente GPD als
Referenzgen, die zu untersuchenden Gene dienten als Zielgen bzw. als Gen, dessen Expres-
sion bestimmt werden sollte (Pfaffl, 2001). Die Sequenzen der Oligonukleotide fir die qPCR
sowie die ermittelten Effizienzwerte der Oligonukleotidpaare sind in den Tabellen A.1 sowie
A.5 im Anhang zusammen gefasst. Die gPCR wurde mit dem SYBR-Green-Mix von Fermen-
tas nach Herstellerangaben durchgeflihrt, wobei ein Gesamtvolumen von 10 uL anstelle von
25 uL genutzt wurde. Die Proben wurden dem unten stehenden Programm unterzogen. Die
Auswertung erfolgte mittels des Programms MxPro von Stratagene.

1 Zyklus: 10 min 95°C
50 Zyklen: 30sec 95°C

30sec 60°C
30sec 72°C
1 Zyklus: 1 min  95°C
30sec 60°C
30sec 95°C
30sec 25°C

2.5.4. Restriktion von DNA

Die Restriktion wurde zur Uberpriifung von klonierten Plasmiden sowie zur Umklonierung ver-
wendet. Fir die Restriktion von Plasmiden wurden 2 ug der Plasmid-DNA (s. Kap. 2.5.1.1)
mit 1 U des Restriktionsenzyms zwei bis drei Stunden bei der enzymspezifischen Temperatur
(Herstellerangaben) inkubiert. Des Weiteren wurde die Methode der Restriktion fiir die Uber-
prafung von genomischer DNA mittels Southern Blot eingesetzt. Hierbei wurden 5 bis 10 pug
der genomischen DNA mit 2 U der entsprechenden Enzyme versetzt und Uber Nacht bei der
enzymspezifischen Temperatur (Herstellerangaben) inkubiert. Nach der Restriktion wurde der
Ansatz mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein Agarosegel aufgetragen.

2.5.5. Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte mit Agarosegelen von 0,8% bis 1% (w/v)
Agarose. Hierflr wurde Agarose in 1x TAE-Puffer geschmolzen und nach Zugabe von EtBr
(1:100000) bzw. StainG (1:100) (beide Farbstoffe interkalieren in Nukleins&uren) zum GieBen
des Gels verwendet. Als Laufpuffer diente 1x TAE und die Elektrophorese erfolgte bei 100 V.
Die Detektion der Banden erfolgte unter UV-Licht.

2.5.6. Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen ausgeschnitten und nach den Angaben des ,QIA-
quick Gel Extraction Kit* (QlAgen) eluiert. Die Elution erfolgte dabei abweichend vom Protokoll
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mit 20 uL H,O.

2.5.7. Ligation

Mit Restriktionsendonukleasen geschnittene DNA-Fragmente und durch diese Enzyme linea-
risierte Vektoren konnten durch Zugabe von T4-DNA-Ligase und dem entsprechenden Puffer
ligiert werden. Die Ligation erfolgte nach Herstellerangaben. Die Ligation von PCR-Produkten
erfolgte nach den Angaben des ,TA Cloning-Kit* (Invitrogen, Vektor: pCR2.1) bzw. ,Clonedet
PCR Cloning Kit* (Fermentas, Vektor: pJet), wobei die AnsatzgréBe jeweils halbiert wurde.

2.5.8. Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung der DNA erfolgte durch die Firma LGC Genomics (Berlin) nach deren
Angaben mit den entsprechenden Oligonukleotiden.

2.5.9. DNA-Hybridisierung (Southern Blot)

Die Methode des ,Southern Blot“ ermdglicht den Nachweis einer bestimmten Gensequenz in
einem DNA-Gemisch. Dabei wird die DNA mit einer spezifischen Sonde hybridisiert, die nur
an die bestimmte Sequenz bindet (Southern, 1975).

2.5.9.1. Vorbereitung der DNA zur Hybridisierung

5 bis 10 pug der zu untersuchenden DNA wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzy-
men behandelt und auf einem Agarosegel aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Taschen des
Agarosegel verschlossen, indem sie mit Agarose beflillt wurden. Es folgte ein 15-minGtiger
Depurinierungsschritt in 0,25 M HCI gefolgt von zwei kurzen Waschschritten mit Wasser und
einer 30-miniitigen Neutralisierung in 0,5 M NaOH. Zur Uberfiihrung der DNA vom Agarose-
gel auf eine Nitrocellulosemembran (Roti-Nylon plus, positiv geladen, PorengréBe 0,45 um)
wurde der Vacuum Blotter (Model 785) von Biorad genutzt. Dieser Schritt erfolgte in 10x SSC-
Puffer und dauerte 90 min. Die Membran wurde 5 min in 2x SSC-Puffer inkubiert, getrocknet
und 30 min bei 80°C gebacken. Die Aufbewahrung der Membran erfolgte bei -20°C, bis sie
mit einer genspezifischen Sonde hybridisiert wurde.

2.5.9.2. Herstellung einer radioaktiv markierten Sonde

Die Sonden zur Hybridisierung wurden mit -[>2P]-dATP radioaktiv markiert. Die entsprechen-
den Sonden wurden in die Vektoren pJet bzw. pCR2.1 kloniert und mit entsprechenden Re-
striktionsenzymen behandelt. Die Bande der Sonde wurde aus dem Agarosegel ausgeschnit-
ten und eluiert (in 20 puL H»O). Die Sondenherstellung erfolgte nach den Angaben des ,Me-
gaprime DNA-Labeling Kit* (GE Healthcare). Es wurden 10 uL der Gelelution eingesetzt. Zur

25



Material und Methoden

Entfernung von nicht inkorporiertem radioaktivem a-[32P]-dATP wurde die Sonde mit ,lllustra
MicroSpin G-50 Columns® (GE Healthcare) nach Herstellerangaben gereinigt. Es folgte ein
Denaturierungsschritt bei 95°C gefolgt von einem kurzen Abkuhlen auf Eis. Die Sonde konnte
nun fiir die Hybridisierung eingesetzt werden. Nach erfolgter Hybridisierung wurde die Sonde
bei 4°C gelagert, um sie fiir weitere Hybridisierungen nutzen zu kénnen.

2.5.9.3. Hybridisierung

Vor der Hybridisierung mit einer genspezifischen Sonde wurde die Membran einer Préhybridi-
sierung in CHURCH-Puffer unterzogen (1 h, 42°C). AnschlieBend erfolgte die Hybridisierung
mit einer radioaktiv markierten Sonde (1 bis 3 d, 42°C) in 50 mL CHURCH-Puffer. Zum Ent-
fernen unspezifisch gebundener Sonde wurde die Membran dreimal 20 min mit Waschpuffer
gewaschen (65°C). AnschlieBend wurde die Membran in SARAN-Folie eingeschlagen und
in eine Kassette auf einen Phoshpho-Screen gelegt. Nach 24 h erfolgte die Auswertung am
Typhoon-Scanner (GE Healthcare). Nach erfolgreicher Auswertung wurde die Membran mit
0,5% SDS von samtlicher Sonde frei gewaschen (10 min, 95°C) und konnte einer erneuten
Hybridisierung mit einer weiteren Sonde unterzogen werden.

2.6. Arbeiten mit Proteinen

2.6.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurde nach der Standardmethode von Laemmli
(1970) durchgeflhrt. Die Zusammensetzungen von Trenn- bzw. Sammelgel sind unten aufge-
fihrt. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proteinproben in 2x Probenpuffer aufge-
nommen und bei 95°C 5 min denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte in 1x SDS-Laufpuffer
bei 100 V wahrend die Proben in das Sammelgel liefen, bzw. bei 150 V wahrend der Auftren-
nung im Trenngel.

Sammelgel Trenngel (15%)

3,8 mL 3,6 mL H20

830 uL 5mL 30% Acrylamid Mix

315 uL 2 M Tris (pH 6,8)
1,3 mL 3 M Tris (pH 6,8)

50 uL 100 pul 10% SDS

75 ulL 100uL 10% APS

4 uL 4 uL TEMED
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2.6.2. Immunologischer Nachweis von Proteinen (Western Blot)

Die Ubertragung der Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran erfolg-
te in einer Transferkammer bei einer Stromstérke von 0,8 mA/cm? fiir 1 h. Zur Absattigung
unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran Uber Nacht bei 4°C in 5%-igem (w/v)
Milchpulver in 1x TBST inkubiert. Die Inkubation des priméren Antikdrpers (Kaninchen-anti-
(B-Lactamase, 1:15000) erfolgte in 5%-igem (w/v) Milchpulver in 1x TBST-L&sung fir 1 h bei
RT. AnschlieBend wurde die Membran 6 x 10 min in 1x TBST gewaschen und 1 h mit einem
Peroxidase-gekoppeltem sekundéren Antikérper (Ziege-anti-Kaninchen-IgG, 1:5000) in 5%-
igem (w/v) Milchpulver in 1x TBST-Lsung inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt (6 x
10 min mit 1x TBST) erfolgte der Nachweis der Peroxidaseaktivitat mit Hilfe des ,ECL-Kit* (GE
Healthcare) nach den Angaben des Herstellers. Die Membran wurde in SARAN-Folie einge-
wickelt, anschlieBend wurde ein Rdntgenfilm auf die Membran gelegt, der zu verschiedenen
Zeitpunkten entwickelt wurde.
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3. Ergebnisse

3.1. Erstellung von Deletionsmutanten in R. commune

3.1.1. Auswahl der zu deletierenden Gene

Die Auswahl der Gene zur Deletion erfolgte anhand einer EST-Datenbank von R. commune
Wildtyp UK7 (A. Navarro-Quezada und W. Knogge, unveréffentlicht). In die Auswahl wurden
Gene einbezogen, deren Genprodukte die Zellwand destabilisieren (CWDEs, ,cell wall de-
grading enzymes®, zellwandabbauende Enzyme). Zusétzlich erfolgte eine Auswahl von Ge-
nen die Polyketidsynthasen kodieren, da diese niedermolekulare Substanzen produzieren, die
maéglicherweise als Virulenzfaktoren wirken. Weitere Auswabhlkriterien zur Identifizierung von
Effektorproteinen sind beispielsweise die GrdBe (< 30 kDa), der Cysteingehalt (Effektorprote-
ine sind zumeist klein und cysteinreich), ihre Expression wahrend der Pathogenese sowie die
Vorhersage als extrazellulare (WoLF-PSort-Algorithmus, Horton et al., 2007) bzw. sezernier-
te Proteine (SignalP-Algorithmus, Petersen et al., 2011). Weiterhin sollten keine Homologien
zu anderen Pilzeffektoren vorliegen (Stergiopoulos und de Wit, 2009; Syme et al., 2013). Ein
weiteres Kriterium fir mégliche Effektoren sind Gene, die nur in R. commune, aber nicht in
den anderen Rhynchosporium-Arten vorhanden sind. Allerdings lagen die Genomannotatio-
nen zu diesem Zeitpunkt noch nicht vor, daher konnte das zuletzt genannte Kriterium nicht mit
einbezogen werden.

Folgende Gene wurden aus der EST-Datenbank ausgewéhlt: ein Gen, dass eine Pektin-
methylesterase (PME) kodiert, vier Gene, die Polyketidsynthasen (PKS) kodieren sowie vier
Gene, deren Genprodukte mégliche Effektorproteine darstellen. Tabelle 3.1 zeigt eine Uber-
sicht Uber die ausgewéhlten Gene, ihre Gen-ID in der EST-Datenbank, die spatere Genbe-
zeichnung sowie die mégliche Funktion des abgeleiteten Genprodukts laut Pfam (Punta et al.,
2011).

PMEs gehéren zu den CWDEs. Sie verringern den Methylierungsgrad von Pektin, einem Be-
standteil der pflanzlichen Zellwand, wodurch die Zellwand destabilisiert wird (Pelloux et al.,
2007). Dadurch kann die Zellwand leichter durch Pektatlyasen (PLs) und Polygalakturonasen
(PGs) abgebaut werden. Der Abbau der pflanzlichen Zellwand ist wichtig fir Pathogene, weil
so die Penetration des Pilzes erleichtert wird (Pelloux et al., 2007). Die Deletion von PME1
in Botrytis cinerea fihrt bspw. zu einer Mutante, die keine volle Virulenz auf verschiedenen
Wirten zeigt (Valette-Collet et al., 2003).

Die von PKS gebildeten Produkte kénnen als Toxine wirken und somit einen Einfluss auf die
Wirtspflanze haben. Zum Beispiel ist ACE1 (PKS-NRPS-Hybrid) ein Avirulenzgenprodukt von
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Tabelle 3.1.: Ubersicht und Expression der fiir die Erstellung der Deletionsmutanten ausgewahlten Gene.
(PME) Pektinmethylesterase, (RxP) Rhynchosporium-RxLR-Protein, (PKS) Polyketidsynthase, (dpi)
Tage nach Inokulation, (+) Expression, (-) keine Expression

Gen-ID mogliche Funktion des Genprodukts Expression
Odpi | 2dpi | 6dpi

zellwandabbauendes Enzym

11029 (PME1) | Pektinmethylesterase | + | + [+

Gene fir putative Effektorproteine

04424 kleines, cysteinreiches Protein, spezifisch | - + +
fir R. commune

11236 Glycosylphosphatidylinositolanker + + +

01266 (RxP1) putatives Protein mit RxLR-Motiv, spezifisch | + - +
fir R. commune

19382 putatives Protein mit RxLR-Motiv, spezifisch | + + +
fir R. commune

Polyketidsynthasen

07338 (PKST) PKS + + +

03915 (PKS2) PKS + + +

05345 (PKS3) PKS + + +

06040 (PKS4) PKS + + -

Magnaporthe grisea. ACE1 bzw. der durch ACE1 synthetisierte Sekundarmetabolit spielt eine
Rolle firr die Virulenz des Pilzes (Bbéhnert et al., 2004; Collemare et al., 2008b).

Bei den vier ausgwahlten Genen, die mégliche Effektorproteine kodieren, handelt es sich unter
anderem um ein Gen, dessen Genprodukt Homologien zu einem Glykosylphosphatidylinosi-
tolanker (GPI) aufweist. GPI verankern Oberflachenproteine in der Zellmembran (Tsai et al.,
2012). Diese Oberflachenproteine kénnten dafiir sorgen, das R. commune die Erkennung
durch pflanzliche Rezeptoren umgehen kann. Durch die Deletion des Ankers wére es denkbar,
dass gleich mehrere Effektorproteine, die mébglicherweise die Pflanze-Pathogen-Interaktion
beeinflussen, an der Oberflache von R. commune verschwinden. Trypanosoma brucei, der
Ausldser der Schlafkrankheit veréandert die durch GPI in der Zellmembran verankerten Ober-
flachenproteine, um so die Erkennung durch das Immunsystem des Menschen zu verhindern
(Wang et al., 2010). Fir die anderen drei Genprodukte konnten keine homologen Proteine ge-
funden werden (NCBI-Blast, Marchler-Bauer und Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al., 2009),
was darauf hinweist, dass sie mdglicherweise spezifisch fir R. commune und die Interakti-
on mit Gerste sind. Eines dieser drei Genprodukte ist klein, cysteinreich und wird durch den
SignalP-Algorithmus (Petersen et al., 2011) als sezerniert klassifiziert. Die anderen beiden
werden durch den SignalP-Algorithmus als nicht sezerniert eingestuft, allerdings ergibt eine
Uberpriifung mit dem SecretomeP-Algorithmus (Bendtsen et al., 2004) eine Klassifizierung als
moglicherweise unkonventionell sezernierte Proteine. Weiterhin wurde in diesen beiden Prote-
inen ein RxLR-Motiv festgestellt, dass wie in den Phytophtora-RxLR-Effektoren relativ nah am
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N-Terminus lokalisiert ist (Win et al., 2007). RxLR-Effektoren sind bisher ausschlieBlich aus
Oomyceten bekannt. Bei RxLR-Effektoren handelt es sich um Proteine, die nach der Sekreti-
on durch das Pathogen, in die Pflanzenzelle transloziert werden. Es konnte gezeigt werden,
dass daflir das RxLR-Motiv als Translokationssignal bendtigt wird (Bozkurt et al., 2012).

Eine Analyse von cDNA ergab, dass alle ausgewahlten Gene in planta exprimiert werden. Fir
diese Analyse wurden Proben 0, 2 und 6 dpi verwendet. Aus den Proben wurde RNA isoliert,
diese in cDNA umgeschrieben und eine PCR mit den entsprechenden Oligonukleotidpaaren
(Tab. A.3 im Anhang, Spalte ,WT-Gen vorhanden®) durchgefiihrt, die entsprechenden Anlage-
rungstemperaturen und Synthesezeiten sind Tabelle A.4 im Anhang zu entnehmen. In Tabelle
3.1 ist aufgefiihrt, welches Gen in planta zu den verschiedenen Zeitpunkten exprimiert ist. Ab-
bildung 3.1 zeigt beispielhaft eine Analyse von Gen-ID 01266 bzw. 19382. Diese sind bspw.
zu den Zeitpunkten 0 und 6 dpi (01266) bzw. 0, 2 und 6 dpi (19382) in planta exprimiert. Da
alle der ausgewahlten Gene zu mindestens zwei Zeitpunkten in planta exprimiert sind, sollten
von allen ausgewahlten Genen Deletionsmutanten erstellt werden.

0 750 >
L
500 > 303
250 >
1 2 3 4 1 2 3 4

(a) (b)

Abbildung 3.1.: Expression ausgewahlter Gene in planta. (a) Expression Gen-ID 01266, (b) Expression Gen-
ID 19382, (1) unbehandelte Kontrolle, (2, 3, 4) 0, 2 bzw. 6 dpi

3.1.2. Erstellung der Deletionsmutanten

Die Erstellung der Deletionsmutanten erfolgte durch den Austausch des entsprechenden Gens
(GOl, ,gene of interest”) gegen eine Resistenzkassette (homologe Rekombination). Dafiir war
es notig, entsprechende Deletionskonstrukte zu erstellen, in welchen die Resistenzkassette
(Phleomycin) vom 5’- und 3’-Bereich des GOl flankiert wird. In Abbildung 3.2 ist schematisch
der Aufbau der Deletionskonstrukte dargestellt (Kuwayama et al., 2002).

Experimentell wurden zuerst der 5’-Bereich, die Phleomycinkassette sowie der 3’-Bereich des
entsprechenden Gens einzeln amplifiziert (Abb. 3.2a und b) und die PCR-Produkte anschlie-
Bend einer PCR mit allen drei Einzelfragmenten unterzogen (Fusions-PCR, Abb. 3.2c, Kuwa-
yama et al., 2002). In Tabelle A.2 im Anhang sind die genutzten Oligonukleotidpaare zur Am-
plifikation der Einzelfragmente sowie flr die Fusions-PCR aufgefiihrt. In Abbildung 3.3a, b und
¢ sind beispielhaft Gelbilder der Amplifikation von 5’-Bereich, Phleomycinkassette, 3’-Bereich
sowie die Fusions-PCR der drei Einzelfragmente gezeigt. Die PCR-Produkte der Einzelfrag-
mente wurden per Gelelution aus dem Agarosegel gereinigt und zur Fusions-PCR eingesetzt.
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fusioni fusion2 fusion3 fusion4
(@) l
ble_fusion_s ble_fusion_as
—-> “—
(b) I
fusioni fusion4

l | | 3“UTR |

Abbildung 3.2.: Schematische Darstellung zum Aufbau der Deletionskonstrukte. (a) Amplifikation des 3’-
bzw. 5’-Fragments, (b) Amplifikation der Phleomycinkassette, (c) Fusions-PCR zur Amplifikation
des Deletionskonstrukts, (UTR) untranslatierte Region, (ble) Phleomycinkassette, (GOI) Zielgen

Die Fusions-PCR wurde mit den in Tabelle A.4 (s. Anhang) angegebenen Elongationszeiten
als Touchdown-PCR durchgefiihrt. Daraus resultierende Deletionskonstrukte (Abb. 3.3c, Pfeil
rechts) wurden wiederum per Gelelution gereinigt. Es folgte die Bestimmung der DNA-Menge
um spéter die Transformationsfrequenz bzw. die Effizienz der homologen Rekombination be-
rechnen zu kénnen. AnschlieBend wurden die Deletionskonstrukte in Protoplasten transferiert.
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Abbildung 3.3.: Erstellung der Deletionskonstrukte mittels PCR. (a) PCR zur Amplifikation des 5’- bzw. 3’-
Fragments, (1 + 2) 5- bzw. 3'-Fragment Gen-ID 07338, (3 + 4) 5- bzw. 3-Fragment Gen-ID
04424, (5 + 6) 5'- bzw. 3'-Fragment Gen-ID 11029, (7 + 8) 5- bzw. 3'-Fragment Gen-ID 06040,
(b) PCR zur Amplifikation der Phleomycinkassette, (c) Fusions-PCR zur Amplifikation des Deleti-
onskonstrukts fir Gen-1D 07338, Pfeil rechts zeigt die Hohe der Bande an, die zur Transformation
gereinigt wurde

3.1.3. Uberpriifung der erstellten Deletionsmutanten mittels PCR (Mutanten-Screen)

Die homologe Rekombination ist schematisch in Abbildung 3.4 dargestellt. Durch die Sequen-
zen der 5’- bzw. 3’-Bereiche der zu deletierenden Gene kann es zu einer homologen Rekom-
bination kommen, die das GOI gegen die Resistenzkassette (ble, Phleomycin) austauscht.
Vierzehn Tage nach der Protoplastentransformation erfolgte eine Vereinzelung der gewach-
senen R.-commune-Kolonien auf Selektionsmedium mit Phleomycin. Auf diesem sollten nur
Kolonien wachsen, die das Deletionskonstrukt mit der Phleomycinkassette tragen. Da das
Ereignis der homologen Rekombination nicht zwangslaufig stattfinden muss, sondern zusatz-
lich und vorwiegend Integrationen an anderer Stelle im Genom erfolgen kdnnen, wurde die
DNA samtlicher Kolonien nach weiteren 14 Tagen mittels PCR Uberprift. Damit sollte gezeigt
werden, ob es sich um homologe oder heterologe Rekombinanten handelt.

5-UTR 3-UTR

Abbildung 3.4.: Schematische Darstellung der homologen Rekombination. (UTR) untranslatierte Region,
(ble) Phleomycinkassette, (GOI) zu deletierendes Zielgen
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Abbildung 3.5 gibt eine Ubersicht (iber die verwendeten Oligonukleotide fiir die Uberpriifung
der erzeugten Rekombinanten. Zur Uberpriifung wurde DNA laut Protokol 2.5.1.3 isoliert und
eine PCR mit den Oligonukleotiden entsprechend Abbildung 3.5 durchgefiihrt (Tab. A.1, A.3
und A.4 im Anhang). Die erste PCR (Oligonukleotide s/ as des entsprechenden Gens) sollte
zeigen, ob das Wildtypgen noch vorhanden ist. Mutanten, die keine Wildtypbande zeigten,
wurden mittels PCR auf die richtige BandengréBe bei Verwendung der Oligonukleotide fu-
sionA und fusionB, test5’ und test_5’Int(as) (5'-Integrationsstelle) bzw. test_3’Int(s) und test3’
(3-Integrationsstelle) Gberpriift. Die Uberpriifung mittels der Oligonukleotide fusionA und fusi-
onB ergibt unterschiedliche AmplikongréBen im Wildtypgen bzw. Deletionskonstrukt (Abb. 3.5
und Tab. A.4). Bei der Uberpriifung der Integrationsstellen ergibt sich nur eine Bande, wenn
die Integration an der richtigen Stelle im Genom erfolgt ist, da ein Oligonukleotid innerhalb
und eines auBerhalb des Deletionskonstruktes bindet (Abbildung 3.5).

fusionA s as fusionB
> <
5-UTR 3-UTR
(a)
fusionA fusionB
tests test_5‘Int(as) test_3'Int(s) test3
> = — <

5-UTR 3-UTR

(b)

Abbildung 3.5.: Schematische Ubersicht der Oligonukleotide fiir die Uberpriifung der erstellten Deletions-
mutanten (Mutanten-Screen). (a) Oligonukleotide zur Uberpriifung des Vorhandenseins des
Wildtypgens, (b) Oligonukleotide zur Uberpriifung des Vorhandenseins des Deletionskonstrukt
(fusionA und fusionB) bzw. zur Uberpriifung der 5'- und 3'-Integrationsstellen (5’-Int und test5’
bzw. 3’-Int und test3’), (UTR) untranslatierte Region, (ble) Phleomycinkassette, (GOIl) zu deletie-
rendes Zielgen

Tabelle A.3 im Anhang zeigt eine Ubersicht {iber die genutzten Oligonukleotide zur Uberprii-
fung der homologen Rekombinanten. In Abbildung 3.6 ist beispielhaft ein Gelbild fiir die Uber-
priafung via PCR gezeigt. Abbildung 3.6a zeigt hierbei die PCR zum Nachweis des Wildtyp-
gens. Die fehlende Bande ist ein Hinweis auf eine positive homologe Rekombination, wahrend
die restlichen Proben eine Bande zeigen, wie auch der Wildtyp und somit keine homologen
Rekombinanten sind. Abbildung 3.6b zeigt die Kontrolle, ob das Deletionskonstrukt vorhanden
ist, dabei ist zu sehen, dass in zwei Proben die Bande in Héhe des Deletionskonstrukts (3000
bp) sowie in der GréBe des Wildtypgens erhalten wird (ca. 5300 bp). In diesen Mutanten ist
das Deletionskonstrukt nicht an der gewiinschten Stelle im Genom integriert. Im Gegensatz
dazu zeigt sich in einer Probe ausschlieBlich eine Bande in GroBe des Deletionskonstrukts,
was bedeutet, dass es sich hier um eine homologe Rekombinante handelt. Als Kontrolle dient
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DNA vom Wildtyp UK7, die ausschlieBlich die Wildtypbande bei ca. 5300 bp zeigt. Die Ab-
bildungen 3.6¢ und d zeigen die Uberpriifung der Integrationsstellen im 5'- und 3'-Bereich. In
den drei abgebildeten Mutanten konnten die 5’- und 3’-Integrationsstellen bestatigt werden,
wahrend in der Kontrolle mit DNA von Wildtyp UK7 keine Bande in der PCR erhalten wird, da
nur einer der beiden Oligonukleotide binden kann. Zur nochmaligen Uberpriifung der Integra-
tionsstellen wurden die PCR-Produkte aus dem Agarosegel gereinigt und eine Sequenzierung
mit den entsprechenden Oligonukleotiden durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt).

6000 =2 () &3
500 @ e o —e— 3000 2 = —— —
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11
(a) (b)
12 13 14 15 12 13 14 15

(c) (d)

Abbildung 3.6.: Uberpriifung der erstellten Deletionsmutanten (Mutanten-Screen). (a) PCR zur Uberpriifung
Wildtypgen Gen-ID 03915, (1 - 4, 6) Mutanten ohne homologe Rekombination, (5) Mutante mit
homologer Rekombination, (7) UK7 - Wildtyp, (b) PCR zur Uberpriifung der Insertion des Dele-
tionskonstrukts Gen-ID 07338, (8 + 9) Wildtypgen und Deletionskonstrukt vorhanden, (10) nur
Deletionskonstrukt vorhanden, (11) Wildtyp UK7, (c + d) PCR zur Uberpriifung der 5- bzw. 3'-
Integrationsstelle Gen-ID 07338, (12 - 14) Integrationsstellen positiv, (15) Wildtyp UK7

Tabelle 3.2 gibt eine Ubersicht dariiber, wieviele Kolonien nach der ersten Selektion umge-
setzt werden konnten, wieviele Kolonien angewachsen sind sowie die tatsachliche Anzahl
an homologen Mutanten nach Uberpriifung mittels PCR. Weiterhin ist in dieser Tabelle die
Transformationsfrequenz sowie die Effizienz der homologen Rekombination angegeben. Es
konnten drei unabhangige Mutanten fir PKS71 (Gen-ID 07338, #15, #180, #227), jeweils eine
Mutante fur PKS2 (Gen-ID 03915, #4101) bzw. PKS3 (Gen-ID 05345, #5135), finf unabhan-
gige Deletionsmutanten fiir PME1 (Gen-ID 11029, #431, #443, #456, #488, #497) sowie zwei
unabhangige Deletionsmutanten fir RxP1 (Gen-ID 01266, #2055, #2217) identifiziert werden.
Fir die Erstellung von Dauerkulturen und weiterfihrende Experimente wurden die identifizier-
ten homologen Rekombinanten zunachst auf LIMBO-Agar angezogen. Es folgte eine Passage
Uber eine suszeptible Gerstensorte zur Reisolierung von Sporen, die fiir die nachfolgenden
Arbeiten benétigt wurden.

