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Zusammenfassung

Der hemibiotrophe Pilz Colletotrichum higginsianum gehort zur Abteilung der Schlauchpilze
und ruft die Anthraknose-Krankheit auf verschiedenen Kreuzbliutlern, wie z.B. Pak Choi,
hervor. Unter Laborbedingungen ist C. higginsianum auch in der Lage, eine kompatible
Interaktion mit der Modellpflanze Arabidopsis thaliana einzugehen. Der Infektionszyklus
dieses Pilzes besteht aus zwei Teilen: In der biotrophen Phase der Infektion werden zunachst
die pflanzliche Kutikula und Zellwand mit Hilfe von Appressorien als spezialisierte
Penetrationsorgane durchdrungen. Nach erfolgreicher Penetration wachsen daraus von
pflanzlicher Plasmamembran umgebene, biotrophe Primarhyphen. AnschlieRend bilden sich
aus den Primarhyphen diinne, nekrotrophe Sekundarhyphen. Dies leitet den Ubergang in die
nekrotrophe Phase der Infektion ein, in der der Wirt aktiv abgetttet wird und der Pilz sich von
totem Pflanzenmaterial erndhrt. Das Ziel dieser Arbeit war die Identifikation von C.
higginsianum Virulenzfaktoren und deren Funktion in der Interaktion mit A. thaliana. Dafur
wurde in Vorarbeiten aus einer Bibliothek aus zufélligen T-DNA-Insertionsmutanten 75 C.
higginsianum Mutanten mit reduzierter Pathogenitét isoliert. Fir eine Auswahl dieser Mutanten
wurde in dieser Arbeit durch Bestimmung der Zahl an T-DNA-Insertionen und deren
genomischer Insertionsorte ein erster Schritt zur Identifikation von Virulenzgenen getan. Zwei
vielversprechende Pathogenitdtsmutanten und deren potentiell von der T-DNA betroffene
Gene wurden im Detail untersucht.

vir-88 bildet Appressorien mit morphologischen Verformungen, die moglicherweise von
Defekten bei der Aufrechterhaltung der Zellpolaritat herrihren. Da nur wenige dieser
Appressorien zur Penetration in der Lage sind, zeigt vir-88 reduzierte Pathogenitat gegen A.
thaliana. Daneben produziert vir-88 weniger und kleinere Konidien, was auf zusatzliche
Defekte bei der Bildung von Konidien hindeutet. Das Genom von vir-88 enthéalt eine T-DNA-
Insertion upstream des ChMOB2-Gens, welches in C. higginsianum essentiell zu sein scheint
und far ein in vielen Eukaryonten vorkommendes kinaseaktivierendes Protein kodiert. Alle
Phanotypen von vir-88 konnten durch Transformation mit ChMOB2 komplementiert werden,
weswegen ChMOB2 einen in phytopathogenen Ascomyceten bisher unbekannten
Virulenzfaktor darstellt. Es konnte experimentell bestatigt werden, dass ChMob2 an die
NDR/LATS-Kinase ChCbk1l bindet und zumeist mit dieser co-lokalisiert. Um die Funktion
dieses Komplexes zu bestimmen, wurde versucht, von ChCbkl regulierte Zielproteine zu
identifizieren. Das mRNA-bindende Protein ChSsdl und besonders der Transkriptionsfaktor
ChAce?2 sind dafur vielversprechende Kandidaten, da Knockoutmutanten der jeweiligen Gene
Phanotypen aufwiesen, die dem der vir-88 Mutante &hnelten. Des Weiteren kodiert das
Genom von C. higginsianum fir zwei Paraloge von ChMob2. Wahrend fir ChMob3 keine
offensichtliche Funktion in C. higginsianum erkennbar ist, wird ChMob1 fur die Zellteilung, fur

die Bildung von Septen und fur volle Virulenz bendtigt.



Als zweite Mutante wurde vir-56 untersucht, welche eine T-DNA-Insertion upstream von
ChPXMPA4 tragt. Obwohl der Phanotyp von vir-56 nicht mit ChPXMP4 gekoppelt war, konnte
dieses Gen als ein Virulenzfaktor in der C. higginsianum - A. thaliana-Interaktion bestimmt
werden. Knockoutmutanten von ChPXMP4 bilden Appressorien, die den Wirt nur sehr selten
penetrieren und deswegen kaum Primér- und Sekundarhyphen produzieren. Dieser Phénotyp
wird vermutlich durch einen Defekt in der Funktion von Peroxisomen hervorgerufen, da
pxmp4 Mutanten aul3erdem nicht in der Lage waren, auf Fettsauren als Kohlenstoffquelle zu
wachsen, und weniger, aber groRRere Peroxisomen enthalten. ChPxmp4 lokalisiert in
Peroxisomen und wird méglicherweise fir die Spaltung dieser Organellen benotigt.
Zusatzlich zur Untersuchung von Virulenzmutanten wurde in dieser Arbeit versucht,
Virulenzfaktoren durch  Analyse von C. higginsianum Homologen bekannter
pathogenitatsrelevanter Gene aus anderen Systemen zu identifizieren. Mithilfe dieses
Ansatzes konnte der potentielle sekretierte Effektor ChMc69 ausgemacht werden, der
mdglicherweise die Erkennung von C. higginsianum durch den Wirt unterbindet und ohne den
Appressorien deutlich seltener zur Penetration fahig sind.
AulRerdem wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Sammlung an Plasmidvektoren konstruiert,
die es ermoglicht C. higginsianum Gene als Reportergenfusionen sowohl ektopisch als auch

in ihren endogenen Loki zu exprimieren.



Summary

The hemibiotrophic fungus Colletotrichum higginsianum from the division of the ascomycetes
causes the anthracnose disease on various brassicaceae like pak-choi. Under laboratory
conditions, C. higginsianum is also able to establish a compatible interaction with the model
plant Arabidopsis thaliana. The infection cycle of this pathogenic fungus is divided into two
parts: During the biotrophic phase, host cuticle and epidermis get penetrated by the
appressorium. Upon successful penetration, biotrophic primary hyphae, which are surrounded
by host plasma membrane, grow into the invaded cell. After some time, thin secondary hyphae
grow from primary hyphae and spread to neighboring tissue. This initiates the necrotrophic
phase of infection, in which the host is actively killed and the fungus feeds on dead plant tissue.
The aim of this study was to identify virulence factors of C. higginsianum and their function
during its interaction with A. thaliana. For this reason, 75 C. higginsianum mutants with reduced
pathogenicity were isolated in preliminary studies from a collection of random insertional T-
DNA mutants. As a first step in the identification of virulence genes, the amount of T-DNA-
Insertions and the insertion sites in the genomes of a selection of these mutants were
determined. Two promising virulence mutants and their respective T-DNA-tagged genes were
examined in detail.

vir-88 forms appressoria with morphologic deformations, which are possibly caused by defects
during the maintenance of cell polarity. Since only few of these appressoria are able to
penetrate, vir-88 is less virulent against A. thaliana. Furthermore, vir-88 produces less and
smaller conidia, which points to additional defects during conidiation. The genome of vir-88
contains a T-DNA-Insertion upstream of the ChMOB2 gene, which seems to be essential in C.
higginsianum and encodes a kinase-activating protein widely spread among eukaryotes. All
phenotypes of vir-88 could be complemented with ChMOB2. Thus, ChMOB2 represents a
virulence factor so far unknown in phytopathogenic ascomycetes. It could be shown that
ChMob2 binds to and mostly co-localizes with the NDR/LATS-Kinase ChCbk1. In order to
determine the function of this complex, it was attempted to identify ChCbk1-regulated target
proteins. The mMRNA-binding protein ChSsdl1 and especially the transcription factor ChAce2
are promising candidates because knockout mutants of these genes show phenotypes
resembling that of vir-88. Moreover, the genome of C. higginsianum encodes two paralogs of
ChMob2. While ChMob3 does not have an obvious function in C. higginsianum, ChMobl1 is
required for septation and full virulence.

The genome of vir-56 contains a T-DNA-Insertion upstream of the ChPXMP4 gene. Although
the phenotype of vir-56 was not linked to that gene, ChPXMP4 was determined to be a
virulence factor in the C. higginsianum - A. thaliana interaction. Knockout mutants of ChPXMP4
form appressoria that rarely penetrate the host and produce only few primary and secondary

hyphae. This phenotype is probably caused by a defect in peroxisomal function since pxmp4
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mutants are unable to grow on fatty acids as carbon source and contain bigger but less
peroxisomes. ChPxmp4 localizes to peroxisomes and is possibly needed for fission of these
organelles.

In addition to the investigation of virulence mutants, it was attempted to determine virulence
factors by analysis of homologs of known pathogenicity-related genes from other systems.
Using this approach, the potential secreted effector ChMc69 was identified. This protein
possibly inhibits the recognition of C. higginsianum by the host and is required for efficient
penetration by appressoria.

Moreover, a collection of plasmid vectors was constructed which enables the expression of C.

higginsianum genes as reporter fusions either ectopically or in their endogenous loci.



1. Einleitung

1.1. Phytopathogene Pilze
1.1.1. Pilzbefall bedroht die Nahrungsmittelversorgu ng weltweit

Aufgrund ihrer r&umlichen Gebundenheit sind Pflanzen abiotischen Widrigkeiten wie
Trockenheit, Versalzung oder Hitze ausgesetzt. Durch die Wahl einer geeigneten Agrarflache
und angepasste Bewirtschaftung kénnen Ertragseinbriiche bei Nutzpflanzen jedoch zu grofR3en
Teilen vermieden werden. Ein schwieriger zu kalkulierendes Risiko stellen mobile, biotische
Gefahren durch tierische Schadlinge (z.B. Nematoden oder Insekten), Unkrauter oder
mikrobielle Pathogene wie Viren, Bakterien, Oomyceten oder Pilze dar. So gehen
Schatzungen davon aus, dass in den Jahren 2001 bis 2003 ungefahr 37%, 31% und 40% der
weltweiten Ertrage an Reis, Mais und Kartoffeln trotz Schadlingsbekampfung aufgrund von
biotischen Faktoren wegfielen [3]. Zwischen 9% und 14% wurden davon von mikrobiellen
Pathogenen verursacht [3]. Andere Studien gehen von einem Verlust von 10% der weltweiten
jahrlichen Gesamternte durch Schadlinge [4] oder von jahrlichen Ernteverlusten alleine in den
USA im Wert von 21 Milliarden US-Dollar durch mikrobielle Pathogene (insbesondere Pilze)
aus [5].

Jede landwirtschaftlich genutzte Nutzpflanze dient mindestens einem phytopathogenen Pilz
als Wirt. So wird z.B. der Reis als die weltweit am zweitmeisten produzierte Feldfrucht und als
Grundnahrungsmittel for rund die Halfte der Weltbevolkerung nicht nur vom Erreger des
Reisbrandes (Magnaporthe oryzae), sondern auch von Cochliobolus miyabeanus befallen [4].
Ersterer sorgt fur ca. 10% bis 30% Verlust an den jahrlichen weltweiten Reisertragen [6].
Letzterer war eine Ursache fur die Hungersnot in Bangladesch und Indien im Jahr 1943, an
der ca. zwei Millionen Menschen starben [7]. Aktuelle Statistiken aus den Jahren 2014 bis
2016 belegen, dass etwa 11% der Weltbevdlkerung an Untererndhrung leidet [8]. Besonders
in Regionen der Dritten Welt sind grof3e Teile der Bevdlkerung von Nahrungsmittelmangel
bedroht — 16% in Sidasien, 32% in Ostafrika und 41% in Mittelafrika. Da aber in diesen
Regionen die Bevélkerungszahl stark wachst und die Anbauflache besonders in den
Industrienationen begrenzt ist, muss der Ernteertrag an Nahrungsmitteln erhdéht werden.
Mikrobielle Schadlinge kénnen unter anderem durch Veranderung der Fruchtfolge, durch
Felderwirtschaft, durch Ausnutzen des pflanzlichen Genpools in der konventionellen Ziichtung
und durch biotechnologische Verbesserung von Nutzpflanzen und gezielten Pestizideinsatz
bekampft werden [4]. Besonders die erste Methode ist aber wenig effektiv zur Bekampfung
von phytopathogenen Pilzen, weil diese sehr haltbare und widerstandsfahige Sporen
produzieren und Uber Jahre in der Erde Uberleben kénnen. Dagegen versursacht der Einsatz
von Pestiziden hohe Kosten. So wurden weltweit im Jahre 1999 ungefahr 35 Milliarden Dollar
fur Pestizide und davon ca. 7 Milliarden Dollar zur Bekampfung von Pilzen ausgegeben [9].

Alternativ _kann man fir ein spezifisches Pathogen ein resistentes Pflanzenkultivar
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identifizieren und durch Kreuzung mit einem auf Ertrag optimierten, aber suszeptiblen Kultivar
eine resistente Nutzpflanze produzieren. Da dieser Prozess mitunter Jahre beanspruchen
kann, ist der biotechnologische Ansatz durch Transformation einer Nutzpflanze mit einem
resistenzvermittelnden Gen effizienter, wenn auch gesellschaftlich und politisch nicht tberall
akzeptiert. Trotzdem wurde dieser Ansatz schon erfolgreich verwendet. So flhrte
beispielsweise Transformation von Reis mit dem fir das antimykotische Protein Afp
kodierenden Gen von Aspergillus giganteus zu Pflanzen, die resistent gegen den Reisbrand-
Erreger Magnaporthe oryzae waren [10]. Die Kenntnis pilzlicher Pathogenitdtsmechanismen
und die molekulare Identifizierung ihrer Virulenzfaktoren ist daher von grof3er Bedeutung, um

phytopathogene Pilze kinftig effektiver und selektiver bekampfen zu kénnen.