Es war nicht mdglich, Deletionsmutanten fiir die Gene PKS4 und Gen-IDs 04424, 11236 (GPI)
und 19382 zu generieren. Ein Grund kénnte zumindest fir Gen-ID 04424 die vergleichswei-
se niedrige Transformationsfrequenz sein. Fir PKS4 und die Gen-IDs 11236 und 19382 ist
die Transformationsfrequenz mit der von PME1 vergleichbar, wo gleich flnf positive Rekom-
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binanten erhalten wurden. Ein weiterer Grund flr das Fehlschlagen der Deletion kénnte sein,
dass die Deletion lethal fir R. commune ist. Mdglicherweise nehmen die Genprodukte eine
SchlUsselrolle wahrend der Entwicklung von R. commune ein. Beispielsweise fihrt die Deleti-
on von PFP1 (,putative factor in pathogenicity“, putativer Pathogenitatsfaktor) in R. commune
zu einer apathogenen Mutante, die kaum Uberlebensfahig ist (Siersleben, 2011). Eventuell
liegt dieser Fall auch fiir PKS4 bzw. die Gen-1Ds 04424, 11236 und 19382 vor. Weiterhin wére
es mdglich, dass die Gene in groBer N&he zu bzw. im Bereich von Heterochromatin liegen.
In heterochromatischen Bereichen kénnen aufgrund des starken Verpackungsgrades keine
Strangbriiche erfolgen. Somit kann eine homologe Rekombination hier selten bzw. gar nicht
stattfinden (Peterson, 2011). Da die Transformationsfrequenzen der erfolgreichen Deletionen
kaum von denen der fehlgeschlagenen Deletionen abweichen, kann keine Aussage getroffen
werden, ob die Deletion von PKS4 und den Gen-1Ds 04424, 11236 und 19382 lethal ist oder
andere biologische Hintergrinde hat.
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3.1.4. Uberpriifung der erstellten Deletionsmutanten mittels DNA-Hybridisierung
(Southern Blot)

Eine weitere Verifizierung der Mutanten sowie die Uberpriifung méglicher mehrfacher Inte-
grationen des Deletionskonstruktes erfolgte mittels DNA-Hybridisierung (Southern Blot). Als
Sonden wurden das 5’- (PKS3) bzw. 3-Fragment (PKS1, PKS2, PME1, RxP1) des entspre-
chenden Deletionskonstrukts genutzt, um nachzuweisen, dass das Deletionskonstrukt das
Wildtypgen ersetzt hat. Die Sonden wurden mittels PCR amplifiziert (Tab. A.1 und A.4) und
nach Angaben der Hersteller in die Vektoren pCR2.1 bzw. pJet kloniert. Zur Hybridisierung
erfolgte die Restriktion der Sonden-DNA aus den Vektoren und eine anschlieBende radio-
aktive Markierung mit o-[*2P]-dATP. Abbildung 3.7 zeigt schematisch, an welchen Stellen im
Genom vom Wildtyp UK7 bzw. der erstellten Deletionsmutanten, die entsprechenden Sonden
hybridisieren.

fusioni fusion2 fusion3 fusion4

5-UTR 3-UTR

Sonde Sonde
PKS3 PKS1, PKS2,
PME1, RxP1
(a)
fusioni fusion2 fusion3 fusion4

5-UTR 3-UTR

Sonde Sonde
PKS3 PKS1, PKS2,
PME1, RxP1

(b)

Abbildung 3.7.: Schematische Ubersicht zur Sondenhybridisierung im Wildtypgen bzw. im Deletionskon-
strukt der erstellten Deletionsmutanten. (a) Sondenhybridisierung im Wildtypgen, (b) Son-
denhybridisierung im Deletionskonstrukt der erstellten Mutante, (5'- bzw. 3-UTR) 5- bzw. 3'’-
untranslatierte Region, (ble) Phleomycinkassette, (GOI) Zielgen

Durch in-silico-Restriktion der DNA konnte im Vorfeld bestimmt werden, bei welcher GrdBe
ein Signal nach der Hybridisierung erwartet wird. Tabelle 3.3 zeigt eine Ubersicht iiber die ge-
nutzten Restriktionsendonukleasen fiir die Vorbereitung der DNA-Hybridisierung. AuBBerdem
sind die GroBen der erwarteten Fragmente in den Deletionsmutanten (KO) bzw. Wildtyp (WT)
aufgeftihrt.
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Tabelle 3.3.: Ubersicht zur DNA-Hybridisierung der Deletionsmutanten. (PME) Pektinmethylesterase, (RxP)
Rhynchoporium-RxLR-Protein, (PKS) Polyketidsynthasen

deletiertes Restriktionsendonukleasen | Signal [bp] nach
Gen Hybridisierung

zellwandabbauendes Enzym

KO PME1 Xhol/ EcoRV 3086

WT 981

Gen fir putatives Effektorprotein

KO RxP1 Scal 2693

WT 2011

Polyketidsynthasen

KO PKS1 Ncol 1785

WT 2013

KO PKS2 Narl/ EcoRV 2901

WT 4096

KO PKS3 Scal 1590

WT 10000

Die Ergebnisse der DNA-Hybridisierungen (Phosphor-Screens) sind im Anhang abgebildet
(Anhang B ab S. 141). Abbildung B.1 im Anhang stellt die Ergebnisse der DNA-Hybridisierung
der Deletionsmutanten von PMET dar. In allen Deletionsmutanten treten die erwarteten Ban-
den auf (Vgl. Tab. 3.3). Die Deletionsmutanten #431 und #497 zeigen jeweils eine nicht erwar-
tete Bande bei ca. 2800 bp bzw. ca. 4000 bp, die anzeigen, dass das Deletionskonstrukt an
einer weiteren Stelle im Genom integriert hat. In Abbildung B.2 ist die DNA-Hybridisierung far
die beiden RxP1-Deletionsmutanten dargestellt. Fir Mutante #2055 ist dabei erkennbar, dass
neben der erwarteten Bande bei 2693 bp noch eine weitere Bande bei ca. 3200 bp auftritt, die
ein Hinweis auf eine zweite Insertion des Deletionskonstruktes ist. Abbildung B.3 im Anhang
zeigt die Ergebnisse der DNA-Hybridisierung der Deletionsmutanten fir PKS1. Die Hybridisie-
rung mit der Sonde zeigt in allen Deletionsmutanten bzw. dem Wildtyp die erwarteten Banden
(Tabelle 3.3). In der Deletionsmutante #180 ist auBerdem eine zusatzliche Bande bei etwa
5000 bp zu erkennen, die aufzeigt, dass in dieser Mutante das Deletionskonstrukt ein zweites
Mal integriert ist. Fir die Deletionsmutanten fir PKS2 sowie PKS3 ergab die Hybridisierung
nur Banden in der erwarteten GréBe (Abb. B.4 und B.5, Vgl. mit Tab. 3.3). Fir die weite-
re Charakterisierung der Deletionsmutanten wurden nur solche mit einfacher Integration des
Deletionskonstruktes verwendet, da ein Einfluss der zweiten Integration nicht ausgeschlossen
werden kann.
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3.2. Untersuchungen zum zellwandabbauenden Enzym PME1

Die Uberpriifung der Genomannotationen der verschiedenen Rhynchosporium-Arten R. com-
mune, R. secalis, R. agropyri und R. orthosporum ergab, dass neben PMET noch vier (R.
secalis und R. agropyri) bzw. drei weitere Pektinmethylesterasen (R. orthosporum) existieren.
Die PME1-4 bzw. 5 aus den verschiedenen Rhynchosporium-Arten sind homolog zueinander,
wobei es vor allem zu den Homologen in R. orthosporum gréBere Unterschiede gibt, die durch
eine Phylogenie-Analyse deutlich werden (Abb. 3.8).

Rc UK7 PME5
100 | Rc AU2 PME5
Rs PME5
68 Ra PMES5
Rs PME4
19] Ra PME4
09 oo G UK7 PME4
— Rc AU2 PME4
Ro PME4
100 24 Rc UK7 PME3
741 Rc AU2 PME3
190 |l Ra PME3
Rs PME3
Ro PME3
— Rs PME2
Ra PME2
57{{ Rc UK7 PME2
100 93! Rc AU2 PME2
Ro PME2

100

77

Rs PME1
Ra PME 1

55|l Re UK7 PMET
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Abbildung 3.8.: Phylogenie samtlicher PMEs aus den verschiedenen Rhynchosporium-Arten. (Rc) R. com-
mune (Isolate UK7 bzw. AU2, Lehnackers und Knogge, 1990), (Rs) R. secalis (Isolat RS02CH-
6a.1, Zaffarano et al., 2008), (Ra) R. agropyri (Isolat RS04CH-RacA.6.1, bereitgestellt durch Prof.
B. McDonald, ETH Zirich), (Ro) R. orthosporum (Isolat RS04CH-BarA.1.1.3, bereitgestellt durch
Prof. B. McDonald, ETH Zrich), Phylogenie erstellt mit MEGA5 (Neighbor-Joining, Bootstrap:
1000; Tamura et al., 2011)

Far ndhere Hinweise auf ein mdgliches Wirken von PME1-5 wéhrend der Pathogenese wurde
eine Expressionsanalyse in planta durchgefihrt. Daflir wurden die hoch suszeptible Gersten-
sorte Ingrid sowie die moderat suszeptible Gerstensorte Atlas mit UK7 (Titer: 5*10°) inokuliert
und 0, 1, 3, 6, 10, 14 und 21 dpi jeweils flinf Blatter zur Isolierung von RNA geerntet. Die RNA
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wurde in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde zur gRT-PCR eingesetzt, um die Expression
von PME1-5 zu bestimmen. Dabei ist ersichtlich, dass PMES5 in beiden Interaktion wesentlich
schwacher exprimiert wird als die anderen vier PMEs (Abb. 3.9). Die Expression von PME1
findet schon in den Sporen statt und nimmt danach wéhrend der Pathogenese ab. Auch die
PME4-Expression hat ihr erstes Maximum in den Sporen, das zweite Maximum der PME4-
Expression wird 3 dpi erreicht. Die Expression von PMEZ2 ist 3 dpi am héchsten (Interaktion
Ingrid + UK7, Abbildung 3.9a). In der Interaktion Atlas + UK7 scheint sich dieses Maximum
ein wenig zum Zeitpunkt 6 dpi zu verschieben (Abbildung 3.9c). Weiterhin zeigen PME1-5 in
der UK7-Interaktion mit der Sorte Ingrid ab 10 dpi im Vergleich zu den friihen Zeitpunkten der
Probennahme keine nennenswerte Expression. Dieser Effekt erscheint bei der Interaktion von
Atlas + UK7 weniger dramatisch (Abb. 3.9).

Zur Untersuchung, ob die Deletion von PME1 einen Einfluss auf das Pilzwachstum hat, wurde
die pilzliche Biomasse in planta quantifiziert. UK7 APMET produziert in beiden Interaktionen
(hoch bzw. moderat suszeptibel) eine gréBere Pilzbiomasse in planta im Vergleich zum Wild-
typ UK7 (Abb. 3.10, Wang, 2013). Dieser Unterschied ist ab 7 (hoch suszeptible Gerstensorte)
bzw. 14 dpi (moderat suszeptible Gerstensorte) signifikant (t-Test). Zuséatzlich zur quantitati-
ven Bestimmung der Pilzbiomasse in planta wurden die Krankheitssymptome dokumentiert
(Abb. 3.10, Wang, 2013). Dabei ist ersichtlich, dass die Deletion von PME1 im Vergleich zum
Wildtyp UK7 auf der hoch suszeptiblen Gerstensorte zu einer schwécheren bzw. langsame-
ren Ausbildung der Symptome fiihrt, was daran erkennbar ist, dass die Blatter 14 dpi nach
Inokulation mit UK7 APME1 weniger nekrotisch sind und noch gréBere Flachen Blattgriin auf-
weisen (Abb. 3.10a, Wang, 2013). Diese Unterschiede sind auf der moderat suszeptiblem
Gerstensorte nicht zu erkennen (Abb. 3.10b, Wang, 2013).

41



Ergebnisse

p=U ‘SE|ly HW uoIpPeISiuU| JOp pusiyem
GIN uoissaidx3 (p) ‘Sejly Hw uoIMeIslU| JBp PuBIYBM p-[ JNH uoissaldxT (0) ‘pubul Nw uonyeISlu| J8p puBIyBM G/ uoissaldxd (q) ‘pubul Hw
UOIPBISIU| 18P PUBIYBM H- [ JNG UOISSBIdXT (B) "US1IOSUS]SIA) UBUSPAIYISIOA 1I9MZ W uoie.ldlu] 1ap puaiyem epuerd ui G-L Jd UOA uoissaldx3g ¢ Bunpliqqy

(p) (@
1dp 1dp
4 vl ol ] € I a 4 vl oL 9 € L 0
-0 — = 5 . . = = | O
- zo'0 3 T = 1 % - 000l &
po0 2 =
oo < - 000z =
= - 0008 X
800 3 3
. @ - 000F @
Lo e @,
o | 0
L z10 3 0005 3
L .W_..O - 0009
- alL'o - 0004
SINdm seRv | o ¢ PING® gIND® ZIND™ LIND ™ SBRY | goog
(a) (e)
1dp 1dp
Iz vl ol 9 € b 0 1z vl oL 9 € b 0
B B _ _ -0 - - T _ 0
- 2000 3 I T @ T tos 3
- v000 2 ! M - oool &
5 @ 3
- 9000 - oosk 2
- 8000 3 - 000 3
- 100 8 - 0052 @
.2 o,
S TL00 8 - 000t 8
- 7100 - 00S€E
- 910’0 - 000t
| - 8100 - 00St
SINSm pubul | o PINS W EINGW ZINS = (TN = PHBUL | o0

42



Ergebnisse

14 7 Ingrid ®APME1 mUK? o
3 12 - _9
5 5
S <
£
@
®08 -
© -
Eos6 | g
& T
204 3 -
®
E 0,2 - *

0 = -
0 3 7 £
dpi
(a)

025 1 Atlas BEAPME1 mUK7 o
g E
8 02 - E
Q ~
£
8015 -

[72]
E -
Ly
N o9 - g
5o :
[:H] ‘ -]
2
005 -
®
0 T —=— T
0 3 7 s
dpi
(b)

Abbildung 3.10.: Pilzquantifizierung in planta und Krankheitssymptome von UK7APME1 wahrend der In-

teraktion mit zwei verschiedenen Gerstensorten. (a) Interaktion mit der hoch suszeptiblen
Gerstensorte Ingrid, (b) Interaktion mit der moderat suszeptiblen Gerstensorte Atlas, Signifikanz
der Abweichung vom Wildtyp UK7 ermittelt mit t-Test: (*) p<0,05, (**) p<0,005, n=4, Dokumen-
tation der Symptome: 14 dpi; Wang (2013)
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3.3. Untersuchungen zum mdéglichen Effektorprotein RxP1

Auf Grundlage von EST-Sequenzen (A. Navarro-Quezada und W. Knogge, unveréffentlicht)
konnten 32 mdgliche Proteine mit RxLR-Motiv in R. commune abgeleitet werden. Spatere in-
silico-Analysen dieser 32 Proteine mit Hilfe der Genomsequenz von R. commune konnten 23
Proteine bestatigen. In flinf dieser 23 Proteine liegt das RxLR-Motiv N-terminal (innerhalb der
ersten 100 Aminsoauren). Phytophthora-Effektoren besitzen nicht nur ein RxLR-Motiv, son-
dern ein RxLR-dEER-Doppelmotiv, dass flr die Translokation des Proteins in die Pflanzen-
zelle zustandig ist (Whisson et al., 2007). Ein solches RxLR-dEER-Doppelmotiv konnte nur in
einem der flnf Proteine mit N-terminalem RxLR-Motiv identifiziert werden (RxP1). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde beabsichtigt zwei der mdglichen Effektoren mit RxLR-Motiv zu deletieren.
Dabei handelt es sich zum einen um das Protein mit dem RxLR-dEER-Doppelmotiv (RxP1,
Gen-ID 01266) und zum anderen um ein Genprodukt (Gen-ID 19382), dessen RxLR-Motiv
sich N-terminal (Aminos&ure 8 bis 11) befindet. Erfolgreich war die Deletion fir RxP1.

Zur Untersuchung des Einflusses der Deletion von RxP1 wurde das Pilzwachstum in planta
quantifiziert und die entstehenden Krankheitssymptome dokumentiert. UK7 ARxP1 produziert
in planta eine signifikant héhere Pilzbiomasse im Vergleich zum Wildtyp UK7 (Interaktion mit
hoch und moderat suszeptibler Gerstensorte, Abb. 3.11, Matern, 2011). Dieses verstarkte
Pilzwachstum in planta geht einher mit einer schnelleren Ausbildung der Krankheitssympto-
me (Abb. 3.11, Matern, 2011). Blatter der hoch suszeptiblen Gerstensorte Ingrid sind nach
Inokulation mit dem Wildtyp UK7 14 dpi zwar schon ausgetrocknet, aber noch griin. Im Ge-
gensatz dazu zeigen Blatter der Sorte Ingrid inokuliert mit der Mutante starke Symptome, die
sich als extrem trockenes und braunes Blatt zeigen. Diese schnellere Symptomausbildung
zeigt sich auch auf der moderat suszeptiblen Gerstensorte Atlas (14 dpi, Abb. 3.11, Matern,
2011).

RxP1 besitzt kein typisches Signalpeptid und wird durch den Algorithmus SignalP (Petersen
et al., 2011) als nicht sezerniert klassifiziert, allerdings wird durch den Algorithmus Secreto-
meP (Bendtsen et al., 2004) eine mdgliche unkonventionelle Sekretion vorher gesagt (Matern,
2011). Zur Untersuchung einer mdglichen Sekretion von RxP1 sollten Lokalisationsstudien in
planta durchgefihrt werden. Daflir wurde cDNA von RxP1 mit der kodierenden Sequenz fir
das rot fluoreszierende Protein mCherry fusioniert. Das Konstrukt steht unter der Kontrolle
des ToxA-Promotors aus Pyrenophora tritici-repentis (Andrie et al., 2005) fir eine konstitu-
tive und starke Expression von RxP1-mCherry. Das Fusionskonstrukt wurde in den Vektor
pFBTO008 kloniert, der den ToxA-Promotor sowie eine Kanamycinresistenz, zur Selektion in E.
coli wahrend der Klonierungsarbeiten, beinhaltet. Als weiterer Selektionsmarker befindet sich
das Hygromycinresistenzgen hph auf dem Plasmid, das die Selektion positiv transformierter
R.-commune-Transformanten ermdglicht. Abbildung 3.12 zeigt schematisch das Fusionskon-
strukt aus RxP1 und mCherry unter Kontrolle des ToxA-Promotors.

Zur Erstellung des Kontrukts wurde zunachst mit den Oligonukleotiden mCherry_Notl_s und
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Abbildung 3.11.: Pilzquantifizierung in planta und Krankheitssymptome von UK7ARxP1 wahrend der In-
teraktion mit zwei verschiedenen Gerstensorten. (a) Interaktion mit der hoch suszeptiblen
Gerstensorte Ingrid, (b) Interaktion mit der moderat suszeptiblen Gerstensorte Atlas, Signifi-
kanz der Abweichung vom Wildtyp UK7 ermittelt mit t-Test: (*) p<0,05, n=4, Dokumentation der
Symptome: 14 dpi; Matern (2011)
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RxP1_mCh_s RxP1_mCh_as
> <
mCherry_Notl_s mCherry_EcoRI_as
— =
RxP1_Ascl_s RxP1_Notl_as

- P, RxP1 *

Abbildung 3.12.: Schematische Darstellung des RxP1-mCherry-Fusionskonstrukt. (Ptoxa) ToxA-Promotor
aus P. tritici-repentis, (RxP1) Rhynchosporium-RxLR-Protein 1

mCherry_EcoRI_as die kodierende Sequenz des mCherry aus dem Vektor px-rk (Prof. Dr. B.
Hause, IPB Halle) amplifiziert. Die Amplifikation der kodierenden Sequenz von RxP1 erfolgte
mit den Oligonukleotiden RxP1_Ascl_s und RxP1_Notl_as (Abb. 3.12, Tabellen A.1 und A.4).
Die PCR-Produkte wurden aus dem Agarosegel eluiert und in den Vektor pJet zwischenklo-
niert. Die erhaltenen Vektoren wurden zur Uberpriifung der amplifizierten Sequenzen sequen-
ziert (pJet1.2_forward und -reverse). Es folgte eine Reinigung der Plasmide mittels ,QIAFilter
Plasmid Midi Kit“ und das Ausschneiden des mCherry-Fragments mit Notl und EcoRI und des
RxP1-Fragments mit Ascl und Notl. Nach erfolgter Gelelektrophorese wurden die Fragmente
aus dem Agarosegel eluiert. Beide Fragmente wurden nun nacheinander in den pFBT008-
Vektor hinter den ToxA-Promotor ligiert. Zur Uberpriifung des fertig gestellten Vektors erfolg-
te die Sequenzierung mit den Oligonukleotiden ToxA2s_sequ und TrpC2as_sequ (Tab. A.1).
Nach erfolgreicher Fertigstellung wurde der Vektor in eine GFP-exprimierende Mutante von
R. commune (grin fluoreszierendes Protein, Kirsten et al., 2011) transformiert. Die Selektion
erfolgte mit Hygromycin. Die DNA der Transformanten wurde mittels PCR mit den Oligonukleo-
tiden RxP1_mCh_s und RxP1_mCh_as Uberprift (Abb. 3.12, Tab. A.1 und A.4). Bei dieser
PCR ergibt sich nur ein Produkt, wenn dass gesamte Fusionskonstrukt RxP1-mCherry inte-
griert ist. Durch mikroskopische Analysen des Myzels (Mikroskop: Nikon AZ100, TxRed-Filter)
wurde zudem gezeigt, dass das mCherry funktionsfahig ist. Positive Transformanten wurden
zunéchst auf LIMBO-Agar angezogen. Es folgte eine Passage Uber eine suszeptible Gersten-
sorte zur Reisolierung von Sporen, die fir nachfolgende Experimente bendtigt wurden.

Fir die Untersuchung der Lokalisation von RxP1-mCherry wurden Pflanzen der hoch sus-
zeptiblen Gerstensorte Ingrid mit 5108 Sporen infiziert. Fiir die Mikroskopie wurden 3 dpi
die Epidermen vom Rest des Blattes getrennt. Die Epidermen wurden unter Verwendung von
GFP- bzw. TxRed-Filter am ,Laser Scanning Microscope” (LSM 710, Zeiss) mikroskopiert.
Da ein GFP-exprimierendes Isolat gewahlt wurde, konnte mit Hilfe des GFP-Filters der Pilz
in planta identifiziert werden. Mit Hilfe des TxRed-Filter kann das mCherry lokalisiert werden.
Zur Kontrolle wurde Wildtyp UK7 genutzt, der weder GFP noch mCherry enthélt und somit mit
GFP- bzw. TxRed-Filter keine griine bzw. rote Fluoreszenz erkennen lasst (Abb. 3.13). Als Po-
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sitivkontrolle wurde ein sezerniertes Effektorprotein aus R. commune (NIP2, Wevelsiep et al.,
1991; Kirsten et al., 2012) mit mCherry fusioniert. Als Negativkontrolle diente auch NIP2, al-
lerdings enthalt das Fusionskonstrukt nicht die Sequenz, die fir das NIP2-Signalpeptid (SP)
kodiert. Die Mikroskopieergebnisse zeigen, dass NIP2-mCherry (ohne SP) innerhalb der Pilz-
hyphe lokalisiert ist, wahrend NIP2-mCherry (mit SP) am Rand der Pilzhyphe lokalisiert ist.
RxP1-mCherry ist wie NIP2-mCherry (mit SP) am Rand der Hyphen lokalisiert. Da fir NIP2 die
Sekretion gezeigt werden konnte (Wevelsiep et al., 1991) kénnten die Mikroskopieergebnisse
von RxP1-mCherry darauf hinweisen, dass es sich bei RxP1 mdglicherweise um ein sezer-
niertes Effektorprotein handelt. Weiterfiihrende Experimente in vitro sollen Aufschluss dartber
geben, ob RxP1-mCherry tatsachlich in die Umgebung abgegeben wird oder ob RxP1 an der
Peripherie innerhalb der Hyphe lokalisiert ist.

‘ . Uberlagerung GFP- und
GFP-Filter TxRed-Filter TxRed-Filter

NIP2-mCherry
(ohne SP)

NIP2-mCherry
{mit SP)

RxP1-mCherry

Abbildung 3.13.: RxP1-Lokalisation in planta. (WT) Wildtyp UK7 ohne GFP und mCherry, (SP) Signalpeptid,
(H) Pilzhyphe, (P) Penetrationsstelle, (S) Spore; MaBstabsbalken = 10 um
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3.4. Untersuchungen zu Signalsequenzen (Signal Sequence Trap - SST)

Das in dieser Arbeit verwendete ,signal sequence trap” (SST) System ist ein prokaryotisches
System zum Auffinden bzw. zur experimentellen Uberpriifung von Signalpeptiden. Urspriing-
lich wurde es etabliert, um aus cDNA-Banken Gene herauszufiltern, die sezernierte und da-
mit potentielle Effektorproteine kodieren. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde
das SST genutzt, um die in silico bestimmten Signalpeptide der putativen Effektoren PME1-5
(Kapitel 3.2) bzw. RxP1 (Kapitel 3.3) im biologischen System zu Uberprifen. Fiir das verwen-
dete SST-System wurde die [3-Lactamase als Reportergen genutzt (Tan et al., 2003). Durch
Klonierung wurde der Vektor pBK-CMV-fusion erzeugt, in dem die 3-Lactamase ohne die
fir das Signalpeptid kodierende Sequenz vorliegt und somit nicht in das Periplasma sezer-
niert werden kann (Klonierung erfolgte wie in Tan et al. (2003) angegeben). E. coli-Zellen mit
dieser ,leaderless” 5-Lactamase waren nicht in der Lage, die Behandlung mit Carbenicillin
zu Uberleben. Wird nun eine Sequenz, die firr ein Signalpeptid kodiert, vor die ,leaderless”
B-Lactamase kloniert, kommt es zur Sekretion und somit zum Wachstum der Zellen auf Car-
benicillin. Abbildung 3.14 zeigt schematisch das Reportergen §-Lactamase aus dem Vektor
pBK-CMV-fusion. Zusétzlich befindet sich auf dem Vektor eine Kanamycin-Resistenz, die als
Transformationskontrolle dient. In Tan et al. (2003) wurde das beschriebene (prokaryotische)
SST-System fiir Signalpeptide aus Eukaryoten verwendet, so dass es in der vorliegenden
Dissertation fur putative Effektoren aus R. commune genutzt wurde. Daftr wurden die ent-
sprechenden Vektoren ausgehend vom Vektor pBK-CMV (Stratagene) wie in Tan et al. (2003)
erstellt. Der pBK-CMV-g-lac enthalt die kodierende Sequenz der 3-Lactamase, in pBK-CMV-
leaderless-f3-lac ist die kodierende Sequenz um die Sequenz fir das Signalpeptid verkdrzt.
AuBerdem wurde der Vektor pBK-CMV-fusion erstellt, der den Klonierungsvektor (Uber Notl
und EcoRlI, Abb. 3.14) fir das gesamte SST-System darstellt. Zur internen Kontrolle des Sys-
tems wurde die Sequenz, die das Originalsignalpeptid der 5-Lactamase kodiert, in den Vektor
pBK-CMV-fusion ligiert.

. Piac H leaderless p-Lactamase %

Notl EcoRlI

Abbildung 3.14.: Schematische Abbildung des Reportergens (-Lactamase im Vektor pBK-CMV-fusion.
(Piac) Promotor der -Lactamase, (Notl/ EcoRI) Restriktionsschnittstellen zur Ligation der Si-
gnalsequenzen

Zur Uberpriifung des Systems fiir R. commune wurden zundchst Kontrollen erstellt. Zum einen
wurden die Nukleotidsequenzen der bekannten Signalpeptide von NIP1, NIP2 und NIP3 ver-
wendet (Kirsten et al., 2012). Zusatzlich erfolgte die Klonierung der Nukleotidsequenz des
Signalpeptids von NIP2 verlangert um 48 Nukleotide, die nicht mehr zum Signalpeptid geho-
ren (SPaa NIP2), um zu Uberprifen, ob diese Sequenz mdglicherweise auch als kodierende
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Sequenz fir ein Signalpeptid fungieren kann. Als Negativkontrolle dienten die ersten 60 Nu-
kleotide des GPD-Gens. Die Nukleotidsequenzen der Signalpeptide von NIP2, SPaa NIP2,
sowie GPD wurden mittels PCR amplifiziert (Tab. A.1 und A.4 im Anhang). Die PCR-Produkte
wurden aus dem Agarosegel gereinigt, mit den Enzymen Notl und EcoRI geschnitten und in
den zuvor mit Notl und EcoRI behandelten Vektor pBK-CMV-fusion ligiert. Fir die Nukleo-
tidsequenzen der Signalpeptide von NIP1 und NIP3, sowie der internen Kontrolle mit dem
Signalpeptid (SP) der g-Lactamase erfolgte eine Hybridisierung der in A.1 angegebenen Oli-
gonukleotide durch Erhitzung auf 95°C (10 min) und anschlieBend langsamen Abkihlen, um
eine doppelstrangige Sequenz mit den Restriktionsschnittstellen Notl und EcoRI zu erhalten.
Die so erhaltenen doppelstrangigen Sequenzen konnten direkt in den Vektor pBK-CMV-fusion
ligiert werden.

Zur experimentellen Uberpriifung der in-silico-Vorhersagen von PME1-5 wurden die Nukleo-
tidsequenzen der ermittelten Signalpeptide, wie die Nukleotidsequenzen der Signalpeptide fir
NIP1 und NIP3 kloniert (s. oben).

RxP1 wird vom SignalP-Algorithmus (Petersen et al., 2011) als nicht sezerniert klassifiziert,
allerdings erfolgt durch den SecretomeP-Algorithmus (Bendtsen et al., 2004) eine Zuordnung
des Proteins als putativ unkonventionell sezerniert (Matern, 2011). Zur Uberpriifung, der durch
die Algorithmen erhaltenen Ergebnisse, wurden fiir dieses Protein die Nukleotidsequenzen
der ersten 15 bzw. 20 Aminosauren (Bezeichnung SP15 RxP1 bzw. SP20 RxP1) in den Vektor
pBK-CMV-fusion ligiert. Dies erfolgte wie fir die Nukleotidsequenzen der Signalpeptide von
NIP1 und NIP3 (s. oben). Die Uberpriifung samtlicher klonierter Konstrukte erfolgte mittels
Sequenzierung mit den Sequenzieroligonukleotiden SST_seq_s und SST_seq_as (Tab. A.1).
Tabelle 3.4 zeigt eine Ubersicht iber die Proteine, deren N-terminale Nukleotidsequenzen als
maégliche Signalpeptide in den Vektor pBK-CMV-fusion ligiert wurden und ihre Vorhersagen
mittels der Algorithmen SignalP (Petersen et al., 2011) bzw. SecretomeP (Bendtsen et al.,
2004).

Tabelle 3.4.: In-silico-Analysen der putativ sezernierten Effektoren mit Hilfe von SignalP (Petersen et al.,
2011) bzw. SecretomeP (Bendtsen et al., 2004). (+) sezerniert, (-) nicht sezerniert

Protein | sezerniert \

NIP1 +
NIP2 +
NIP3 +
GPD -
PME1
PME2
PME3
PME4
PMES5
RxP1 - (unkonventionell)

o S I
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Tabelle 3.5 zeigt eine Ubersicht (iber alle erstellten Konstrukte. Diese wurden in E. coli trans-
formiert. AnschlieBend erfolgte eine Uberpriifung, ob die mit den SST-Vektoren transformier-
ten E.-coli-Zellen in Gegenwart von Kanamycin und Carbenicillin wachsen. Das erwartete
Wachstum der E.-coli-Zellen, die die entsprechenden Konstrukte beinhalten ist in Tabelle 3.5
aufgeftihrt.

Tabelle 3.5.: Ubersicht der klonierten SST-Vektoren und das erwartete Wachstum der mit den SST-

Vektoren transformierten E.-coli-Zellen auf Kanamycin (Kan) und Carbenicillin (Carb). (SP)
Signalpeptid, (SP15 bzw. SP20) die ersten 45 bzw. 60 Nukleotide des RxP1

Konstrukt in pBK-CMV-fusion | Wachstum auf
Kan | Carb

+

B-Lactamase

.leaderless” $-Lactamase
SP -lac + B-Lactamase
SP NIP1 + 3-Lactamase
SP NIP2 + 3-Lactamase
SPaa NIP2 + 3-Lactamase
SP NIP3 + 3-Lactamase

5’ GPD + -Lactamase

SP PME1 + B-Lactamase
SP PME2 + 3-Lactamase
SP PMES + g-Lactamase
SP PME4 + 3-Lactamase
SP PMES + p-Lactamase
SP15 RxP1 + 3-Lactamase
SP20 RxP1 + 3-Lactamase

o I o R

[+ [+ |+ ||+ |||+ ]| +]+]+
1

|+ |+ |+

In Gegenwart von Kanamycin sollten alle Zellen wachsen, da das zugehérige Resistenzgen
auf dem Vektor pBK-CMV-fusion kodiert ist. Die experimentelle Uberpriifung zeigt, dass alle
E. coli-Zellen, die mit den verschiedenen Konstrukten des SST transformiert sind, in der Lage
sind, auf LB-Platten mit Kanamycin zu wachsen (Abb. 3.15). In Gegenwart von Carbenicillin
sollten sédmtliche Zellen wachsen, die einen Vektor mit einem funktionellen Signalpeptid ent-
halten (Tab. 3.5). Dies betrifft alle, auBer die Negativkontrollen ,leaderless” 3-Lactamase und
die GPD-Fusion sowie den Ausgangsvektor pBK-CMV-fusion. Bei den Nukleotidsequenzen
des RxP1 gab es keine Erwartung, da unbekannt ist, ob eine unkonventionelle Sekretion vor-
liegt oder ein mdglicherweise vorhandenes Signalpeptid vom SignalP-Algorithmus (Petersen
et al., 2011) nicht erkannt wird. In Abbildung 3.15b ist das experimentell ermittelte Wachstum
auf Carbenicillin dargestellt, welches den Erwartungen entsprach, und zusatzlich zeigt, dass
die ersten 45 Nukleotide von RxP1 ein Signalpeptid im prokaryotischen System kodieren.
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(b)

Abbildung 3.15.: Wachstum der mit den SST-Vektoren transformierten E.-coli-Zellen auf Kanamycin und
Carbenicillin. (a) Wachstum auf LB-Agar + Kanamycin, (b) Wachstum auf LB-Agar + Carbe-
nicillin + IPTG, (1) pBK-CMV + j-Lactamase, (2) pBK-CMV + ,leaderless” 3-Lactamase, (3)
pBK-CMV-fusion, (4) pBK-CMV-fusion + SP -Lactamase, (5) pBK-CMV-fusion + SP NIP1, (6)
pBK-CMV-fusion + SP NIP2, (7) pBK-CMV-fusion + SPaa NIP2, (8) pBK-CMV-fusion + SP NIP3,
(9) pBK-CMV-fusion + 5’ GPD, (10) pBK-CMV-fusion + SP PME1, (11) pBK-CMV-fusion + SP
PME2, (12) pBK-CMV-fusion + SP PMES3, (13) pBK-CMV-fusion + SP PME4, (14) pBK-CMV-
fusion + SP PMES5, (15) pBK-CMV-fusion + SP15 RxP1, (16) pBK-CMV-fusion + SP20 RxP1

Da die E. coli-Zellen mit den Vektoren pBK-CMV-fusion, pBK-CMV-fusion + ,leaderless” 5-
Lactamase, pBK-CMV-fusion + 5 GPD und pBK-CMV-fusion + SP20 RxP1 nicht auf Car-
benicillin wachsen, sollte anhand einer Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden, dass in
diesen Zellen dennoch (-Lactamase exprimiert wird. Hierflir wurden von allen E. coli-Zellen,
die mit den in Tabelle 3.5 aufgefiihrten Konstrukten transformiert sind, Ubernachtkulturen mit
IPTG angezogen. Diese wurden zentrifugiert und das Zellsediment in 100 uL 2x Ladepuffer
fir Proteine aufgenommen. Es folgte eine SDS-PAGE und ein Western Blot mit einem anti-
(B-Lactamase-Antikdrper. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.16 dargestellt und zeigen, dass
samtliche mit den SST-Vektoren transformierten E.-coli-Zellen 5-Lactamase exprimieren. Das
Protein wird allerdings durch die Nukleotidsequenzen, die nicht als Signalpeptid fungieren
(.leaderless” 5-Lactamase, 5° GPD und SP20 RxP1) nicht ins Periplasma sezerniert. Daraus
folgend kénnen diese Zellen nicht auf Carbenicillin wachsen, obwohl 5-Lactamase exprimiert
wird.
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Abbildung 3.16.: Western Blot (anti-3-Lactamase) der mit den SST-Vektoren transformierten E.-coli-Zellen.
(1) pBK-CMV + B-Lactamase, (2) pBK-CMV + ,leaderless” S-Lactamase, (3) pBK-CMV-fusion,
(4) pBK-CMV-fusion + SP g-Lactamase, (5) pBK-CMV-fusion + SP NIP1, (6) pBK-CMV-fusion
+ SP NIP2, (7) pBK-CMV-fusion + SPaa NIP2, (8) pBK-CMV-fusion + SP NIP3, (9) pBK-CMV-
fusion + 5 GPD, (10) pBK-CMV-fusion + SP PME1, (11) pBK-CMV-fusion + SP PME2, (12)
pBK-CMV-fusion + SP PME3, (13) pBK-CMV-fusion + SP PME4, (14) pBK-CMV-fusion + SP
PMES5, (15) pBK-CMV-fusion + SP15 RxP1, (16) pBK-CMV-fusion + SP20 RxP1

3.5. Untersuchungen zu den Enzymen aus dem Sekundarmetabolismus

3.5.1. In-silico-Analysen zu den Enzymen aus dem Sekundarmetabolismus

PKS (Polyketidsynthasen), NRPS (nicht-ribosomale Peptidsynthetasen), deren Hybride (PKS-
NRPS) sowie Dimethylallyltryptophansynthasen (DMATS), Sesqui- und Diterpencyclasen (TC)
sind Schlisselenzyme des Sekundarmetabolismus (Collemare et al., 2008a). Die Identifi-
zierung der PKS-Gene in den Genomen von R. commune, R. secalis, R. agropyri und R.
orthosporum erfolgte zun&chst mit Hilfe der Aminoséuresequenz von ACE1 aus Magnaporthe
grisea (CAG28797.1, BOhnert et al., 2004). Die so identifizierten Sequenzen dienten erneut als
Suchgrundlage fur weitere mégliche Polyketidsynthasen. Durch zusatzliche Analysen mit Hilfe
von NCBI Blast (blastp, Marchler-Bauer und Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al., 2009) und
der Pfam-Datenbank (Punta et al., 2011) konnten die Doméanen der PKS und PKS-NRPS iden-
tifiziert werden. Die Sequenzen der einzelnen Domanen wurden anschlieBend erneut zu einer
weiteren Uberpriifung der Genome verwendet. Auf diese Art konnten durch Nutzung der Se-
quenzen fir Kondensations (C-) bzw. Adenylierungsdoménen (A) zusatzlich die NRPS-Gene
identifiziert werden. Durch Vergleich der identifizierten PKS-Sequenzen der verschiedenen
Genome konnten die Homologen in R. commune, R. secalis, R. agropyri und R. orthosporum
identifiziert werden. Weiterhin wurden Sesqui- bzw. Diterpencyclasen sowie DMATS in den
Genomen der Rhynchosporium-Arten identifiziert. Fir die Suche nach Sesquiterpencyclasen
wurde die Aminosauresequenz von tri5 aus Gibberella zeae (XP_383713.1) genutzt, fir die
Suche nach Diterpencyclasen cps/ks aus Gibberella fujikoroi (Q9UVY5) und als Suchgrund-
grundlage fiir die DMATS diente die Aminosauresequenz von dmaW aus Claviceps fusiformis
(Q12594; Vgl. Collemare et al., 2008a). Durch diese Sequenzen identifizierte Gene dienten
anschlieBend als erneute Grundlage flir weitere Sequenzvergleiche. Dadurch wurden auch fiir
die Sesqui- und Diterpencyclasen und die DMATS die Homologen in den einzelnen Genomen
identifiziert.

Die Uberpriifung der Genomdatenbanken der verschiedenen Rhynchosporium-Arten R. com-
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mune, R. secalis, R. agropyri und R. orthosporum zeigten, dass die unterschiedlichen Rhyncho-
sporium-lsolate und -Arten nicht nur die identifizierten PKS-Homologen kodieren. In R. com-
mune (Isolat UK7) konnten zehn PKS- sowie drei PKS-NRPS-Gene identifiziert werden (PKS1-
13). PKS-NRPS-Gene sind PKS1, PKS11 und PKS13. Das R. commune-Isolat AU2 besitzt
ein weiteres PKS-Gen (PKS14). In den Rhynchosporium-Arten R. secalis und R. agropyri wur-
den nur Homologe zu PKS1-12 gefunden. Somit haben diese beiden Arten eine PKS-NRPS
weniger im Genom kodiert (PKS13). In R. orthosporum ist die Anzahl an PKS- und PKS-
NRPS-Genen (insgesamt neun) niedriger. Hier konnten nur Homologe fiir PKS1-3, PKS5+6,
PKS9+10 sowie PKS12 gefunden werden. Zusétzlich konnte ein weiteres PKS-NRPS-Gen
identifiziert werden, das in keiner anderen Art auftritt (PKS15).

Polyketidsynthasen werden fiir den Aufbau von Polyketiden bendtigt. Polyketide bilden ei-
ne strukturell sehr diverse Gruppe an chemischen Substanzen, die durch verschiedene En-
zymdomanen verlangert bzw. modifiziert werden. Zum Aufbau des GerUsts sind dabei die
(B-Ketoacylsynthase (KS)- und Acyltransferase (AT)-Doméane sowie das Acyl Carrier Protein
(ACP) nétig. Zur Einfihrung von Modifikationen sind folgende Doméanen notwendig: Dehydra-
tase (DH), Methyltransferase (MT), Enoylreduktase (ER) und g-Ketoreduktase (KR). PKS oh-
ne diese reduzierenden Domé&nen werden als nicht-reduzierend bezeichnet. In den untersuch-
ten Rhynchosporium-Arten ist nur eine der PKS nicht-reduzierend (PKS3). Zusatzlich wurde
festgestellt, dass PKS12 die einzige PKS in den Rhynchosporium-Arten ist, die vor der KS-
Domane noch eine Adenylatbildende Doméane (AFD, ,Adenylate Forming Domain®) beinhaltet.
Abbildung 3.17 zeigt die Phylogenie aller PKS, die aus den vier verschiedenen Rhyncho-
sporium-Arten bekannt sind. Zusatzlich sind in Abbildung 3.17 die einzelnen Doméanen der
PKS schematisch dargestellt. Diese wurden mit Hilfe von NCBI Blast (blastp, Marchler-Bauer
und Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al., 2009) und der Pfam-Datenbank (Punta et al., 2011)
ermittelt.

In PKS13 (PKS-NRPS) fehlt die fur diese Enzymklasse bekannte A-Doméne sowie das Pep-
tidyl Carrier Protein (PCP). Zur Uberpriifung, ob eventuell das Stoppcodon wahrend der An-
notation falsch gesetzt wurde, wurden PCRs mit verschiedenen Oligonukleotiden auf gDNA
und cDNA von Wildtyp UK7 durchgefiihrt (Oligonukleotide: PKS13_seq1s mit PKS13_seqg2as
bzw. PKS13_seq3as bzw. PKS13_seqg4as, Tabellen A.1 und A.4). Die PCR-Produkte wurden
aus dem Agarosegel eluiert, in den Vektor pJet kloniert und der Vektor mit den Sequenzie-
roligonukleotiden pJET1.2_forward und pJET1.2_reverse (Tabelle A.1) sequenziert. Die Se-
quenzierung ergab, dass die Annotation von PKS13 richtig ist und die Genomsequenz keine
kodierenden Bereiche flr die A-Doméane bzw. das PCP enthélt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.17.: Phylogenie und Ubersicht Domanenstruktur (schematisch) der PKS und PKS-NRPS
aus verschiedenen Rhynchosporium-lsolaten und -Arten. (Rc) R. commune (Isolate UK7
(PKS1-13) und AU2 (PKS14); Lehnackers und Knogge, 1990), (Ro) R. orthosporum (PKS 15;
Isolat RS04CH-BéarA.1.1.3, bereitgestellt durch Prof. B. McDonald, ETH Zirich), (PKS) Polyke-
tidsynthase, (AFD) Adenylatbildende Doméne, (KS) 8-Ketoacylsynthase, (AT) Acyltransferase,
(DH) Dehydratase, (MT) Methyltransferase, (ER) Enoylreduktase, (KR) 3-Ketoreduktase, (ACP)
Acyl Carrier Protein, (C) Kondensation, (A) Adenylierung, (PCP) Peptidyl Carrier Protein, (TE)
Termination, TE-Domanen im Einzelnen: PKS1, PKS8, PKS11 und RoPKS15: Oxidoreduktase,

PKS3 und PKS12: Thioesterase, PKS4: Esterase, PKS6: O-Acyltransferase; Phylogenie erstellt
mit MEGAS5 (Neighbor-doining, Bootstrap: 1000; Tamura et al., 2011)
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Neben den PKS- und PKS-NRPS-Genen wurde in den Genomen der vier Rhynchosporium-
Arten eine weitere Enzymklasse des Sekundarmetabolismus untersucht. Hierbei handelt es
sich um die nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS), die aus Aminosauren Sekundarme-
tabolite aufbauen kénnen. NRPS bestehen aus C- und A-Domé&nen sowie dem PCP. Diese
Doménen kdnnen mehrfach hintereinander auftreten. In R. commune (Isolat UK7) konnten
vier NRPS-Gene identifiziert werden (NRPS1-4). Die Homologen wurden auch in R. seca-
lis sowie R. agropyri gefunden. Zusatzlich zu NRPS1-4 konnte fur das R. commune-lIsolat
AU2 gezeigt werden, dass sich im Genom ein weiteres NRPS-Gen befindet (NRPS5). Das
Genom von R. orthosporum enthalt nur drei der in R. commune identifizierten NRPS-Gene
(NRPS2-4). In Abbildung 3.18 ist die Phylogenie der fiinf identifizierten NRPS aus R. commu-
ne gezeigt.

99 Rc NRPS1
75 Rc NRPS2
Rc NRPS5
Rc NRPS4
Rc NRPS3

Abbildung 3.18.: Phylogenie der NRPS aus R. commune. (Rc) R. commune (Isolate UK7 (NRPS1-4) bzw. AU2
(NRPS5), Lehnackers und Knogge, 1990), (NRPS) nicht-ribosomale Peptidsynthetase, Phylo-
genie erstellt mit MEGA5 (Neighbor-Joining, Bootstrap: 1000; Tamura et al., 2011)

Weitere Enzyme des Sekundarmetabolismus stellen die Sesqui- und Diterpencyclasen sowie
die DMATS dar. Auch die Gene, die fiir diese Enzyme kodieren wurden in den Genomen der
Rhynchosporium-Arten gesucht. Dabei konnte in allen untersuchten Genomen ein Gen fir
eine Sesquiterpencyclase gefunden werden. Allerdings befinden sich in den Genomen der
verschiedenen Rhynchosporium-Arten keine Gene fur Diterpencyclasen. Weiterhin konnten
in R. commune, R. secalis und R. agropyri drei Gene gefunden werden, die DMATS kodieren.
In R. orthosporum sind nur zwei dieser drei DMATS-Gene vorhanden.

Tabelle 3.6 zeigt eine Ubersicht iber die Anzahl der untersuchten Gene, die fiir die Schlis-
selenzyme des Sekundarmetabolismus in den verschiedenen Rhynchosporium-Arten kodie-
ren (Vgl. Collemare et al., 2008a).
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Tabelle 3.6.: Ubersicht iiber die Anzahl an PKS, NRPS, PKS-NRPS, Sesqui- bzw. Diterpencyclasen und
DMATS in den verschiedenen Rhynchosporium-Arten. (PKS) Polyketidsynthasen, (NRPS) nicht-
ribosomale Peptidsynthetasen, (PKS-NRPS) Hybridenzyme aus PKS und NRPS, (DMATS) Dime-
thylallyltryptophansynthasen; Vgl. Collemare et al. (2008a)

Rhynchosporium-Art | PKS | NRPS | PKS-NRPS | Sesqui-/Diterpencyclasen | DMATS |

R. commune UK7 10 4 3 1/0 3
R. commune AU2 11 5 3 1/0 3
R. secalis 10 4 2 1/0 3
R. agropyri 10 4 2 1/0 3
R. orthosporum 7 3 2 1/0 2

3.5.2. In-silico-Vorhersage von Genclustern des Sekundarmetabolismus im Genom
von R. commune

Zur ldentifizierung méglicher Sekundarstoffwechsel-Gencluster im Genom von R. commu-
ne wurden zwei verschiedene Algorithmen verwendet. Eine Mdglichkeit zur Identifizierung
von Sekundarstoffwechsel-Genclustern bietet SMURF (Secondary Metabolite Unique Regi-
ons Finder, Khaldi et al., 2010). Dieses Programm sucht putative Gencluster unabh&ngig von
Sequenzmotiven, sondern anhand der Doméanen der annotierten Proteine und ihrer Lage im
genomischen Kontext (Khaldi et al., 2010). Der zweite verwendete Algorithmus wurde am
Hans-Kndll-Instititut in Jena entwickelt (HKI Jena, Wolf et al., 2013, im Folgenden als HKI be-
zeichnet). Den Clusteranalysen des HKI liegt die Suche nach Uberreprasentierten Motiven in
den Promotorbereichen im Umkreis der PKS-, PKS-NRPS- und NRPS-Gene zugrunde. Diese
Uberreprasentierten Motive kommen als mdégliche Transkriptionsfaktorbindestellen in Frage.
Mit ihrer Hilfe kann eine genomweite Suche und anschlieBend eine Sekundarstoffwechsel-
Genclusteranalyse durchgefiihrt werden (Wolf et al., 2013). Tabelle 3.7 zeigt eine Ubersicht
Uber die mit beiden Methoden identifizierten Gen-Cluster sowie eine Verlasslichkeit der Vor-
raussage. Nicht vorhandene Sekundarstoffwechsel-Gencluster (Tab. 3.7) bedeuten nicht, dass
kein Cluster vorliegt, sondern kdnnen auch bedeuten, dass diese mit den verwendeten Algo-
rithmen nicht erkannt werden. Fir eine genauere Auswertung wurden folgende Cluster ausge-
wahlt (in Tabelle 3.7 fett gedruckt): PKS4, PKS10, PKS13 (PKS-NRPS), PKS6, PKS8, PKS12,
PKS9, NRPS2, PKS3 sowie PKS2 und PKS1 (PKS-NRPS).

PKS12 und NRPS2 liegen moglicherweise zusammen in einem Gencluster, das gilt auch fir
einen Teil der Vorhersagen von PKS13 (PKS-NRPS) und PKS3. Weiterhin liegt eine der in
silico identifizierten DMATS im putativen Sekundérstoffwechsel-Gencluster von PKS4.

Die Tabellen C.1 (PKS4), C.2 (PKS10), C.3 (PKS3 + PKS13), C.4 (PKS6), C.5 (PKS8), C.6
(PKS12 + NRPS2), C.7 (PKS9), C.8 (PKS2) und C.9 (PKS1) im Anhang C ab S. 145 zeigen
eine Ubersicht (iber die in den Genclustern enthaltenen méglichen Gene und ihre putative
annotierte Funktion. Weiterhin ist in diesen Tabellen dargestellt, welcher Teil der Cluster vom
Algorithmus HKI bzw. SMURF vorhergesagt wurden. Der HKI-Algorithmus hat fiir einige der

56



Ergebnisse

Tabelle 3.7.: Ubersicht iiber mogliche Sekundirstoffwechsel-Gencluster in R. commune. Die Verlasslich-
keit der Vorhersage nimmt von oben nach unten ab, (PKS) Polyketidsynthase, (NRPS) nicht-
ribosomale Peptidsynthetase, (PKS-NRPS) Hybridenzyme, (fett) in dieser Arbeit naher betrachtete
Sekundarstoffwechsel-Gencluster (s. Anhang C ab S. 145), (HKI) Algorithmus HKI Jena (Wolf et al.,
2013), (SMURF) Algorithmus SMURF (Khaldi et al., 2010), (+) Sekundérstoffwechsel-Gencluster-
Vorhersage vorhanden, (-) laut Vorhersage kein Sekundérstoffwechsel-Gencluster

| PKS, NRPS bzw. PKS-NRPS | HKI | SMURF |

PKS4
PKS10
PKS13 (PKS-NRPS)

PKS6
PKS8
PKS12
PKS9
PKS11 (PKS-NRPS)
NRPS2
NRPS3
NRPS4
PKS3
PKS5
PKS7

PKS2
PKS1 (PKS-NRPS)
NRPS1

o R I o o R e o | S I

+

|| [+ F]F ||+ ||+ ]+

1
=+

PKS-, PKS-NRPS- und NRPS-Gene mehrere Mdglichkeiten fir ein Sekundarstoffwechsel-
Gencluster angegeben. Die Uberlappungen sind in den Tabellen schwarz markiert. Gemein-
samkeiten der Vorhersagen durch HKI bzw. SMURF sind besonders bei den als verlasslich
eingestuften Vorhersagen zu den mdglichen Clustern von PKS4 und PKS10 (Tab. 3.7, C.1,
C.2und Abb. C.1, C.2) zu erkennen. Insgesamt l&sst sich sagen, dass SMURF weniger Gene
innerhalb der Cluster vorhersagt als der Algorithmus vom HKI.

Die vorhergesagten Cluster beinhalten gré Btenteils Oxidoreduktasen, Transferasen und Lyasen.
Zusétzlich sind Transkriptionsfaktoren, Transporter und zum Zellzyklus bzw. zur Replikations-
maschinerie gehdérende Gene zu finden. Oxidoreduktasen, Transferasen und Lyasen, die sich
im gleichen Cluster befinden, wie die PKS, PKS-NRPS und NRPS sind eventuell fiir nach-
folgende Reaktionen an dem durch die PKS aufgebauten Molekil verantwortlich. Proteine
der MFS (,major facilitator superfamily®) sind Membrantransporter von Sekundarmetaboliten
und innerhalb der vorhergesagten Cluster eventuell dafir verantwortlich, die synthetisierten
Sekundarmetabolite zu ihrem Bestimmungsort zu transportieren. Vorhandene Transkriptions-
faktoren sind mdglicherweise fir die Regulation des gesamten Clusters verantwortlich. Ge-
ne, die zum Zellzyklus bzw. zur Replikationsmaschinerie gehdren, kénnten einen Aufschluss
Uber mogliche Regulationsmechanismen der Cluster geben. Die Abbildungen C.1 (PKS4), C.2
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(PKS10), C.3 (PKS3 + PKS13), C.4 (PKS6), C.5 (PKS8), C.6 (PKS12 + NRPS2), C.7 (PKS9),
C.8 (PKS2) und C.9 (PKS1) im Anhang zeigen schematisch eine Ubersicht liber die Gene,
ihre Orientierung sowie ihre GréBe in den vorhergesagten Clustern. Die Einfarbung der Gene
erfolgte hinsichtlich ihrer putativen Funktion. Mit Hilfe von Klammern und der Zahlen 1, 1*, 2
und 3 ist in den Abbildungen C.1 (PKS4), C.2 (PKS10), C.3 (PKS3 + PKS13), C.4 (PKS6), C.5
(PKS8), C.6 (PKS12 + NRPS2), C.7 (PKS9), C.8 (PKS2) und C.9 (PKS1) angegeben, welcher
Teil der Sekundarstoffwechsel-Gencluster mit dem Algorithmus vom HKI bzw. SMURF vorher-
gesagt wurde (graue und schwarze Einfarbung in den Tabellen C.1 (PKS4), C.2 (PKS10), C.3
(PKS3 + PKS13), C.4 (PKS6), C.5 (PKS8), C.6 (PKS12 + NRPS2), C.7 (PKS9), C.8 (PKS2)
und C.9 (PKS1)).
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3.5.3. Expressionsanalyse der PKS, PKS-NRPS und NRPS in planta

Zur Uberpriifung der Expression der PKS und PKS-NRPS sowie der NRPS wéhrend der Pilz-
infektion im Gerstenblatt wurde eine Expressionsanalyse in planta durchgefihrt. Daflir wurden
die hoch suszeptible Gerstensorte Ingrid sowie die moderat suszeptible Gerstensorte Atlas mit
dem Wildtyp UK7 inokuliert (Titer: 5*10°). 0, 1, 3, 6, 10, 14 und 21 Tage nach Inokulation wur-
den jeweils funf Blatter zur Isolierung von RNA gesammelt. Die isolierte RNA wurde in cDNA
umgeschrieben und die cDNA zur gRT-PCR eingesetzt. Fiir dieses Experiment wurden 4 bio-
logische Replikate pro Interaktion angezogen (n=4). Die Ergebnisse der Expressionsanalyse
beziiglich PKS1, PKS2 und PKS3 sind den Abbildungen 3.19a bis ¢ zu entnehmen. Dabei ist
zu sehen, dass das Expressionsprofil von PKS7-3 in Ingrid bzw. Atlas ahnlich verlauft. Des
Weiteren ist erkennbar, dass PKS3 um ein etwa 1000-faches schwécher als PKS1+2 expri-
miert ist. Fir PKS1-3 lasst sich in den Abbildungen 3.19a bis ¢ ablesen, dass sie zu frihen
Zeitpunkten nach Inokulation am hdchsten exprimiert sind und die Genexpression zu spéateren
Zeitpunkten schwacher wird.

Die graphische Darstellung der Expression in planta von PKS4-13 und NRPS1-4 beider Inter-
aktionen (Ingrid bzw. Atlas) sind in den Abbildungen D.1a bis f (PKS4-9), D.2a bis d (PKS10-
13) und D.3a bis d (NRPS17-4) im Anhang D ab S. 157 aufgefuhrt. Dabei ist zu sehen, dass
PKS, PKS-NRPS und NRPS unterschiedlich exprimiert werden und verschiedene Maxima zu
verschiedenen Zeitunkten aufweisen. Beispielsweise zeigen PKS4 und PKS10 ihr Expressi-
onsmaximum 10 dpi, wahrend PKS6-9 und PKS11+12 eher zu Beginn der Infektion exprimiert
werden (Abbildungen D.1 und D.2 im Anhang). Aufféllig ist, dass alle PKS mit Ausnahme von
PKS13 in den beiden Interaktionen ein &hnliches Expressionsprofil zeigen. Wahrenddessen
zeigt die PKS13-Expression in der Interaktion Atlas + UK7 eine wesentlich héhere relative
Expression im Vergleich zur Interaktion Ingrid + UK7. Auch in den Expressionsprofilen der
NRPS ist abzulesen, dass in der Interaktion von Atlas mit UK7 alle vier NRPS eine wesentlich
héhere Expression als in der Interaktion Ingrid mit UK7 zeigen (Abb. D.3).
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Abbildung 3.19.: Expression von PKS1-3 in planta wahrend der Interaktion mit zwei verschiedenen Gers-
tensorten. (a) PKS1-Expression, (b) PKS2-Expression, (c) PKS3-Expression, (l) Ingrid: hoch
suszeptible Gerstensorte, (A) Atlas: moderat suszeptible Gerstensorte, (dpi) Tage nach Inoku-
lation, n=4
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3.5.4. Charakterisierung der PKS-Deletionsmutanten
3.5.4.1. Wachstumsanalyse von UK7APKS1, UK7APKS2 und UK7APKS3 in planta

Zur naheren Charakterisierung von UK7APKS1, UK7APKS2 und UK7APKS3 wurden die
Gerstensorten Ingrid (hoch suszeptibel) und Atlas (moderat suszeptibel) mit den jeweiligen
Isolaten infiziert und das Pilzwachstum in planta 0 bis 21 dpi sowie die Symptomausbildung
dokumentiert. Daflir wurden die Gerstenpflanzen mit Sporen der Mutanten bzw. des Wildtyps
inokuliert (Titer: 5*108) und zu den Zeitpunkten 0, 3, 7, 10, 14 und 21 dpi jeweils fiinf Gersten-
blatter fur die Isolierung von DNA geerntet. Nach erfolgter DNA-Isolierung wurde die relative
Pilzmasse in planta (qQPCR) bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass besonders UK7APKS1
und UK7APKS3 auf Ingrid ein signifikant hdheres Wachstum als der Wildtyp aufweisen (Abb.
3.20a und 3.21a). Dieser Unterschied ist bei UK7 A PKS2 nicht zu sehen (Abb. 3.22a). Auf der
moderat suszeptiblen Gerstensorte Atlas ist kein signifikanter Unterschied der relativen Pilz-
biomasse in planta zwischen Deletionsmutanten und Wildtyp ersichtlich (Abb. 3.20b, 3.21b
und 3.22b).

Zur Dokumentation der Symptome wurde Aufnahmen 14 dpi gemacht. Die Symptomfotos
zeigen, dass in der Interaktion Ingrid + UK7APKS1 bzw. UK7APKS3 die Symptome starker
auftreten bzw. eine gréBere Blattflache nekrotisch ist (Abb. 3.20a und 3.21a). Fir UK7APKS2
in der Interaktion mit Ingrid ist zu sehen, dass die Mutante sich anscheinend langsamer in
Richtung Blattgrund ausweitet und tendenziell langsamer Symptome gebildet werden. Weiter-
hin ist zu erkennen, dass die Symptome von Ingrid + UK7APKS2 eher chlorotisch (gelblich-
grunlich) aussehen, wahrend die Symptome von Ingrid + UK7 zu diesem Zeitpunkt starker
nekrotisch (braunlich) sind (Abb. 3.22a). Aus diesem Grund wurde eine Quantifizierung des
Pilzmyzels in einzelnen Blattsegmenten vorgenommen. Dafiir wurden Gerstenpflanzen der
hoch suszeptiblen Sorte Ingrid mit Sporen (Titer: 5*10°) inokuliert und 14 dpi 20 Primarblatter
geerntet. Die Blatter wurden in 3 cm lange Stiicke (3 x 3 cm + Rest) unterteilt. AnschlieBend
wurde DNA isoliert. Die Bestimmung der Pilzbiomasse in planta erfolgte mittels gPCR. Die
Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung 3.23 gezeigt. Dabei ist ersichtlich, dass in den
vorderen Blattbereichen (A und B) signifikant mehr Biomasse von UK7APKS2 im Vergleich
zum Wildtyp UK7 vorhanden ist. Zusatzlich ist zu sehen, dass die Biomasse von UK7APKS2
Uber das gesamte Blatt verteilt ist. Anscheinend wéchst die Mutante nicht langsamer in Rich-
tung Blattgrund, sondern bildet langsamer als der Wildtyp Symptome aus.