1.1.2. Pilzliche Phytopathogene nutzen verschiedene |  nfektionsstrategien

Das Reich der Pilze ist etwa eine Milliarde Jahre alt und enthélt neueren Schéatzungen zufolge
etwa funf Millionen Spezies [11, 12], von denen manche Niutzlinge fir den Menschen
darstellen. So werden z.B. Hefen schon seit mindestens 9000 Jahren zur Herstellung von
Ethanol und der damit einhergehenden Berauschung genutzt [13, 14]. Wé&hrend ein Grol3teil
der Pilze den saprophytischen Lebensstil pflegt, d.h. sich von toter organischer Substanz
ernahrt, haben sich einige Pilze auch zu Pathogenen entwickelt. Phytopathogene Pilze
verwenden dabei zwei grundsétzliche Erndhrungsstrategien. Wahrend bei der Infektion mit
einem nekrotrophen Pathogen der Wirt friih aktiv getttet wird, so dass sich das Pathogen vom
toten Zellmaterial der Wirtspflanze erndhren kann [15], sind biotrophe Pilze auf einen
lebendigen Wirt und dessen Nahrstoffe angewiesen [16]. Biotrophe Pilze sind im Allgemeinen
stark auf eine Pflanzenspezies spezialisiert und haben ein sehr enges Wirtsspektrum. So ruft
zum Beispiel der Basidiomycet Ustilago maydis den Maisbeulenbrand nur auf unserem
kultivierten Mais (Zea mays) und dessen moglichen Urahn Zea mays ssp. parviglumis hervor
[17, 18]. Eine groRRe Gruppe von biotrophen Pilzen sind die Mehltaupilze, die den Echten
Mehltau auf einigen landwirtschaftlich und wirtschaftlich bedeutenden Nutzpflanzen
hervorrufen. Diese Pilze sind obligat biotroph und kénnen deshalb nicht im Labor ohne ihren
Wirt kultiviert werden. Die am besten untersuchten Mehltaupilze sind Blumeria graminis, weil
dieser z.B. Gerste und Weizen befallt, und einige Arten, die die Modellpflanze Arabidopsis
thaliana infizieren kénnen, wie z.B. Erysiphe cichoracearum [16]. Die Infektionszyklen von
biotrophen Pilzen sind sehr verschieden, beinhalten aber oft mit dem sogenannten Haustorium
eine sehr spezialisierte Struktur zur Nahrungsaufnahme. Die Infektion wird initiiert, wenn
sexuelle oder vegetative Sporen (Ascosporen bzw. Konidiosporen/Konidien) auf der
Wirtspflanze landen [16]. Die Sporen werden durch Wind verteilt und kdnnen weite Strecken
zuriicklegen. So wurde beobachtet, dass Sporen von den Britischen Inseln bis nach Danemark
gelangt sind [19]. Nach Kontakt mit dem Wirt keimen die Sporen aus und bilden einen

Keimschlauch, welcher die Kutikula durchdringt [16]. Aus dem Keimschlauch wéchst eine
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Hyphe und daraus ein Appressorium als lateraler Auswuchs. Das Appressorium erméglicht die
Durchdringung der pflanzlichen Zellwand durch einen Penetrationszapfen, welcher
anschlieRend die pflanzliche Plasmamembran invaginiert und sich zu einem Haustorium
differenziert [16]. Das Haustorium ist von der extrahaustoriellen Matrix umgeben und dient
nicht nur zur Nahrungsaufnahme, sondern vermutlich auch dazu, den Pilz aktiv vor der
pflanzlichen Immunantwort zu schitzen [20, 21]. Indem einige Tage nach Infektionsbeginn
grol3e Mengen von Konidien auf der Blattober- oder Unterseite gebildet werden, kann Mehltau
auf weitere Pflanzen Gbertragen werden.

Wahrend biotrophe Pilze also tUiber das Haustorium in direktem Kontakt mit der Wirtspflanze
stehen und aktiv versuchen, nicht vom Wirt als Parasit erkannt zu werden, ist das Ziel von
nekrotrophen Pilzen wie Botrytis cinerea ein anderes: mdglichst viel pflanzliche Biomasse in
pilzliche umzuwandeln [15]. B. cinerea ruft die Grauschimmelfaule auf Uber 200
Pflanzenspezies hervor. Dafir wird zunéchst die Kutikula und Zellwand der Wirtspflanze durch
Sekretion von lytischen Enzymen wie Lipasen und Kutinasen aus dem Appressorium und dem
Penetrationszapfen durchdrungen [22, 23]. Anschlie3end wird das Wirtsgewebe erst in kleinen
Primarlasionen und dann in sich ausbreitenden Sekundarldsionen zerstort. Diese Apoptose
wird durch eine Kombination aus phytotoxischen Metaboliten wie Botrydial, die Ausldésung
eines oxidative Bursts und Oxalsaureproduktion bewirkt [24—26]. Generell haben nekrotrophe
Pilze ein sehr breites Wirtsspektrum. Mit Pilzen, die zum Toten der Pflanze auf wirtsspezifische
Toxine angewiesen sind, gibt es aber auch nekrotrophe Pilze mit wenigen Wirten. Zum
Beispiel produziert Cochliobolus victoriae zur Infektion von Hafer das Toxin Victorin, welches

programmierten Zelltod in infizierten Haferzellen auslést [27, 28].

1.1.3. Colletotrichum  higginsianum als Modellorganismus fur die
Hemibiotrophie

Aus den biotrophen und nekrotrophen Lebensstilen hat sich eine dritte Erndahrungsstrategie
entwickelt, die einige Eigenschaften der beiden zuvor beschriebenen vereint: die
Hemibiotrophie. In einer initialen biotrophen Phase nach der Penetration muss der Pilz
zunachst der Abwehr der Pflanze entgehen und dafiir sorgen, dass die infizierte Zelle am
Leben erhalten wird. Anschlielend wird in der nekrotrophen Phase das Pflanzengewebe
getotet und als Nahrstoffquelle abgebaut. Dabei kann dieser Ablauf in jeder Zelle aufs Neue
beginnen, wie beim schon zuvor erwahnten Reispathogen M. oryzae, wo die infizierte Zelle
zunéachst biotroph kolonisiert wird. Erst nach dem Eindringen in die Nachbarzelle verliert die
erste Zelle ihre Membranintegritat [29]. In der Nachbarzelle beginnt dieser Prozess dann
wieder von neuem. Bei Colletotrichum higginsianum werden dagegen nach der initialen
biotrophen Infektion der ersten Zelle Nachbarzellen direkt nekrotroph kolonisiert [30]. Dieser

Pilz gehort zur Gattung Colletotrichum, die neben einigen Nekrotrophen und Endophyten



hauptsachlich aus Pilzen mit hemibiotropher Erndhrungsweise besteht [31-34]. Die
Systematik der Pilze dieser Gattung ist unvollstdndig und teilweise widerspriichlich. So
variieren die als Colletotrichum beschriebenen Spezies je nach Studie zwischen 29 und tber
700 [35, 36]. Colletotrichum-Spezies vermehren sich Uberwiegend ungeschlechtlich
(anamorph). Teleomorphe (geschlechtliche) Formen sind nur fiir einigen Ausnahmen, wie z.B.
C. graminicola, bekannt und werden als Glomerella ssp. bezeichnet [37]. Im Genom von C.
higginsianum existiert zwar ein fir ein HMG box DNA-binding domain protein kodierender
Matl-2 Lokus, der ideomorphe Matl-1 Lokus konnte aber nicht identifiziert werden [38]. Da
bisher auch keine sexuellen Stadien im Lebenszyklus dieses Pilzes entdeckt wurden, vermehrt
sich C. higginsianum mdglicherweise ausschlie3lich ungeschlechtlich.

Die Mitglieder der Gattung Colletotrichum rufen die sogenannte Anthraknose-Krankheit auf
einem breiten Spektrum von Pflanzen hervor, darunter auch wirtschaftlich bedeutende
Nutzpflanzen wie Bohne (durch C. lindemuthianum) und Mais (durch C. graminicola) [30, 34].
Noch dazu rufen diese Pathogene die Anthraknose nicht nur auf Ackerpflanzen hervor,
sondern auch als latente Anthraknose in zunachst gesund aussehenden Friichten wie Papaya,
Mango oder Bananen nach der Ernte [31]. C. higginsianum ist in der Lage, neben seinen
natirlichen Wirten aus der Gattung Brassica, wie z.B. Ribsen und Pak Choi, unter
Laborbedingungen auch die Modellpflanze Arabidopsis thaliana zu infizieren [39]. Das Genom
von C. higginsianum enthélt etwa 53 Megabasen und wurde mehrfach sequenziert [38, 40].
Die neueste Genomsequenz aus dem Jahre 2016 konnte mit hoher Vollstandigkeit auf 12
Chromosomen verteilt werden und enthalt etwa 14600 proteinkodierende Gene [40].
Zusétzlich existieren bereits verschiedene stadienspezifische Expressionsanalysen [38, 41].
Zur Wirtspflanze A. thaliana existiert durch intensive wissenschaftliche Forschung seit den
1940er Jahren natirlich ein groBer Fundus an Wissen mit Mutantendatenbanken,
Genomsequenzen und Okotypen [42—44]. Kombiniert mit dem Befund, dass neben der
Wirtspflanze auch Colletotrichum higginsianum effektiv durch Agrobacterium tumefaciens-
vermittelte Transformation (ATMT) genetisch modifiziert werden kann, macht dies die
Interaktion zwischen C. higginsianum und A. thaliana zu einem attraktiven Modell, um die
Infektion durch hemibiotrophe Pilze sowohl von der Wirts- als auch von der Pathogenseite zu
untersuchen [39].

Der Infektionszyklus von C. higginsianum beginnt, wenn Konidien durch Regen verteilt auf der
Oberflache einer suszeptiblen Pflanze landen (Abbildung 1.1.3 A). Innerhalb kirzester Zeit
wird vermutlich &hnlich zu C. lindemuthianum und C. graminicola durch eine Kombination von
hydrophoben Wechselwirkungen, schon bestehenden adhasiven Glykoproteinen auf der
Sporenhille und der Produktion einer extrazellularen Matrix die Adhasion der Sporen an die
Kutikula sichergestellt [45-47]. Nach der Erkennung von physikalischen und chemischen
Signalen keimen die Konidien, erhalten ein &quatoriales Septum und bilden einen

Keimschlauch [31]. Diese Signale enthalten unspezifische Komponenten wie die Harte und
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Hydrophobizitat der  Oberflache, aber mdglicherweise auch  wirtsspezifische
Oberflachenmolekiile. So keimt C. gloeosporioides nur in der Anwesenheit des Kutikula-
Wachses der Avocado aus, aber nicht mit den Wachsen anderer Friichte [48, 49]. Der aus der
Spore gewachsene Keimschlauch von C. higginsianum verdickt sich anschlieiend am Ende
und differenziert sich zum Appressorium (etwa acht bis zwdlf Stunden nach Infektionsbeginn;
Abbildung 1.1.3 B). Dieses asymmetrische Penetrationsorgan ist durch ein Septum vom
Keimschlauch abgetrennt und besteht aus Appressoriendom und -basis. Der
Appressoriendom ist kugelformig und enthalt Melanin in einer Zellwandschicht [34], welches
ausgehend von Pentaketid durch Enzyme wie der Polyketidsynthase Pksl1 synthetisiert wird
[50, 51]. Die Melanisierung ist wichtig fur die Funktion von Appressorien von C. higginsianum,
da verschiedene Albinomutanten Defekte bei der Penetration aufweisen [1, 52, 53]. Die
Appressorienbasis enthalt die ringformige Penetrationspore und ist vermutlich fest in der
Pflanzenoberflache verankert [54]. AnschlieBend waéachst aus der Penetrationspore der
Penetrationszapfen, welcher die Kutikula und Zellwand der Epidermiszellen durchdringt.
Dieser Prozess wird vermutlich durch eine Kombination von mechanischem Druck, welcher
durch Osmolyteinlagerung mithilfe der Melaninschicht aufgebaut wird, und der Sekretion von
Enzymen ermdglicht [31, 55]. Dadurch dass die Penetrationspore im Gegensatz zum Rest des
Appressoriums nicht durch eine Zellwand abgegrenzt ist [39], wird die Fokussierung der
aufgebauten mechanischen Kraft in Richtung der Pflanzenoberflaiche ermdglicht. Es ist
wahrscheinlich, dass die pflanzliche Kutikula und Zellwand vor der physikalischen Penetration
vorher durch sekretierte Enzyme wie Kutinasen geschwécht wird [56, 57]. Dafir spricht, dass
die Penetrationspore von C. higginsianum der Ort der Freisetzung einer Welle von sekretierten
Proteinen ist und dass gleichzeitig eine Vielzahl an Genen vor der Penetration hochreguliert
werden, die fir Kohlenhydrat-aktive Enzyme (CAZymes) wie Kutinasen, Pektinasen und
Zellulasen kodieren [38, 58]. Nach erfolgreicher Penetration wachst der Penetrationszapfen
noch einige Mikrometer in die Epidermiszelle hinein und bildet dann nach Einziehen eines
Septums an einem schmalen Hyphenhals eine dicke, knollige Primarhyphe (etwa zwei Tage
nach Infektionsbeginn; Abbildung 1.1.3 C) [39]. Diese Infektionsstruktur ist wie die zuvor
erwahnten Haustorien biotropher Pathogene von pflanzlicher Plasmamembran umschlossen.
Wahrend der biotrophen Infektionsphase ist diese Plasmamembran intakt, was sich daran
zeigt, dass biotroph infizierte Zellen die Fahigkeit zur Plasmolyse behalten [39]. Aufgrund der
Ahnlichkeit zur Infektion durch biotrophe Pilze geht man davon aus, dass auch Colletotrichum-
Arten als hemibiotrophe Pathogene wahrend der biotrophen Kolonisierung aktiv die Erkennung
durch den Wirt und die damit verbundene Immunantwort verhindern mussen [30]. Dabei
konnte die Maskierung von PAMPs, wie dem pilzlichen Chitin der Zellwand, eine wichtige Rolle
spielen. So konnte auf der Oberflache der Zellwande von C. lindemuthianum Primarhyphen
per Immunofluoreszenz das LysM-Doméanen enthaltende, potentielle Effektorprotein CIH1

identifiziert werden [59], welches méglicherweise ahnlich zu den verwandten LysM-Proteinen
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Ecp6 (Cladosporium fulvum) und Slp1 (M. orzyae) an Chitin bindet und so die Entdeckung des
Pilzes durch die Pflanze verhindert [60, 61]. Auch C. higginsianum besitzt mit Elp2 mindestens
ein chitinbindendes Protein auf der Oberflache von biotrophen Primarhyphen, aber nicht auf
Sekundarhyphen [39, 62, 63]. AulRer dem potentiell sekretierten Protein Dn3 von C.
gloeosporioides, das mit der Unterdriickung der Abwehrantwort der Hilsenfrucht Stylosanthes
guianensis in Verbindung gebracht wurde [64], und Mc69, ein Effektor mit unbekannter
Funktion [65], ist in den Colletotrichum-Arten nicht viel Giber sekretierte oder sogar translozierte
intrazellulare Effektoren bekannt. C. higginsianum besitzt mit 102 Effektorkandidaten aber ein
grolRes Arsenal an potentiellen, sekretierten Effektoren, die in Wellen wahrend den
verschiedenen Infektionsstadien produziert werden [58]. Fir einige dieser Effektorkandidaten
konnte durch Fusion mit fluoreszierenden Reporterproteinen bereits gezeigt werden, dass sie
vom Pilz sekretiert werden. Wahrend Ec34-mRFP dabei auf der Primarhyphenoberflache in
sogenannten interfacial bodies akkumulierte, war Ec89-mRFP im Apoplasten zwischen Hyphe
und pflanzlicher Plasmamembran lokalisiert [58]. Beide Proteine werden spezifisch nach der
Penetration, aber vor dem Beginn der nekrotrophen Phase produziert.