Beim Vergleich der Symptomfotos der Interaktionen mit Atlas ist kein Unterschied zwischen
den PKS-Deletionsmutanten zum Wildtyp UK7 erkennbar (Abb. 3.20b, 3.21b und 3.22b).
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Abbildung 3.20.: Pilzquantifizierung in planta und Krankheitssymptome von UK7APKS1 wahrend der In-
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teraktion mit zwei verschiedenen Gerstensorten. (a) Interaktion mit der hoch suszeptiblen
Gerstensorte Ingrid, (b) Interaktion mit der moderat suszeptiblen Gerstensorte Atlas, Signifikanz
der Abweichung vom Wildtyp UK7 ermittelt mit t-Test: (*) p<0,05, (***) p<0,001, n=4, Dokumen-
tation der Symptome: 14 dpi
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Abbildung 3.21.: Pilzquantifizierung in planta und Krankheitssymptome von UK7APKS3 wéhrend der In-
teraktion mit zwei verschiedenen Gerstensorten. (a) Interaktion mit der hoch suszeptiblen
Gerstensorte Ingrid, (b) Interaktion mit der moderat suszeptiblen Gerstensorte Atlas, Signifikanz
der Abweichung vom Wildtyp UK7 ermittelt mit t-Test: (*) p<0,05, (**) p<0,005, (***) p<0,001,
n=4, Dokumentation der Symptome: 14 dpi

63



Ergebnisse

(a)

(b)

relative Pilzmasse in pfanta

relative Pilzmasse in pfanta

—
To

-

o
[e:]

o
[}

o
N

o
N

o

06 -

05

04

03

0.2

01

| Ingrid mAPKS2 mUK7

£
°
- * E
(=]
~
] )
] Y
<
0 3 7 10 : E

dpi
Atlas BAPKSZ mUK7 o
[
b k=
S
:c
] )
] 0y
<
0 3 7 10 E

dpi

Abbildung 3.22.: Pilzquantifizierung in planta und Krankheitssymptome von UK7APKS2 wéhrend der In-
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teraktion mit zwei verschiedenen Gerstensorten. (a) Interaktion mit der hoch suszeptiblen
Gerstensorte Ingrid, (b) Interaktion mit der moderat suszeptiblen Gerstensorte Atlas, Signifi-
kanz der Abweichung vom Wildtyp UK7 ermittelt mit t-Test: (*) p<0,05, n=4, Dokumentation der
Symptome: 14 dpi
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Abbildung 3.23.: Pilzquantifizierung in planta von UK7APKS2 in verschiedenen Blattsegmenten wéahrend
der Interaktion mit der hoch suszeptiblen Gerstensorte Ingrid, 14 dpi. (A, B, C) 3-cm-
Abschnitte, (D) Rest des Blattes, Signifikanz der Abweichung vom Wildtyp UK7 ermittelt mit
t-Test: (*) p<0,05, (**) p<0,005, n=4
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3.5.4.2. Wachstumsanalyse von UK7APKS1, UK7APKS2 und UK7APKS3 ex planta

Neben der Wachstumsanalyse in planta, die fir UK7APKS1 und UK7APKS3 auf der hoch
suszeptiblen Gerstensorte Ingrid ein starkeres Wachstum im Vergleich zum Wildtyp UK7 zeigt
(Kapitel 3.5.4.1), wurde das Wachstum in vitro nach 14 Tagen in YNB-Medium bestimmt. Hier-
fir wurde 50 mL YNB-Medium mit Sporen beimpft (Kapitel 2.2.1) und 14 Tage unter langsa-
men Schwenken bei 17°C in der Dunkelheit inkubiert. Das Myzel wurde filtriert und gewogen.
Es ist zu erkennen, dass auch in vitro (nach 14 Tagen) die Deletionsmutanten UK7APKS1 und
UK7APKS3 im Vergleich zum Wildtyp UK7 eine signifikant héhere Myzelmasse aufweisen.
Beim Vergleich von UK7APKS2 mit Wildtyp UK?7 ist dagegen kein Unterschied zu erkennen.
Die Daten deuten darauf hin, dass die Deletion von PKS1 bzw. PKS3 einen Einfluss auf das
Pilzwachstum in und ex planta hat, wahrend flr die Deletion von PKS2 ein solcher Einfluss
nicht zu erkennen ist.
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Abbildung 3.24.: Pilzwachstum ex planta (in YNB-MEDIUM, 14 d). Signifikanz der Abweichung vom Wildtyp
UK7 ermittelt mit t-Test: (*) p<0,05, n=4
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3.5.5. Metabolomische Untersuchungen zu den méglichen Produkten von PKS1, PKS2
und PKS3

Zur Untersuchung, welche Produkte durch PKS1, PKS2 bzw. PKS3 synthetisiert werden, wur-
de das Kulturfiltrat von UK7APKS1, UK7APKS2 und UK7APKS3 sowie des Wildtyps UK7
einer LC/MS-Analyse unterzogen. Hierfiir wurde 50 mL YNB-Medium mit Sporen beimpft (Ka-
pitel 2.2.1) und fiir 14 Tage unter leichtem Schutteln bei 17°C und Dunkelheit angezogen. Das
Filtrat wurde mit 2 N HCI angeséuert, dreimal gegen Ethylacetat (EA) ausgeschiittelt und die
EA-Phase zur Trockne eingeengt. Die Messung wurde am ESI-FT-ICR (Bruker) durchgefiihrt.
Beim Vergleich der aufgenommenen Massenspektren ist zu sehen, dass zwei Peaks, die im
Massenspektrum des EA-Extraktes von Kulturfiltrat von Wildtyp UK7 vorhanden sind, im Mas-
senspektrum des EA-Extraktes von Kulturfiltrat von UK7APKS1 fehlen (Abb. 3.25). Die zu
den Peaks gehérenden Masse-Ladungs-Verhaltnisse betragen 289 und 291. Daraus ergeben
sich zwei Substanzen mit den Summenformeln CisH140g (M = 290 g/mol, m/z = 289) und
C15H1506 (M = 292 g/mol, m/z = 291). Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte die
Struktur von C15H140¢ sowie seine mégliche Funktion aufgeklart werden.

In den Deletionsmutanten von PKS2 bzw. PKS3 konnte mit diesem experimentellen Ansatz
(EA-Extraktion) kein Unterschied zum Wildtyp UK7 festgestellt werden.
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Abbildung 3.25.: Partielles Negativionen-ESI-FT-ICR-Massenspektrum (m/z 225 bis 350), Ethylacetat-
extrakt aus Kulturfiltrat von Wildtyp UK7 bzw. UK7A PKS1. (a) Ethylacetatextrakt aus Kul-
turfiltrat von Wildtyp UK7, (b) Ethylacetatextrakt aus Kulturfilirat von UK7APKS1, (a.i.) Absorp-
tionsintensitat, (m/z) Masse-Ladungs-Verhaltnis
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3.5.5.1. Quantitative Bestimmung von Cy5H14,0¢

Zur Strukturaufklarung mittels NMR gibt es zwei Anforderungen an die zu untersuchende
Substanz: Quantitadt und Reinheit. Zur Aufklarung der Struktur von Ci5H140¢ sollte in einem
Vortest festgestellt werden, ob es mdglich ist, durch den Einsatz verschiedener Medien eine
héhere Ausbeute an Cy5H140¢ zu erzielen. Weiterhin erfolgte eine quantitative Bestimmung
von Cq5H140¢ im Kulturfiltrat der Mutanten UK7APKS1, UK7APKS2 und UK7APKS3.

Zur Ermittlung, ob es quantitative Unterschiede von C15H140¢ durch die Nutzung verschiede-
ner Medien gibt, wurden folgende Medien verwendet: YNB, FRIES und LIMBO (Flussigkultur).
Dem YNB-Medium wurde nach 4 Tagen bzw. 7 Tagen Pflanzenextrakt (Kapitel 2.1.3) zuge-
setzt (1,2 mL pro 100 mL Medium), um zu untersuchen, ob der Einsatz von Pflanzenmaterial
zu einer hdheren Ausbeute von C15H140¢ flihrt. Weiterhin wurden verschiedenen Ansatzgro-
Ben ausgewahlt (50 mL, 100 mL, 250 mL und 500 mL), wobei 50 mL in Petrischalen angesetzt
wurden, die anderen Volumina in Kolben der entsprechenden GréBe. Das Medium wurde
14 Tage bei 17°C im Dunkeln unter langsamen Schwenken inkubiert. AnschlieBend wurde
das Medium filtriert (Wasserstrahlpumpe) und das Myzel gewogen. Das Kulturfiltrat wurde mit
2 N HCI angeséauert und anschlieBend dreimal mit EA ausgeschittelt und bis zur Trockne ein-
geengt. AnschlieBend erfolgte die Aufnahme in 200 L MeOH und ein Reinigungsschritt tGber
einen Spritzenfilter (4 mm, 0,2 um PTFE-Membran, Whatman). Die Messung wurde am ESI-
UHPLC-QTOF-MS (Waters, im positiven Modus, m/z=291) durchgefihrt. In Abbildung 3.27a
ist zu erkennen, dass die Menge an Ci5H140¢ im Medium YNB (mit und ohne Zusatz von
Pflanzenextrakt) am héchsten ist, wahrend in den Medien FRIES und LIMBO vergleichsweise
wenig C15H140¢ nachgewiesen werden konnte. Weiterhin kann anhand der Abbildung 3.27a
abgelesen werden, dass in einem Volumen von 50 mL eine groBere Menge an Cy5H140¢
erzielt werden kann. Zusatzlich zeigt Abbildung 3.27, dass in den Medien FRIES und LIM-
BO im Vergleich zu YNB eine wesentlich héhere Myzelmasse produziert wird. Daraus kann
geschlossen werden, dass die Myzelmasse nicht fiir eine groBere Ausbeute an CisH140g
ausschlaggebend ist.

Nachdem festgestellt wurde, dass YNB im Vergleich zu FRIES bzw. LIMBO besser geeignet
ist, um gréBere Mengen an Cis5H140¢ zu erhalten, sollte geprift werden, zu welchem Zeit-
punkt das Kulturfiltrat geerntet werden kann. Dafiir wurde 50 mL YNB-Medium mit Sporen
beimpft (Kapitel 2.2.1) und bei 17°C im Dunkeln unter langsamen Schitteln inkubiert. Das
Myzel und Kulturfiltrat wurden zu verschiedenen Zeitpunkten geerntet (Abb. 3.27). Das Myzel
wurde gewogen und das Kulturfiltrat mit 2 N HCI angeséauert, anschlieBend dreimal mit EA
ausgeschttelt und bis zur Trockne eingeengt. AnschlieBend erfolgte die Aufnahme in 200 L
MeOH und ein Reinigungsschritt Uber einen Spritzenfilter (4 mm, 0,2 ym PTFE-Membran,
Whatman). Die Menge an C15H140¢ wurde mittels ESI-UHPLC-QTOF-MS (Waters, im positi-
ven Modus, m/z=291) bestimmt. Aus den Abbildungen 3.27c und d kann abgelesen werden,
dass die Menge an C15H140g ab Tag 14 in etwa gleich bleibt. Gleiches gilt fir die Myzel-
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masse ab Tag 10. Aufgrund der hier vorliegenden Daten wurden zur Isolierung von Cy5H140g
aus dem Kulturfiltrat Petrischalen mit 50 mL YNB-Medium genutzt. Die Ernte des Kulturfiltrats
erfolgte nach 14 Tagen.

Die ersten Analysen der Kulturfilirate der PKS-Deletionsmutanten im Vergleich mit Wildtyp
UK7 (ESI-FT-ICR, Bruker) ergaben Hinweise darauf, dass C5H140¢ (fehlend im Kulturfiltrat
von UK7APKST) in einer niedrigeren Konzentration im Kulturfiltrat von UK7APKS3 vorliegt.
Zur Uberpriifung dieses Hinweises wurde 50 mL YNB-Medium mit Sporen beimpft (Kapitel
2.2.1) und 14 Tage bei 17°C im Dunkeln unter langsamen Schwenken inkubiert. Das Kul-
turfiltrat wurde mit 2 N HCI angesauert und dreimal mit EA ausgeschiittelt. Die EA-Phase
wurde zur Trockne eingeengt. Die Proben wurden in 200 L MeOH aufgenommen und Uber
einen Spritzenfilter (4 mm, 0,2 yum PTFE-Membran, Whatman) gereinigt. AnschlieBend er-
folgte die quantitative Bestimmung von C15H140g (ESI-UHPLC-QTOF-MS, Waters, positiver
Modus, m/z=291). In YNB-Medium (Kontrolle), wie auch dem Kulturfiltrat von UK7APKS1 ist
kein C15H140¢ vorhanden (Abb. 3.26). Im Kulturfiltrat von UK7APKS2 bzw. von Wildtyp UK7
konnten ahnliche Mengen an Ci5H140 gemessen werden. Im Kulturfilirat von UK7APKS3
zeigte sich hingegen, dass die Menge an C15H140¢ im Vergleich zum Kulturfiltrat von Wildtyp
UK?7 signifikant geringer ist (Abb. 3.26).
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Abbildung 3.26.: Quantitative Bestimmung von C15H140¢ im Kulturfiltrat der PKS-Deletionsmutanten und
Wildtyp UK7. (m/z) Masse-Ladungs-Verhaltnis (positiver Modus, m/z=291), Signifikanz der Ab-
weichung vom Wildtyp UK7 ermittelt mit t-Test: (***) p<0,001, n=15
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3.5.5.2. Strukturaufklarung von Ci5H140¢

Fir die Strukturaufklarung von C15H140g wurden verschiedene Ansatze gewahlt. In einem
ersten Versuch wurden 10 L Kulturfiltrat (UK7 in YNB-Medium, 14 d) mit 2 N HCI angeséu-
ert und dreimal mit dem gleichen Volumen EA ausgeschittelt und weitesgehend eingeengt.
Dieser Rohextrakt entsprach 126,5 mg. Die gesamte Menge wurde in Chloroform:MeOH
1:1 aufgenommen. AnschlieBend erfolgte eine Trennung lber Kieselgel (KorngréBe: 0,04 -
0,063, Saule: 80 cm) mit Chloroform:MeOH 1:1. Es wurden 10-mL-Fraktionen gesammelt
und diese mittels Spritzenpumpen-ESI-MS (API 3200, AB Sciex) analysiert. Fraktionen, die
C15H140¢ enthielten wurden vereinigt und mittels praparativer HPLC weiter gereinigt (Waters;
LiChroCART-Saule, Material: LiChrospher, PorengréBe: 100, TeilchengréBe: 5, Modifikation:
C18, I= 250 mm, d;= 10 mm; Laufmittel H,O/ MeOH; Gradient: 2% MeOH - 100% MeOH
in 25 min; Fluss: 6,25 mL/ min, Fraktionssammlung: 15 s). Die Fraktionen aus der prapa-
rativen HPLC wurden wiederum auf Cis5H140¢ Uberprift. Dabei ergaben sich nur Fraktio-
nen, die zusatzlich zu C1sH140g Verunreinigungen enthielten. Die Vereinigung der C15H140s-
enthaltenden Fraktionen wurde anhand des Grades der Verunreinigung vorgenommen, wo-
durch sich zwei Fraktionen (0,38 mg und 2,7 mg) ergaben. Da die Mengen der Fraktionen
relativ klein und der Anteil der Verunreinigungen fiir eine aussagekraftige "H-NMR zu groB
waren, wurde ein weiterer Versuch zur Strukturaufklarung angesetzt.

In diesem zweiten Ansatz wurden 25 L Kulturfiltrat (UK7 in YNB-Medium, 14 d) angesauert
(2 N HCI) und dreimal mit dem gleichen Volumen EA ausgeschiittelt. Der EA-Extrakt wurde
weitgehend eingeengt. Der Rickstand hatte eine Masse von 550 mg. Nach Aufnahme des
gesamten Rickstandes in MeOH erfolgte die S&ulenchromatographie mit Sephadex LH20
(Saule: 80 cm) mit MeOH. Die Fraktionen wurden mittels Spritzenpumpen-ESI-MS Oberprift
und die Cy5H140¢-beinhaltenden Fraktionen vereinigt und (ber eine zweite Sephadex-Saule
(LH20, 80 cm) mit Aceton:MeOH 4:1 weiter gereinigt. Die Ci5H140g-beinhaltenden Frak-
tionen (nach Spritzenpumpen-ESI-MS-Messung) wurden vereinigt und mittels einer dritten
Sephadex-Saule (LH20, 50 cm) mit Dichlormethan:MeOH 1:1 weiter gereinigt. Die C15H140¢-
beinhaltenden Fraktionen wurden erneut vereinigt und tGber C18-Chromabond-Saulen gege-
ben. Dabei erfolgte die Elution mit 50% MeOH, 100% MeOH und 2 N HCI in 100% MeOH.
C1s5H1406 befand sich danach in der Fraktion, die mit 50% MeOH eluiert wurde. Anhand
der Spritzenpumpen-ESI-MS konnte festgestellt werden, dass diese Fraktion weiterhin Ver-
unreinigungen beinhaltete. Diese konnten mittels praparativer HPLC nicht abgetrennt werden
(Waters; LiChroCART-Saule, Material: LiChrospher, PorengréBe: 100, TeilchengrdBe: 5, Mo-
difikation: C18, I= 250 mm, di= 10 mm; Laufmittel H,O/ MeOH; Gradient: 2% MeOH - 100%
MeOH in 25 min; Fluss: 6,25 mL/ min, Fraktionssammlung: 15 s). Nach der praparativen HPLC
wurden samtliche C15H140g-beinhaltenden Fraktionen vereinigt (m = 4,8 mg). Aufgrund der
immer noch vorhandenen Verunreinigungen und der geringen Menge der vereinigten Fraktion
konnte kein aussagekraftiges "H-NMR aufgenommen werden.
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Mit den oben beschriebenen Ansétzen war es nicht méglich die Struktur von Cy5H140¢ auf-
zuklaren, da nach diversen Reinigungsschritten eine zu geringe Menge an C15H140¢ vorlag,
die zusatzlich noch verunreinigt war. Daher ist es nétig eine gréBere Menge an C15H140¢ zu
produzieren, um aussagekraftige "H-NMR- und '*C-NMR-Spektren aufnehmen zu kénnen.

Nach beiden Reinigungsversuchen (Kieselgel und Sephadex LH20) konnte festgestellt wer-
den, dass es sehr schwierig war, die wahrend der NMR gegen Deuterium getauschten Wasser-
stoffatome der Verbindung zuriickzutauschen. Dies betrifft insgesamt finf Wasserstoffatome.
Weiterhin waren die C15H140g-beinhaltenden Proben beider Ansétze unléslich in Chloroform
und hatten eine gelbliche Farbe. Das UV-Spektrum von Cy5H140¢ zeigt Maxima bei 220 nm
und 380 nm (Abb. 3.28, Detektor ESI-UHPLC-QTOF-MS, Waters, positiver Modus, m/z=291).
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Abbildung 3.28.: UV-Spektrum von C15H140¢.

3.5.5.3. Untersuchungen zur Uberexpression von PKS1

Da die Strukturaufklarung von C15H140g aus 10 bzw. 25 L Kulturfiltrat aufgrund der zu gerin-
gen Ausbeute der Substanz fehlgeschlagen ist, sollte untersucht werden, ob eine Uberexpres-
sion von PKS1 zu einer gréBeren Ausbeute an Cy5H140¢ im Kulturfiltrat fihrt. Hierflr sollte
der endogene Promotor der PKS1 gegen den konstitutiven ToxA-Promotor aus Pyrenopho-
ra tritici-repentis (Andrie et al., 2005) bzw. den induzierbaren alcA-Promotor aus Aspergillus
(Waring et al., 1989) getauscht werden. Durch die Nutzung des induzierbaren Promotors soll
verhindert werden, dass die Uberexpression von PKS1 sich méglicherweise lethal auswirkt.
Der alcA-Promotor lasst sich durch EtOH bzw. Glycerin induzieren. Daher wurde in einem
Vortest untersucht, ob R. commune in der Lage ist, mit EtOH bzw. Glycerin im Medium zu
wachsen. Hierzu wurde eine GFP-exprimierende Mutante (griin fluoreszierendes Protein) von
R. commune verwendet (Kirsten et al.,, 2011). Die Durchfiihrung des Versuchs erfolgte, wie
in Kirsten et al. (2011) beschrieben. Als Medium wurde FRIES verwendet, dem 0,3 M EtOH
bzw. 0,1 M Glycerin zugesetzt wurde (Ha et al., 2006). Die Zugabe von EtOH bzw. Glycerin
erfolgte zu den Zeitpunkten 0 d und 10 d. Es ist zu sehen, dass trotz Zugabe von EtOH bzw.
Glycerin das Pilzwachstum mdoglich ist (Abb. 3.29). Der alcA-Promotor wurde von Prof. Dr. P.
Tudzinsky (Universitat Minster) zur Verfligung gestellt.

Das Konstrukt fir den Austausch des endogenen PKS1-Promotors besteht aus 1000 bp der
5-UTR von PKS1, einer Phleomycinkassette zur Selektion positiver Transformanten, dem
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Abbildung 3.29.: Wachstum von R. commune in Gegenwart von 0,3 M EtOH bzw. 0,1 M Glycerin. (a) FRIES
mit 0,3 M Ethanol, Zugabe zu 0 d bzw. 10 d, (b) FRIES mit 0,1 M Glycerin, Zugabe zu 0 d bzw.
10 d, n=12; Wachstumsmessung erfolgte mittels GFP-Fluoreszenz
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ToxA- bzw. alcA-Promotor und den ersten 1000 bp des PKS71-Gens (Abb. 3.30). Zunachst
erfolgte die Amplifikation der Phleomycinkassette (Abb. 3.30a und Tab. A.1 und A.4). Das
PCR-Produkt wurde aus dem Agarosegel gereinigt und nach Angaben des Herstellers in den
linearen Vektor pCR2.1 ligiert. Es folgte eine Uberpriifung der Sequenz durch Sequenzierung
mit den Oligonukleotiden M13_reverse und M13_forward (Tab. A.1). Die 1000 bp der 5’UTR
von PKS1, die Sequenzen vom ToxA- bzw. alcA-Promotor sowie die ersten 1000 bp des PKS1-
Gens wurden mit den in Abbildung 3.30a angegebenen Oligonukleotiden amplifiziert (Tab.
A.1 und A.4). Durch die verwendeten Oligonukleotide wurden den PCR-Produkten Restrik-
tionsschnittstellen angefligt, um spéter eine gerichtete Ligation in den zuvor erstellten Vek-
tor ,oCR2.1 + Phleomycinkassette” zu ermdglichen (Restriktionsschnittstellen s. Abb. 3.30).
Die PCR-Produkte wurden aus dem Agarosegel gereinigt und in den Vektor pJet ligiert. Es
folgte eine Sequenzierung mit den Oligonukleotiden pJet1.2_forward und -reverse zur Uber-
prufung der amplifizierten Sequenzen. AnschlieBend wurde zunachst die 5’-UTR von PKS1
mit Hilfe der entsprechenden Enzyme vor die Phleomycinkassette ligiert (Sequenzierung mit
M13_reverse und Seq_OE_PKS1_as). Danach wurde durch Einbringung eines Linkers der
Abstand zwischen den Schnittstellen Xbal und Apal vergrdBert, um die Integration der Startse-
quenz von PKS1 zu ermdglichen. Hierflr wurden die Oligonukleotide Lin1_Xbal_BamHI und
Lin2_Xbal_BamHI zusammen auf 95°C erhitzt und langsam abgekihlt (zur Hybridisierung)
und in den zuvor mit BamHI geschnittenen Vektor ,pCR2.1 + 5’-UTR PKS1 + Phleomycinkas-
sette” ligiert (Sequenzierung mit M13_forward und Seq_Link_OE_s). Es folgte die Ligation der
ersten 1000 bp des PKS1-Gens (Sequenzierung mit M13_forward und Seq_Link_OE_s) und
des ToxA- bzw. alcA-Promotors (Sequenzierung mit Seq_Link_OE_s und Seq_OE_Prom_as;
Abb. 3.30a).

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnten die Konstrukte zur Uberexpression von
PKS1 unter dem konstitutiven ToxA-Promotor bzw. dem induzierbaren alcA-Promotor fertig
gestellt werden. In weiterfihrenden Arbeiten sollen diese Konstrukte in Pilzprotoplasten des
Wildtyp UK7 transferiert werden. Sollte die homologe Transformation stattfinden, wird der en-
dogene PKS1-Promotor gegen den ToxA- bzw. alcA-Promotor ausgetauscht (Abb. 3.30b), was
zu einer Uberexpression des PKS1-Gens und somit zu einer gréBeren Ausbeute an C5H140¢
im Kulturfiltrat fihren sollte.
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Abbildung 3.30.: Schematische Darstellung zum Aufbau der Konstrukte und der homologen Rekom-
bination zur PKS71-Uberexpression. (a) Amplifikation der einzelnen Fragmente und An-
gabe der Restriktionsschnittstellen zur Ligation, (b) homologe Rekombination, (5’-UTR) 5'-
untranslatierte Region, (ble) Phleomycinresistenzkassette, (PKS1) PKS1-Gen, (Prks1) endoge-
ner PKS1-Promotor, (Ptoxa) konstitutiver Promotor aus P. tritici-repentis, (Paca) induzierbarer
Promotor aus Aspergillus, (Kpnl/ Spel/ Notl/ Xbal/ Apal) Restriktionsschnittstellen zur Ligation

3.5.5.4. Untersuchungen zur méglichen Funktion von Cy5H40¢

Die Verbindung Ci5H140¢ fehlt im Kulturfiltrat von UK7APKS1. Weiterhin flhrt die Deletion
von PKS1 zu einem verstarkten Pilzwachstum in und ex planta. Daher ergab sich die Hypothe-
se, dass es sich bei C15H1406 mdglicherweise um einen Keimungs- oder Wachstumsinhibitor
handeln kénnte, der auf die eigenen Sporen wirkt. Es kénnte sein, dass R. commune so einer
moglichen Nahrstoffknappheit entgegenwirkt, die auftreten kdnnte, wenn zu viele Sporen des
Pilzes gleichzeitig auskeimen.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde konditioniertes Medium verwendet. Hierfiir wurden
Kulturfiltrat (YNB-Medium, 14 d) von UK7APKS1 bzw. Wildtyp UK7 lyophilisiert. Der Riick-
stand wurde anschlieBend in frischem Medium aufgenommen. Somit wird Medium erhalten
in dem C15H140¢ vorliegt (lyophilisiertes Kulturfiltrat von Wildtyp UK7) bzw. nicht vorliegt (ly-
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ophilisiertes Kulturfiltrat von UK7APKST).

Das konditionierte Medium wurde fiir Wachstums- und Keimungsversuche mit R. commu-
ne eingesetzt. Fir die Wachstumsversuche mit R. commune wurde eine GFP-exprimierende
Mutante verwendet (s. auch Kapitel 3.5.5.3; Kirsten et al., 2011). Die Messung der GFP-
Fluoreszenz wurde wie in Kirsten et al. (2011) beschrieben durchgefiihrt und erfolgte taglich
lber einen Zeitraum von 17 Tagen. Das lyophilisierte Medium von UK7APKS1 bzw. Wildtyp
UK7 wurde in frischem FRIES-Medium aufgenommen und dabei 2x konzentriert. Als Kontrol-
len flr diesen Wachstumsversuch wurde YNB (ohne Pilz) lyophilisiert und in FRIES aufge-
nommen (2x konzentriert) bzw. FRIES (1x konzentriert) eingesetzt. Das starkste Pilzwachs-
tum findet in der Kontrolle ,FRIES" statt wahrend das geringste Wachstum der GFP-Mutante in
der Kontrolle ,FRIES + YNB* zu verzeichnen ist. Beim Vergleich des Pilzwachstum in ,FRIES
- C15H1406"“ und ,FRIES + C15H140¢" ist zu sehen, dass in ,FRIES - C15H140¢" mehr Pilzbio-
masse gebildet wird (Abb. 3.31). Dieser Unterschied ist ab Tag 7 als signifikant einzustufen.
Dieses Ergebnis kénnte ein Hinweis darauf sein, dass C15H{40g im Medium einen Einfluss
auf das Pilzwachstum hat. Allerdings ist es mdglich, dass die Ergebnisse durch weitere Un-
terschiede in den lyophilisierten Kulturfiltraten von UK7APKS1 und Wildtyp UK7 zustande
kommen. Beispielsweise konnte durch vergleichende LC/MS-Analysen gezeigt werden, dass
neben Ci5H140g auch C15H150¢ im Kulturfiltrat von UK7 APKS1 fehlt (Kapitel 3.5.5). Zusétz-
lich kénnten auch andere bisher unbekannte Faktoren das Ergebnis beeinflussen. Der starke
Anstieg an Pilzmasse in ,FRIES" wird darauf zurlickgefihrt, dass es sich hier um 1x konzen-
triertes Medium handelt, wahrend die anderen Medien 2x konzentriert vorliegen.

Zur weiteren Untersuchung der Hypothese von Ci5H140g als Keimungs- bzw. Wachstums-
inhibitor wurden mit konditioniertem Medium Keimungsversuche durchgefihrt. Hierflr wur-
den Objekttrager mit festem YNB-Medium beschichtet. Das lyophilisierte Kulturfiltrat (YNB-
Medium, 14 d) von UK7APKST1 und Wildtyp UK7 wurde zundchst in Wasser aufgenommen
und dadurch 4x konzentriert. Die so entstandene L6sung wurde mit 10000 Sporen vom Wild-
typ UK7 zu gleichen Teilen vermischt, so dass die entstandene Sporensuspension 5000
Sporen und 2x konzentriertes konditioniertes Medium enthielt. Die Sporensuspension wur-
de gleichmaBig auf die beschichteten Objekttrager verteilt und bei 17°C im Dunkeln mit 100%
Luftfeuchte inkubiert. Nach 24 bzw. 48 Stunden wurden mikroskopisch die ausgekeimten Spo-
ren bestimmt. Weiterhin wurden nach 48 Stunden die Anzahl der Keimschlauche pro Spore
bestimmt und die Lange der Keimschlauche gemessen (Fluoreszenzmikroskop Apotome ).
Die Keimungsraten nach 24 bzw. 48 Stunden zeigen keinen Unterschied beim Vergleich von
Wasser - C15H1406" und ,Wasser + C15H140¢" (Abb. 3.32a und b). Dies gilt auch flir den Ein-
fluss von ,Wasser - C15H140¢" und ,Wasser + Ci5H1404" in Bezug auf die Anzahl der Keim-
schlauche pro Spore (Abb. 3.32c) und die Lédnge der Keimschlauche (Abb. 3.32d). Einzig in
der Kontrolle ,Wasser“ sind langere Keimschlauche zu verzeichnen, was darauf zurtickgefuhrt
wird, dass der Kontrolle ,Wasser* kein lyophilisiertes Medium zugesetzt wurde.
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Um zu untersuchen, ob Cy5H140¢ moglicherweise einen Einfluss auf andere Organismen hat,
wurden Wachstumsanalysen mit Phytophthora infestans (Wachstumsbestimmung tber GFP-
Fluoreszenz, GFP-Isolat 208m2, bereitgestellt durch Prof. Dr. S. Rosahl, IPB Halle/Saale) bzw.
E. coli (Wachstumsbestimmung tber die optische Dichte der Bakterien, OD600) durchgeflihrt.
Sporangien von P. infestans wurden auf einen Titer von 1*10° gebracht. 100 uL dieser Spor-
angien wurden auf festes Haferbohnemedium gegeben und anschlieBend sofort die GFP-
Fluoreszenz bestimmt (als Nullwert). Nach 24 Stunden wurden 20 uL konditioniertes Medi-
um (nach Lyophilisation rickgeldst in Wasser, dadurch 2x konzentriert) auf die Sporangien
gegeben und Uber einen Zeitraum von 5 Tagen die Biomasse des Oomyceten mittels GFP-
Fluoreszenz bestimmt. Es ist kein Unterschied zwischen den Kontrollen (,Wasser“ und ,Was-
ser + YNB") und der Ab- bzw. Anwesenheit von C15H140¢ (,Wasser - C15H140¢" und ,Wasser
+ Ci5H1406") zu erkennen (Abb. 3.33). Auch Experimente mit einer geringeren Anzahl an
Sporangien bzw. anderen Konzentrationen an konditioniertem Medium zeigten keinen Un-
terschied (Daten nicht gezeigt). Daraus kann geschlossen werden, dass CisH140g keinen
Einfluss auf das Wachstum von P. infestans hat.

120000 - Kontrolle \Wasser Kontrolle Wasser + YNB
m\Wasser - C15H1406 m\Wasser + C15H1406

100000 -
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -
0 —— I - , . , ,
2 3 4 5

0 1

GFP Fluoreszenz [AU]

t [d]

Abbildung 3.33.: Wachstum von P. infestans in Abwesenheit bzw. Gegenwart von C15sH140¢. n=1; Wachs-
tumsbestimmung erfolgte mittels GFP-Fluoreszenz

Ahnliche Ergebnisse konnten beim Versuch mit E. coli gezeigt werden. Hierflir wurde lyophi-
lisiertes Kulturfiltrat (YNB-Medium, 14 d) von UK7APKS1 bzw. Wildtyp UK7 in LB-Medium
riickgeldst und dabei 2x konzentriert. Dieses konditionierte LB-Medium wurde fir E. coli
XL1Blue verwendet (3 mL Medium plus 10 pL einer Ubernachtkultur) und bei 37°C inkubiert.
Das Zellwachstum wurde Gber die Messung der Bakteriendichte (OD600) stliindlich Gber einen
Zeitraum von 7 Stunden bestimmt. Es ist ersichtlich, dass wie auch beim Versuch mit P. in-
festans keinerlei Unterschiede zwischen den Kontrollen und Medien ohne bzw. mit C15H140¢
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festzustellen sind (Abb. 3.34). Nur in ,LB + YNB" ist ein etwas geringerer Wachstumsanstieg
von E. coli zu verzeichnen. Dieses Ergebnis wird auf osmotische Effekte zurlickgefihrt, da
sich in konditioniertem Medium mit YNB 2x konzentrierte Komponenten des YNB-Mediums
plus LB-Medium befinden.

14 Kontrolle LB Kontrolle LB + YNB
0.9 - mLB-C15H1406 mLB+ C15H1406
08 |
07 |
o 0,6 T
2
205 -
(@] 04 -
03 |
02 |
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Abbildung 3.34.: Wachstum von E. coli in Abwesenheit bzw. Gegenwart von Cy5H1406. n=1; Wachstumsbe-
stimmung erfolgte mittels optischer Dichte OD600

3.5.6. Untersuchungen zur méglichen Interaktion zwischen PKS1 und PKS3

C15H140¢ fehlt im Kulturfiltrat von UK7APKS1 und liegt in geringerer Konzentration im Kul-
turfiltrat von UK7APKS3 vor (Kapitel 3.5.5.1). Dies deutet darauf hin, dass PKS1 und PKS3
maoglicherweise miteinander interagieren, was sich eventuell in ihrer Expression zeigt. Daher
wurden Expressionsanalysen von PKS3 bzw. PKS1 in plantain UK7APKS1 bzw. UK7APKS3
durchgefihrt. Hierflr wurden die Gerstensorten Ingrid (hoch suszeptibel) und Atlas (moderat
suszeptibel) mit den entsprechenden Sporen (Titer: 5*108) inokuliert und zu den Zeitpunkten
0, 1, 3, 6, 10, 14 und 21 dpi jeweils 5 Blatter als Proben genommen. AnschlieBend wurde
RNA isoliert, diese in cDNA umgeschrieben und die Expression von PKS3 bzw. PKS1 durch
gRT-PCR bestimmt. Die Ergebnisse der PKS3-Expressionsanalysen zeigen, dass die Deleti-
on von PKS1 kaum Einfluss auf die Expression von PKS3 nimmt (Abb. 3.35). Lediglich 3 dpi
in der Interaktion mit der hoch suszeptiblen Sorte Ingrid ist ein signifikanter Unterschied in
der PKS3-Expression zwischen UK7APKS1 bzw. Wildtyp UK7 zu verzeichnen (Abb. 3.35a).
In der Interaktion mit Atlas ist eine leichte Tendenz zu einer hdheren Expression von PKS3
in planta in UK7APKS1 im Vergleich zum Wildtyp UK7 zu erkennen (Abb. 3.35b). Die Dele-
tion von PKS3 hat keinen Einfluss auf die Expression von PKS1 (Interaktionen mit Ingrid und
Atlas, Abbildung 3.36). Trotz der beinah unverdnderten Expressionsprofile von PKS3 bzw.
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PKS1 in UK7APKS1 bzw. UK7APKS3 kann eine Interaktion von PKS1 und PKS3 weiterhin
nicht ausgeschlossen werden. Méglicherweise ist die Interaktion der beiden PKS nicht Gber

die Expression von PKS1 und PKS3 reguliert.

(a)

(b)
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Abbildung 3.35.: PKS3-Expression in UK7APKS1 und Wildtyp UK7 in planta wahrend der Interaktion mit
zwei verschiedenen Gerstensorten. (a) Interaktion mit der hoch suszeptiblen Gerstensorte
Ingrid, (b) Interaktion mit der moderat suszeptiblen Gerstensorte Atlas, (dpi) Tage nach Inoku-
lation, Signifikanz der Abweichung vom Wildtyp UK7 ermittelt mit t-Test: (*) p<0,05, n=4
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Abbildung 3.36.: PKS1-Expression in UK7APKS3 und Wildtyp UK7 in planta wahrend der Interaktion mit
zwei verschiedenen Gerstensorten. (a) Interaktion mit der hoch suszeptiblen Gerstensorte
Ingrid, (b) Interaktion mit der moderat suszeptiblen Gerstensorte Atlas, (dpi) Tage nach Inoku-
lation, Signifikanz der Abweichung vom Wildtyp UK7 ermittelt mit t-Test: keine Signifikanz, n=4
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4. Diskussion

R. commune verursacht die Rhynchosporium-Blattfleckenkrankheit der Gerste. Aus R. com-
mune bekannte Virulenzfaktoren sind beispielsweise die NIP-Effektoren, die mit dem Kolla-
bieren der Epidermiszellen in Verbindung gebracht werden (Wevelsiep et al., 1991; Kirsten
et al., 2012). Die Identifizierung und Charakterisierung weiterer Virulenzfaktoren (zellwandab-
bauende Enzyme, Effektorproteine und niedermolekulare Substanzen), die méglicherweise
eine Rolle in der Interaktion von R. commune mit Gerste spielen, war das Ziel der vorlie-
genden Dissertation. Eine Grundlage zur Auswahl von Genen, die Virulenzfaktoren kodieren,
bildete eine EST-Datenbank (A. Navarro-Quezada und W. Knogge, unverdffentlicht). Anhand
dieser Datenbank wurden mdgliche Effektorgene ausgewahlt, die in R. commune deletiert
werden sollten. Bei den Genprodukten handelt es sich um vier Polyketidsynthasen (PKS),
ein zellwandabbauendes Enzym (Pektinmethylesterase, PME), einen Glykosylphosphatidyli-
nositolanker (GPI) und drei Proteine unbekannter Funktion von denen zwei ein N-terminales
RxLR-Motiv besitzen und somit méglicherweise mit den RxLR-Effektoren aus Oomyceten
vergleichbar sind. Erfolgreich war die Deletion fiir drei der Polyketidsynthasen (UK7APKST,
UK7APKS2, UK7APKS3), die Pektinmethylesterase (UK7APMET) und einen der putativen
RxLR-Effektoren (UK7ARxP1).

4.1. Das zellwandabbauende Enzym Pektinmethylesterase 1 in der
Pflanze-Pathogen-Interaktion

Pektinmethylesterasen (PMEs) sind ubiquitare Enzyme in Bakterien, Pilzen und Pflanzen, die
Pektin degradieren. Die PMEs gehdren neben den Polygalakturonasen (PGs) und Pektat-
lyasen (PLs) zu den zellwandabbauenden Enzymen (CWDEs, ,cell wall degrading enzymes®),
die vor allem von phytopathogenen Organismen sezerniert werden (Valette-Collet et al., 2003;
Pelloux et al., 2007). Pektin ist ein Bestandteil der pflanzlichen Zellwand, besonders der Mit-
tellamelle. Es ist ein Polysaccharid, das Giberwiegend aus Galakturonsduremolekilen aufge-
baut ist. Diese sind «-1,4-glykosidisch verknUpft und bilden das Rlckgrat des Pektins. Die
Galakturonsaureeinheiten sind teilweise methyliert (Valette-Collet et al., 2003). Der Methyl-
ierungsgrad beeinflusst die mechanischen Eigenschaften der Zellwand und wird durch pflan-
zeneigene PMEs bestimmt. Beispielsweise nimmt der Grad der Methylierung wéhrend der
Fruchtreifung ab (Lionetti ef al., 2012), damit PGs und PLs die Zellwanddicke der Friichte ver-
ringern kdnnen (Wakabayashi et al., 2003; Giovannoni, 2004). Phytopathogene Organismen
sezernieren CWDEs (PMEs, PGs und PLs), um die pflanzliche Zellwand zu destabilisieren
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und abzubauen. Daraus folgend ist es den Pathogenen mdglich, die Pflanze leichter zu besie-
deln bzw. zu penetrieren (Pelloux et al., 2007). Pektinmethylesterasen demethylieren Pektin.
Dabei entsteht unter anderem Polygalakturonsaure, die durch PGs und PLs weiter abgebaut
wird (Valette-Collet et al., 2003). Bisherige Untersuchungen bezliglich der pektinabbauenden
Enzyme wurden grdBtenteils an PGs vorgenommen. Verschiedene Beispiele zeigen, dass die
Deletion von PGs oder PLs in phytopathogenen Organismen entweder einen Einfluss oder
keinen Einfluss auf die Virulenz nimmt. Daraus wird geschlossen, dass CWDEs verschiede-
ne Rollen wahrend der Pathogenese spielen (Isshiki et al., 2001). Die Deletionen von pnlA
(PL aus Glomerella cingulata, Bowen et al., 1995), enpg-1 (PG aus Cryphonectria parasiti-
ca, Gao et al., 1996) bzw. PGX1 (PG aus Cochliobolus carbonum, Scott-Craig et al., 1998)
fihrten zu keiner Veranderung der Virulenz der phytopathogenen Pilze. Weiterhin flhrt die
Deletion einer PG in Alternaria citri zu reduzierter Virulenz, die Deletion des gleichen Gens in
A. alternata hat hingegen keinerlei Einfluss auf die Pathogenitat (Isshiki et al., 2001). Durch
Erstellung von Doppelmutanten der PGs cpPG1 und cpPG2 in Claviceps purpurea wurden
Mutanten erhalten, die auf dem Wirt Roggen apathogen sind (Oeser et al., 2002). Durch Ex-
pression einer PL aus Colletotrichum gloesosporioides in C. magna wird eine héhere Virulenz
erreicht. Diese Beispiele zeigen, wie unterschiedlich der Einfluss der einzelnen CWDEs auf
die Pflanze-Pathogen-Interaktion sein kann (Isshiki ef al., 2001).

Der Verlust von PMET1 in B. cinerea fihrt zu einer reduzierten Virulenz auf verschiedenen
Wirtspflanzen (Apfel, Weintraube, Arabidopsis thaliana, Valette-Collet et al., 2003). Allerdings
konnte gezeigt werden, dass die Deletion von PME1 und PMEZ2 keinerlei Einfluss auf die Vi-
rulenz von B. cinerea hat (Tomate, Weintraube, Birne, Kars et al., 2005). Der Unterschied in
den beiden experimentellen Ansatzen besteht in den Wildtypisolaten von B. cinerea, die zur
Deletion der PME-Gene verwendet wurden (Valette-Collet et al., 2003; Kars et al., 2005). Die
Ergebnisse deuten auf eine Vielfalt innerhalb der PME-Gene in verschiedenen B.-cinerea-
Isolaten hin (Kars et al., 2005). Beispielsweise kénnte die PME3 in planta die Funktion von
PME1 und PME2 Gibernehmen, wenn diese nicht funktionell sind (Kars et al., 2005).

Durch in-silico-Analysen konnten auch in R. commune finf PME-kodierende Gene identifi-
ziert werden. PME1-5 besitzen Signalpeptide, die zwischen 17 und 23 Aminosauren umfas-
sen (Wang, 2013). Die Aminosauresequenzen von PME1-4 umfassen bis zu 360 Aminosau-
ren wahrend PME5 mit 1560 Aminosauren fast fiinfmal so groB ist. Weiterhin konnte durch
in-silico-Analysen gezeigt werden, dass PME1-4 jeweils eine Esterase-Domane beinhalten.
PMES5 besitzt dagegen vier Esterase-Doméanen (Wang, 2013). Pektinmethylesterasen besit-
zen keine typische katalytische Triade (Ser-His-Asp), sondern zwei Aspartatreste im aktiven
Zentrum, die auch in den Aminosauresequenzen der Esterase-Domanen aus PME1-5 vorhan-
den sind (Wang, 2013). Die Aspartatreste sind nukleophil und der Mechanismus &hnelt einer
allgemeinen Saure-Base-Katalyse (Jenkins et al., 2001; Fries et al., 2007). Der aufgeklar-
te PME-Mechanismus aus dem Bakterium Erwinia chrysanthemi ist auf die pilzlichen PMEs
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Ubertragbar, da sich auch in dieser PME zwei Aspartatreste innerhalb der Esterase-Doméne
befinden (Jenkins et al., 2001; Fries et al., 2007).

PMEs kdnnen auf unterschiedliche Weisen die Demethylierung von Pektin vornehmen. Dabei
wird zwischen folgenden Strategien unterschieden: (1) die Entfernung samtlicher Methylierun-
gen, (2) die Entfernung einer bestimmten Anzahl an Methylierungen und (3) die Demethylie-
rung eines einzigen Galakturonsauremolekils (van Alebeek et al., 2003; Fries et al., 2007).
PMEs aus Pilzen fihren die Demethylierung an nur einem Galakturons&uremolekil durch, be-
vor sie dissoziieren und an anderer Stelle eine weitere Demethylierung vornehmen (Strategie
3, Fries et al., 2007). Fir PMES5, die 4 Esterasedomanen beinhaltet, ware es daher denk-
bar, dass vier Galakturonsaurereste mittels einer katalysierten Reaktion demethyliert werden
kdénnen und so die Destabilisierung der pflanzlichen Zellwand schneller durchgefiihrt werden
kann.

Weitere in-silico-Analysen ergaben, dass fir PME1-4 Homologe in den Genomen von R. com-
mune AU2, R. secalis, R. agropyri und R. orthosporum vorhanden sind. PMES fehlt allerdings
im Genom von R. orthosporum. Eventuell ist dieses im Laufe der Entwicklung der Rhyncho-
sporium-Arten verloren gegangen, da es méglicherweise zur Besiedlung der R.-orthosporum-
Wirtspflanzen nicht benétigt wird.

Zur Untersuchung des Einflusses von PME1-5 aus R. commune in der Pflanze-Pathogen-
Interaktion wurde die Expression der PMEs in planta (zwei verschiedene Gerstensorten) Gber-
prift. Fir PME5 konnte gezeigt werden, dass sie wesentlich niedriger als die anderen vier
PMEs exprimiert wird. Es wéare denkbar, dass PMES5 fir R. commune in der Interaktion mit
Gerste eine eher untergeordnete Rolle spielt bzw. dass eine héhere Expression erfolgt, wenn
R. commune auf andere Gerstensorten trifft.

Samtliche PMEs zeigen auf der hoch suszeptiblen Gerstensorte ab 10 dpi keine nennens-
werte Expression mehr . Daher wird angenommen, dass sie eher zu Beginn der Infektion
eine Rolle spielen, wenn der Pilz die Pflanze penetriert. Die PMEs zeigen auf der moderat
suszeptiblen Sorte auch 10, 14 und 21 dpi noch Expression . Die PME-Transkripte liegen an-
scheinend schon in den Sporen vor, was darauf hinweist, dass diese Enzyme direkt nach In-
okulation sezerniert werden, um ein schnelles Eindringen in die Wirtspflanze zu erméglichen.
Aufgrund der Expressionsprofile von PME1-4 kénnte es sein, dass PME1+4 zu Beginn der
Infektion einen gréBeren Einfluss haben. Fir die spatere Zellwand-Destabilisierung kdnnten
eher PME2+3 zustandig sein, wobei die vergleichsweise geringe Expression von PME2 auf
einen eher geringen Anteil wahrend der Infektion hinweist. Die Expression der verschiedenen
PMEs zeigt Unterschiede auf den beiden Gerstensorten. Besonders die PME4-Expression ist
auf der moderat suszeptiblen Gerstensorte Atlas gréBer als auf der hoch suszeptiblen Gers-
tensorte Ingrid. Eventuell wirkt Atlas (moderat suszeptibel) der Destabilisierung der Zellwand
mittels Inhibitoren entgegen.

Pektinmethylesteraseinhibitoren (PMEIs) sind aus Pflanzen bekannt (Juge, 2006). Es konn-
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te allerdings gezeigt werden, dass pflanzliche PMEls nur mit pflanzlichen PMEs interagieren.
Bisher konnte keine Interaktion von pflanzlichen PMEIs mit PMEs aus Phytopathogenen nach-
gewiesen werden (D’Avino et al., 2003; Giovane et al., 2004; Juge, 2006; Jolie et al., 2009).
Es gibt daher die Annahme, dass bei einem Pathogenbefall die PME/-Expression in der Pflan-
ze angeschaltet wird, um die pflanzlichen PMEs daran zu hindern den Methylierungsgrad der
Zellwand zu verringern. Denn die Verringerung des Methylierungsgrades der Zellwand durch
pflanzliche PMEs wurde dem Pathogen den Befall erleichtern (Juge, 2006). Die Zahl an PMEls
in den in dieser Arbeit verwendeten Gerstensorten ist unbekannt. Es kann daher nur vermutet
werden, dass die PMEls in der moderat suszeptiblen Sorte einen gréBeren Einfluss, als in
der hoch suszeptiblen Sorte haben. Durch die Regulierung der pflanzeneigenen PMEs mit
Hilfe von PMEIs kdnnte die Pflanze eine zu schnelle Besiedelung verhindern, was mit einer
héheren und Uber die Zeit langeren Expression der pilzlichen PMEs einhergeht.

Die Deletion von PMET1 in R. commune fihrt im Vergleich zum Wildtyp zu einer verzégerten
Symptomausbildung (Wang, 2013). Dies war ein erster Hinweis auf eine reduzierte Virulenz
des Pilzes, wie in B. cinerea (Valette-Collet et al., 2003). Allerdings zeigt sich in planta im
Vergleich von UK7APME1 mit Wildtyp UK7 eine gréBere Produktion an Pilzbiomasse (Wang,
2013). Die Deletion von PMET fuhrt demnach zu einer verzégerten Symptomausbildung bei
gleichzeitig schnellerem Wachstum in planta. Es ware denkbar, dass die biotrophe Phase von
R. commune langer andauert und daraus folgend die Symptome schwécher bzw. verzdgert
erscheinen. Denkbar wére weiterhin, dass PME1 durch die Pflanze erkannt wird, was zu Ab-
wehrreaktionen auf Pflanzenseite flihrt und gleichzeitig Prozesse im Pilz in Gang setzt, die den
Ubergang von biotroph zu nekrotroph unterstiitzen. Fehlt PME1 unterbleibt die Erkennung, der
Pilz wachst langer und schneller biotroph, ohne einen Zusammenbruch der Epidermis- und
Mesophylizellen hervorzurufen. So kdnnten verringerte Symptome bei gleichzeitig erhdhter
Biomasse in planta erklart werden. Bisher gibt es wenig Informationen dariiber, wie der Uber-
gang vom biotrophen in den nekrotrophen Status stattfindet. Dufresne et al. (2000) konnten
ein Protein identifizieren, dass in den Prozess vom Ubergang der biotrophen in die nekrotro-
phe Phase in Colletotrichum lindemuthianum involviert ist. Auch fir Moniliophtora perniciosa
konnte ein Protein identifiziert werden, dass wahrend der biotrophen Entwicklung eine Rolle
spielt und gleichzeitig den Ubergang in die nekrotrophe Phase reguliert (alternative Oxidase,
AOX, Thomazella et al., 2012). Welche Effektoren fiir den Ubergang von der biotrophen Pha-
se in die nekrotrophe Phase in R. commune eine Rolle spielen, ist nicht bekannt. Daher kann
derzeit iber den Einfluss von PME1 wahrend dieses Ubergangs nur spekuliert werden.
PME1 aus R. commune hat einen Einfluss wahrend der Pathogenese. Allerdings ist dieser
nicht vergleichbar mit dem Effekt, den die Deletion von PME1 in B. cinerea auslést (Valette-
Collet et al., 2003). Ein mdglicher Grund ist, dass R. commune insgesamt funf PME-Gene
besitzt und damit eventuell eine Redundanz in der PME-Funktion vorliegt. Es wére denkbar,
dass PME2-5, die Deletion von PME1 komplementieren kdnnen. Einen Hinweis sollte die Ex-
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pression von PME2-5 in UK7APMET1 in planta geben (Wang, 2013). Es konnte allerdings
nicht gezeigt werden, dass sich die Expression von PME2-5 signifikant andert (Wang, 2013),
wenn PMET deletiert ist. Um die mdgliche Redundanz von PME1-5 zu untersuchen ohne
Doppel-, Tripel-, Quadrupel- und Quintupelmutanten zu erstellen, werden derzeit PME-RNAI-
Linien erstellt in denen die Transkriptmengen aller PMEs gleichzeitig reduziert werden sollen
(D. Penselin und W. Knogge, unver6ffentlicht).

Neben der Komplementation der Deletion von PMET1 durch die anderen PMEs wére es mdg-
lich, dass R. commune die Expression von PGs und PLs erhéht, um penetrieren zu kénnen.
PGs und PLs sind nicht in der Lage, methyliertes Pektin abzubauen. Allerdings ist auch nicht
jedes Galakturonsauremolekiil des Pektins methyliert, wodurch auch PGs und PLs zum Zell-
wandabbau beitragen (Valette-Collet et al., 2003; Juge, 2006). Eine Untersuchung bezliglich
der PGs und PLs fand im Rahmen der vorliegenden Dissertation nicht statt. In weiterfiih-
renden Arbeiten bezlglich der Charakterisierung der UK7APMET1 sollte die Expression von
PGs und PLs in planta Uberprift werden, um zu klaren, ob der Phanotyp von UK7APMET
madglicherweise durch eine Uberexpression dieser Gene hervorgerufen wird.

4.2. Das Rhynchosporium-RxLR-Protein 1 und seine Wirkung als
Effektorprotein

RxLR-Effektoren sind sezernierte Proteine aus Phytophthora spp., die in die Pflanzenzellen
transloziert werden (Whisson et al., 2007). Hierflr ist ein N-terminales RxLR-Motiv gefolgt
von einem dEER-Motiv notwendig (Bozkurt ef al., 2012). In phytopathogenen Pilzen konnten
bisher nur RxLR-ahnliche Proteine identifiziert werden, die in die Wirtspflanze transloziert wer-
den (Gu et al., 2011; Tyler et al., 2013). Ein Beispiel ist Ps87 aus Puccinia striiformis, fir das
die Translokation in die Wirtszellen nachgewiesen werden konnte (Gu et al., 2011). In R. com-
mune konnten auf Grundlage einer EST-Datenbank (A. Navarro-Quezada und W. Knogge,
unverdffentlicht) putative RxLR-ahnliche Proteine abgeleitet werden. Eines dieser Proteine ist
RxP1 (Rhynchosporium-RxLR-Protein 1). Die relative Expression von RxP1 in planta zeigt
vergleichsweise niedrige Werte (10°?) auf beiden verwendeten Gerstensorten (hoch bzw. mo-
derat suszeptibel, Matern, 2011). Die Expression auf der moderat suszeptiblen Pflanze ist im
Vergleich zur hoch suszeptiblen Sorte héher (Matern, 2011). Weiterhin ist festzustellen, dass
die Expression zu frihen Zeitpunkten (0 bzw. 1 dpi) am starksten ist (beide Sorten, Matern,
2011).

An den Positionen 51 bis 54 der Aminosauresequenz von RxP1 befindet sich ein RSLR, dass
dem RxLR-Motiv aus Phytophthora-Effektoren entspricht. Weiterhin befindet sich an den Posi-
tionen 108 bis 110 ein EER-Motiv (Matern, 2011). Das RxLR-EER-Doppelmotiv ist beispiels-
weise flr die Translokation des Effektors Avr3a aus P. infestans in die Wirtszellen verant-
wortlich (Whisson et al., 2007). Das gefundene RSLR-EER-Doppelmotiv ist ein Hinweis, dass
es sich bei RxP1 um einen Effektor handeln kénnte, der in die Pflanzenzellen transloziert
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wird. Dafiir muss RxP1 zun&chst sezerniert werden. Allerdings konnte mit Hilfe des SignalP-
Algorithmus kein klassisches Signalpeptid identifiziert werden (Petersen et al., 2011). Weitere
in-silico-Analysen ergaben, dass RxP1 mdglicherweise Uber einen weitgehend unverstande-
nen Mechanismus der unkonventionellen Sekretion sezerniert wird (Nickel, 2003; Bendtsen
et al., 2005; Prudovsky et al., 2008; Jain et al., 2008; Nickel und Rabouille, 2009; Matern,
2011). Fur die unkonventionelle Sekretion wird kein klassisches Signalpeptid bendtigt. Al-
lerdings konnte mit Hilfe eines bakteriellen Systems zur Uberpriifung der Funktionalitat von
Signalpeptiden gezeigt werden, dass die ersten 15 Aminosauren des Proteins im bakteriellen
Testsystem als Sekretionssignal fungieren. Zur Untersuchung, ob RxP1 tatséchlich durch R.
commune sezerniert wird, wurde ein Fusionsprotein bestehend aus RxP1 und dem rot fluores-
zierenden Protein mCherry in R. commune exprimiert. Die Ergebnisse geben erste Hinweise,
dass RxP1 mdglicherweise sezerniert wird. Weitere Experimente sollen Aufschluss dariber
geben, ob es sich bei RxP1 tatséchlich um ein sezerniertes Molekiil handelt. Eine Translo-
kation in die Pflanzenzelle, wie es bei PWL2 aus Magnaporthe oryzae der Fall ist (Khang
et al., 2010), kann fir RxP1 derzeit weder bestatigt noch ausgeschlossen werden. Weiterhin
ist unklar, ob das RSLR-EER-Motiv in RxP1 ein Signal zur Translokation in die Pflanzenzelle
darstellt bzw. ob RxP1 Uberhaupt in die Pflanzenzelle transloziert wird oder ein apoplastisch
wirkender Effektor ist. In weiterfihrenden Arbeiten sollte zunachst ein verkirztes RxP1 mit
mCherry fusioniert werden (ohne die kodierende Sequenz fir die 15 N-terminalen Aminoséu-
ren), um zu zeigen ob die 15 N-terminalen Aminos&uren des RxP1 in vivo als Sekretionssignal
wirken, wie es die Ergebnisse aus dem bakteriellen System zeigen. Weiterhin soll das RSLR-
EER-Motiv mutiert werden, um einen méglichen Einfluss auf die Translokation zu sehen. Der
Austausch der Aminosauren RxLR-EER im Effektor Avr3a aus P. infestans fiihrt zu Mutan-
ten, die virulenter auf Pflanzen sind, die das R3a-Gen besitzen. Das pflanzliche R3a erkennt
Avr3a des Pathogens. Durch die Erkennung werden Abwehrmechanismen in Gang gesetzt.
Ist Avr3a mutiert unterbleibt die Erkennung durch R3a. Daraus folgend sind die Mutanten viru-
lent (Whisson et al., 2007). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass unverandertes Avr3a sowie
samtliche RxLR-EER-Mutanten keine Unterschiede in ihrer Virulenz auf Pflanzen zeigen, die
kein R3a besitzen (Whisson et al., 2007).

Die Deletion von RxP1 fuhrt zu einer wesentlich schnelleren und starkeren Ausbildung der
Symptome sowie zu einer deutlich gesteigerten Pilzbiomasse in planta (Matern, 2011). Das
heiBt UK7ARxP1 zeigt eine héhere Virulenz als der Wildtyp UK7. Na et al. (2013) konnten in P,
sojae zeigen, dass durch Deletion von Avr1d die Virulenz erhéht wird, wenn die Pflanzen das
Rps1d-Gen besitzen. Bei Rps1d handelt es sich um das korrespondierende R-Genprodukt
von Avr1d. Fehlt eines der beiden Genprodukte unterbleibt die Erkennung von P. sojae durch
die Pflanze und es kommt zur Infektion. Es ist derzeit nicht bekannt, ob RxP1 von der Pflanze
als Avr-Protein erkannt wird und so Abwehrmechanismen in Gang gesetzt werden, die bei
Fehlen von RxP1 unterdrickt bleiben.
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4.3. Untersuchungen zum Sekundarmetabolismus und seine mogliche
Wirkung in der Pflanze-Pathogen-Interaktion

4.3.1. In-silico-Analysen und Expressionsanalysen in planta

Durch in-silico-Analysen konnten im Genom von R. commune (Isolat UK7) 10 PKS-, vier
NRPS- und drei PKS-NRPS-Gene identifiziert werden, deren Expression in planta in zwei
verschiedenen Gerstensorten bestimmt wurde. Weiterhin wurden eine Sesquiterpencyclase
(Sesqui-TC) und drei Dimethylallyltryptophansynthasen (DMATS) gefunden. Beim Vergleich
der Genome der anderen Rhynchosporium-Isolate bzw. -Arten konnten kleinere Unterschiede
festgestellt werden (Tabelle 4.1). Beispielsweise besitzt das R. commune-lsolat AU2 jeweils
ein PKS- und NRPS-Gen (PKS14 und NRPS5) mehr als das R. commune-Isolat UK7, wah-
rend in R. secalis und R. agropyri eine PKS-NRPS fehlt (PKS13, Tab. 4.1). Im Genom von R.
orthosporum finden sich die Homologen fiir sieben PKS-, drei NRPS-Gene und zwei DMATS-
Gene. Zusatzlich besitzt R. orthosporum das Gen flr eine der in R. commune identifizierten
PKS-NRPS (PKS1) plus eine weitere, die sich nur im Genom von R. orthosporum finden l&sst
(PKS15, Tab. 4.1).

Die Anzahl der in den Rhynchosporium-Arten vorhandenen PKS-, NRPS- und PKS-NRPS-
Gene ist vergleichbar mit denen in verschiedenen Fusarium-Spezies. Die Anzahl betragt in £
graminearum 13, 12, 2 (PKS, NRPS, PKS-NRPS), in F. oxysporum 11, 8, 3 und in F. verticil-
lioides 12, 10, 4 (Collemare et al., 2008a). Magnaporthe grisea besitzt eine héhere Anzahl an
PKS, NRPS und PKS-NRPS (22, 8, 10, Collemare et al., 2008a). Der obligat biotrophe Pilz
Ustilago maydis besitzt im Vergleich dazu nur drei PKS-Gene und drei NRPS-Gene (Collema-
re et al., 2008a). PKS-NRPS-Hybride konnten bisher nur in Ascomyceten identifiziert werden.
Weiterhin besitzen hemibiotrophe und nekrotrophe Pathogene eine gréBere Anzahl an PKS-
und NRPS-Genen als biotrophe Pilze. Dies ist ein Hinweis darauf, dass hemibiotrophe und
nekrotrophe Pilze im Vergleich zu biotrophen Pilzen ein wesentlich groBeres Repertoire an
Sekundarmetaboliten stellen kénnen (Collemare et al., 2008a).

In-silico-Analysen bezlglich der in den PKS und PKS-NRPS befindlichen Doméanen ergaben,
dass sich in den Genomen der Rhynchosporium-Arten nur eine PKS befindet, die keinerlei re-
duzierende Doménen besitzt (PKS3, Abb. 4.1a). Solche PKS werden als nicht-reduzierende
PKS bezeichnet (Khosla und Harbury, 2001).