Dieser Wechsel in das nekrotrophe Infektionsstadium wird durch bisher unbekannte Signale
ausgelost [30]. Ist der Wechsel erst einmal vollzogen, werden ausgehend von Primarhyphen
dunne, stark polar wachsende Sekundarhyphen gebildet (etwa drei Tage nach
Infektionsbeginn; Abbildung 1.1.3 D). Diese ttten die initial penetrierte Epidermiszelle,
durchbrechen die Zellwénde zu benachbarten Zellen und kolonisieren diese direkt nekrotroph
[30]. Die invasive Ausbreitung des Pilzes ruft die fir die Anthraknose-Krankheit typischen
wassergefiliten Lasionen auf dem Wirt hervor [31, 34]. Wahrend der nekrotrophen Phase der
Infektion durch C. higginsianum wird vermutlich eine grofe Menge an lytischen Enzymen
produziert. So wird nach dem Wechsel zur Nekrotrophie die Expression von 44 sekretierten
Proteasen (davon 14 Serin- und 22 Metalloproteasen) und 146 CAZYmes, darunter
Pektinasen, Zellulasen und Hemizellulasen, zur potentiellen Spaltung der pflanzlichen
Zellwand induziert [38]. Gleichzeitig werden 75 fir Plasmamembrantransporter kodierende
Gene hochreguliert, was madglicherweise die Aufhahme der durch die lytische Aktivitat
produzierten Moleklle wie Zucker, Peptide und Aminosauren ermdglicht [38]. AuRerdem
produziert C. higginsianum in dieser Phase der Infektion einige potentielle Toxine, um gezielt
den Zelltod des Wirts einzuleiten. So wird direkt nach dem Wechsel in die nekrotrophe Phase
die Expression eines Homologs des wirtsspezifischen Toxins ToxB des nekrotrophen
Weizenpathogens Pyrenophora tritici-repentis [66] und von mindestens zwei Homologen
(ChNIpl und ChNIp2) des necrosis- and ethylene-inducing peptide Nepl von Fusarium
oxysporum induziert [58, 66, 67]. Diese NLPs (Nepl-like proteins) gehdren zu einer in Pilzen,
Oomyceten und Bakterien konservierten Proteinfamilie, die Nekrosen auf verschiedenen
Pflanzen auslosen [68, 69]. Da fur ChNIpl gezeigt werden konnte, dass es in einem

transienten Assay Nekrosen auf Tabak auslést [58], ware es mdglich, dass diese NLPs auch
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in C. higginsianum eine Virulenzfunktion besitzen. Zumindest ChNIp3 ist aber entbehrlich fur
die Pathogenitat von C. higginsianum (Johannes Schmidpeter, Masterthesis).

Einige Zeit nach Beginn der nekrotrophen Phase stoRen Hyphen an die Blattoberflache vor
und bilden Acervuli (etwa sechs Tage nach Infektionsbeginn; Abbildung 1.1.3 E), welche ein
haarartiges, melanisiertes Seta und mehrere Konidiophoren zur Konidienbildung enthalten.
Der Acervulus ist von Schleim umgeben, welcher vermutlich wie in C. graminicola
Keimungsinhibitoren enthalt und Konidien vor Austrocknung und toxischen
Pflanzenmetaboliten schutzt [70]. Die Bildung von Konidien schliet den asexuellen
Lebenszyklus von C. higginsianum ab.

Abbildung 1.1.3: Der hemibiotrophe Infektionszyklus von Colletotrichum higginsianum.
Darstellung der verschiedenen Stadien der Infektion von Arabidopsis thaliana durch Colletotrichum higginsianum.
(A) Konidien. (B) Ausgekeimte Konidien mit Appressorien. (C) Appressorien, die erfolgreich penetriert und
Primarhyphen gebildet haben. (D) Aus Primarhyphen gewachsene und teilweise in Nachbarzellen eindringende
Sekundarhyphen. (E) Acervulus auf der Blattoberflache mit melanisiertem Seta.
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1.2. Die Infektion durch phytopathogene Pilze istv ~ on einer Vielzahl

an Virulenzfaktoren abhangig

1.2.1. Pathogene stehen mit Wirtspflanzen in einem e volutionaren Wettstreit
zwischen Virulenz und Resistenz

Die Infektion und Kolonisierung einer Pflanze durch mikrobielle Pathogene ist stark vom
pflanzlichen Immunsystem abhéngig. Wenn das Pathogen erfolgreich die Erkennung durch
die Pflanze und die resultierenden MalRnhahmen umgehen kann, kommt es zu einer
kompatiblen Interaktion und die Pflanze wird als suszeptibel bezeichnet. Wird dagegen das
Pathogen von der Wirtspflanze erkannt und abgewehrt, spricht man von einer inkompatiblen
oder Nicht-Wirts-Interaktion. Die erste Verteidigungslinie der Immunantwort gegen Pathogene
stellt dabei die PAMP (pathogen-associated molecular pattern)-induzierte Immunitét (PTI) dar.
Dabei werden hochkonservierte PAMPs wie bakterielles Flagellin oder Chitinbruchstiicke aus
der pilzlichen Zellwand extrazellular von spezifischen, plasmamembranstandigen PRRs
(pattern recognition receptor) erkannt. Wahrend Flagellin, ein Protein aus dem Flagellum vieler
Bakterien, vom Rezeptor FIs2 in A. thaliana erkannt wird [71], werden Chitinoligomere von der
receptor-like kinase Cerkl1 mithilfe der zuvor schon erwahnten LysM-Domé&nen gebunden [72].
Wird so ein molekulares Muster durch den Rezeptor erkannt, aktiviert dieser Uber seine
intrazellulare Kinasedomane und MAP-Kinasen Abwehrreaktionen wie die Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies und die Ablagerung von Callosepapillen zur Verstarkung der
Zellwand [73-75].

Da diese Rezeptoren allesamt hochkonservierte, grundlegende und damit schwer durch
zufallige Mutation austauschbare molekulare Muster erkennen, haben Pathogene
Effektorproteine entwickelt. Auf der einen Seite sekretiert das Pathogen apoplastische
Effektoren in den Raum zwischen Pathogen und Wirt, um die Erkennung durch das
Immunsystem zu unterbinden. Auf der anderen Seite injizieren manche Pathogene auch
Effektoren in das Innere von Pflanzenzellen, um entweder die Immunabwehr zu stéren (z.B.
durch Unterbrechung der Signalweiterleitung), oder um gezielt den Stoffwechsel dieser Zellen
fur die Kolonisierung vorzubereiten [76, 77]. Fuhrt diese Einmischung der Pathogene in das
Immunsystem der Pflanze zum Erfolg, spricht man von effektorinduzierter Suszeptibilitat
(ETS). So sekretiert beispielsweise das bakterielle Pathogen Pseudomonas syringae den
Effektor HopM in die Wirtspflanze A. thaliana, was zur Verringerung von pflanzlichem
Vesikeltransport, zur Verhinderung von Abwehrreaktionen wie Calloseablagerungen und
dadurch zu Virulenz fuhrt [78].

Als zweite Abwehrlinie nach der Erkennung von Pathogenen anhand molekularer Muster
besitzen Pflanzen sogenannte Resistenzgene. Diese R-Gene stellen oft nucleotide binding
and leucin rich repeat (NB-LRR)-Proteine dar und erkennen nach der Gen-fir-Gen-Hypothese

spezifisch ein Effektorprotein [79-81]. Dabei kénnen Effektoren entweder direkt das vom R-
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Gen kodierte Protein aktivieren, das R-Gen selbst aktivieren [82] oder auch indirekt zur
Aktivierung des Resistenzproteins fuhren, wenn das Effektorziel durch ein R-Gen nach der
Guard-Hypothese wberwacht wird [83]. Auf das Aufspiren eines Effektors hin l6st die
Wirtspflanze eine starkere Abwehrreaktion aus als bei der PTI, die oft in hypersensitivem
Zelltod der betroffenen Pflanzenzellen resultiert und dafiir sorgt, dass sich das Pathogen nicht
weiter ausbreiten kann [76, 84]. Diese Abwehr nennt man effektorinduzierte Immunitat (ETI)
und der auslésende Effektor wird dann als Avirulenz (Avr)-Faktor bezeichnet. Um der
Erkennung von R-Genen zu entgehen, missen Pathogene entweder ihre Avr-Proteine
eliminieren beziehungsweise so modifizieren, dass die Avirulenzfunktion verloren geht, oder
aber die pflanzliche Immunantwort auf den Avirulenzfaktor durch Sekretion neuer Effektoren
unterdriicken. Da sowohl auf der Pathogenseite mit Avirulenzfaktoren und Effektoren, als auch
auf der Wirtsseite mit R-Genen ein hoher Selektionsdruck lastet, fihrte das im Laufe der Co-

Evolution zu einem regelrechten Wettriisten zwischen Pathogenen und Wirten [76].

1.2.2. Auch filamenttse Pilze nutzen sekretierte Eff ektoren zur Stdérung des

pflanzlichen Immunsystems

Die Sekretion und Ubertragung von bakteriellen Proteinen in Pflanzenzellen iiber Typ llI- oder
Typ IV-Sekretionssysteme ist auf molekularer Ebene bereits gut verstanden [85, 86]. Wahrend
der molekulare Mechanismus der Aufnahme von Oomyceten-Effektoren noch kontrovers ist
und mdoglicherweise von der Wirtspflanze selbst initiiert wird [87, 88], kann man die
Effektorproteine von Oomyceten aufgrund der Anwesenheit des konservierten N-terminalen
RXLR-Motivs zumindest relativ einfach identifizieren [89]. Im Gegensatz dazu sind die
Identifikation von pilzlichen Effektorproteinen und die Aufklarung des Mechanismus des
Transports in das Zytoplasma von Pflanzenzellen noch nicht weit fortgeschritten. Das liegt auf
der einen Seite daran, dass viele landwirtschaftlich bedeutende Pilze nicht unter
Laborbedingungen kultivierbar oder gentechnisch modifizierbar sind [90]. Auf der anderen
Seite wird die Identifikation von pilzlichen Effektorproteinen sowohl Uber vorwartsgenetische
als auch Uber rickwartsgenetische Ansatze dadurch erschwert, dass zufallige Mutation oder
gezielte Deletion von Effektorkandidaten oftmals nicht zu messbaren Phanotypen flihrt. Dies
begriindet sich dadurch, dass Effektorfunktionen oft redundant sind, der Virulenzbeitrag von
einzelnen Effektoren gering sein kann und dass manche Effektoren wirtsspezifisch sind und
damit im gewaéhlten Wirtssystem keine Funktion besitzen [90]. Zum Beispiel fiihrte die
systematische Deletion von 78 M. oryzae Effektorkandidaten nur zur Ermittlung eines einzigen
Proteins mit Virulenzfunktion auf Reis und Gerste (das bereits zuvor erwahnte Mc69) [65].
AulRRerdem ist die in silico Vorhersage von potentiellen effektorkodierenden Genen nicht trivial,
da sie oft nicht Uber Spezies- oder Genusgrenzen hinaus konserviert sind.

Trotzdem haben sich bei den wenigen bisher identifizierten Pilzeffektoren konservierte
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molekulare Funktionen herauskristallisiert. Apoplastische Effektoren dienen oft entweder
dazu, der Entdeckung des Pilzes durch pflanzliche Immunrezeptoren zu entgehen, wie am
Beispiel der bereits erwahnten LysM-Effektoren Cihl, Slpl und Ecp6 [59-61], oder als
Proteaseinhibitoren. Wahrend Avr2 von C. fulvum die Aktivitat der sekretierten
Cysteinprotease Rcr3 der Tomate hemmt [91], inhibiert Pit2 von U. maydis mindestens drei
Cysteinproteasen des Mais [92, 93]. Man geht davon aus, dass dadurch die frihe
Immunantwort unterdriickt wird [92, 94]. Eine konservierte Funktion von cytoplasmatischen
Effektoren ist die Modellierung von pflanzlichen Stoffwechselwegen. So sekretiert U. maydis
eine Chorismatmutase (Cmul), die in Maiszellen aufgenommen wird, in benachbarte Zellen
gelangt und fur die volle Virulenz dieses Pilzes vonnéten ist [95]. Vermutlich wird diese
Virulenzfunktion dadurch erzielt, dass Cmul die Salicylsaure-Vorstufe Chorismat in einen
alternativen Stoffwechselweg kanalisiert und dadurch die Produktion des fir die
Pathogenabwehr essentiellen Hormons Salicylsaure unterbindet [95-97]. Eine &hnliche
Strategie verfolgt Verticilium dahliae, ein Pilz mit sehr breitem Wirtsspektrum, mit der
Sekretion der Isochorismatmutase Iscl [98]. Zusatzlich produziert U. maydis Tin2 zur
Stabilisierung der Proteinkinase Ttk1, um die Synthese von Anthocyaninen zu induzieren und
die von Ligninen zu reduzieren [99].

In der M. oryzae-Reis-Interaktion kennt man bereits einige Mechanismen der Effektorsekretion
und -translokation. Durch eine Kombination aus Fusion von Effektorproteinen mit
Fluoreszenzreportern und Behandlung des Pilzes mit verschiedenen Sekretionsinhibitoren
konnte gezeigt werden, dass die Sekretion von apoplastischen und cytoplasmatischen
Effektoren auf zwei verschiedene Wege geschieht [100]. Apoplastische Magnaporthe
Effektoren wie Slp1l oder Mc69 gelangen uber konventionelle, Brefeldin A-sensitive Sekretion
Uber ER und Golgi in den pflanzlichen Apoplasten [100]. In Magnaporthe werden
cytoplasmatische Effektoren wie Avr-Piz-t, Avr-Pita und Pwl2 zunéchst liber einen alternativen,
Brefeldin A-unempfindlichen Sekretionsweg, der den Exocystkomplex und ein t-SNARE-
Protein bendtigt, in den sogenannten biotrophic interface complex (BIC) transportiert [100,
101]. Der BIC ist eine Struktur aus Pflanzenmaterial auf3erhalb der Pilzhyphe von
Magnaporthe, die zunachst vor der jungen filamentésen Primarhyphe hergeschoben wird und
spater seitlich der knolligen invasiven Hyphe liegt [100, 101]. Vom BIC gelangen diese
Effektoren dann Uber einen noch unbekannten Mechanismus in das Zytoplasma der
Pflanzenzelle [100, 101]. Manche zytoplasmatische Effektoren (z.B. Pwi2) kdnnen dabei sogar
symplastisch in benachbarte, noch nicht infizierte Zellen gelangen, um mdglicherweise die

Kolonisierung durch den Pilz vorzubereiten [101].
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1.2.3. Intrazellulare  Virulenzfaktoren tragen zur Fun  ktion von
Infektionsstrukturen bei

Im Gegensatz zu sekretierten oder in die Pflanzenzelle translozierten Effektoren weild man in
Colletotrichum-Spezies mehr Uber nicht sekretierte Virulenzfaktoren. Zum Beispiel ist bekannt,
dass fir die Keimung von Konidien und die anschlieRende Bildung von Appressorien von
Colletotrichum-Arten - dhnlich wie bei M. oryzae [102] - cAMP-Signale, Proteinkinasen und
MAP-Kinasen-Signalwege von Bedeutung sind. So sind Mutanten der Adenylatcyclase Cacl
von C. orbiculare nicht in der Lage, auf Glas oder der Pflanzenoberflache zu keimen und
Appressorien auszubilden [103]. Durch Zugabe von exogenem cAMP kann dieser Phanotyp
gerettet werden [103]. Dabei reguliert cAMP vermutlich die Proteinkinase A (Pka) wie auch in
anderen Organismen [104]. Mutanten der regulatorischen Untereinheit Rpkl dieses
tetrameren Proteins besitzen eine konstant aktive Pka und bilden zwar Appressorien, die aber
nicht penetrieren [105]. Mutanten der katalytischen Untereinheit Cpkl dagegen keimen gar
nicht erst aus [103]. AuRerdem ist die zu Fus3 der Backerhefe &hnliche MAP-Kinase Cmk1
essentiell fir die Keimung und Appressorienbildung von C. orbiculare [106], wahrend Mek1 fr
die Appressorienbildung von C. gloeosporioides bendtigt wird [107]. Neben zuvor schon
erwahnten Genen wie CgPKS1 und CoPKS1 [51, 55], die essentiell fir die Melanisierung der
Appressorien von Colletotrichum-Spezies sind, sind die beiden Gene PMA2 und CST1
besonders wichtig fur die Appressorienfunktion. PMA2 von C. higginsianum kodiert fiir eine
der beiden P-Typ H+ ATPasen dieses Pilzes und wird bei der Bildung von Appressorien und
wahrend der Infektion stark induziert [1, 63]. Da pma2 Mutanten nicht in der Lage sind,
Arabidopsis Blatter zu penetrieren und gleichzeitig ChPma2 die einzige Protonenpumpe im
Appressorium darstellt, wird ChPma2 vermutlich fur den Aufbau des Protonengradient in
diesem Zelltyp benétigt [1, 63]. In den anderen Zelltypen wie Konidien oder Myzel wird diese
Funktion vermutlich zu einem Grof3teil von ChPmal erflllt [1, 63]. CoCST1 kodiert dagegen
fur einen C2H2-Zinkfingertranskriptionsfaktor mit Homologie zu Stel2 der Backerhefe, der
madglicherweise ein downstream-Ziel der zuvor schon erwahnten MAP-Kinase CoCmk1 ist
[106, 108]. CoCstl wird fur die erfolgreiche Penetration der Gurke durch C. orbiculare benétigt
[108]. Da Mutanten in dem daflr kodierenden Gen stark verminderte Fettspeicher in
Appressorien besitzen und Fettabbau in verwandten Pilzen wie M. oryzae fir den Aufbau des
hohen Turgordrucks in Appressorien vonndéten ist [108, 109], reguliert CoCst1 wahrscheinlich
den Turgordruck durch Mobilisierung von Fettreserven zum richtigen Zeitpunkt. Die
Virulenzfunktion von Cstl/Stel2-Transkriptionsfaktoren scheint dabei auch stark konserviert
und nicht nur auf die Funktion von Appressorien beschrankt zu sein, weil FoSt12 fir die
Pathogenitdét des nekrotrophen, ohne Hilfe von Appressorien penetrierenden
phytopathogenen Pilz F. oxysporum notwendig ist [110] und weil auch phylogenetisch weit

entfernte Pilze wie das Humanpathogen Candida glabrata auf die Funktion des Stel2-
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Orthologs angewiesen sind [111]. Auch in C. higginsianum wird das Stel2-Ortholog fir die
Penetration durch Appressorien benétigt [1].
Neben den zuvor genannten Proteinen ist die Penetrationsfahigkeit von Appressorien auch
stark von Peroxisomen abhangig. Peroxisomen sind Organellen, die in den meisten
eukaryotischen Zellen vorkommen und in denen verschiedene Stoffwechselprozesse wie die
-Oxidation von Fettséduren, der Wasserstoffperoxid-Metabolismus, die Methanol-Oxidation (in
Hefen) oder der Glyoxylatzyklus (in Pflanzen) stattfinden [112, 113]. Zahlreiche Mutanten von
Genen, die fur peroxisomale Proteine kodieren, haben Defekte bei der Penetration durch
Appressorien, wie z.B. Mutanten von PEX6 von C. orbiculare, PEX13 von C. orbiculare oder
PEX19 von M. oryzae [114-116]. So produzieren C. orbiculare pex6 Mutanten kleinere, kaum
melanisierte Appressorien, die die Fahigkeit zur Penetration verloren haben [114]. Des
Weiteren wachsen diese Mutanten nicht auf Fettsauren als einziger Kohlenstoffquelle. Da
Zugabe von Glucose die Defekte der pex6 Mutanten wahrend der Appressorienreifung und
Penetration teilweise retten konnte, denkt man, dass Peroxisomen von Wildtyp C. orbiculare
wahrend der Appressorienbildung Acetyl-CoA flr den Zitronensaurezyklus im Mitochondrium
zur Verflgung stellen [114].
Uber Virulenzfaktoren mit Funktionen in den spateren Phasen der Infektion durch
Colletotrichum-Spezies ist wiederum nicht viel bekannt. Eine wichtige Rolle wéhrend des
Wechsels vom biotrophen zum  nekrotrophen Erndhrungsstil  scheinen aber
Transkriptionsfaktoren zu spielen. So bilden Mutanten im AreA-ahnlichen GATA-
Transkriptionsfaktor Cinrl oder im Gal4-ahnlichen, pilzspezifischen
Zinkfingertranskriptionsfaktor Cltal von C. lindemuthianum zwar Primérhyphen, aber keine
Sekundarhyphen [117, 118]. In C. higginsianum ist zwar die Virulenzfunktion des Cltal-
Orthologs konserviert, das CInrl-Ortholog ist aber fir die Pathogenitat dieses Pilzes

unerheblich (Katharina Pracht, Masterthesis).

1.3. Filamentdse Hyphen wachsen polar an der Spitze

Wahrend der Infektion miissen appressorienbildende filamentdse Pilze einige Wechsel der
Zellmorphologie und -polaritat durchlaufen. Aus dem hdchst asymmetrischen Appressorium
von Colletotrichum higginsianum wachst der Penetrationszapfen gerichtet zur pflanzlichen
Kutikula [30]. Nach erfolgreicher Penetration bildet sich die knollige Primarhyphe, die sich
dagegen mehr oder weniger unpolar ausbreitet. Erst wenn der Pilz in die nekrotrophe Phase
der Infektion Ubergeht, bilden sich Sekundarhyphen. Diese wachsen ausschlief3lich an der
Spitze, nur in eine Richtung und erinnern an Hyphen in saprophytischem Myzel [119]. Der
Modus des filamentdsen Hyphenwachstums ist evolutiondr Aalter als das einzellige
Hefewachstum, kann eine Wachstumsrate von bis zu 20 um pro Minute erreichen und ist eine

fundamentale Voraussetzung fur die Virulenz von filamentdsen Pathogenen [120-123]. Als
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Modellsystem zur Untersuchung von polarem Hyphenwachstum hat sich der Schimmelpilz
Neurospora crassa etabliert, aber auch Studien mit anderen Pilzen wie A. nidulans, A. gossypii
und U. maydis trugen zum Verstandnis dieses Prozesses bei. Damit die Pilzhyphe gerichtet
an der Spitze verlangert werden kann, muss zunachst in einer apolaren Sporen- oder
Hyphenzelle eine Polaritatsachse etabliert werden [124, 125]. AnschlieBend wird die
Maschinerie und das fir die Zellwand und Plasmamembransynthese benétigte Material zum
gewdahlten Wachstumsort transportiert, wodurch dort die Hyphe verlangert wird [125]. Wenn
die Polaritdtsachse aufrechterhalten wird, kann dieser Prozess fortgefuihrt werden und die
Hyphe theoretisch bis ins Unendliche wachsen [125, 126].

Wie in S. cerevisiae wird die Zellpolaritat in filamentésen Pilzen unter anderem durch die Rho-
artige GTPase Cdc42 und einen NDR (nuclear dbf2 related)-Signalweg reguliert [127-130].
Zweiterer ist in vielen Eukaryonten konserviert und enthélt eine zentrale NDR/LATS (large
tumor suppressor) Kinase (Cbk1 in S. cerevisiae oder Cot-1 in N. crassa) und ein Mob2-Co-
Aktivatorprotein [2, 129, 131, 132]. Die Schaffung einer Polaritdtsachse leitet unter anderem
die Anlagerung des Polarisoms an die Hyphenspitze ein. Das Polarisom ist ein
Multiproteinkomplex, welcher die Polymerisation von Aktinkabeln vermittelt [133]. Neben
Aktinkabeln richten sich auch Mikrotubuli in Richtung der Polaritdtsachse aus. Auf diesen
kénnen Golgi-Vesikel, die Zellwandmaterial, mMRNAs oder Enzyme enthalten, mithilfe von
Myosin-Motorproteinen zum Spitzenkdrper an der Hyphenspitze transportiert werden [126].
Der Spitzenkorper ist eine Ansammlung von Vesikeln, Ribosomen, Mikrotubuli, Aktin und
Proteinen, wie z.B. der Chitinsynthase 1 [134], der sich mit der wachsenden Hyphenspitze
bewegt und als Vesikelversorgungszentrum fir die Exozytose und moglicherweise auch als
microtubule-organizing center dient [119, 124, 126]. Das Vorhandensein von Ribosomen am
Spitzenkoérper und der Transport von mRNA-bindenden Proteinen entlang der Mikrotubuli zur
Hyphenspitze bedeutet moglicherweise, dass auch direkt an der Stelle des polaren
Wachstums Proteine (z.B. zur Zellwandsynthese) lokal translatiert werden [119, 126, 135]. Am
Spitzenkérper wechseln herangeschaffte Vesikel dann vermutlich von Mikrotubuli auf
Aktinfilamente und werden zur Plasmamembran transportiert, mit welcher sie dann zum
Wachstum der Hyphe fusionieren [119, 124]. Die Beziehung zwischen Polarisom und
Spitzenkérper ist noch nicht eindeutig geklart, aber die Tatsache, dass Komponenten dieser
Strukturen zum Teil co-lokalisieren, deutet daraufhin, dass das Polarisom Teil des
Spitzenkorpers ist [124, 136].
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1.4. Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten mithilfe von zwei Ansatzen Virulenzfaktoren des
phytopathogenen, hemibiotrophen Pilzes Colletotrichum higginsianum in der Interaktion mit
Arabidopsis thaliana identifiziert werden. Einerseits sollte untersucht werden, ob Homologe
von bekannten pathogenitéatsrelevanten Proteinen aus anderen Systemen auch fir diese
Interaktion wichtig sind. Auf der anderen Seite sollten durch Analyse von C. higginsianum
Pathogenitatsmutanten neue Virulenzfaktoren ausgemacht und die Funktion von potentiellen
Kandidaten im Detail untersucht werden. Aul3erdem sollte eine Plasmidvektorenbibliothek
hergestellt werden, die die Analyse von potentiellen Virulenzfaktoren durch Fusion an

Epitoptags oder fluoreszierende Reporterproteine ermdglicht.
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2. Ergebnisse

2.1. Identifizierung von potentiellen Virulenzgenen von C.

higginsianum durch Durchmusterung einer Mutantenbibliothek

Zur ldentifizierung von intrazellularen Virulenzfaktoren oder sekretierten Effektoren, die fur die
Interaktion von Colletotrichum higginsianum mit Arabidopsis thaliana wichtig sind, wurde in der
AG Koch eine Colletotrichum higginsianum Mutantenbibliothek durch zufallige
Insertionsmutagenese mittels ATMT hergestellt [1]. Durch Infektionsscreening der erhaltenen
Mutanten auf A. thaliana wurden 75 vir Mutanten mit verringerter Virulenz isoliert und in vier
Gruppen eingeteilt [1]: Zur Gruppe 1 gehdéren Mutanten, welche keine Appressorien auf
Petrischalen ausbilden. Mutanten der Gruppe 2 werden als Penetrationsmutanten bezeichnet,
da sie zwar Appressorien auf der Pflanzenoberflache bilden, aber diese nicht penetrieren. Als
Switchmutanten (Gruppe 3) werden jene Mutanten bezeichnet, die zwar in der Lage, sind den
Wirt zu penetrieren und biotrophe Primarhyphen auszubilden, aber dann nicht in die
nekrotrophe Phase der Infektion wechseln ("switchen"). Die restlichen Mutanten gehéren zur
Gruppe 4 und besitzen verschiedene Phanotypen, die nicht auf die anderen Gruppen passen.
Eine Auswahl dieser Mutanten wurde im Folgenden néher untersucht, um die T-DNA-

Insertionen zu bestimmen, an welche die Phanotypen der Mutanten gekoppelt sind.