Es sind Kooperationen von PKS bekannt, in denen zwei PKS gemeinsam ein Molekil synthe-
tisieren. Asperfuranon wird in Aspergillus nidulans durch zwei verschiedene PKS synthetisiert,
von denen eine nicht-reduzierend ist (Chiang et al., 2009). Die Synthese von Zearalenon in
Gibberella zeae wird beispielsweise von zwei PKS durchgefiihrt, und auch in diesem Beispiel
handelt es sich um eine nicht-reduzierende und eine reduzierende PKS (Kim et al., 2005). Die
Synthese von Botzinsdure in B. cinerea bendtigt beispielsweise zwei reduzierende PKS (Dal-
mais et al., 2011). Das gleiche gilt fiir die Synthese von T-Toxin in Cochliobolus heterostrophus
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Tabelle 4.1.: Ubersicht iber die in R. commune, R. secalis, R. agropyri und R. orthosporum vorhande-
nen Gene fiir PKS (PKS-NRPS-Hybride sind in Klammern angegeben), NRPS, Sesqui-TC und
DMATS. Vorhandene Gene sind grau hinterlegt, (Rc UK7 und AU2) R. commune (lsolate UK7 und
AU2, Lehnackers und Knogge, 1990), (Rs) R. secalis (Isolat RS02CH-6a.1, Zaffarano et al., 2008),
(Ra) R. agropyri (Isolat RS04CH-RacA.6.1, bereitgestellt durch Prof. B. McDonald, ETH Zdrich),
(Ro) R. orthosporum (lsolat RS04CH-BéarA.1.1.3, bereitgestellt durch Prof. B. McDonald, ETH Zi-

rich), (NR-PKS) nicht reduzierende PKS

Gen

Rc
UK7

Rc
AU2

Rs

Ra

Ro

PKS1 (PKS-NRPS)

PKS2

PKS3 (NR-PKS)

PKS4

PKS5

PKS6

PKS7

PKS8

PKS9

PKS10

PKS11 (PKS-NRPS)

PKS12

PKS13 (PKS-NRPS)

PKS14

PKS15 (PKS-NRPS)

PKS (PKS-NRPS) gesamt

NRPS1

NRPS2

NRPS3

NRPS4

NRPS5

NRPS gesamt

Sesqui-TC

Sesqui-TC gesamt

DMATS1

DMATS2

DMATSS

DMATS gesamt

(Baker et al., 2006). Hypothemycin in Hypomyces subiculosus und Radicicol in Pochonia chla-
mydosporia werden wiederum von jeweils einer nicht-reduzierenden und einer reduzierenden
PKS synthetisiert (Zhou et al., 2010a,b). Die Kooperation zwischen PKS kann also gleicherma-
Ben zwischen nicht-reduzierenden und reduzierenden PKS wie auch zwischen reduzierenden
PKS untereinander vorkommen (Kim et al., 2005; Baker et al., 2006; Chiang et al., 2009; Zhou

et al., 2010b,a; Dalmais et al., 2011).
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Abbildung 4.1.: Schematische Darstellung der Doménenstruktur einer nicht-reduzierenden (PKS3) und re-
duzierenden PKS (PKS6) aus Rhynchosporium spp. (a) PKS3, nicht-reduzierende PKS, (b)
PKS®6, reduzierende PKS, (KS) [-Ketoacylsynthase, (AT) Acyltransferase, (DH) Dehydratase,
(MT) Methyltransferase, (ER) Enoylreduktase, (KR) 5-Ketoreduktase, (ACP) Acyl Carrier Protein,
(TE) Termination, TE-Domanen im Einzelnen: PKS3: Thioesterase, PKS6: O-Acyl-Transferase

Die Kooperation zweier PKS kann konvergent oder sequentiell stattfinden. Sequentiell bedeu-
tet, dass eine PKS das Substrat fiir eine zweite PKS synthetisiert (Crawford et al., 2006; Chooi
und Tang, 2012). Bei einer konvergenten Zusammenarbeit werden die Produkte zweier PKS
zu einem Molekil kondensiert (Xie et al., 2009; Chooi und Tang, 2012). Fehlende Terminati-
onsdoméanen wie in PKS2, PKS5, PKS7, PKS9, PKS10 und PKS13 von R. commune (Abb.
4.2) geben Hinweise auf eine konvergente oder sequentielle Kooperation zweier PKS, da hier
das entstehende Molekil fiir eine nachfolgende PKS bzw. zur Kondensation zur Verfligung
stehen soll (Chooi und Tang, 2012).
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Abbildung 4.2.: Schematische Darstellung der Doménenstruktur der PKS ohne Terminationsdoméne aus
Rhynchosporium spp. (a) PKS2, (b) PKS5, (c) PKS7, (d) PKS9, (e) PKS10, (f) PKS13, (KS) g-
Ketoacylsynthase, (AT) Acyltransferase, (DH) Dehydratase, (MT) Methyltransferase, (ER) Enoyl-
reduktase, (KR) 5-Ketoreduktase, (ACP) Acyl Carrier Protein, (C) Kondensation

Der Transfer des von einer PKS gebildeten Moleklls erfolgt typischerweise durch eine Acyl-
transferase. Diese kann sich als Terminationsdoméane innerhalb der PKS befinden oder als zu-
satzliches Enzym im Biosyntheseweg liegen (Chooi und Tang, 2012; Xie et al., 2009). PKS6
aus R. commune (Abb. 4.1b) besitzt beispielsweise eine O-Acyl-Transferase als Terminati-
onsdoméne. Dies kdnnte bedeuten, dass das PKS6-Produkt auf eine andere PKS Ubertragen
wird. Die Expression von PKS6 in planta findet zu friihen Zeitpunkten wahrend der Pathoge-
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nese statt, wobei die Expression in der moderat suszeptiblen Gerstensorte hdher ist als in
der hoch suszeptiblen Sorte. Da einige weitere PKS aus R. commune in planta ein &hnliches
Expressionsprofil zeigen, liefern die Expressionsprofile keinen Hinweis auf die ,Ziel*-PKS.
Eine weitere Moglichkeit zum Transfer bietet die Interaktion zwischen ACP und KS-Doméne
(Chooi und Tang, 2012). PKS3 besitzt als einzige PKS in R. commune zwei ACP (Abb. 4.1a).
Es wére denkbar, dass das zweite ACP ein weiteres Molekil aufnimmt und mit dem PKS3-
Produkt kondensiert. Da es sich bei PKS3 um die einzige nicht-reduzierende PKS in R. com-
mune handelt, wére es denkbar, dass sie in verschiedenen Biosynthesewegen involviert ist.
Die PKS3-Expression ist vergleichsweise gering und findet besonders zu frihen Zeitpunkten
in der Pathogenese statt (hoch und moderat suszeptible Gerstensorte).

PKS12 besitzt als einzige PKS in R. commune vor seiner KS-Domé&ne noch eine zusétzliche
Domaéne plus ein zusétzliches ACP (Abb. 4.3). Bei dieser Doméne handelt es sich um die
Adenylatbildende Domane (,Adenylate Forming Domain®“, AFD, Marchler-Bauer und Bryant,
2004; Marchler-Bauer et al., 2009). Diese Domaéne aktiviert unter ATP-Verbrauch ein Car-
boxylat, dass auf das ACP Ubertragen wird. Es ist anzunehmen, dass dieses Carboxylat das
Startermolekiil fir PKS12 ist. Bei keiner anderen PKS aus R. commune konnte eine solche
Domaéne vor der KS-Doméane gefunden werden, so dass davon ausgegangen wird, dass die
Startermolekiile von anderen Enzymen auf das ACP in der PKS Ubertragen werden. Weiterhin
ware es auch fir PKS12 denkbar, dass das durch die AFD eingebrachte Carboxylat mit dem
durch PKS12 synthetisierten Molekil kondensiert wird und durch die Thioesterase (TE der
PKS12) vom ACP abgespalten wird. Sequenzvergleiche (blastp, Marchler-Bauer und Bryant,
2004; Marchler-Bauer et al., 2009) ergaben auch in anderen phytopathogenen Pilzen PKS,
die vor der KS-Doméne eine AFD und ein ACP besitzen. Diese konnten bspw. in C. cochlio-
bolus (AAR90278, Kroken et al., 2003), Bipolaris sorokiniana (EMD60240, Ohm et al., 2012)
und A. niger (CAK42046, Pel et al., 2007) identifiziert werden.

Abbildung 4.3.: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von PKS12 aus Rhynchosporium spp.
(AFD) Adenylatbildende Doméane, (ACP) Acyl Carrier Protein, (KS) S-Ketoacylsynthase, (AT)
Acyltransferase, (DH) Dehydratase, (KR) 3-Ketoreduktase, (TE) Termination, Terminationsdo-
mane PKS12: Thioesterase

Die Terminationsdomanen der PKS in R. commune umfassen Oxidoreduktasen (,short chain
dehydrogenase/reductase”, SDR, Marchler-Bauer und Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al.,
2009, PKS1, PKS8, PKS11 und RoPKS15) sowie eine Esterase (PKS4), zwei Thioesterasen
(PKS3 und PKS12) und eine O-Acyltransferase (PKS6). Zu den Reaktionen, die von Oxido-
reduktasen der SDR-Familie katalysiert werden, gehdren unter anderem die Isomerisierung,
Epimerisierung, Decarboxylierung und die Reduktion von C=N-Bindungen (Marchler-Bauer
und Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al., 2009). In den oben erwahnten Beispielen von Radi-
cicol und Hypothemycin besitzt jeweils die beteiligte nicht-reduzierende PKS eine Terminati-
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onsdoméne (in beiden Féllen: Thioesterase; Zhou et al., 2010a,b).

PKS13 gehért zu den in R. commune identifizierten PKS-NRPS-Hybriden. Allerdings konn-
te weder eine Adenylierungsdoméne (A), noch ein PCP gefunden werden (Abb. 4.2f). Da-
her wird derzeit davon ausgegangen, dass nur der PKS-Teil des PKS-NRPS-Hybrids aktiv
ist. Auch in anderen Pilzen konnten PKS-NRPS mit einem verklirzten NRPS-Teil identifiziert
werden, zum Beispiel in A. clavatus (XP_001274946, Fedorova et al., 2008) und M. oryzae
(XP_003715689, ELQ41993, Dean et al., 2005; Xue et al., 2012; Marchler-Bauer und Bryant,
2004; Marchler-Bauer et al., 2009). Da verkiirzte PKS-NRPS-Versionen auch in anderen Or-
ganismen identifiziert wurden und nicht davon ausgegangen wird, dass samtliche verkilrz-
te PKS-NRPS unfunktionell sind, kann flir PKS13 postuliert werden, dass auch dieses Gen
ein funktionelles Produkt exprimiert. Die Expression von PKS13 kann in planta nachgewie-
sen werden. Allerdings gibt es Unterschiede in der Expression beim Vergleich von hoch und
moderat suszeptibler Gerstensorte. Die PKS13-Expression ist auf der moderat suszeptiblen
Sorte wesentlich héher und mehr oder weniger gleichbleibend Uber die gesamte gemessene
Zeit (0 bis 21 dpi). Wahrend die PKS13-Expression in der hoch suszeptiblen Sorte zu 0 dpi
ihr Maximum hat und sich danach immer weiter verringert. Da unbekannt ist, welches Molekul
durch die PKS13 synthetisiert wird, kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob dieses
Molekdl eventuell in der Interaktion von R. commune mit seinem Wirt Gerste eine besonde-
re Rolle spielt, besonders mit Gerstensorten, die weniger anfallig sind. Ein Hinweis auf eine
besondere Rolle des PKS13-Produkts ist die Tatsache, dass das PKS13-Gen in keiner der
anderen untersuchten Rhynchosporium-Arten (R. secalis, R. agropyri bzw. R. orthosporum)
identifiziert werden konnte (Tab. 4.1).

In Sekundarmetabolit-Genclustern (im folgenden als Cluster bezeichnet) liegen Gene, deren
Produkte zum gleichen Biosyntheseweg gehéren. Das bedeutet, dass die Gene, die beispiels-
weise modifizierende Enzyme (zum Beispiel: Glykosylierungen, Reduktionen) und Transpor-
ter kodieren, in Nahe zu PKS- bzw. PKS-NRPS-kodierenden Genen liegen (Keller und Hohn,
1997). So liegen bspw. die PKS, die an der Synthese von Asperfuranon beteiligt sind in einem
Cluster (Chiang et al., 2009). Durch in-silico-Analysen konnten mégliche Cluster in R. com-
mune ermittelt werden. Daflir wurden zwei verschiedene Algorithmen verwendet (SMURF
und HKI). SMURF (Secondary Metabolite Unique Regions Finder, Khaldi et al., 2010) liegt
die Genannotation zugrunde. Der SMURF-Algorithmus sagt aufgrund der Genprodukte, die
Ublicherweise in Clustern vorkommen die mdéglichen Cluster voraus. Der zweite in dieser Ar-
beit verwendete Algorithmus wurde am Hans-Knéll-Institut in Jena (HKI Jena) entwickelt (Wolf
et al., 2013). Der HKI-Algorithmus beruht auf méglichen Transkriptionsfaktorbindestellen, die
in den Promotorregionen in Genen in Nahe zu PKS (+/- 20 Gene) vermehrt auftauchen.

Die Anwendung der beiden Algorithmen flhrte zu unterschiedlichen Ergebnissen. Demnach
liegen moéglicherweise PKS3 und PKS13 (HKI, Abb. 4.4a) sowie PKS12 und NRPS2 (SMURF
und HKI, Abb. 4.4c) in einem Cluster. Weiterhin ergab diese Analyse, dass PKS4 mit einem
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weiteren Schllsselenzym des Sekundarmetabolismus (DMATS1) in einem putativen Cluster
liegt (SMURF und HKI, Abb. 4.5b).

PKS3 ist die einzige nicht-reduzierende PKS in R. commune, wahrend PKS13 ein PKS-NRPS-
Hybrid ist, in dem der NRPS-Teil verkirzt ist. Die Expressionsprofile der beiden PKS sind auf
der hoch suszeptiblen Pflanze &hnlich, wahrend sie sich auf der moderat suszeptiblen Sorte
unterscheiden. Daher ist unklar, inwieweit das Vorhandensein beider Gene in einem putativen
Cluster tatséchlich ein Hinweis auf eine konvergente oder sequentielle Kooperation ist (Abb.
4.4a). Da das PKS13-kodierende Gen nur in R. commune vorhanden ist, sollen weitere Un-
tersuchungen der Genome von R. secalis, R. agropyri und R. orthosporum ergeben, ob auch
die Gene des mdglichen Clusters fehlen. Dies wére ein Hinweis, dass tatsachlich ein Cluster
vorliegt, welches komplett in den anderen Rhynchosporium-Arten fehlt. Ein Beispiel hierflr
liegt fir das putative Cluster von PKS19 in Fusarium fujikuroi vor (Wiemann et al., 2013). In
diesem befinden sich inklusive PKS19 insgesamt sechs Gene, zu denen es keine Homologe
in anderen Fusarium-Genomen gibt (Wiemann et al., 2013).

PKS12 und NRPS2 liegen in einem Cluster (Abb. 4.4c). PKS12 besitzt als einzige PKS in R.
commune eine AFD (,adenylate forming domain®“, Abb. 4.3). Méglicherweise wird das durch
die NRPS2 synthetisierte Molekll durch die AFD der PKS12 aktiviert und steht dann der
PKS12 als Startermolekil zur Verfligung. Innerhalb des putativen PKS12/NRPS2-Clusters
befindet sich eine nicht naher charakterisierte Transferase, die méglicherweise fir den Trans-
fer des NRPS2-Produkts zur AFD der PKS12 sorgt. Allerdings unterscheiden sich auch hier
wie bei PKS3 und PKS13 die Expressionsprofile von PKS12 und NRPS2. Wahrend NRPS2
Uber die gesamte Zeit gleichbleibend exprimiert wird, zeigt PKS12 das Expressionsmaximum
bereits zu Beginn der Pathogenese. Méglicherweise wird das Produkt der NRPS2 aber nicht
nur als Startermolekil fir die PKS12 benétigt, sondern geht noch in weitere Biosynthesewege
ein bzw. wirkt als Einzelmolekill ohne weitere Modifikation.
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Innerhalb von Clustern in Pilzen befinden sich neben Oxidoreduktasen, Hydrolasen, Trans-
ferasen usw. auch regulatorische Elemente (Transkriptionsfaktoren) und Transporter (Keller
und Hohn, 1997). Diese Beobachtungen konnten auch fir die putativen Cluster in R. com-
mune gemacht werden. Beispielsweise befinden sich im mdglichen Cluster der PKS4 eine
PKS, eine DMATS, acht Oxidoreduktasen, ein Transkriptionsfaktor, eine bzw. zwei Transfera-
sen (SMURF bzw. HKI), ein Transporter sowie eine Hydrolase (Abb. 4.5b und Tab. C.1). Der
Transkriptionsfaktor in diesem Cluster gehért zur Familie der Myb-Transkriptionsfaktoren. Wei-
tere Transkriptionsfaktoren in den vorhergesagten Clustern sind: Zn,Cysg (C6 Zink, PKS9),
bZIP (PKS9, Abb. 4.4b) und Pig1p (PKS3/PKS13, Abb. 4.4a). In einigen der Cluster befinden
sich nicht charakterisierte Genprodukte, die mdglicherweise Transkriptionsfaktoren sein kénn-
ten (PKS1, PKS3/PKS13, Abb. 4.5a und 4.4a).

Zn,Cysg-Transkriptionsfaktoren werden als pilzspezifisch beschrieben (Keller et al., 2005). Sie
sind positive Regulatoren der Cluster und auch aus Clustern in anderen Pilzen bekannt (Keller
et al., 2005). Beispielsweise befinden sich Zn,Cysg-Transkriptionsfaktoren im Asperfuranon-
Cluster von A. nidulans (Chiang et al., 2009) bzw. in einem der Cluster, die fiir die Synthese
der Botzinsaure in B. cinerea zustandig sind (Dalmais et al., 2011). Auch im Fumonisin-Cluster
von F. verticillioides konnte ein Zn,Cysg-Transkriptionsfaktor identifiziert werden (Brown et al.,
2007). Transkriptionsfaktoren, die sich innerhalb der vorhergesagten Cluster befinden, sind
moglicherweise fur die Regulation des gesamten Clusters verantwortlich. Die Deletion des
Transkriptionsfaktors innerhalb des Fumonisin-Clusters fiihrte zu verringerter bzw. keiner Pro-
duktion von Fumonisin in F. verticillioides (Brown et al., 2007). Durch Uberexpression bzw.
Deletion des Zn,Cysg-Transkriptionsfaktor im PKS9-Cluster in F. graminearum kommt es zur
Bildung neuer Aurofusarine (Uberexpression) bzw. zu keiner Bildung von Aurofusarin (De-
letion; Sgrensen et al., 2012). Innerhalb des PKS9-Cluster in F. graminearum wurde in den
Promotorregionen der im Cluster befindlichen Gene ein konserviertes Motiv gefunden, was
darauf hinweist, dass sémtliche Gene dieses Clusters von einem einzigen Transkriptionsfaktor
reguliert werden. Die Cluster-Vorhersage des HKI bezieht sich auf solche Motive.
Weiterfihrende Arbeiten bezuglich der Identifizierung der von R. commune synthetisierten Po-
lyketide kénnten daher durch Deletion bzw. Uberexpression des Zn,Cysg-Transkriptionsfaktor
im Cluster von PKS9 erfolgen. Méglicherweise kénnten auf diese Weise das Produkt der PKS9
bzw. weitere durch R. commune synthetisierte Substanzen identifiziert werden. In den beiden
Clustern, die fir die Synthese von Botzinsdure (PKS6 und PKS9) in B. cinerea zustandig sind,
befindet sich der Zn,Cysg-Transkriptionsfaktor innerhalb des Clusters B (BcPKS9, Dalmais
etal., 2011). Im Cluster A (BcPKS6) befindet sich kein Zn,Cysg-Transkriptionsfaktor, sondern
ein putativer negativer Transkriptionsregulator (NmrA-&hnliches Protein, ,nitrogen metabolite
repression in Aspergillus®, Dalmais et al., 2011). Ein NmrA-&hnliches Protein ist in die Re-
gulation der Bikaverin-Biosynthese in F. fujikuroi involviert (Wiemann et al., 2009). Auch im
PKS4-Cluster in R. commune konnte ein NmrA-&hnliches Protein identifiziert werden (Abb.
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4.5b). Anders als die meisten anderen PKS von R. commune zeigt PKS4 zu einem spéten
Zeitpunkt der Pathogenese das Expressionsmaximum (10 dpi). Da keine Expressionsdaten
far NmrA vorliegen, kann derzeit nur angenommen werden, dass die Expression dieses ne-
gativen Regulators umgekehrt zur Expression von PKS4 verlauft. Eine weitere PKS, deren
Expression zu spaten Zeitpunkten in der Pathogenese stattfindet, ist PKS70. Allerdings findet
sich im putativen PKS10-Cluster weder ein Transkriptionsfaktor, noch ein negativer Transkripti-
onsregulator wie NmrA. Weitere putative Regulatoren in den Clustern in R. commune sind die
LaeA-ahnliche Methyltransferase im PKS6-Cluster (Abb. 4.5¢) sowie die Histondeacetylase
im Cluster von PKS12/NRPS2 (Abb. 4.4c). LaeA bedeutet ,loss of aflR expression” und spielt
sehr wahrscheinlich eine Rolle in der Methylierung von Histonen und somit in der Regulation
der Genexpression. Auch Histondeacetylasen verandern Histone und kénnen so Einfluss auf
die Regulation der Genexpression nehmen. Ob ein solcher Einfluss auch in den Clustern der
PKS6 bzw. PKS12/NRPS2 vorliegt, muss durch weiterfihrende Arbeiten geklart werden.

| TF TF I PKS1 I
(a)

TF

PKS4 (Myb) DMATS1 NmrA
¢ - - 4 -
L " |
1
(b)
LaeA PKS6

© \ I

Abbildung 4.5.: Schematische Darstellung der Sekundarstoffwechsel-Gencluster von PKS1, PKS4
und PKS6. (a) Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS1 (nur Vorhersage HKI), (b)
Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS4, (c) Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS6, (griin)
PKS bzw. DMATS, (gelb) Transkriptionsfaktoren, (blau) Oxidoreduktase, (dunkelrot) Transfera-
sen, (orange) Transporter der MFS (,major facilitator superfamily”), (hellblau) Hydrolase, (rosa)
sonstige Gene, (TF) Transkriptionsfaktor, (Klammer 1 bzw. 1*) verschiedene Vorhersagen HKI
fir PKS6, (Klammer 2) Vorhersage SMURF, s. auch Tab. C.9, C.1 und C.4 im Anhang

Eine Interaktion mehrerer PKS verschiedener Cluster in R. commune ist nicht auszuschlie-

Ben, da auch im Falle von B. cinerea BcPKS6 und BcPKS9 in verschiedenen Clustern liegen
(Dalmais et al., 2011). Weiterhin wére auch denkbar, dass die Transkriptionsregulation nicht
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nur von einem Transkriptionsfaktor innerhalb der Cluster ausgefihrt wird, sondern durch einen
Transkriptionsfaktor stattfindet, der nicht in der Nahe vom Cluster kodiert ist.

4.3.2. Funktionelle Charakterisierung der PKS1-, PKS2- bzw. PKS3-Einzeldeletion

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnten Einzeldeletionsmutanten fir PKS1, PKS2
und PKS3 erstellt werden. Das Genprodukt von PKS1 ist ein PKS-NRPS-Hybrid und PKS3
ist die einzige nicht-reduzierende PKS in den Rhynchosporium spp. Die Expression der drei
PKS-Gene findet in den beiden untersuchten Gerstensorten (moderat und hoch suszeptibel)
zu frihen Zeitpunkten der Pathogenese statt. Weiterhin konnte fir PKS3 mit einer hohen Zu-
verlassigkeit ein mégliches Cluster ermittelt werden, in welchem sich gleichzeitig eine weitere
PKS (PKS13) befindet. Die Vorhersagen fur die méglichen Cluster von PKS1 und PKS2 sind
weniger verlasslich und ergaben auch nur fiir einen der beiden genutzten Algorithmen Ergeb-
nisse (HKI, Wolf et al., 2013).

Durch die Deletion von PKS2 ist kaum ein Unterschied in der Produktion der Pilzbiomasse
in planta zu sehen. Lediglich 10 dpi ist ein signifikanter Unterschied zwischen UK7APKS2
und Wildtyp UK7 festzustellen. Es konnte beobachtet werden, dass UK7APKS2 scheinbar
nicht in der Lage ist sich effektiv in Richtung Blattgrund auszubreiten, sondern nur dort Symp-
tome entstehen, wo inokuliert wurde. Eine Uberpriifung der Pilzbiomasse in verschiedenen
Blattsegmenten konnte diese makroskopischen Beobachtungen nicht bestatigen, da gezeigt
werden konnte, dass sich die UK7APKS2-Pilzbiomasse auch im Blattgrund befindet. Das
bedeutet, dass die Deletion von PKS2 keinen Einfluss auf das Pilzwachstum hat, aber lang-
samer Symptome ausgebildet werden. Durch vergleichende LC/MS-Untersuchungen in vitro
konnten keine Unterschiede in den Sekundarmetaboliten festgestellt werden, so dass derzeit
unklar ist, welches Molekiil fir den beschriebenen Phéanotyp in planta in Frage kommt.

In planta fihrt die Deletion von PKS7 und PKS3 zu einer stark erhdhten Pilzbiomasse auf
der hoch suszeptiblen Gerstensorte wahrend sich die Pilzbiomasse auf der moderat sus-
zeptiblen Gerstensorte nicht vom Wildtyp UK7 unterschied. Auch die Ausbildung der Symp-
tome durch UK7APKS1 und UK7APKS3 ist im Vergleich zum Wildtyp UK7 stérker (hoch
suszeptible Gerstensorte). Ein Unterschied in der Symptomausbildung zwischen den PKS-
Deletionsmutanten und Wildtyp UK7 auf der moderat suszeptiblen Sorte ist hingegen nicht zu
sehen. In-vitro-Untersuchungen ergaben, dass UK7APKS1 und UK7APKS3 mehr Myzel als
der Wildtyp UK7 produzieren. Gleichzeitig konnte durch vergleichende LC/MS-Untersuchungen
gezeigt werden, dass C15H140g im Kulturfiltrat von UK7 A PKS1 fehlt und in reduzierter Menge
im Kulturfiltrat von UK7 A PKS3 vorliegt. Da beide Mutanten ein verstarktes Wachstum in und
ex planta zeigen, ist es mdglich, dass es sich bei C15H140g um einen Faktor handelt, der auf
die Sporenkeimung bzw. das Pilzwachstum wirkt.

Die nachgewiesene reduzierte Menge an C15H140¢ im Kulturfiltrat von UK7 A PKS3 lasst dar-
auf schlieBen, dass entweder weniger von der Substanz gebildet wird oder der Transport ins
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Medium verschlechtert ist.

4.3.3. Mogliche Funktion von Cy5H1406

Im Kulturfiltrat von UK7APKS1 kann kein C15H140¢ nachgewiesen werden. Da es sich bei
PKS1 um ein PKS-NRPS-Hybrid handelt, das Aminos&uren an gebildete Polyketide konden-
sieren kann, ist unklar, warum C15H140¢ kein Stickstoffatom enthalt. Mdglicherweise handelt
es sich bei C15H1406 um ein Zwischenprodukt, das entsteht, wenn PKS1 ihr eigentliches Pro-
dukt (inklusive Aminoséure) synthetisiert. Es wére denkbar, dass das eigentliche Produkt un-
ter den verwendeten Bedingungen nicht gebildet wird. Méglicherweise haben unterschiedliche
Bedingungen (in vitro bzw. in planta) nicht nur einen Einfluss auf die Expression der PKS, son-
dern auch auf die Aktivitat der jeweiligen PKS. Beispielsweise konnte fir verschiedene PKS-
Gene aus B. cinerea gezeigt werden, dass sie in vitro und in planta unterschiedlich exprimiert
sind (Dalmais et al., 2011). Daraus kdénnte gefolgert werden, dass B. cinerea je nach Wachs-
tumsbedingung unterschiedliche Sekundarmetabolite synthetisiert. In F. graminearum konn-
ten Gaffoor et al. (2005) zeigen, dass verschiedenene in-vitro-Bedingungen unterschiedliche
PKS-Expressionen hervorrufen. Durch Nutzung verschiedener in-vitro-Bedingungen konnten
Wiemann et al. (2013) zeigen, dass verschiedene Fusarium-Arten je nach Mediumzusam-
mensetzung unterschiedliche Metabolitenprofile zeigen.

Weiterhin ist mdglich, dass PKS1 das eigentliche PKS1-Produkt (Polyketid mit kondensierter
Aminoséure) bildet, aber der Aminosaureteil innerhalb der Zelle als eine Art Schutzgruppe fun-
giert, um den Abbau bzw. eine mdégliche toxische Wirkung zu verhindern. Auf &hnliche Weise
speichern Pflanzen toxische Substanzen als Glucosinolate. Die Freisetzung erfolgt nur, wenn
bspw. ein Frassfeind die Zellen zersért und das hydrolytische Enzym Myrosinase und die
Glucosinolate aufeinander treffen, die zuvor in verschiedenen Kompartimenten getrennt von-
einander vorlagen (Mithéfer und Boland, 2012). Méglicherweise ist die Wirkung von C15H140¢
nur auBerhalb von R. commune erwunscht und durch die Kondensation mit einer Aminoséure
wird das Molekiil in seiner Reaktivitat gehemmt. Zur Sekretion von C15H140¢ wird dann der
sticksoffhaltige Teil des Molekiils abgespalten, so dass dann C15H140¢ nicht aber das stick-
stoffhaltige Produkt der PKS1 in vitro nachweisbar ist.

C15H1406 kann nur in reduzierter Menge im Kulturfiltrat von UK7APKS3 im Vergleich zum
Kulturfiltrat von Wildtyp UK7 nachgewiesen werden. Daher wird angenommen, dass PKS1
und PKS3 in die Biosynthese von Ci5H140¢ involviert sind. Méglicherweise liegt hier eine
Interaktion von zwei PKS vor, die nicht innerhalb des gleichen Clusters liegen. Eventuell hat
das Produkt der PKS3 einen regulatorischen Einfluss auf die Synthese von C15H140¢, ist am
Transport des Molekiils in die Umgebung beteiligt oder hat einen Einfluss auf die Abspaltung
der Aminosdurekomponente, wenn Cy5H140¢ sezerniert wird. Abbildung 4.6 zeigt ein Modell,
wie PKS1 und PKS3 interagieren kénnten. PKS1 synthetisiert aus dem Startermolekdl ,A” die
Substanz ,Z“, die eine Aminosaurekomponente enthélt. Durch die Sekretion wird der Amino-
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saureteil von ,Z" abgespalten und Cy5H140¢ wird freigesetzt. Gleichzeitg wird ,Y* durch PKS3
aus dem Startermolekil ,B“ synthetisiert. ,Y* kdnnte einen positiven Einfluss auf die Enzy-
maktivitdt von PKS1 besitzen bzw. die Sekretion von Cy5H140¢ steigern. Dadurch wiirde es
zu einer geringeren Menge an Ci5H140¢ im Kulturfiltrat kommen, wenn PKS3 deletiert wird.
Es wéare denkbar, dass auch das Produkt der PKS1 (,Z%) einen regulatorischen Einfluss auf
PKS3 hat. Durch das Fehlen von PKS1 und ,Z“ wird die Produktion von ,Y“ erhdht, die dann die
Synthese von ,Z" anschalten soll. Ein regulatorischer Einfluss auf die Expression von PKS1
bzw. PKS3 wird eher nicht angenommen, da kaum Unterschiede in der in-planta-Expression
von PKS1 bzw. PKS3 beim Vergleich von UK7APKS3 bzw. UK7APKS1 mit dem Wildtyp zu
sehen sind.

PKS1 Sekretion PKS3
A= z2)—= oo =
N A A
\ / |
\ / |

Y

Abbildung 4.6.: Mégliche Interaktion von PKS1 und PKS3 in der Biosynthese von Ci5H1406. (A bzw. B)
Startermolekule fir PKS1 bzw. PKS3, (Y) Produkt der PKS3, (Z) putatives stickstoffhaltiges End-
produkt der PKS1

Im putativen Cluster von PKS3 befinden sich neben PKS13 auch ein Transporter sowie eine
Aminopeptidase (Tab. C.3 und Abb. C.3). Es ware mdéglich, dass die Aminopeptidase aus
dem PKS3/PKS13-Cluster verantwortlich fir das Abspalten des Aminoséurerestes von ,Z* ist
und anschlieBend die Sekretion von C15H140¢ durch den Transporter, der sich auch in die-
sem Cluster befindet, erfolgt. Anhand des Modells in Abbildung 4.6 kann auch erklért werden,
warum im Kulturfiltrat von UK7 APKS3 (LC/MS-Analysen) keine fehlende Komponente im Ver-
gleich mit Wildtyp UK7 auftaucht, da laut dem derzeit vorliegenden Modell das Produkt der
PKS3 intrazellular wirkt.