2.1.1. Bestimmung der Anzahl an T-DNA-Insertionen vo n vir Mutanten durch
Southern Blot Analyse

Zur Charakterisierung von T-DNA-Insertionsmutanten muss zunachst die Anzahl der T-DNA-
Insertionen bestimmt werden. Dies ist besonders wichtig, da die Untersuchung von Mutanten
mit Einzelinsertionen erfolgsversprechender ist. In der Literatur schwankt der Anteil von durch
ATMT erhaltenen Transformanten mit T-DNA-Einzelinsertionen in nah verwandten
Ascomyceten zwischen 20% und 80% [137-140]. In einer &hnlichen Studie trugen 58% der C.
higginsianum T-DNA-Insertionsmutanten eine einzige Insertion [53]. Mehrfachinsertionen
kommen also haufig vor und kdnnen in verschiedenen Permutationen auftreten. Einerseits
konnen mehrere T-DNAs unabhéngig an verschiedenen Stellen im Genom integriert werden
oder andererseits in invertierten oder direkten Wiederholungen auftreten [141]. Zur
Bestimmung der Anzahl an T-DNA-Integrationen in den Insertionsmutanten wurde die
Methode des Southern Blots verwendet. Dazu wurde genomische DNA mit den
Restriktionsenzymen Sall und BamHI gespalten, da beide Enzyme einmal rechts oder einmal
links der Hygromycinresistenz in der T-DNA schneiden. Der Blot wurde mit einer radioaktiv
markierten Hygromycinresistenz-Sonde hybridisiert (Abbildung 2.1.1). Fir jede unabhangige
T-DNA-Insertion sollte also je eine Bande in den beiden Verdauansatzen auftreten. In Tabelle

1 sind fur verschiedene Insertionsereignisse die theoretisch erwarteten Bandengrofen bzw.
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Muster bei Hybridisierung mit der hygR-Sonde aufgelistet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Auswahl an bisher noch nicht charakterisierten Mutanten
oder solchen, bei denen das Ergebnis vorher nicht eindeutig war, durch Southern Blot Analyse
getestet. Dabei wurden Mutanten aus verschiedenen phanotypischen Gruppen untersucht: vir-
1, vir-3, vir-4 und vir-5 sind Mutanten der Gruppe 1. vir-14, vir-18 und vir-24 gehéren zu den
Penetrationsmutanten (Gruppe 2). vir-41, vir-44, vir-45, vir-46, vir-48, vir-52, vir-53 und vir-54
sind Switchmutanten (Gruppe 3). Die Ubrigen untersuchten Mutanten gehoren zur Gruppe 4

(far genauere Informationen zum Phénotyp dieser Mutanten siehe [1]).

Sall BamHI
Sonde
I pGdpA hygR tTrpC
B I
>3560 bp |
' >2420 bp

Abbildung 2.1.1: Die T-DNA von pPK2.

Schematische Darstellung der T-DNA von pPK2. Es sind die Left Border- und Right Border-Sequenzen, der
Promotor der A. nidulans Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (pGdpA), das Hygromycinresistenzgen und
der Terminator des A. nidulans Tryptophan C Gens (tTrpC) eingezeichnet. AuBerdem sind die flir Southern Blot
Analyse von Insertionsmutanten verwendete Sonde und die dabei fir Sall- oder BamHI-verdaute genomische
DNAs erwarteten BandengréfRen gezeigt.

Tabelle 1: Fur verschiedene T-DNA-Konstellationen t heoretisch erwartete
BandengréfRen bei Southern Blot Analyse von Insertio nsmutanten ! mit der
Hygromycinresistenz-Sonde

erwartete Bandengrof3e bei erwartete Bandengrof3e bei
BamHI-verdauter DNA Sall-verdauter DNA

einzelne T-DNA-Insertion >3560 bp >2420 bp
"Head-to-Tail "-Insertion

(LB-RB/LB -RB) 4570 bp 4570 bp
"Head-to-Head "-Insertion

(LB-RB/RB-LB) >3560 bp + >3560 bp 4840 bp

"Tail-to-Tail "-Insertion
(RB-LB/LB -RB) 7130 bp >2420 bp + >2420 bp

1 Die Bandengrof3en beziehen sich auf Mutanten, die durch Transformation mit pPK2 entstanden sind.

In Tabelle 2 ist eine Zusammenfassung der abgeschatzten Bandengrolien aus den in dieser
Arbeit durchgefiihrten Southern Blots mit vir Mutanten (nicht gezeigt) und der daraus
abgeleiteten vermuteten T-DNA-Konstellationen gezeigt. Es stellte sich heraus, dass von den
28 analysierten Mutanten nur acht (29%) eine T-DNA-Einzelinsertion besitzen (vir-1, vir-24,
Vvir-45, vir-75, vir-77, vir-93, vir-98, vir-102). Im Genom von zwei weiteren (vir-53, vir-88) finden
sich vermutlich zwei T-DNAs in einer Tail-to-Tail-Konfiguration an einem einzigen
Insertionsort. Die restlichen 18 Mutanten tragen zwischen zwei und finf T-DNA-Insertionen in
mehr oder weniger komplizierten Arrangements, bei denen oftmals keine verlassliche

Voraussage Uber die Anzahl der Insertionsorte getroffen werden konnte.
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Tabelle 2:

Bei Southern Blot

Analyse von

Hygromycinresistenzsonde erhaltene Banden

erhaltene Banden im

erhaltene Banden im

Mutanten mit einer

vermutete T-DNA

Mutante BamHI Verdau (bp) Salll Verdau (bp) Konstellation *
vir-1 >10000 4800 Einzelinsertion

. 9000 + >10000 + Insertion + HtoH-Insertion
vir-3 >10000 2500 + 5000 (unabhéangig)

. 3700 + 4700 + 5500 + mindestens 4 Insertionen,
vir-4 7800 4800 + 5200 + 10000 davon zwei HtoH
vir-5 5000 + 8000 2500 + 5000 + 8000 Insertion + TtoT-Insertion

(unabhangig)

. 2200 + 4000 + 4500 + Insertion + 2 HtoH-
vir-14 7500 + 9000 3000 + 5500 Insertionen (unabhangig)

. 3600 + 4500 + 5000 + mindestens 4 Insertionen,
vir-18 8000 4000 + 4500 + 5000 davon zwei HtoH
vir-24 10000 7000 Einzelinsertion

vir-41* 6500 + 8500 5000 + 9000 2 unabhéngige Insertionen

Vir-44%*** 9000 + >10000 2500 ?

Vir-45%** 9000 25002 Einzelinsertion
vir-46 4600 + 9500 2600 + 5800 2 unabhéngige Insertionen
vir-48 9000 5000 + 6700 + 7200 ?
vir-52 9000 + 5000 6500 + 5000 Insertion + HtoT-Insertion

(unabhangig)
vir-53 7000 7000 + 8000 TtoT-Insertion
vir-54 6500 + 10000 4200 + >10000 2 unabhéngige Insertionen
Vir-75 4700 9000 Einzelinsertion

Vir-77%** 8000 27002 Einzelinsertion

Vir-79**** 6000 + 10000 + >10000 2500 ?

. 4200 + 5000 + 6000 + mindestens 5 Insertionen,
vir-87 8000 + >1000 2700 +4000 +5000 davon mindestens 2-HtoH
vir-88 8000 3500 + 4000 TtoT-Insertion
vir-93 9000 7500 Einzelinsertion

Vir-94** 10000 2700 + 4000 + 5000 ?

. 3700 + 5000 + 9000 +

- 2
vir-95 5000 + 6300 + >10000 >10000 ;
vir-98 2700 5000 Einzelinsertion
vir-99 5000 + 6000 3300 + 5000 Insertion + HtoT-Insertion
(unabhangig)
vir-100 4800 + 7000 3600 + 4800 + 5800 HtoT-Insertion + TtoT-
Insertion (unabhéangig)
vir-101 3800 + 4500 + 6000 + 4500 2 unabhéangige HtoH-

9000

Insertionen
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vir-102 7500 5500 Einzelinsertion

Mit Sternen markierte Mutanten sind nicht durch Transformation mit pPK2 hergestellt worden,

sondern mit folgenden pPK2 Derivaten [1]: * = pCK2391, ** = pCK2448, *** = pCK2450, **** =

pCK2508;

1 HtoH = Head-to-Head; HtoT = Head-to-Tail; TtoT = Tail-to-Tail;

2 Diese DNA-Fragmente enthalten nur T-DNA-Sequenz (pCK2450 enthalt eine zweite Sall Site
zwischen Hygromycinresistenz und Right Border).

2.1.2. Bestimmung der T-DNA-Insertionsorte von vir Mutanten durch Genome
Walker PCR

Zur Identifikation der T-DNA-Insertionsorte von durch ATMT  hergestellten
Pathogenitatsmutanten wurde im Rahmen dieser Arbeit die Methode der Genome Walker PCR
verwendet (Abbildung 2.1.2 A). Dabei verdaut man genomische DNA mit
Restriktionsenzymen, die glatte Enden erzeugen, und ligiert die erhaltenen Fragmente
anschlieBend mit einem DNA-Adaptor. Ublicherweise verwendet man dafiir verschiedene
Enzyme (EcoRV, Nael und Pvull), um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, dass Fragmente
einer GrolRe erhalten werden, die effizient per PCR amplifiziert werden kann. Durch die
Verwendung von Adaptor-DNAs erzeugt man somit Fragmente von unbekannter DNA, die auf
der einen Seite von T-DNA und auf der gegeniberliegenden Seite von Adaptorsequenzen
flankiert sind. Mit geeigneten Primern lassen sich die Fragmente Uber zwei PCR-Reaktionen
amplifizieren (Details siehe Material & Methoden). Anschlielend kénnen vielversprechende
Produkte sequenziert werden.

Diese Methode wurde verwendet, um die T-DNA-Insertionsorte der Mutanten vir-27, vir-46,
vir-49, vir-84 und vir-87 zu identifizieren. In Tabelle 3 sind die fur die Genome Walker PCR
verwendeten Restriktionsenzyme, Primer und die identifizierten Insertionsorte aufgelistet. In
Abbildung 2.1.2 B sind die T-DNA-Insertionsorte dieser Mutanten schematisch dargestellt. Im
Folgenden werden die Insertionsorte der einzelnen Mutanten und die umliegenden,
vorhergesagten Gene beschrieben.

vir-27: Im Genom dieser Penetrationsmutante konnten zwei unabhdngige Insertionsorte
identifiziert werden. Die erste befindet sich im ORF von CH63R_02932 (ChSTE12). Dieses
Gen kodiert fur das Ortholog des Transkriptionsfaktors Stel2 von S. cerevisiae (60%
Aminoséaureidentitat), welcher Teil einer MAP-Kinasen-Kaskade ist, die unter anderem Mating
und invasives Wachstum der Backerhefe kontrolliert [142]. Die zweite T-DNA konnte im ORF
von CH63R_02196 identifiziert werden. Dessen Genprodukt zeigt Ahnlichkeit zu Amt1 von S.
cerevisiae (35% Aminosaureidentitat) und Hmtl von S. pombe (44% Aminosaureidentitat),
welche Eisen-Schwefel-Cluster aus dem Mitochondrium heraus transportieren [143] bzw.
Metallchelatkomplexe in die Vakuole importieren [144].

Da ein Homolog von ChSTE12 - CST1 von C. lagenarium - bereits als Pathogenitatsfaktor
beschrieben wurde [108], ist vermutlich die Insertion in diesem Gen fur den

Pathogenitéatsdefekt dieser Mutante verantwortlich.
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vir-46: Im Genom der Switchmutante vir-46 existieren zwei unabhéngige T-DNA-Insertionen
(siehe Kapitel zuvor), wovon eine im 3'-Ende von CH63R_12216 identifiziert werden konnte.
Das davon kodierte Genprodukt besitzt keine Homologe in der NCBI model organism
Datenbank, ist aber in filamentdsen Ascomyceten weitestgehend konserviert. Es besitzt eine
vorhergesagte Glycosyl transferase family 90-Doméane (pfam05686, E-Wert 1,7e19), welche
spezifisch die Ubertragung von Mannosyl-Einheiten und deren Derivate katalysiert.

vir-49: Mit der DNA dieser Switchmutante wurden zwei Genome Walker Produkte erhalten.
Das erste enthalt den Ubergang von T-DNA zu T-DNA ohne genomische DNA, woraus sich
schliel3en lasst, dass vir-49 eine Head-to-Tail Insertion tragt. Das zweite enthélt die Right
Border-Region einer T-DNA und genomische Sequenz von Chromosom 8. Die T-DNA liegt
dort 71 bp upstream von CH63R_11831, welches wiederum flr ein Protein ohne Homologe in
der NCBI model organism Datenbank kodiert. Homologe dieses Proteins kommen
ausschlieRlich in Sordariomyceten, wie z.B. Neurospora crassa oder Fusarium oxysporum,
vor. CH63R_11831 enthalt eine vorhergesagte Methyltransferase 11-Domane (pfam08241, E-
Wert 9,38e1), welche aus S-Adenosylmethionin-abhangigen Methyltransferasen bekannt ist
[145].

vir-84: Im Genom dieser Gruppe 4-Mutante, die mit stark deformierten und polarisierten
Appressorien einen interessanten Phanotyp besitzt [1], befindet sich laut Southern Blot
Analyse vermutlich eine Head-to-Tail-Insertion (Susanne Miiller, persdnliche Mitteilung). Bei
der Genome Walker PCR wurden zwei Sequenzen erhalten. Eine davon enthalt den Ubergang
von T-DNA zu T-DNA dieser Insertion. Die zweite Sequenz enthélt Right Border-Sequenz und
genomische Sequenz 323 bp upstream von CH63R_03047 (ChRMD1) und 465 bp
downstream von CH63R_03048 auf Chromosom 8. CH63R_03047 kodiert vermutlich fir das
Ortholog von ScRmd1 (Aminosaureidentitéat 61%), von dem bisher keine Funktion bekannt ist,
aul3er dass es fur die Sporulation der Backerhefe notwendig ist [146]. CH63R_03048 enthalt
eine vorhergesagte Rossmann-fold NAD(P)(+)-binding proteins-Domane (cl21454, E-Wert
2,31e1%), welche in vielen Dehydrogenasen vorkommt. Da die T-DNA-Insertion
madglicherweise im Promotorbereich von CH63R_03047 liegt, ist dieses Gen wahrscheinlich
davon in seiner Funktion beeintrachtigt.

vir-87: Im Genom dieser Gruppe 4-Mutante, die laut Southern Blot Analyse mindestens flnf
T-DNAs enthélt (siehe Kapitel zuvor), konnte eine T-DNA in einer Region von Chromosom 8
identifiziert werden, in der keine Gene vorhergesagt wurden. Das néchste Gen
(CH63R_11792) liegt 1365 bp downstream dieser Insertion. CH63R_11792 kodiert fur ein
kleines Protein von 59 Aminosauren ohne konservierte Domanen oder Homologe in der NCBI
non redundant Database. Dieses Protein ist also entweder speziesspezifisch oder eine
Falschvorhersage. Da die Insertion aber relativ weit von diesem Gen entfernt liegt, ist dieses

vermutlich nicht von der T-DNA in seiner Funktion beeintrachtigt.
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Abbildung 2.1.2: Es konnten die Insertionsorte von mehreren M  utanten bestimmt

werden.

(A) Schematische Darstellung der Funktionsweise der Genome Walker PCR. Die gestrichelte Linie stellt
unbekannte genomische DNA dar. Das rechte Restriktionsprodukt wird in diesem Schema auf3er Acht gelassen.
(B) Schematische Darstellung der durch Genome Walker PCR bestimmten T-DNA-Insertionsorte von vir-27, vir-46,
vir-49, vir-84 und vir-87. Bei vir-27 sind beide unabhangigen Loki gezeigt. Das sequenzierte Ende der T-DNA ist
jeweils mit einem durchgezogenen Strich markiert. Fir das mit * markierte Gen existiert kein Genmodell im Genom
2016 [40]. Es ist daher mit dem Namen der Genomsequenz des Broad Institutes [147] benannt. Die Grof3en der
einzelnen DNA-Sequenzen sind nicht maf3stabsgetreu dargestellt.
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Tabelle 3: Durch Genome Walker

ausgewahlten vir Mutanten

PCR

identifizierte T

-DNA-Insertionsorte von

Mutante | Restriktions- | Primer? | sequenzierter Insertionsort Insertionsort Genom
enzym? Teil der T-DNA Colletotrichum 2016 [40]
Sequencing Project
[147]
vir-27 Nael AP2 + RB supercontig6150, Chromosom 2,
CK2710 Position 873,; Position 4105873
Pvull AP2 + RB supercontig826, Positionf  Chromosom 2,
CK2710 7944 Position 1445396
vir-46 Pvull AP2 + RB supercontig1172, Chromosom 8,
2575 Position 5388 Position 4185026
vir-49 Pvull AP2 + |RB + LB (HtoT) - -
2575
Pvull AP2 + RB supercontig 4087, Chromosom 8,
2575 Position 3217 Position 2859692
vir-84 ? ? LB + RB (HtoT) - -
? ? LB supercontig3742, Chromosom 8,
Position 1175 Position 4438198
vir-87 EcoRV AP2 + RB supercontig4090, Chromosom 8,
2710 Position 1846 Position 2728392

L fur den Verdau von genomischer DNA verwendetes Restriktionsenzym;
2 fur die nested PCR verwendete Primer.

Zusammengefasst konnten sechs bisher unbekannte T-DNA-Insertionsorte in den Genomen
von fUnf vir Mutanten identifiziert werden. Auf Basis der Kenntnis der mdglicherweise von der
T-DNA beeinflussten Gene dieser Mutanten kdnnen nun durch weiterfihrende Experimente
wie dem gezielten Knockout des jeweiligen Gens oder der Komplementation der vir Mutante
mit dem Wildtypallel dieses Gens potentielle Virulenzfaktoren identifiziert werden. In dieser
Arbeit wurden diese Ansatze fir die potentiell T-DNA-,getagten“ Gene von zwei vir Mutanten
angewendet. Dies ist in spéateren Kapiteln ausfuhrlich beschrieben. Dabei wurde die T-DNA
upstream des vermutlich essentiellen ChMOB2 Gens als das von der T-DNA beeinflusste Gen
der Mutante vir-88 verifiziert und dessen kinasebindendes Proteinprodukt als wichtiger Faktor
bei der Appressoriendifferenzierung und der Bildung von Konidien identifiziert (siehe Kapitel
2.2). Des Weiteren konnte durch Analyse des T-DNA-Insertionsortes von vir-56 das

peroxisomale Protein ChPxmp4 als neuer Virulenzfaktor bestimmt werden (siehe Kapitel 2.3).
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2.2. Untersuchung der Rolle des kinasebindenden Pro  teins ChMob2

und dessen Paralogen in  Colletotrichum higginsianum

Im Rahmen des Pathogenitatsscreenings von zufédlligen Insertionsmutanten von C.
higginsianum der AG Koch wurde vir-88 als eine Mutante mit reduzierter Virulenz identifiziert
[1]. Mittels Analyse von genomischer vir-88 DNA durch Southern Blot mit einer Sonde, die mit
der Hygromycinresistenz der T-DNA von pPK2 [148] hybridisiert, wurde gezeigt, dass das
Genom dieser Mutante vermutlich zwei T-DNAs in einer Tail-to-Tail-Konfiguration enthalt
(Kapitel 2.1.1; [1]). Eine dieser T-DNA-Insertionen wurde durch Genome Walker PCR mit
genomischer vir-88 DNA im Leserahmen des hypothetischen Gens CH063 12012 identifiziert,
dessen Genprodukt hohe Ahnlichkeit zum kinaseaktivierenden Protein ScMob2 der
Backerhefe zeigt. Da vir-88 neben reduzierter Pathogenitét auch kleinere Konidien produziert
und dies zu diesem Zeitpunkt die einzige vir Mutante mit diesem interessanten Phanotyp war,
sollten Genotyp und Phanotyp von vir-88 und die Rolle des moglicherweise mutierten Gens
ChMOB2 und dessen Paralogen ChMOB1 und ChMOB3 im Rahmen dieser Arbeit genauer

untersucht werden.

2.2.1. vir-88 hat Defekte bei der Appressorienmorphologie, Konid ienbildung und
Wirtspenetration

Die T-DNA-Insertionsmutante vir-88 wurde in vorhergehenden Arbeiten als Mutante mit
reduzierter Pathogenitat beschrieben [1]. Um den zugrundeliegenden Defekt dieser Mutante
zu identifizieren, wurde der Phanotyp von vir-88 wahrend der Infektion, bei der
Appressorienbildung und bei der Ausbildung von Konidien genauer untersucht.

Vier Tage nach Infektion von A. thaliana mit Konidien von vir-88 waren sowohl die Zahl als
auch die GréRe der nekrotischen Lasionen deutlich geringer als auf Pflanzen, die mit Wildtyp
C. higginsianum infiziert wurden (Abbildung 2.2.1-1 A). Auf mit Trypanblau gefarbten Blattern
hatten beim Wildtyp nach drei Tagen 59,5% der Appressorien eine Primarhyphe und 25,6%
der Primarhyphen eine Sekundarhyphe ausgebildet (Abbildung 2.2.1-1 B, C). Zum gleichen
Zeitpunkt hatte vir-88 erst 19,6% Primarhyphen und 9,7% Sekundarhyphen ausdifferenziert.
Da die verlangsamte Wirtskolonisierung nicht nur durch einen spezifischen Virulenzdefekt
begriindet sein konnte, sondern auch durch verringerte Wachstumsrate, wurde das vegetative
Wachstum von vir-88 auf Haferflocken-Agar (OMA), auf Kartoffel-Dextrose-Agar (PDA) und
auf Czapek-Dox-Agar-Minimalmedium (MM) untersucht. Im Vergleich zu Wildtyp C.
higginsianum bildete vir-88 geringfugig kleinere Kolonien auf PDA und MM, welche auch etwas
mehr weil3es, an der Luft liegendes Myzel aufwiesen als Kolonien des Wildtyps (Abbildung
2.2.1-1 D). Da der Unterschied in der KoloniegroRe derart gering ist, ist nicht davon
auszugehen, dass der oben genannte deutliche Unterschied in der Primar- und

Sekundarhyphenbildung von vir-88 auf vegetative Defekte zurtickzufiihren ist. vir-88 zeigte
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keine veranderte Sensitivitit gegeniber Hitze, Wasserstoffperoxid, Sorbitol oder SDS
(Abbildung 2.2.1-1 E). Lediglich beim Wachstum auf Platten mit zellwandstressinduzierendem
Kongorot bildete vir-88 Kolonien, die eine andere Farbe und Struktur aufwiesen als die des
Wildtyps (Abbildung 2.2.1-1 E). Da die Grof3e der Kolonien aber nicht signifikant verandert ist,
handelt es sich hierbei vermutlich nicht um eine Mutante die sensitiv gegen Zellwandstress ist.

A

60%

@ Primarhyphen

OSekundarhyphen
40%

20% A

0%
WT

vir-88 Vir-88 +
pMOB2

Sorbitol
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Abbildung 2.2.1-1: vir-88 bildet weniger Primar- und Sekundarhyphen aus als der
Wildtyp.

Die Mutante vir-88 wurde auf ihre Fahigkeit, A. thaliana zu infizieren, und auf ihre vegetative Fitness im Vergleich
zum C. higginsianum Wildtyp untersucht. (A) A. thaliana vier Tage nach Infektion. (B, C) A. thaliana drei Tage nach
Infektion. In (B) ist eine exemplarische Mikroskopaufnahme von mit Trypanblau gefarbten Blattern gezeigt.
GrolRenbalken =20 pm. In (C) wurde die Ausbildung von Priméar- und Sekundérhyphen quantifiziert. (D) Vegetatives
Wachstum auf Kartoffel-Dextrose-Agar (PDA), Minimalmedium (MM) und Haferflocken-Agar-Platten (OMA) sechs
Tage nach Beimpfen (MM sieben Tage). (E) Wildtyp, vir-88 und vir-88 komplementiert mit pMOB2 (siehe Kapitel
2.2.3) wurden auf PDA-Platten getropft und sieben Tage lang verschiedenen stressinduzierenden Bedingungen
ausgesetzt: ohne Zusatz (PDA), 200 pg/ml Kongorot, 2,5 mM H202, 0,01% SDS, 1 M Sorbitol oder Wachstum bei
32°C.

Bei naherer Betrachtung von mit Trypanblau gefarbten infizierten Blattern fiel aul3erdem auf,
dass ein groRer Anteil der Appressorien von vir-88 sich morphologisch deutlich von denen des
Wildtyps unterschieden (Abbildung 2.2.1-2 A). Nach Untersuchung von Blattern flnf infizierter
Pflanzen drei Tage nach der Infektion stellte sich heraus, dass 62,5% der Appressorien von
vir-88 einen oder mehrere der folgenden Phanotypen zeigten (Abbildung 2.2.1-2 B + C): |)
zusatzlich zum Appressorium ist auch die proximale Zelle des Konidiums melanisiert; II)
zusatzlich zum Appressorium ist auch der Keimschlauch melanisiert; 1ll) das Appressorium ist
polar in die LAnge gezogen; IV) das Appressorium ist nicht vollstdndig melanisiert; V) das
Appressorium besitzt einen mindestens um 30% geringeren Durchmesser; V) es sind
sekundare Ausstilpungen oder Auswiichse aus dem Appressorium sichtbar. Die Phanotypen
II, IV und V kamen auch gelegentlich bei Zellen des Wildtyps vor (10,6% der Appressorien).
Interessanterweise gingen nur 13,2% der von vir-88 gebildeten Primarhyphen aus
Appressorien mit diesen Phanotypen und die restlichen 86,8% aus unauffalligen Appressorien
hervor (Abbildung 2.2.1-2 D). Dies deutet darauf hin, dass die Mehrzahl der morphologisch
auffalligen Appressorien die Wirtszelle nicht penetrieren. Da ein Grol3teil der von vir-88
gebildeten Appressorien offensichtlich nicht voll funktionstiichtig ist, wirde das erklaren,
warum vir-88 insgesamt weniger Primarhyphen ausbildet. Im Fall des Wildtyps wurden anteilig
genauso wenig Primarhyphen (11,0%) aus morphologisch auffélligen Appressorien gebildet
wie bei vir-88. Auch bei in vitro Appressorien, die auf 1,16-Hexadekandiol beschichteten
Petrischalen gebildet wurden, zeigten sich bei 64,4% der Appressorien von vir-88 (WT 8,0%)
morphologische Defekte analog zu denen auf der Blattoberflache. Zur Uberpriifung, ob die von
vir-88 gebildeten Appressorien trotz des veranderten Aussehens noch den fir die Infektion
nétigen hohen Turgordruck aufbauen kdnnen, wurde ein Zytorrhyse-Assay durchgefuhrt. Der
zellinterne Turgor wurde gemessen, indem reife in vitro Appressorien mit PEG6000-Ldsungen
in steigender Konzentration (von 0 bis 500 mg/ml) inkubiert wurden und die Anzahl an
kollabierten Appressorien gezahlt wurde. Dabei waren bei 325 mg/ml PEG6000 ungefahr die
Halfte der Wildtyp Appressorien kollabiert und bei 400 mg/ml tiber 90% (Abbildung 2.2.1-2 G).
Im Fall von vir-88 war kein statistisch signifikanter Unterschied zum Wildtyp festzustellen, d.h.

vir-88 Appressorien scheinen den gleichen Turgordruck wie Appressorien des Wildtyps
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aufbauen zu kdénnen. Allerdings kdnnte eine geringe Differenz im Turgordruck durch die hohen
Standardfehler in diesem Experiment nicht bestimmt werden.

Die oben genannten morphologischen Defekte legen nahe, dass vir-88 eine oder mehrere
Mutationen in einem Gen oder einem Signalweg aufweist, der Zellform oder Zellpolaritét
kontrolliert. Der Befund, dass viele, aber nicht alle vir-88 Zellen diese Phanotypen ausbilden,
konnte darauf hindeuten, dass der zugrundeliegende genetische Defekt eine unvollstandige

Penetranz oder Expressivitat aufweist.
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Abbildung 2.2.1-2: Viele von vir-88 gebildete Appressorien haben morphologische
Defekte.