Da in planta ein besseres Pilzwachstum von UK7APKS1 festgestellt wurde, handelt es sich
bei C15H140 mdglicherweise um einen Keimungs- und/ oder Wachstumshemmer, der auf
den eigenen Organismus wirkt, um das gleichzeitige Auskeimen zu vieler Sporen zu ver-
hindern. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation war es nicht mdéglich die Struktur von
C15H140¢ aufzuklaren, um die Substanz zu synthetisieren und Untersuchungen hinsichtlich
ihrer Wirkungsweise durchzuflihren. Um dennoch Hinweise auf die Funktion von C15H140¢ zu
erhalten, wurden Experimente mit konditionierten Medien von UK7APKS1 (kein C15H1406)
und Wildtyp UK7 (C15H140¢) durchgefiihrt. In konditioniertem Medium, dass kein Cy5H140¢
enthélt, zeigt sich besseres Wachstum im Vergleich zu konditioniertem Medium, dass von
Anfang an C15H140¢ beinhaltet. Der GFP-exprimierende Pilz, der fiir den Wachstumstest ver-
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wendet wurde, ist selbst in der Lage, C15H140¢ zu produzieren, da er ein funktionelles PKS1-
Gen besitzt. Das bedeutet, dass Gber die Zeit des Experiments neues C15H140¢ zu den kon-
ditionierten Medien (mit bzw. ohne C15H140g) hinzu kommt. Dennoch hat das neu gebildete
C15H140¢ offenbar keinen Einfluss auf das Ergebnis, da trotz spater gebildetem C15H140g im
UK7A PKS1-Medium (ohne C15H140¢) das Wachstum in diesem Medium stéarker ist. Ein wei-
teres Experiment sollte den méglichen Einfluss von C15H140¢ auf die Sporenkeimung, Anzahl
der Keimschlauche und die Keimschlauchlange zeigen. Die Ergebisse zeigten aber keinen
Unterschied zwischen den verwendeten Medien mit bzw. ohne C45H140¢. Daher wird derzeit
davon ausgegangen, dass es sich bei C15H140 moglicherweise um einen Wachstumsinhibi-
tor handelt.

Zusatzlich zum Einfluss von C15H140¢ als Autoinhibitor von R. commune, wurden Versuche
durchgefiihrt, ob die Wachstumsinhibierung eventuell auch auf andere Organismen ausge-
weitet werden kann. Daftr wurden Versuche mit E. coli und P. infestans durchgefihrt. Fir
beide Organismen konnten keine Wachstumsunterschiede in den konditionierten Medien von
UK7APKS1 (ohne Ci5H140¢) bzw. Wildtyp UK7 (C15H140g) festgestellt werden. Diese Ver-
suche missen wiederholt werden, wenn die Struktur von Cy5H140¢ aufgeklart ist und die
Reinsubstanz synthetisiert werden kann. Derzeit werden Uberexpressionsmutanten von PKS1
unter einem konstitutiven bzw. induzierbaren Promotor erstellt, um eine gréBere Ausbeute an
C15H140¢ fir NMR-Analysen zu erzielen.

Neben der Hypothese von Ci5H140¢ als Wachstumsinhibitor wére es denkbar, dass es sich
bei der Substanz um einen Avirulenzfaktor handelt. Es wére vorstellbar, dass C15H140¢ durch
die Pflanze erkannt wird und somit Abwehrreaktionen hervorgerufen werden. Fehlt C15H140g,
unterbleibt die Erkennung und die Mutante kann ungehindert wachsen und mehr Pilzbiomas-
se in planta als der Wildtyp UK7 produzieren. Es ist von ACE1 aus M. grisea bekannt, dass
es sich bei dem PKS-NRPS-Hybrid um ein Avr-Genprodukt handelt. Das durch ACE1 synthe-
tisierte Produkt wird durch das R-Genprodukt Pi33 in Reis erkannt, daraus folgend kann M.
grisea Pflanzen, die ein funktionelles Pi33-Gen besitzen, nicht infizieren. Liegen ACE1 (M.
grisea) bzw. Pi33 (Reis) nicht oder nicht funktionell vor, kommt es zu keiner Erkennung des
Pathogens durch die Pflanze und M. grisea kann die Pflanze infizieren (Béhnert et al., 2004;
Collemare et al., 2008a). Auch flr ein PKS-NRPS-Hybrid aus Trichoderma virens konnte ge-
zeigt werden, dass das synthetisierte Produkt in der Lage ist, Abwehrreaktionen auszulésen
(Mukherjee et al., 2012). Trichoderma spp. sind symbiontische Pilze, die mit anderen phyto-
pathogenen Organismen um ihre Wirtspflanze konkurrieren. T. virens besiedelt die Wurzeln
von Maispflanzen und induziert Abwehrreaktionen, wodurch ein Befall weiterer Phytopathoge-
ne unterbunden wird. Mukherjee et al. (2012) konnten zeigen, dass durch Mutation in einem
PKS-NRPS-Gen die Induktion von pal (Phenylalanin-Ammoniak-Lyase, ein Abwehrgen) unter-
bleibt, woraus die Autoren schlieBen, dass das PKS-NRPS-Produkt von der Pflanze erkannt
wird und damit Abwehrgene induziert werden.
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Ob es sich bei C15H1406 um einen Avirulenzfaktor oder um einen Wachstumsinhibitor han-
delt, der als Autoinhibitor wirkt, kann derzeit nicht gesagt werden. Allerdings ergaben in-vitro-
Untersuchungen, dass UK7APKS1 mehr Myzelmasse als der Wildtyp UK7 produziert, wie es
auch in planta der Fall ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Verwendung verschie-
dener Flissigmedien zu unterschiedlichen Mengen an C15H140¢ im Kulturfiltrat fihrt. Dabei
wurde festgestellt, dass je mehr Myzel produziert wurde, um so weniger C15H140¢ im Kul-
turfiltrat nachgewiesen werden konnte. Aus dieser negativen Korrelation lasst sich schlieBen,
dass Ci5H140¢ einen Einfluss auf das Myzelwachstum in und ex planta haben kénnte und
moglicherweise tatsachlich als Wachstumsinhibitor wirkt.

4.4. Verstarktes Wachstum der erstellten Deletionsmutanten in planta

Biotrophe und hemibiotrophe Pilze bendétigen lebendes Pflanzengewebe, um zu Uberleben
und ihren Lebenszyklus komplett durchlaufen zu kénnen (Koeck et al., 2011). Wahrend der
Infektion der Wirtspflanzen produzieren und sezernieren Pathogene Virulenzfaktoren, die die
Wirtsphysiologie zu ihren Gunsten modulieren (Dodds et al., 2009). Es wéare daher zu erwar-
ten, dass sich die Deletion von Virulenzfaktoren negativ auf die Pathogenentwicklung auswirkt
(verminderte Virulenz bzw. apathogenes Verhalten der Mutanten). Umso erstaunlicher ist es,
dass die meisten in dieser Dissertation beschriebenen Deletionsmutanten ein im Vergleich
zum Wildtyp verstéarktes Wachstum in planta zeigen. Dies betrifft die Deletion von PMET,
RxP1, PKS1 und PKS3, wobei deutlich wird, dass Pilzbiomasse und Symptomentwicklung
nicht streng korrelieren.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Prozess der Protoplastentransformation bzw.
das zur Transformantenselektion verwendete Phleomycin-Resistenzgen das Wachstum der
Deletionsmutanten beeinflussen. Gegen diese These sprechen allerdings weitere Deletions-
mutanten, die ebenfalls durch homologe Rekombination erstellt wurden und deren Wachs-
tum in planta im Vergleich zum Wildtyp entweder unverandert oder verzégert war (Kirsten
et al., 2012; W. Knogge, unverdffentlicht). Zwei dieser Mutanten wurden ebenfalls mit Hilfe
des Phleomycin-Resistenzgens selektioniert. Dabei fiihrte die Deletion von PFP1 zu einer
apathogenen Mutante (Siersleben, 2011), wahrend die N/P2-Deletionsmutante auf der mode-
rat suszeptiblen Sorte Atlas weniger Pilzbiomasse als der Wildtyp produzierte (Kirsten et al.,
2012).

Eine Erklarungsmoglichkeit flr das im Vergleich zum Wildtyp gesteigerte Wachstum der De-
letionsmutanten ware, dass die in dieser Arbeit deletierten Faktoren nicht in erster Linie fir
die direkte Interaktion von R. commune mit Gerste oder die parasitische Phase des pilz-
lichen Lebenszyklus nétig sind. Eventuell sichern sie das Uberleben des Pilzes unter we-
niger gunstigen Umweltbedingungen, bspw. in einer Nichtwirts-Umgebung, oder sie haben
eine Bedeutung wahrend der saprophytischen Phase des Lebenszyklus (Zhan et al., 2008;
Morris et al., 2009). Freilanduntersuchungen zur Veranderung der genetischen Struktur von
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R.-commune-Populationen zeigten, dass sich die Selektionsbedingungen, die wahrend der
beiden Phasen herrschen, offenbar deutlich unterschieden (Abang et al., 2006). Vermutlich
ist der Pilz mit einem spezifischen Gen-Repertoire fiir die nicht-parasitische Phase ausge-
stattet um zum Beispiel in der Konkurrenz mit schneller wachsenden Saprophyten bestehen
zu kdnnen. Aber auch wahrend der parasitischen Phase werden spezifische Faktoren fiir die
Konkurrenz mit anderen Mikroorganismen, die die gleiche Pflanze besiedeln wollen, bendtigt
(Morris et al., 2009). Hierzu zahlen LysM-Proetine, fir die Gber ihre Funktion als Virulenzfaktor
hinaus eine Bedeutung im Schutz vor konkurrierenden phytopathogenen Organismen disku-
tiert wird. LysM-Proteine wie Ecp6 aus C. fulvum wirken als Suppressoren der pflanzlichen
Abwehr, indem sie Chitin-Oligosaccharide binden, die wahrend des Pilzwachstums in planta
durch die Aktivitat pflanzlicher Chitinasen, aus der pilzlichen Zellwand freigesetzt werden (Bol-
ton et al., 2008). Dadurch wird verhindert, dass pflanzliche Rezeptoren das Chitin und damit
die Anwesenheit des Pilzes erkennen und Abwehrreaktionen in Gang gesetzt werden (Bolton
et al., 2008). Gleichzeitig wird angenommen, dass diese LysM-Proteine die Pilzhyphen gegen
Chitinasen konkurrierender Organismen schitzen (de Jonge und Thomma, 2009). Die Kon-
kurrenz um eine Wirtspflanze besteht nicht nur mit anderen Mikroorgansimen, sondern kann
auch zwischen den Isolaten einer Art auftreten (Zhan und McDonald, 2013). Das muss aber
nicht bedeuten, dass Isolate, die eine hohe Virulenz zeigen, wenn sie eine Wirtspflanze allein
besiedeln, zwangslaufig einen Vorteil bei gleichzeitigem Befall eines weiteren Isolats zeigen
(Schirch und Roy, 2004; Zhan und McDonald, 2013). Beim Vergleich von Einzel- bzw. Multi-
infektionen verschiedener Isolate des Weizenpathogens Mycosphaerella graminicola konnten
Schiirch und Roy (2004) zeigen, dass einige der Isolate im Vergleich zur Einzelinfektion eine
reduzierte Virulenz aufwiesen, wenn sie gleichzeitig mit anderen Isolaten inokuliert wurden.
Méglicherweise liegt die Bedeutung der in dieser Arbeit beschriebenen Effektoren in der Ab-
wehr anderer phytopathogener Organismen bzw. anderer R. commune-Isolate, die gleichzei-
tig die Gerstenpflanzen besiedeln. Die Produktion bzw. Sekretion von Faktoren, die nicht oder
nicht nur fir die ErschlieBung der Wirtspflanze von unmittelbarer Bedeutung sind, kénnte fir
den Pilz ,Kosten“ verursachen, die erst durch die Deletion im Vergleich mit dem Wildtyp sicht-
bar werden.

Der Erfolg eines Pathogens zeigt sich nicht nur innerhalb der Wirtspflanze, sondern er beruht
auch auf der Fahigkeit, Sporen innerhalb der Wirtspopulation zu verbreiten. Dieser Transmis-
sionserfolg bietet einen weiteren Ansatzpunkt, um den ,positiven” Einfluss von Deletionen auf
das Pilzwachstum zu erklaren. Haufig wird angenommen, dass die Fahigkeit zur Ubertragung
von Sporen (Pathogen-Fitness) eine positive Korrelation mit der Entwicklung des Pathogens
in planta und seiner Virulenz aufweist (Sacristan und Garcia-Arenal, 2008). Virulenz ist dabei
als Beeintrachtigung der Wirtsfitness definiert. Fir R. commune stellt sich in diesem Zusam-
menhang daher die Frage, ob die in Form von Lasionen beobachtete Virulenz mit der Sporen-
produktion korreliert. Eine Quantifizierung der Sporulation in planta war bisher nicht méglich.
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Es ist jedoch denkbar, dass das verstarkte Wachstum der Deletionsmutanten nicht mit einer
gesteigerten Sporenbildung einhergeht, sondern eine negative Korrelation vorliegt. Dies wiir-
de bedeuten, dass eine Wachstumsgeschwindigkeit existiert, bei der sowohl die Entwicklung
des Pilzes in einer einzelnen Wirtspflanze, wie auch die Ausbreitung der produzierten Sporen
innerhalb der Wirtspflanzenpopulation optimal verlauft. Mdglicherweise sind eines oder meh-
rere der in dieser Arbeit betrachteten Genprodukte an der Aufrechterhaltung dieses Optimums
beteiligt. Zukiinftige Arbeiten sollten daher die Quantifizierung der von R. commune in planta
produzierten Sporen zum Ziel haben.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

R. commune besitzt Gene, die zellwandabbauende Enzyme kodieren. Neben Polygalaktu-
ronasen (PGs) und Pektatlyasen (PLs) finden sich im Genom flnf Pektinmethylesterasen
(PMEs). Die Deletion von PMET flihrte nicht zu einem Verlust der Pathogenitat, sondern zu ei-
nem verzdgerten Ausbilden der Symptome und einer gréBeren Pilzbiomasse in planta. Daraus
kann geschlossen werden, dass PME1 die Pflanze-Pathogen-Interaktion beeinflusst. Die ver-
z6gerte Symptomentwicklung kénnte darauf hindeuten, dass die Regulation des Ubergangs
von biotropher zu nekrotropher Phase betroffen ist. Die Deletion von PME 1 hat keinen Einfluss
auf die Expression der anderen PME-Gene in UK7APMET1. In weiterfilhrenden Arbeiten sol-
len die Transkriptmengen aller PME-Gene gleichzeitig mit Hilfe von PME-RNAI-Konstrukten
reduziert werden (D. Penselin und W. Knogge, unverdffentlicht). Mdglicherweise wird durch
die Deletion der PME1 die Expression von PGs und PLs veradndert, wodurch der vorliegende
Phanotyp hervorgerufen wird. In weiterfihrenden Arbeiten bezlglich der Charakterisierung
der UK7APMET sollte die Expression von PGs und PLs in planta Gberprift werden, um zu
klaren, ob der verdnderte Wachstumsphéanotyp eventuell durch eine erhdhte Expression der
PG- und PL-Gene hervorgerufen wird.

Die Deletion des RxP1-Gens (Rhynchosporium-RxLR-Protein 1) fihrt zu einem stark erhéh-
ten Pilzwachstum in planta und zu einer schnelleren Symptomausbildung. Dies ist ein Hin-
weis, dass das Protein méglicherweise von der Pflanze als Avirulenz-Genprodukt erkannt
wird. Mittels der Fusion von RxP1 mit dem rot fluoreszierenden Protein mCherry konnte die
Lokalisation von RxP1 an der Peripherie der Pilzhyphen gezeigt werden. Ob es sich bei RxP1
tatsédchlich um einen sezernierten Effektor handelt oder ob das Protein innerhalb der Hyphen
lokalisiert ist, sollen weiterfiihrende Arbeiten zeigen. Weiterhin soll geklart werden, ob das N-
terminale RXxLR-Motiv als Translokationssignal in die Pflanzenzelle wirkt oder ob es sich bei
RxP1 mdglicherweise um einen apoplastisch wirkenden Effektor handelt.

R. commune Wildtyp UK7 besitzt zehn Gene fir Polyketidsynthasen (PKS), vier Gene flr
nicht-ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) und drei Gene fiir PKS-NRPS-Hybride. Nach De-
letion von PKS1 (PKS-NRPS-Hybrid) bzw. PKS3 (nicht-reduzierende PKS) wird ein verstark-
tes Pilzwachstum in planta sowie in vitro fest gestellt. Vergleichende LC/MS-Untersuchungen
der Kulturfiltrate zeigten, dass eine Verbindung der Summenformel C15H140¢ im Kulturfiltrat
der PKS1-Deletionsmutante fehlt und im Kulturfiltrat von UK7APKS3 in reduzierter Menge
vorliegt. Erste Untersuchungen zur biologischen Funktion von C15H140¢ lassen darauf schlie-
Ben, dass es sich bei der Substanz um einen Autoinhibitor handelt, der das Wachstum von
R. commune negativ beeinflusst. Eine Strukturaufklarung von C15H140g war bisher nicht er-
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folgreich, soll aber in Zukunft durch die Uberexpression von PKS1 erfolgen. AnschlieBend
kénnte die Substanz fiir umfassende Untersuchungen zur biologischen Funktion synthetisiert
werden.

Durch die Deletion von PKS2 wird das Pilzwachstum in planta kaum beeinflusst. Allerdings
zeigt diese Mutante eine verzdgerte Symptomausbildung. Vergleichende LC/MS-Analysen
konnten keine Riickschllsse auf das durch PKS2 synthetisierte Produkt geben. Es wird al-
lerdings angenommen, dass das PKS2-Produkt in die Symptomausbildung involviert ist, da
die durch die Mutante verursachten Symptome im Vergleich zum Wildtyp verzégert und weni-
ger nekrotisch auftreten.

Weiterflhrende Arbeiten zum Sekundarmetabolismus von R. commune, sollten zunachst das
Spekirum der Sekundarmetabolite aufnehmen, die R. commune unter verschiedenen ex-
planta-Bedingungen synthetisieren kann. AnschlieBend sollten Uberexpressionsmutanten, zum
Beispiel durch Austausch der endogenen PKS-Promotoren gegen konstitutive oder induzier-
bare Promotoren bzw. Deletion oder Uberexpression von regulatorischen Elementen (NmrA,
LaeA, Zn,Cysg-Transkriptionsfaktoren) in den vorhergesagten Clustern erstellt werden, um so
im Kulturfiltrat von Wildtyp UK7 identifizierte Metabolite den verschiedenen PKS bzw. Clustern
zuordnen zu kénnen.

Nach den im Rahmen dieser Dissertation erlangten Erkenntnissen kann fir PME1, RxP1, das
PKS2-Produkt sowie C15H140¢ eine Rolle in der Pflanze-Pathogen-Interaktion postuliert wer-
den. Zusatzlich wéare mdglich, dass einer oder mehrere der mutmaBlichen Virulenzfaktoren
das Uberleben unter ungiinstigen Umweltbedingungen sichert oder eine Rolle wihrend der
Konkurrenz mit anderen Mikroorganismen, die die gleiche Pflanze befallen, spielt.
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A. Anhang Oligonukleotide

Tabelle A.1.: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide.

Bezeichnung

Sequenz (5 — 3')

gRT-Oligonukleotide

PKS1_RT_s GGT GAAGGC TTT GCA GCT GTC ATT A
PKS1_RT_as CGA GTT GAC GCC TGT CTC TCT GAT TAT
PKS2_RT_s AGA CGATTC TAT CCG CGC AAT T
PKS2_RT_as GGT GTT CTT TGG ATC GAG CCC ATAT
PKS3_RT_s GCT TAC CAA GGC CCC AAG TGT CTA GTA AT
PKS3_RT_as TGC TGG GGC TCG TCT GAG AAT AAT AT
PKS4_RT_s GAA GGC GCT GGC ATG CTT ATATTA A
PKS4_RT_as TGG AGC TGC AGT TAG AAC CTT GAT TAA
PKS5_RT_s GGA GTC ATA CCT CCA AAT CTCCAC TTT
PKS5_RT_as GGC CAT TTT TGA GCT ATT GTG GG
PKS6_RT_s TCG GAG AAG TGC GGT CCT ACA AAT
PKS6_RT_as GCC GACTTGAGC TTT CAGTCACATTT
PKS7_RT_s GCT TCA CAG CAG ATT TCC AGC AAAT
PKS7_RT_as CAT GGC TGA TAC GGT TGC TGA TAA TA
PKS8_RT_s TCT GAG CGA GGC ATT GAA GGT AAT
PKS8_RT_as GCT GAA GGC GCA GTG TCA ATA ATT
PKS9_RT_s CTA GCT TCC TGC ATG GCAATC TCA T
PKS9_RT_as TCA GTA CCC CCA ACA GCC ATC AT
PKS10_RT_s ACA TAT CCC CAC GAC AAA TGG AGA AGT
PKS10_RT_as CAT TCT CGT CCT GAT CCT TGA TCT CTT
PKS11_RT_s GCT CTC CTC GCT CAA CTC CAG AAC TA
PKS11_RT_as GAA AAG AAG GCC CGG AAA GGT AGA
PKS12_RT_s CGC AGC GAT GTC CAT GGC TAT TAT
PKS12_RT_as GGT ATC CTG ATG CGA CGA ACA GAATA
PKS13_RT_s CCG CAT GAC AAG AGC ACC TCT CTA
PKS13_RT_as AAG CCA CTG GAG CAG ATG GTC AA
NRPS1_RT_s CCT TCC CAC GTC TTT CTG GCA ATA
NRPS1_RT_as ATC TCATCT TTC CCC TCC TCT CTC ACT A
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Anhang Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5 — 3)

NRPS2_RT_s TAC ACG TCT CCG GGA CAA AGA ACA A
NRPS2_RT_as GGA GCT CTC GTT TCG ATG AAT CGT
NRPS3_RT_s CTG ATC CGA TGG GAA CAG CAT AGT AAA
NRPS3_RT_as CGA TTG CAG AGA TTC CAC GCA TAT
NRPS4_RT_s AAA CCT CGC AGC TCC ATT CGG TAT A
NRPS4_RT_as CGA ATT TGA CAC TGC CCT CTC GT
PME1_RT_s CGG TCGATTTTG TGT TTG GGATTT
PME1_RT_as GCT TTA TCC AAA ACA ATG TAT CCT GTC GA
PME2_RT_s GAC TTC AGC TCC AGC TGG TGC ACT A
PME2_RT _as CTC TGG GAG CCT GTG GAT GTT GT
PME3_RT_s CAG GCG GGT GCA AAT GCT CTT
PME3_RT _as GCA GAT TTG AGT GGC CGC AAG T
PME4_RT_s AAG ACC GTC CAG GAG GGT TCA AAT
PME4_RT_as CGT TGA GCG GTG GAA AGT AAACTT GT
PME5_RT_s CAC AGC ATT GCA GCT ATC AGC TCA A
PME5_RT _as CTA GTT GTG GAT GAG CTG CCA ATG A
GPD_RT_s TCT GCT AAG GAT TGG CGC GG
GPD_RT_as GCT TGC CGT TGA GCT CTG GG

HOO05J24_RT_s

GTG CGC TGT GGT CAA GAT GTT

HO05J24 RT as

TAG TGA TAT CGC TCA TGC CGG

Oligonukleotide zur Erstell

ung der Deletionsmutanten

07338_PKS1_s

AGC ATA GGC GGC GCC AAT CT

07338_PKS1_as

ATG CCG CGC TTGCTGAGCTT

07338_PKS1_fusion1

GCT CTG TAC AAC ATT CGG AG

07338 _PKS1_fusion2

CAG CCC TTC TCT CTG CGT CCG AGC TGA GTATTC TGG
ACC A

07338_PKS1_fusion3

TTC ATT TTC GGG AGA CGA GAT GAC GGC GGA ATG GCA
AGT C

07338 _PKS1_fusion4

GCC GGT CCA GTT CTG CAAGT

07338 _PKS1_fusionA

GAT CCG ACA AAG TCATGG TC

07338_PKS1_fusionB

GAT TCT GCC CAA CGG TAG TG

07338_PKS1_testd’

CAA AAA TCG CAA AGA TAC AA

07338_PKS1_test3’

TAA GTT CTG AGA AGT TTG GA

03915_PKS2_s

CCG ATG GGC TTG CAC ATG CT

03915_PKS2_as

AAT TGG AGC CGC CTA TGC CG

03915 _PKS2_fusioni

TTC CAG CGC CAC ATC CGT CT
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Bezeichnung

Sequenz (5’ — 3’)

03915_PKS2_fusion2

CAG CCC TTC TCT CTG CGT CCC CGG CGT CCATTG CTC
AAA A

03915 _PKS2_fusion3

TTC ATT TTC GGG AGA CGA GAT TCC ATC GAT CTC ACC
GCC G

03915 PKS2 fusion4

TGT GCG AAA GAC CCG TCC GA

03915 _PKS2_fusionA

CGA TAT CGC CGA GTT GTG AT

03915 _PKS2_ fusionB

GTC CAT ACA CCA CAATCGCT

03915_PKS2_testd’

GCA TAT TCA AGC AAA GAT GG

03915_PKS2_test3’

AGC CAA AAG CTA CTG GTA AG

05345_PKS3_s

GGC TCC GAG GTA CAATGG CT

05345_PKS3_as

TCA CGC ATC CCC ATG GTG GT

05345 PKS3 fusiont

CTG GAG CGT ACA GCA TAATG

05345 PKS3_fusion2

CAG CCC TTC TCT CTG CGT CCT CCA GTG CGG TTG TAA
CAC A

05345 PKS3_fusion3

TTC ATT TTC GGG AGA CGA GAG AGA AGA TGC GAT TGC
GGC G

05345_PKS3_fusion4

TTT TTC GGG ACC GGC CAATC

05345_PKS3_fusionA

TAA CGC AGC TCG GAA CTA AG

05345_PKS3_fusionB

GAC CAG TCA CTG GGA GTC CA

05345_PKS3_test5’

ACC CTT ACA TCC ATG ATT CT

05345_PKS3_test3’

TTC CAT ACT AAT GTA TGC CA

06040_PKS4_s

AAA CGG TCC ACT CGC GGG AA

06040_PKS4_as

CCG CAA CAC CGC CCA AAATA

06040 _PKS4 _fusioni

CTC GGG CCG TGA GGC AAA AT

06040_PKS4_fusion2

CAG CCCTTC TCT CTG CGT CCT GCC GCT GAG CGATCC
ATT G

06040 _PKS4 fusion3

TTC ATT TTC GGG AGA CGA GAT CCT TCC CAT TAG TGT
CGAC

06040 _PKS4 fusion4

CAA ATC GAA CGC TGG CAT AC

06040_PKS4_fusionA

TGT TCC ATG GCC TTG GCT GG

06040 PKS4 fusionB

TGC GGC ACC TGC TCG ACA AT

06040_PKS4_test5’

TTC CCACTG GAC GTT TTG AC

06040_PKS4_test3’

ATT GGA AAG ATC GGA GCA CA

11029_PME1_s

ATG TAT CCT GTC GAATCG GC

11029_PME1_as

GGC TCT CAG AACGCTTTC TA

11029 _PME1_fusion1

TGA CAT TCG TAT TGT GAT CA

127



Anhang Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5 — 3)

11029 _PME1_fusion2

CAG CCC TTC TCT CTG CGT CCT CGC CTG GTC AGA ATA
CGCG

11029_PME1_fusion3

TTC ATT TTC GGG AGA CGA GAG ACT TGA CTT ACA GTA
GCAT

11029_PME1_fusion4

ATT CCC TGC CTC TAG TAG GT

11029 PME1_fusionA

GTA TCA TCA CTG CGA ATC CG

11029 PME1_fusionB

CTG TAG ATC AGG CCT TCG CA

11029 PME1_testd’

CGG AGC CGC CTACTG TCAGT

11029 _PME1_test3’

TCA TAG TTC TGC TGG ACA AA

01266_RxP1_s

TCG CGA GGT TTG GTG CTG GT

01266_RxP1_as

CGG GCC ATT TCT GTG CTG CA

01266 _RxP1_fusion1

CTT CCT TTT CAG TAG CTC CG

01266_RxP1_fusion2

CAG CCC TTC TCT CTG CGT CCC CCG AAAAGC TCC GTT
GTTT

01266_RxP1_fusion3

TTC ATT TTC GGG AGA CGA GAT CGC CAT CAA CGT TCC
GCAT

01266_RxP1_fusion4

TGG CGT CAA ACG GAC TCT GA

01266_RxP1_fusionA

GCG ATG CTC GTG GCC ACT GT

01266_RxP1_fusionB

TCG CAA AGC CAG CAC GGA GA

01266_RxP1_test5’

AGT ATC AAT GTC TTC CAA CC

01266_RxP1_test3’

CGC AAC GCA TTT CTC GAC AA

04424s GCATGA TTG CAG GCT CCC CA
04424as TGA ACC GTC TCC CGA AGC GA
04424 _fusionf TTT TCC GCC AAT GGC TTC CG

04424 fusion2

CAG CCC TTC TCT CTG CGT CCC TTG AAG GGT ATT CCC
GGCC

04424 fusion3

TTC ATT TTC GGG AGA CGA GAC TCA ATC GAA GGA ACT
GTG G

04424 fusion4

CTA TCT CAC CAA TCC CGA CG

04424 fusionA

TCG GCC GGA GAT GTA ACA GA

04424 fusionB

CTG AAC GCA CGC ATG CAC GT

11236s AAC CCC CCAAGC CCAACGTT
11236as CGG CAT TCT AAC ATT CGC GA
11236_fusion1 TGC GAG ACG CTT GCC TGA CA

11236 _fusion2

CAGCCCTTCTCT CTG CGT CCT TTC GCG AGA CGG TGC
TGGT
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Bezeichnung

Sequenz (5’ — 3’)

11236_fusion3 TTC ATT TTC GGG AGA CGA GAT TCC CCG TGC CCT TTG
CTTT

11236_fusion4 GCA TCG TGC CCT TCT TGC GA

11236_fusionA GGT TGG TTG GGC CAT TGC GT

11236_fusionB ACA GCG ATG GCA AGATTT GG

11236_test5’ GGT TCA GGA CCC ATT CCA GA

11236_test3’ GCA GAA GAA GGG CAA GAAGT

19382s CTT TCC CGC CCT CAT CCG AA

19382as ACG GCA AAC CGG TCA CAT GG

19382_fusion1 CAA CAC TGC TGC GGC ATC GA

19382_fusion2 CAG CCC TTC TCT CTG CGT CCG CAA ACG CAT CTC CAT
TCG G

19382_fusion3 TTC ATT TTC GGG AGA CGA GAC GAT CAG ATT TCC AAC
CTG G

19382_fusion4 CGG ATC CTACTC TTG GCA AC

19382_fusionA GTC CAG AGA TTT CGT CGA GA

19382 _fusionB TGA GCT CTC AGC TAT ACG GT

19382_testd’ ATA AAA GAC AGG GTT TCG AG

19382_test3’ CAATTG CTT AAGTAAGTG TT

ble_fusion_s GGA CGC AGA GAG AAG GGC TG

ble_fusion_as

TCT CGT CTC CCG AAA ATG AA

test_3’Int(s)