Das Aussehen und die Funktionsfahigkeit der Appressorien von vir-88 wurden im Vergleich zu Wildtyp C.
higginsianum naher untersucht. (A) Mikroskopische Aufnahmen von gekeimten Konidien und Appressorien auf mit
Trypanblau gefarbten Blattern einen Tag nach der Infektion mit den gekennzeichneten Stammen. Appressorien mit
uniblichem Aussehen sind mit weil3en Pfeilen markiert. (B) Mikroskopische Aufnahmen von normal aussehenden
Appressorien (1) oder Appressorien mit einem der folgenden Phanotypen drei Tage nach Infektion mit vir-88: 1) die
proximale Zelle des Konidiums ist melanisiert; 1) auch der Keimschlauch ist melanisiert; Ill) Appressorium ist polar
in die Lange gezogen; IV) Appressorium ist nicht vollstindig melanisiert; V) mindestens 30% geringerer
Durchmesser des Appressoriums; 1V) Sekundare Ausstilpungen oder Auswiichse aus dem Appressorium. Das
jeweils bezeichnende Appressorium ist mit einem wei3en Pfeil gekennzeichnet, wohingegen Primarhyphen mit
einem schwarzen Pfeil gekennzeichnet sind. (C, D) Quantifizierung des Anteils von verformten Appressorien (C)
und des Anteils der Primérhyphen die aus verformten Appressorien hervorgingen (D) drei Tage nach der Infektion.
(E, F) Mikroskopische Aufnahmen (E) oder Quantifizierung (F) von Appressorien, die auf beschichteten
Petrischalen gebildet wurden. Ungewdhnlich geformte Appressorien sind mit einem wei3en Pfeil markiert. (G)
Zytorrhyse-Assay von in vitro Appressorien. Aufgetragen ist der Teil an Appressorien, die bei verschiedenen
Konzentrationen von PEG6000 kollabierten. GréRenbalken = 20 um.

Zusatzlich zeigte sich, dass vir-88 Defekte bei der Konidienbildung aufweist. So lie3en sich
sieben Tage nach Beimpfen 41,7% weniger Konidien von OMA-Platten abspulen als beim
Wildtyp (Abbildung 2.2.1-3). Durch zytometrische Analyse mithilfe eines Zellzahlers konnte mit
83,7 fl zudem ein um 27% verringertes durchschnittliches Konidienvolumen von vir-88
Konidien im Vergleich zum Wildtyp (114,7 fl) bestimmt werden (Abbildung 2.2.1-3). Es ist nicht
klar, ob die veranderte Konidiengrof3e und -zahl im oben beschriebenen Zellpolaritatsph&notyp
begriindet ist oder ob es sich hierbei um einen separaten Defekt handelt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die durch T-DNA-Insertionsmutagenese
entstandene Mutante vir-88 neben reduzierter Konidienproduktion stark verringerte Virulenz
gegen A. thaliana aufweist. Diese wird vermutlich von der veranderten Appressorienform und

einer dadurch verringerten Penetrationsfahigkeit hervorgerufen.
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Abbildung 2.2.1-3: vir-88 produziert weniger und kleinere Konidien als der W ildtyp.
Quantifizierung der Menge (links) und des durchschnittlichen Volumens (rechts) von Konidien von vir-88 und WT
mithilfe eines CASY-Zellzahlers. Die Konidiensuspensionen wurden nach sieben Tagen Inkubation von OMA-
Platten abgesplilt.
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2.2.2. vir-88 kodiert fur ein schwaches Allel von ChMOB2 aufgrund von zwei T-
DNA-Insertionen im 5-UTR

In Vorarbeiten wurde durch Genome Walker PCR im Genom von vir-88 eine T-DNA-Insertion
im vorhergesagten Gen CHO063 12012 mit hoher Ahnlichkeit zu Hefe MOB2 auf
supercontigh277 [147] identifiziert (Anhang 1). Im Folgenden sollten diese T-DNA-Insertion
und das davon betroffene Gen naher charakterisiert werden.

Zunachst wurde das Genmodell fir CH063 12012 mit den homologen Genen N. crassa
Mob2a und Mob2b, C. graminicola Mob2 und S. cerevisiae Mob2 und deren Genprodukten
durch Alignments verglichen (nicht gezeigt). Dabei fiel auf, dass das vorhergesagte ChMob2
Protein am N-Terminus zwischen 34 und 74 Aminosauren langer ist als seine Verwandten.
Deshalb wurde angenommen, dass dieses Protein erst mit dem zweiten Startkodon 111 aa
weiter downstream beginnt, was auch dem Start von NcMob2a entspricht. In diesem
Genmodell (ab sofort ChMOB2, Abbildung 2.2.2-1) wirde die T-DNA-Insertion von vir-88 161
bp upstream des ATGs von ChMOB2 liegen und nicht wie zunachst angenommen in dessen
kodierender Sequenz. Zur Bestatigung dieses Genmodells und zur Identifikation des
Transkriptionsstarts und -endes wurden 5‘- und 3'-RACE PCRs (Rapid amplification of cDNA
ends) durchgefihrt (nicht gezeigt) und die dabei erhaltenen Produkte von ca. 270 bp (5°) und
1100 bp (3) sequenziert (Anhang 3 und Anhang 4). Das ChMOB2 Transkript ist demnach
1214 nt grof3 und setzt sich aus 164 nt 5-UTR (nicht translatierter Bereich), 216 nt 3-UTR,
zwei Introns von jeweils 49 nt und einer kodierenden Sequenz von 834 nt zusammen. Da der
Transkriptionsstart laut 5-RACE PCR zwischen dem Beginn des urspringlichen Genmodells
CHO063_12012 und ChMOB?2 liegt, ist davon auszugehen, dass das angepasste Genmodell
korrekt ist und dass das ChMOB2 Genprodukt ChMob2 277 aa grof3 ist (statt 386 aa von
CHO063_12012). Das hier bestimmte ChMOB2 Genmodell ist identisch mit CH63R_00818 aus
der seit kurzem verfugbaren, fast vollstandigen Genomsequenz [40].

Wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben wurde durch Southern Blot Analyse die Anzahl der T-DNAs
im Genom von vir-88 bestimmt. Es ergaben sich Banden von ~7500 bp im Verdau mit BamHI
und ~3700 bp + ~4100 bp im Sall-Verdau. Dieses Bandenmuster deutet auf zwei T-DNAs hin,

die in einer ,Left Border an Left Border" “-Konfiguration zusammenhangend integriert wurden,
wobei beide Right Border-Sequenzen auf3en liegen. Die dafur errechneten theoretischen
Bandengrof3en von 7128 bp (BamHI) und 3449 bp + 3996 bp (Sall) (Abbildung 2.2.2-1) decken
sich annéhernd mit den experimentell bestimmten. Die Differenz von je 300 bis 400 bp beruht
moglicherweise auf Ungenauigkeiten bei der Ubertragung der Markerbanden auf die
Radiofilme oder deren digitale Kopie. Um die These einer ,Tail-to-Tail*-T-DNA-
Tandemintegration zu Uberprifen, wurden PCR Reaktionen zur ldentifikation von T-DNA-
flankierenden Sequenzen im Genom von vir-88 durchgefiuhrt. Zusatzlich zur bereits

bekannten, durch Genome Walker PCR erhaltenen Sequenz (siehe oben), welche T-DNA-,
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Right Border- und 5 -UTR Sequenzen von ChMOB2 enthielt, konnte die zweite flankierende
Sequenz mit kodierender Sequenz von ChMOB2 durch PCR vervielfaltigt und sequenziert
werden (Anhang 2). Somit wurde bestatigt, dass das Modell der T-DNA Integrationen im
Genom von vir-88, wie in Abbildung 2.2.2-1 dargestellt, korrekt ist. Die T-DNA-Insertion ging
laut DNA-Sequenzierung aulRerdem mit einer kleinen genomischen Deletion von 11 bp einher.
Es konnten keine PCR-Produkte zwischen den beiden aneinandergrenzenden T-DNAs
erhalten werden, egal welche Primer eingesetzt wurden (nicht gezeigt). Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass die T-DNAs in dieser RB-an-RB-Konfiguration identische inverted repeats
darstellen und jede Primerbindungsstelle doppelt und gegenlaufig vorkommt.
Interessanterweise befindet sich der durch 5-RACE PCR bestimmte ChMOB2
Transkriptionsstart des Wildtyps in der durch die T-DNAs verursachten genomischen Deletion
im Genom von vir-88. Dies wirde bedeuten, dass der geneigene Transkriptionsstart fehlt und
dass ChMOB?2 in vir-88 nicht mehr transkribiert wird, auf3er es befindet sich noch ein weiterer
Transkriptionsstart in der Sequenz zwischen T-DNA und ChMOB2 Startkodon oder auf der T-
DNA.

-164 1 932 1148
ATG TAA
= S | >l
e e ChMOB2
’___———‘ “~~-,__ Lokus
—”,———’ ‘~~-~~~~ im WT
Sall BamHI Sall Sall BamHI Sall
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{hygR | yoR>  JJvosz
A chMoB2
161 bp Lokus
L | in vir-88

' 7128 bp '
| ] 1 |
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Abbildung 2.2.2-1: vir-88 besitzt zwei T-DNA-Insertionen strangaufwarts von ChMOB2.
Schematische Darstellung des genomischen ChMOB2 Lokus im Wildtyp (oben) oder in vir-88 (unten). Der Anfang
und das Ende des ChMOB2 Transkripts sind als Pfeile dargestellt. Die Positionsangaben beziehen sich auf das
Startkodon. Unten sind die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Sall und BamHlI, die Position der Sonden und die
theoretisch erwarteten Bandengréen in einem Southern Blot von vir-88 DNA mit dieser Sonde zu sehen.

Da vir-88 zum einen variable Phanotypen bei Appressorienbildung und Infektion besitzt und
zum anderen der Transkriptionsstart von ChMOB2 deletiert wurde, sollte im Folgenden
Uberprift werden, ob sich die Menge an ChMOB2 mRNA zwischen vir-88 und WT
unterscheidet. Daflr wurde mittels quantitativer Reverser Transkriptase PCR (qRT-PCR) die
Menge an ChMOB2 Transkript in RNA aus Konidien, in vitro Appressorien und Myzel von vir-
88 und WT bestimmt (Abbildung 2.2.2-2 A). Zusatzlich wurde RNA aus A. thaliana Pflanzen
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vier Tage nach der Infektion mit Wildtyp C. higginsianum verwendet. Eine vergleichbare Probe
konnte mit vir-88 nicht gewonnen werden, da Infektion mit vir-88 nicht gentigend Pilzmaterial
produzierte (nicht gezeigt). ChMOB2 Expression war in allen Proben detektierbar. Im Wildtyp
war die Expression von ChMOB2 in Konidien (2% relativ zum Referenzgen ChTUBULIN-
(CH063_01222)) und Myzel (9%) niedrig und hoch in in vitro Appressorien (22%) und in
infiziertem Pflanzenmaterial (57%). In den von vir-88 gewonnen Proben blieb dieser Trend
konstant, jedoch war die relative mRNA-Menge von ChMOB?2 in allen vergleichbaren Proben
von vir-88 12- bis 21-fach niedriger als im Wildtyp. Wegen der vermuteten Rolle von ChMob2
wahrend der Ausbildung von Appressorien wurde die Expression von ChMOB2 wahrend der
in vitro Appressorienbildung durch semiquantitative PCR naher untersucht (Abbildung 2.2.2-2
B). Im Vergleich zu frisch auf Petrischalen angeimpften Konidien war die ChMOB2 mRNA in
Proben des Wildtyps bereits nach vier Stunden stark induziert. Nach acht und zwoélf Stunden
nahm die Expression von ChMOB2 wieder leicht ab. In den Proben von vir-88 war ChMOB2
gar nicht (Oh) oder nur sehr schwach (4h, 8h, 12h) detektierbar.

Zusammenfassend kodiert die Pathogenitdtsmutante vir-88 fiir ein hypomorphes Allel von
ChMOB2, welches wahrscheinlich durch zwei verbundene T-DNA-Insertionen im 5‘-nicht
translatierten Bereich dieses Gens hervorgerufen wird. Die Mutation in vir-88 ist also kein
Nullallel von ChMOB2. Es ist denkbar, dass es ohne eigentlichen Promotor und
Transkriptionsstart zu einer von Zelle zu Zelle unterschiedlichen geringen Expression von
ChMOB2 kommt. Dies wiirde die Inhomogenitat bzw. unvollstandige Penetranz des Phanotyps

von vir-88 erklaren.
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Abbildung 2.2.2-2: vir-88 exprimiert 20-mal weniger ChMOB2 als der Wildtyp .

(A) gRT-PCR Analyse der ChMOB2 Transkriptmenge relativ zu ChTUBULIN- (CH063_01222) in vir-88 und
Wildtyp cDNA-Proben, welche aus RNA von Konidien, in vitro Appressorien (19 Stunden alt) und Myzel (48 Stunden
alt) hergestellt wurden. Von A. thaliana Pflanzen vier Tage nach der Infektion konnte nur eine Probe infiziert mit
Wildtyp C. higginsianum gewonnen werden. (B) Analyse der Expression von ChMOB2 (oben) und ChTUBULIN-
(unten) wahrend der in vitro Appressorienbildung durch semiquantitative RT-PCRs. Als Matrize wurde cDNA von
WT, vir-88 und ace2 aus in vitro Appressorien null, vier, acht und zwélf Stunden nach dem Beimpfen verwendet.
Keine Matrize (H20) und genomische Wildtyp-DNA dienten als Kontrollen. ace2 ist hier noch nicht relevant, wird
aber in einem spateren Kapitel beschrieben (siehe Kapitel 2.2.9).

2.2.3. ChMOB2 wird fur die Wirtspenetration und Konidienbildung bendtigt

Die Kenntnis des T-DNA-Insertionsortes und der benachbarten Gene im Genom ist kein
hinreichender Beweis fur den Ursprung des Phanotyps einer Insertionsmutante. Daftir muss
entweder der Phanotyp durch Transformation der Mutante mit dem Wildtypallel des
betroffenen Gens komplementiert oder der Phanotyp der Mutante durch gezielten Gen-
Knockout im Wildtyp reproduziert werden. Um zu bestatigen, dass der Phanotyp von vir-88
durch die Mutation der Sequenz upstream von ChMOB2 hervorgerufen wird, sollte die Mutante
mit ChMOB2 komplementiert werden. Dafur wurde vir-88 zum einen mit pMOB2 (pCK3110),
welches das ChMOB2 Wildtypallel inklusive Promotor- und 3'-Sequenzen von -1374 bis 1797
enthalt, und zum anderen mit pPN-pTef-MOB2-GFP (pCK4129) zur Expression von MOB2-
GFP unter dem starken und konstitutiven Tefla Promotor transformiert. Das Einbringen des
ChMOB2 Wildtypallels fiihrte zu einer vollstandigen Suppression des Virulenzph&notyps von
vir-88 (Abbildung 2.2.3 A + B). Die Menge und durchschnittliche Grof3e der Konidien, die man
von OMA-Platten sieben Tage nach Beimpfen mit diesem Stamm (CY6331) gewinnen konnte,
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erreichten beinahe das Niveau des Wildtyps (jeweils 83% und 96% des Wildtypwerts,
Abbildung 2.2.3 C). Transformation von vir-88 mit pPN-pTef-MOB2-GFP ergab CY6336.
Konidien dieses Stammes waren in ihrer Konidiengrof3e nicht vom Wildtyp zu unterscheiden,
wahrend die Menge an gebildeten Konidien nicht ganz Wildtypniveau erreichte (Abbildung
2.2.3 C). Die Fahigkeit von CY6336, Primér- und Sekundarhyphen auszubilden tberstieg die
des Wildtyps (Abbildung 2.2.3 B), was vermutlich durch Uberexpression von ChMOB2
zustande kommt. AufRerdem zeigten Appressorien von CY6331 und CY6336 die in Kapitel
2.2.1 beschriebenen Morphologiedefekte nicht signifikant 6fter als der Wildtyp (nicht gezeigt).
vir-88 transformiert mit den beiden Leervektoren pPN (pCK2650) oder pPN-pTef-GFP
(pCK3816) verhielt sich in jedem Fall wie vir-88 (Abbildung 2.2.3 A-C).