CAT TGG ACC TCG CAA CCC TAG

test_5’Int(as)

CCG GTC CCG GAT TAATAATC

Oligonukleotide fiir das SST

leader_bla_1

AAT TCA TGA GTA TTC AAC ATT TCC GTG TCG CCC TTA
TTC CCT TTT TTG CGG CAT TTT GCC TTC CTG TTT TTG
CTGC

leader_bla_2

GGC CGC AGC AAA AAC AGG AAG GCA AAA TGC CGC
AAA AAA GGG AAT AAG GGC GAC ACG GAA ATG TTG AAT
ACT CAT G

SP_NIP1_1

AAT TCA TGA AAT TCC TCG TAC TGC CTC TCT CCC TTG
CCTTTC TTC AGATTG GCC TCG TCT TCT CTA CGC CGG
C

SP_NIP1_2

GGC CGC CGG CGT AGA GAA GAC GAG GCC AAT CTG
AAG AAA GGC AAG GGA GAG AGG CAG TAC GAG GAA
TTT CAT G
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Bezeichnung Sequenz (5" — 3))

SP_NIP2_Eco ATC GAA GAA TTC ATG AAG TAT CTC

SP_NIP2_Not ACG ACA GCG GCC GCG GCA TGG GTG

SP+aa_NIP2_Not ATT GCC GCG GCC GCA TCT CCA ATC

SP_NIP3_1 AAT TCA TGC TGC CCA AGA CGT TAATCATTT GCC TGC
TCG CAA CTA CAG CCC AAG CCG C

SP_NIP3_2 GGC CGC GGC TTG GGC TGT AGT TGC GAG CAG GCA
AAT GAT TAA CGT CTT GGG CAG CAT G

GPD_Eco CCT TCT GAATTC GAATCA TGG CTC

GPD_Not AGA TGC GCG GCC GCG GCG TAG TGG

SP_PME1_1 GGC CGC ACA CCA TAC CGT ATT AAC ACA CAC CAA GCC
GTT GAC CAA AAT AGA AGC CCG CAT G

SP_PME1_2 AAT TCA TGC GGG CTT CTATTT TGG TCA ACG GCT TGG
TGT GTG TTA ATA CGG TAT GGT GTG C

SP_PME2_1 GGC CGC GGC GAA AAC GGC TGT AAC CAG CGA ACT
TAG AGC AAG AAG GAA ACG CAT G

SP_PME2_2 AAT TCA TGC GTT TCC TTC TTG CTC TAA GTT CGC TGG
TTA CAG CCG TTT TCG CCG C

SP_PME3_1 GGC CGC GGC AGT TAC TAG GCT GCA GAG CAG CGC
TAG AGA AAG AAA GGA ACG CAT G

SP_PME3_2 AAT TCA TGC GTT CCT TTC TTT CTC TAG CGC TGC TCT
GCA GCC TAG TAACTG CCG C

SP_PME4_1 GGC CGC TGC GGT TAC AAG GCT GAA GAG CAG CGC
TAC GGA CAG GAA GGA ACG CAT G

SP_PME4_2 AAT TCA TGC GTT CCT TCC TGT CCG TAG CGC TGC TCT
TCA GCC TTG TAA CCG CAG C

SP_PMES5_1 GGC CGC TGC CAC CAC TTG AGC TGATAG CTG CAATGC
TGT GAG CAG TCC AAA GAC GAC CCG CTT GAG GCT TGA
CAT G

SP_PME5_2 AAT TCA TGT CAA GCC TCA AGC GGG TCG TCT TTG GAC
TGC TCA CAG CAT TGC AGC TAT CAG CTC AAG TGG TGG
CAGC

RxP1_15aa_1 GGC CGC TAA GCG GTC GAG AAG GTG TTG GTC ATA GCT
AGG GGG ATC ACT CAT G

RxP1_15aa_2 AAT TCA TGA GTG ATC CCC CTA GCT ATG ACC AAC ACC
TTC TCG ACC GCT TAG C

RxP1_20aa_1 GGC CGC TTT TCT GAG TGC GTT TAA GCG GTC GAG AAG
GTG TTG GTC ATA GCT AGG GGG ATC ACT CAT G
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Bezeichnung

Sequenz (5’ — 3’)

RxP1_20aa_2 AAT TCA TGA GTG ATC CCC CTA GCT ATG ACC AAC ACC
TTC TCG ACC GCT TAA ACG CAC TCA GAA AAG C

RxP1_25aa_1 GGC CGC GAG CTCGACGCTTGATTT TCT GAG TGC GTT
TAA GCG GTC GAG AAG GTG TTG GTC ATA GCT AGG GGG
ATC ACT CAT G

RxP1_25aa_2 AAT TCA TGA GTG ATC CCC CTA GCT ATG ACC AAC ACC

TTC TCG ACC GCT TAA ACG CAC TCA GAA AAT CAA GCG
TCG AGC TCG C

Lokalisierungsstudien RcRxP1

mCherry_Notl_s

TAC GAG CGG CCG CAA TGG TGA GCA AGG GCG AGG A

mCherry_EcoRI_as

GAC TCT GAATTC TTA CAG CTT CGATCT CTT GT

RxP1_Ascl_s TCA GGC GCG CCA TCA TGA GTG ATC CCC CTA G
RxP1_Notl_as ACT GGC GGC CGC ATT CGG CTT CCG GTAC
RxP1_mCh_s GTC TTC GGA ACG GAA CTC CAT CAT
RxP1_mCh_as GCG CAG CTT CAC CTT GTA GAT GA

Sequenziiberprifung PKS13

PKS13_seqls

GAC GGG ACC AAT CGG CCT TT

PKS13_seqg2as

GGT GAC GAG GAG GAATTA

PKS13_seqg3as

GCG CTC TAATTT ATC TTT AT

PKS13_segdas

GCT ATG CAG GTG ATC AGA

Sequenzieroligonukleotide

SST_seq_s

CTC TTG CCC GGC GTC AAT AC

SST_seq_as

CAA AAT CAACGG GAC TTT CC

ToxA2s_sequ

CAG CGA TAG CTG ACA ATG AAT G

TrpC2as_sequ

CCA ACG ATC TTA TAT CCA G

pJET1.2_forward

CGA CTC ACT ATA GGG AGA GCG GC

pJET1.2_reverse

AAG AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG

M13_forward

GTA AAACGACGG CCAG

M13_reverse

CAG GAA ACA GCT ATG AC

Seq_OE_PKS1_s

TAT TCT CCG ATG ATG CAA TA

Seq_OE_PKS1_as

TGT CAA CAA GAA TAA AAC GC

Seq_Link_OE_s

CAC ACC AGC CTT TCC ACT TC

Seq_OE_Prom_as

CAT TGG AGT GGT GAA ATC CA

Konstrukt zur Uberexpression von PKS1

OE_Start_PKS1_s

TCT AGA ATG GTT TCC ACT AAG CCAGTC A

OE_Start PKS1_as

GGG CCC TAG ACT TGT TGA ATG AGATT
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Bezeichnung

Sequenz (5 — 3)

OE_5UTR_PKS1_s

GGT ACC GTT CTT TCATTG CTC CGT TAT

OE_5UTR_PKS1_as

ACT AGT GCC AAA GTT GGA AAG TAC AGG AGA

OE_ToxA_s GCG GCC GCC TCG ACG GTA TCG ATT GGA ATG CA
OE_ToxA_as TCT AGA CCT ATATTC ATT CAT TGT CA
alcA_Notl_s GCG GCC GCC CGG ATAGTT CCG ACC TA

alcA_Xbal_as

TCT AGA TTT GAG GCG AGG TGA TAG GA

Lin1_Xbal_BamHI

CTA GTT CTA GAG GAT CCA

Lin2_Xbal BamHI

CTA GTG GAT CCT CTA GAA
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Anhang Oligonukleotide

Tabelle A.4.: Anlagerungstemperaturen und Elongationszeiten fiir die PCR und AmplikongréBe der PCR-
Produkte. (TDW) Touchdown-PCR, (KO) Deletionsmutante (Knockout), (WT) Wildtyp

Oligonukleotidpaar Anlagerungs-| Elongations- | Amplikon
temperatur zeit [min] [bp]
[°C]

Erstellung Deletionskonstrukte

07338_PKS1_fusion1/ 66 — 45 1000

07338_PKS1_fusion2 (TDW)

07338_PKS1_fusion3/ 66 — 45 1000

07338_PKS1_fusion4 (TDW)

07338_PKS1_fusion1/ 66 — 45 3600

07338_PKS1_fusion4 (TDW)

03915_PKS2_fusion1/ 66 — 45 1000

03915_PKS2_fusion2 (TDW)

03915_PKS2_fusion3/ 66 — 45 1000

03915 _PKS2_fusion4 (TDW)

03915_PKS2_fusion1/ 66 — 45 3600

03915_PKS2_fusion4 (TDW)

05345_PKS3_fusion1/ 66 — 45 1000

05345_PKS3_fusion2 (TDW)

05345_PKS3_fusion3/ 66 — 45 1000

05345_PKS3_fusion4 (TDW)

05345_PKS3_fusion1/ 66 — 45 3600

05345_PKS3_fusion4 (TDW)

06040_PKS4_fusion1/ 66 — 45 1000

06040_PKS4_fusion2 (TDW)

06040_PKS4_fusion3/ 66 — 45 1000

06040_PKS4_fusion4 (TDW)

06040_PKS4_fusion1/ 66 — 45 3600

06040_PKS4_fusion4 (TDW)

11029_PME1_fusion1/ 66 — 45 1000

11029_PME1_fusion2 (TDW)

11029_PME1_fusion3/ 66 — 45 1000

11029_PME1_fusion4 (TDW)

11029_PME1_fusion1/ 66 — 45 3600

11029 PME1_fusion4 (TDW)

04424 fusion1/ 04424 fusion2 66 — 45 1000
(TDW)
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Oligonukleotidpaar Anlagerungs-| Elongations- | Amplikon
temperatur zeit [min] [bp]
[°C]

04424 fusion3/ 04424 fusion4 66 — 45| 2 1000
(TDW)

04424 fusion1/ 04424 fusion4 66 — 45| 5 3600
(TDW)

11236_fusion1/ 11236_fusion2 66 — 452 1000
(TDW)

11236_fusion3/ 11236_fusion4 66 — 452 1000
(TDW)

11236_fusion1/ 11236_fusion4 66 — 455 3600
(TDW)

01266_RxP1_fusion1/ 66 — 452 1000

01266_RxP1_fusion2 (TDW)

01266_RxP1_fusion3/ 66 — 452 1000

01266_RxP1_fusion4 (TDW)

01266 _RxP1_fusion1/ 66 — 45 |5 3600

01266_RxP1_fusion4 (TDW)

19382_fusion1/ 19382_fusion2 66 — 452 1000
(TDW)

19382 _fusion3/ 19382 fusion4 66 — 45| 2 1000
(TDW)

19382_fusion1/ 19382_fusion4 66 — 455 3600
(TDW)

ble_fusion_s/ ble_fusion_as 55 2 1600

Uberpriifung der Rekombinanten

07338_PKS1_s/ 07338_PKS1_as 60 0,5 215

07338_PKS1_fusionA/ 60 3000 (KO)

07338_PKS1_fusionB 5335 (WT)

07338_PKS1_test5’/ test_5’Int(as) 63 — 50| 2 1139
(TDW)

07338 _PKS1_test3'/ test_3’Int(s) 60 2 1107

03915_PKS2_s/ 03915_PKS2_as 52 0,5 526

03915_PKS2_fusionA/ 60 8 3004 (KO)

03915_PKS2_fusionB 7661 (WT)

03915 _PKS2 test5’/ test_5’Int(as) 60 2 1229

136




Anhang Oligonukleotide

Oligonukleotidpaar Anlagerungs-| Elongations- | Amplikon
temperatur zeit [min] [bp]
[°C]
03915 _PKS2_ test3'/ test_3’Int(s) 60 2 1217
05345_PKS3_s/ 05345 PKS3_as 65 0,5 206
05345_PKS3_fusionA/ 8 2900 (KO)
05345_PKS3_fusionB 7994 (WT)
05345 PKS3_test5’/ test_5’Int(as) 63 — 502 1174
(TDW)
05345 PKS3_test3’/ test_3’Int(s) 63 — 50 |2 1202
(TDW)
06040_PKS4_s/ 06040_PKS4_as 60 0,5 531
06040_PKS4_fusionA/ 60 3071 (KO)
06040_PKS4_fusionB 6010 (WT)
06040 _PKS4 test5’/ test_5’Int(as) 60 2 1300
06040 _PKS4 test3'/ test_3’Int(s) 60 1216
11029_PME1_s/ 11029_PME1_as 60 0,5 223
11029_PME1_fusionA/ 60 3000 (KO)
11029 _PME1_fusionB 2400 (WT)
11029_PME1_test5/ test_5’Int(as) 60 1194
11029 _PME1_test3’/ test_3’Int(s) 60 1212
04424s/ 04424as 60 0,5 500
04424 fusionA/ 50 4 3057 (KO)
04424 _fusionB 4069 (WT)
11236s/ 11236as 60 0,5 309
11236_fusionA/ 60 3020 (KO)
11236_fusionB 4819 (WT)
11236_test5’/ test_5’Int(as) 63 — 50| 2 1152
(TDW)
11236_test3’/ test_3’Int(s) 63 — 50 |2 1214
(TDW)
01266_RxP1_s/ 01266_RxP1_as 52 0,5 558
01266_RxP1_fusionA/ 63 — 50 3142 (KO)
01266_RxP1_fusionB (TDW) 3231 (WT)
01266_RxP1_test5’/ test_5’Int(as) 63 — 50| 2 1208
(TDW)
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Oligonukleotidpaar Anlagerungs-| Elongations- | Amplikon
temperatur zeit [min] [bp]
[°C]

01266 _RxP1_test3’/ test_3’Int(s) 63 — 50| 2 1218
(TDW)

19382s/ 19382as 60 0,5 545

19382_fusionA/ 60 3054 (KO)

19382_fusionB 4095 (WT)

19382_test5’/ test_5’Int(as) 60 1113

19382_test3’/ test_3’Int(s) 60 1173

SST

SP_NIP2_Eco/ SP_NIP2_Not 57 0,5 55

SP_NIP2_Eco/ SP+aa_NIP2_Not 57 0,5 103

GPD_Eco/ GPD_Not 60 0,5 160

Lokalisierung RcRxP1

mCherry_Notl_s/ mCherry_EcoRI_as 60 720

RxP1_Ascl_s/ RxP1_Notl_as 63 — 50 |2 1130
(TDW)

RxP1_mCh_s/ RxP1_mCh_as 55 1 791

Sequenziberprifung PKS13

PKS13_seqls/ PKS13_seqg2as 63 — 50| 1 282
(TDW)

PKS13_seqls/ PKS13_seq3as 63 — 50 |2 950
(TDW)

PKS13_seqls/ PKS13_seqgdas 63 — 50| 4 1808
(TDW)

Konstrukt zur Uberexpression von PKS1

OE_Start PKS1_s/ OE_Start PKS1_as 55 1,5 932

OE_5UTR_PKS1_s/ OE_5UTR_PKS1_as | 55 1,5 960

OE_ToxA_s/ OE_ToxA_as 55 1,5 434

alcA_Notl_s/ alcA_Xbal _as 55 1,5 474
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Tabelle A.5.: Ermittelte Effizienzwerte fiir die qRT der verwendeten Oligonukleotidpaare.

| Oligonukleotidpaar Effizienzwert (E) |
PKS1_RT s/ PKS1_RT as 1,62
PKS2 RT s/ PKS2 RT as 1,68
PKS3 RT s/ PKS3 RT as 2,00
PKS4 RT s/ PKS4 RT as 1,91
PKS5 RT s/ PKS5 RT as 1,80
PKS6_RT s/ PKS6_RT as 1,92
PKS7 RT s/ PKS7 _RT as 1,77
PKS8 RT s/ PKS8 RT as 1,68
PKS9 RT s/ PKS9 RT as 1,40
PKS10_RT _s/PKS10_RT as 1,74
PKS11_RT s/ PKS11_RT as 1,74
PKS12_RT s/ PKS12 _RT as 1,53
PKS13_RT s/ PKS13_RT as 1,66
NRPS1_RT s/ NRPS1_RT as 1,78
NRPS2_RT s/ NRPS2 RT as 1,47
NRPS3 RT s/ NRPS3 RT as 1,53
NRPS4 RT s/ NRPS4 RT as 1,64
PME1_RT s/PME1 _RT as 1,41
PME2 RT s/ PME2 RT as 1,51
PME3 _RT s/ PME3_RT as 1,44
PME4 RT s/ PME4 RT as 1,40
PME5 RT s/ PME5 RT as 1,78
GPD_RT s/ GPD_RT as 2,03
HO05J24 RT s/ HO05J24 RT as | 1,96
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B. Anhang DNA-Hybridisierung
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Abbildung B.1.: Phosphor-Screen nach DNA-Hybridisierung, PME1. (1) #443, (2) #456, (3) #488, (4) Wildtyp
UK7, (5) #431, (6) #497, (7) Wildtyp UK7
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Abbildung B.2.: Phosphor-Screen nach DNA-Hybridisierung, RxP1. (1) #2055, (2) #2217, (3) Wildtyp UK7
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Abbildung B.3.: Phosphor-Screen nach DNA-Hybridisierung, PKS1. (1) #15, (2) #180, (3) #227, (4) Wildtyp
UK?7
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Abbildung B.4.: Phosphor-Screen nach DNA-Hybridisierung, PKS2. (1) #4101, (2) Wildtyp UK7
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Abbildung B.5.: Phosphor-Screen nach DNA-Hybridisierung, PKS3. (1) #5135, (2) Wildtyp UK7
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C. Anhang Sekundarstoffwechsel-Gencluster

Tabelle C.1.: Sekundérstoffwechsel-Gencluster PKS4. (unch.) uncharakterisiertes Gen, (1) Vorhersage HKI
Jena (Wolf et al., 2013), (2) Vorhersage SMURF (Khaldi et al., 2010)

Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS4:
mégliches Gen, putative Genfunktion 1] 2]

Methyltransferase
3-Ketoacyl-Carrier-Protein-Reduktase
Cytochrom P450

PKS4

Cytochrom P450

Transkriptionsfaktor

Cytochrom P450

Methyltransferase

Cytochrom P450

Hydrolase

Cholindehydrogenase

Dioxygenase

DMATS1

unch.

MFS (major facilitator superfamily), Transporter
Cytochrom P450

NmrA-&hnlich, negativer Transkriptionsregulator

L 2]
1
Abbildung C.1.: Sekundérstoffwechsel-Gencluster PKS4, schematisch. Cluster umfasst ca. 52 kb (Klammer
2) bzw. 54 kb (Klammer 1), (griin) PKS bzw. DMATS, (gelb) Transkriptionsfaktor, (blau) Oxidore-

duktasen, (dunkelrot) Transferasen, (orange) Transporter der MFS, (hellblau) Hydrolase, (rosa)
sonstige Gene, (Klammer 1) Vorhersage HKI, (Klammer 2) Vorhersage SMURF
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Anhang Sekundarstoffwechsel-Gencluster

Tabelle C.2.: Sekundéarstoffwechsel-Gencluster PKS10. (unch.) uncharakterisiertes Gen, (1) Vorhersage HKI
Jena (Wolf et al., 2013), (2) Vorhersage SMURF (Khaldi et al., 2010)

Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS10:
mdgliches Gen, putative Genfunktion [1]2]

MFS (major facilitator superfamily), Transporter
Dehydratase
Dioxygenase
Citratsynthase
unch.

unch.

unch.

PKS10

Protease
Oxidase-Doméne
unch.

Xylanase

Abbildung C.2.: Sekundérstoffwechsel-Gencluster PKS10, schematisch. Cluster umfasst ca. 63 kb (Klam-
mer 1) bzw. 25 kb (Klammer 2), (griin) PKS10, (blau) Oxidoreduktasen, (orange) Transporter der

MFS, (violett) Lyasen, (rosa) sonstige Gene, (Klammer 1) Vorhersage HKI, (Klammer 2) Vorher-
sage SMURF
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Anhang Sekundarstoffwechsel-Gencluster

Tabelle C.3.: Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS3 + PKS13. (unch.) uncharakterisiertes Gen, (1) Vor-

hersage HKI Jena (Wolf et al., 2013) fir PKS3, es wurden zwei verschiedene mdgliche
Sekundérstoffwechsel-Gencluster vorhergesagt, die Uberschneidung ist in schwarz dargestellt, (3)
Vorhersage HKI Jena (Wolf et al., 2013) fiir PKS13, (2) Vorhersage SMURF (Khaldi et al., 2010)

Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS3 + PKS13:

maogliches Gen, putative Genfunktion

[ 1]3]2]

unch.

Cholindehydrogenase

Phosphaditylinositol Phospholipase C

Pigment Biosynthese Protein

PKS3

Transkriptionsfaktor

Transkriptionsfaktor

unch.

unch.

2-Methylcitrat-Dehydratase

Citratsynthase

MFS (major facilitator superfamily), Transporter

unch.

Transferase

Hydratase

PKS13

PCL7, Cyclin-ahnliches Protein

Aminopeptidase

KRE9, Zellwandsynthese

Cystathionin-Synthase

SRP102 (,signal recognition particle®)

Palmitoyltransferase

Untereinheit ATP Synthase
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Anhang Sekundarstoffwechsel-Gencluster

JHNINS 8besIayloA (g Jewwely]) ‘LS 40 IMH abesiayion
(g Jowwey) ‘€SMd N} |MH usbesiayion suspaIydsian (| 'mzqg | Jawwepy)) ‘eusc) abnsuos (esos) ‘eselelpAH (unibjiay) ‘eseAq (19|0In) ‘SN Jop
Jauodsuel) (sbuelo) ‘usselsjsuel] (1oJjxunp) ‘esepinpalopixO (nejq) ‘uasopeisuonduysuel] (qieb) ‘€1SMd 'Mzqg £SMd (Unib) ‘(z Jewwey) gy G| "mzq
(g Jowwery) gx L0 ‘(.1 Jowiwely) oy $9 | (1 JaLWely) oy € “ed UasseiwN 18lsn|D "YIsewayas ‘cLSHd + ESH 191Snjoua-jasysamyjolsiepunyas :'¢"0 bunpiiqay

A /

! \

| |
wiran — | — I+_

148



Anhang Sekundérstoffwechsel-Gencluster

Tabelle C.4.: Sekundérstoffwechsel-Gencluster PKS6. (unch.) uncharakterisiertes Gen, (1) Vorhersage HKI
Jena (Wolf et al., 2013), es wurden zwei verschiedene mogliche Sekundarstoffwechsel-Gencluster
vorhergesagt, die Uberschneidung ist in schwarz dargestellt, (2) Vorhersage SMURF (Khaldi et al.,
2010)

Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS6:
mégliches Gen, putative Genfunktion | 1 | 2 |

unch.

Methyltransferase (LaeA-ahnlich)
unch.

unch.

Maltose Permease
Purinnukleosid Permease
unch.

unch.

ABC Transporter

PKS6

unch.

- == l = __T'
\ .

Abbildung C.4.: Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS6, schematisch. Cluster umfasst ca. 48 kb (Klammer
1), 42 kb (Klammer 1*) bzw. 26 kb (Klammer 2), (griin) PKS6, (dunkelrot) Transferase, (rosa)
sonstige Gene, (Klammer 1 bzw. 1*) Vorhersage HKI, (Klammer 2) Vorhersage SMURF
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Anhang Sekundarstoffwechsel-Gencluster

Tabelle C.5.: Sekundéarstoffwechsel-Gencluster PKS8. (unch.) uncharakterisiertes Gen, (1) Vorhersage HKI
Jena (Wolf et al., 2013), es wurden zwei verschiedene mogliche Sekundarstoffwechsel-Gencluster
vorhergesagt, die Uberschneidung ist in schwarz dargestellt, (2) Vorhersage SMURF (Khaldi et al.,

2010)

Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS8:

maogliches Gen, putative Genfunktion

unch.

Proteinkinase-Doméne

Reduktase

PKS8

unch.

MCH1 (Monocarboxylat Permease Homolog)

TMS1, Membranprotein

Dehydrogenase

Lyase

DNA mismatch repair protein

unch.

Oxidoreduktase

Elektronentransfer Flavoprotein

Nukleosom Remodelling Komplex

unch.

Helikase

unch.

unch.

1*

Abbildung C.5.: Sekundérstoffwechsel-Gencluster PKS8, schematisch. Cluster umfassen ca. 45 kb (Klam-
mer 1), 58 kb (Klammer 1*) bzw. 21 kb (Klammer 2), (griin) PKS8, (blau) Oxidoreduktasen,
(violett) Lyasen, (rosa) sonstige Gene, (Klammer 1 bzw. 1*) Vorhersage HKI, (Klammer 2) Vor-
hersage SMURF
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Anhang Sekundarstoffwechsel-Gencluster

Tabelle C.6.: Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS12 + NRPS2. (unch.) uncharakterisiertes Gen, (1) Vor-
hersage HKI Jena (Wolf et al., 2013) fir PKS12, es wurden zwei verschiedene mdogliche
Sekundérstoffwechsel-Gencluster vorhergesagt, die Uberschneidung ist in schwarz dargestellt, (3)
Vorhersage HKI Jena (Wolf et al., 2013) fir NRPS2, (2) Vorhersage SMURF (Khaldi et al., 2010)

Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS12 + NRPS2:

maogliches Gen, putative Genfunktion

[ 1]3]2]

unch.

unch.

Oxygenase

Acyl-CoA-Synthetase

(5-Keto-Acyl-Synthase

Transferase

unch.

NRPS2

Glucose-/ Galactose-Transporter

F-box-Domane-Protein

unch.

unch.

PKS12

Glycogensynthase

unch.

Ulp1, postranslationale Modifikation

Cytochromoxidase Vorlaufer

unch.

FEN1, Fettsaureelongase

unch.

unch.

RPL4A, ribosomales Protein

Histondeacetylase

Oxidoreduktase

hPOT1_OB-ahnliche Domé&ne, Telomerlangenregulation

Monooxygenase

151



Anhang Sekundarstoffwechsel-Gencluster
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Anhang Sekundarstoffwechsel-Gencluster

Tabelle C.7.: Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS9. (unch.) uncharakterisiertes Gen, (1) Vorhersage HKI
Jena (Wolf et al., 2013), (2) Vorhersage SMURF (Khaldi et al., 2010)

Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS9:

madgliches Gen, putative Genfunktion 1]2]

Transferase-Domane

Transferase

unch.

MFS (major facilitator superfamily), Transporter

Transkriptionsfaktor

unch.

Hemerythrin-ahnlich

Monooxygenase

Permease

unch.

unch.

Trypsin Vorlaufer

Dehydrogenase

Oxidoreductase

Multidrug Resistenzprotein

Serinhydrolase

PKS9

unch.

Multidrug Resistenz assoziiertes Protein

unch.

Peroxin-1

DNA Replikationslizensierungsfaktor

unch.

Transkriptionsfaktor

unch.

SUMO Protease
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Anhang Sekundarstoffwechsel-Gencluster
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Anhang Sekundérstoffwechsel-Gencluster

Tabelle C.8.: Sekundérstoffwechsel-Gencluster PKS2. (unch.) uncharakterisiertes Gen, (1) Vorhersage HKI
Jena (Wolf et al., 2013), es wurden zwei verschiedene mogliche Sekundarstoffwechsel-Gencluster
vorhergesagt, die Uberschneidung ist in schwarz dargestellt, (2) Vorhersage SMURF (Khaldi et al.,
2010) ergab kein Sekundarstoffwechsel-Gencluster

Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS2:

maogliches Gen, putative Genfunktion

HSP, Hitzeschockprotein

HSP-ahnlich, Hitzeschockprotein

CIr5-Doméane (oft assoziiert mit Ankyrin-Proteinen)

Dehydrogenase/ Reduktase

PKS2

FSH2, Serinhydrolase

unch.

unch.

SDR, Dehydrogenase/ Reduktase

unch.

Peptidyl-Prolyl-lsomerase

Oxidase

Methyltransferase

Protease

HET (heterokaryon incompatibility protein),
verhindert Zellfusion verschiedener Wildtypstamme

unch.

DNA Polymerase

T-l:_._ T‘_—_ " _.‘__l...-_ —
l

e

X

Abbildung C.8.: Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS2, schematisch. Cluster umfasst ca. 40 kb (Klammer
1) bzw. 52 kb (Klammer 1*), (griin) PKS2, (blau) Oxidoreduktase, (dunkelrot) Transferase, (hell-
blau) Hydrolase, (rosa) sonstige Gene, (Klammer 1 bzw. 1*) verschiedene Vorhersagen HKI
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Anhang Sekundarstoffwechsel-Gencluster

Tabelle C.9.: Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS1. (unch.) uncharakterisiertes Gen, (1) Vorhersage
HKI Jena (Wolf et al, 2013), (2) Vorhersage SMURF (Khaldi et al, 2010) ergab kein
Sekundarstoffwechsel-Gencluster

Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS1 (PKS-NRPS):
mégliches Gen, putative Genfunktion [1]2]

Ubiquitin-&hnlich, posttranslationale Modifikation
MAMS3, nétig fir Mitochondrienmorphologie
unch.

Cholindehydrogenase

SWF1 (spore wall formation), Zellwandausbildung
Transkriptionsfaktor

unch.

S1S2,spezifisch fur den Zellzyklus
Transkriptionsfaktor

unch.

O-Fucosyl-Transferase

PKS1

d A
r 2 mh /’rd'"
. -ﬂ‘.‘..‘-[\' - T L0
] ¥y L ]
| ,

Abbildung C.9.: Sekundarstoffwechsel-Gencluster PKS1, schematisch. Cluster umfasst ca. 57 kb, (griin)
PKS1, (gelb) Transkriptionsfaktoren, (blau) Oxidoreduktase, (dunkelrot) Transferase, (rosa) sons-
tige Gene
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D. Anhang Expressionsanalysen in planta
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Abbildung D.1.: Expression von PKS4-9 in planta wéahrend der Interaktion mit zwei verschiedenen
Gerstensorten. (a) PKS4-Expression, (b) PKS5-Expression, (c) PKS6-Expression, (d) PKS7-
Expression, (e) PKS8-Expression, (f) PKS9-Expression, (l) Ingrid: hoch suszeptible Gerstensor-
te, (A) Atlas: moderat suszeptible Gerstensorte, (dpi) Tage nach Inokulation, n=4
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Anhang Expressionsanalysen in planta
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Abbildung D.2.: Expression von PKS10-13 in planta wahrend der Interaktion mit zwei verschiedenen Gers-
tensorten. (a) PKS10-Expression, (b) PKS11-Expression, (¢) PKS12-Expression, (d) PKS13-
Expression, (I) Ingrid: hoch suszeptible Gerstensorte, (A) Atlas: moderat suszeptible Gersten-
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Abbildung D.3.: Expression von NRPS1-4 in planta wahrend der Interaktion mit zwei verschiedenen Gers-
tensorten. (a) NRPS1-Expression, (b) NRPS2-Expression, (¢) NRPS3-Expression, (d) NRPS4-
Expression, (I) Ingrid: hoch suszeptible Gerstensorte, (A) Atlas: moderat suszeptible Gersten-
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