Da mit ChMOB2 und MOB2-GFP alle Defekte von vir-88 fast vollstdndig komplementiert
werden konnten, ist die T-DNA-Insertion oberhalb von ChMOB2 und die damit verbundene

verringerte Expression dieses Gens fur die Defekte von vir-88 verantwortlich.
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Abbildung 2.2.3: vir-88 kann mit ChMOB2 komplementiert werden.

Die Stamme CY6331 (vir-88 + pMOB2), CY6336 (vir88 + pTef-MOB2-GFP), CY6284 (vir-88 + pPN), CY6332 (vir88
+ pTef-GFP), vir-88 und der C. higginsianum Wildtyp wurden auf ihre Pathogenitat und die Konidienbildung hin
untersucht. (A+B) A. thaliana drei Tage nach der Infektion. In (A) sind reprasentative Mikroskopaufnahmen von mit
Trypanblau geféarbten Blattern gezeigt. In (B) wurde die Ausbildung von Primér- und Sekundarhyphen quantifiziert.
(C) Quantifizierung des Konidientiters (oben) und des durchschnittichen Konidienvolumens (unten) von
Konidiensuspensionen, welche nach sieben Tagen von OMA-Platten abgespilt wurden.

2.2.4. C. higginsianum kodiert fur zwei potentielle kinaseaktivierende Mo  b-
Proteine und ein Phocein-ahnliches Protein

ChMob2 gehdrt wie S. cerevisiae Mobl und Mob2 zur Mob1/Phocein Proteinfamilie [149]. Ein
Teil (Mobl und Mob2) dieser in Eukaryonten konservierten Familie binden an NDR/LATS-
Kinasen und aktivieren diese [131, 132, 150, 151]. Proteine. die naher verwandt mit dem ersten
beschriebenen Protein dieser Familie (Phocein aus der Ratte [152]) sind, scheinen nicht an
NDR/LATS-Kinasen zu binden sondern sind wie S. macrospora und N. crassa Mob3 in die
sexuelle Entwicklung involviert [151, 153]. Pilzliche Genome kodieren fir zwei Mob-Proteine
in einzelligen Hefen und fir bis zu vier in filamentdsen Pilzen. Tiere hingegen kodieren fir bis
zu sechs dieser Proteine [131]. Wenn man die Mob-Proteine aus ausgewahlten Pilzen und
Phocein als Referenz in einem phylogenetischen Baum vergleicht, bilden sich drei Hauptaste,
die im Folgenden als Mobl-, Mob2- und Mob3-Ast bezeichnet werden (Abbildung 2.2.4) Im
Mob1-Ast befindet sich von jedem analysierten Organismus genau ein Ableger. Darin ,clustert*
ChMobl zusammen mit den phylogenetisch eng verwandten Mobl-Vertretern der anderen
Colletotrichum-Spezies und mit dem aus Verticillium dahliae. Der Mob2-Ast verhalt sich etwas
anders. Dort findet man von jeder Spezies einen Vertreter mit Ausnahme von N. crassa und
S. Macrospora aus der Familie der Sordariaceae, welche zwei dieser Mob2 Proteine besitzen.
Von diesen gruppiert Mob2b naher mit ChMob2, welches seinerseits einen Nebenast mit den
Ablegern der Colletotrichum-Spezies, V. dahliae und F. oxysporum f. sp. lycopersici bildet. Im
Mob3-Ast finden sich lediglich Proteine von filamentdsen Pilzen und das Phocein der Ratte.
Die Béackerhefe besitzt kein Mob3 Protein.

Da C. higginsianum je ein Mob-Protein aus einem der Hauptaste besitzt, liegt es nahe, dass
deren Funktion den jeweiligen Homologen aus dieser Gruppe ahnelt. Demzufolge binden
ChMobl und ChMob2, wie die Orthologen der Béckerhefe [132, 154], vermutlich an
NDR/LATS-Kinasen. Obwohl nah verwandte Homologe von ChMob3 fiir die Ausbildung von
Perithezien wichtig sind [151, 153], ist dagegen nicht davon auszugehen, dass diese Funktion
in C. higginsianum konserviert ist, weil fur diesen Pilz nie ein sexueller Zyklus beobachtet
wurde [38].
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Abbildung 2.2.4: Filamentdse Pilze besitzen mindesten s drei Mob-ahnliche Proteine.
Phylogenetischer Baum ohne Wurzel von pilzlichen Mob-Proteinen. Mob1 bis Mob3 von C. higginsianum sind rot
markiert. Das erste beschriebene Protein der Mob-Familie (Phocein) von Rattus norvegicus wurde als Referenz
eingefiigt. Der Baum wurde mit einer Blosum55 cost matrix und dem Jukes-Cantor tree building Algorithmus erstellt.
Die Accessions der Proteine sind in Material & Methoden aufgelistet. Die Lange der Aste spiegelt die
Aminosaurenaustausche pro Stelle dar. GréRenbalken = 0,2 Austausche.

2.25. ChMOB2 und ChCBK1 sind vermutlich essentielle Gene in C.
higginsianum

Zur Untersuchung der Funktion des von ChMOB2 kodierten Genprodukts sollten
Knockoutmutanten dieses Gens hergestellt werden. Da von vielen Orthologen, wie z.B. Mob2
aus S. cerevisiae oder C. albicans [132, 155], bekannt ist, dass sie an die NDR/LATS-Kinase
Cbk1 binden und diese aktivieren, sollte auch ChCBK1 deletiert werden und der Phanotyp der
resultierenden Mutanten mit mob2 Mutanten verglichen werden.

Dafir muss das jeweilige Gen durch homologe Rekombination durch eine hygR
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Resistenzkassette ersetzt werden. Da aber der Reparaturmechanismus des non-homologous
End-Joining (NHEJ) gleichzeitig mit der homologen Rekombination um Doppelstrangbriiche
konkurriert [38] und NHEJ in filamentdsen Pilzen im Vergleich zur Backerhefe deutlich
bevorzugt ist [156], wird exogene DNA in den allermeisten Féllen ektopisch in das Genom
integriert. Um diesen Effekt zu umgehen wurde mit ku80 (CY6021) ein C. higginsianum
Stamm hergestellt (Martin Korn, 2016 [63] und [1]), welcher Uber kein funktionstiichtiges
NHEJ-System verfugt und somit DNA nur durch homologe Rekombination integrieren kann.
Alle in dieser Arbeit hergestellten Deletionsmutanten wurden mit der ku80 Knockout-Mutante
CY6021 als Parentalstamm hergestellt. Aus Griunden der Ubersichtlichkeit wird fiir die
Nomenklatur der erhaltenen Stamme nur der Knockout des Gens von Interesse beschrieben
( gen-x), obwohl der Genotyp dieser Mutante eigentlich der einer ku80 gen-x
Doppelmutante ist. Zur effizienten Herstellung von Deletionsplasmiden wurde in dieser Arbeit
one step construction of Agrobacterium ready plasmids (OSCAR) verwendet [157]. Dieses
Vektorensystem ermdglicht die Herstellung eines bindren T-DNA-Plasmids mit einer
Deletionskassette fur das jeweilige Gen innerhalb der T-DNA durch eine Multisite-Gateway
Reaktion. Dafir werden die beiden benétigten Homologiebereiche des Gens von Interesse per
PCR mit Uberhangenden Primern mit den attachment sites des -Phagen [158] versehen und
in eine BP-Reaktion mit dem T-DNA-Vektor pOSCAR (pCK3272; [157]) und einem der drei
Markervektoren mit verschiedenen Resistenzgenen (pA-Hyg-OSCAR (pCK3272, [157]), pA-
Nat-OSCAR (pCK3274, [157]) oder pA-Bar-OSCAR (pCK3934)) eingesetzt. Da diese
Plasmide kompatible attachment sites besitzen, entsteht das fertige Deletionsplasmid durch
sequenzspezifische Rekombination mittels -Integrase und Integration Host Factor (IHF).
Mithilfe dieses Systems wurden die beiden Deletionsplasmide pDelMOB2 (pCK3712) und
pDelCBK1 (pCK4275) hergestellt, welche eine Hygromycinresistenzkassette flankiert von zum
jeweiligen Gen homologen Sequenzen enthalten (Abbildung 2.2.5-1 A + B). Bei
Transformation von ku80 mit diesen Plasmiden und erfolgreicher homologer Rekombination
sollte dadurch im Falle von ChCBK1 der vollstindige Leserahmen beziehungsweise bei
ChMOB2 der 5-UTR und ein Grof3teil des Leserahmens (von -197 bis 703) durch die
Hygromycinresistenz ersetzt werden. Beide Transformationen wurden mehrfach durchgefihrt,
jedoch konnten in funf unabhangigen Experimenten bei Transformation mit pDelMOB2
insgesamt nur sieben Transformanten im ku80 Hintergrund erhalten werden (Tabelle 4).
PCRs mit genomischen DNAs ergaben, dass diese Transformanten zwar das
Hygromycinresistenzgen besitzen, allerdings gleichzeitig auch das ChMOB2 Wildtypallel
(nicht gezeigt).

Auch bei Transformation von ku80 mit pDelCBK1 zur Deletion von ChCBK1 wurden in drei
unabhangigen Experimenten nur insgesamt funf Transformanten erhalten (Tabelle 4), welche
auch alle immer noch das ChCBK1 Wildtypallel enthielten (nicht gezeigt). Vermutlich sind in

beiden Fallen diese Transformanten durch ektopische Integration der T-DNA entstanden. Da
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von beiden Genen keine Knockoutmutanten hergestellt werden konnten, ist es sehr
wahrscheinlich, dass ChMOB2 und ChCBK1 in C. higginsianum essentielle Gene sind. Es
wurde nicht untersucht, ob die Verwendung eines anderen Mediums bei der Transformation
oder die Transformation des Wildtypstamms statt ku80 zum erfolgreichen Knockout dieser
Gene fuhren kénnte.

Tabelle 4: Erhaltene Kolonienzahl bei Transformation mit ChMOB2- und ChCBK1-
Deletionsplasmiden

Transformierter C. Transformiert mit pDelMOB2 Transformiert mit pDelCBK1
higginsianum (funf unabhangige Experimente) (drei unabhéangige
Stamm Experimente)
Wildtyp 40 28 20 >100 68 >100 >100 71
ku80 0 0 0 6 1 0 4 1

| -1017 bis -1 | pDelCBK1 | 2155 bis 2883 |

pINLOCUS-CBK1-mCherry 1177 bis 2146 2155 bis 2883

Abbildung 2.2.5-1: Es war nicht méglich, Knockout-M utanten von ChMOB2 und ChCBK1
herzustellen.

Schematische Darstellung der genomischen Loki von ChMOB2 (A) und ChCBK1 (B). Die fur die Herstellung von
Knockout-, in locus Fusions- oder Insertionsplasmiden verwendeten Homologieregionen sind als graue, weil3e oder
dunkelgraue Balken mit schwarzem Rand dargestellt. Alle Positionsangaben beziehen sich auf das Startkodon des
jeweiligen Gens. In (A) sind zusétzlich der Beginn und das Ende des ChMOB2 Transkripts mit Pfeilen dargestellt.

Zur Charakterisierung von essentiellen Genen wird in anderen Systemen oft Gensilencing
durch RNA-Interferenz verwendet [159-162]. Kirzlich wurde diese Methode auch in C.
higginsianum erfolgreich eingesetzt [62]. Deshalb wurde versucht, die Expression von
ChMOB2 und ChCBK1 durch antisense-RNAI Konstrukte auszuschalten oder zu vermindern.

Die Transformation von C. higginsianum mit pPN-pTef-MOB2as (pCK5250) und pPN-pTef-
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CBKlas (pCK5249), welche die letzten 400 bzw. 313 bp des jeweiligen Leserahmens in
antisense-Richtung unter dem Tef-Promotor exprimieren, fuihrte allerdings zu Transformanten,
die nicht signifikant weniger ChMOB2 oder ChCBK1 exprimieren als der Wildtyp transformiert
mit dem Leervektor pPN-polyA-rev (pCK3767) (Abbildung 2.2.5-2). Es konnte also weder die
Expression von ChMOB2 noch von ChCBK1 entscheidend durch RNA-Interferenz beeinflusst

werden.

Abbildung 2.2.5-2: Silencing-Konstrukte gegen ChMOB2 und ChCBK1 fihrten nicht zu
signifikanter Reduktion der jeweiligen Transkripte.

Semiquantitative RT-PCR von ChMOB2, ChCBK1 und ChTUBULIN- in RNA-Proben aus Konidien. Fir die PCR-
Reaktion wurde jeweils einfache (1x) oder dreifache (3x) cDNA-Mengen von Wildtyp, vir-88 und je drei
Transformanten von Wildtyp transformiert mit den ChMOB2 (MOB2as-1 bis -3) oder ChCBK1 (MOB2as-1 bis -3)
RNAI-Silencing-Konstrukten als Matrize eingesetzt. Genomische DNA (gDNA), keine Matrize (H20) und cDNA von
Wildtyp transformiert mit dem Leervektor pPN-polyA-rev dienten als Kontrollen.
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2.2.6. Deletion des Transkriptionsstarts von ChMOB2 fuhrt zu Mutanten mit
schwerwiegenden Defekten

Im vorherigen Kapitel wurde beschrieben, dass Transformation mit pDeIMOB2 nicht zu mob2
Mutanten flhrte. Zur zusatzlichen Verifizierung der Funktion von ChMOB2 als
Pathogenitatsfaktor und als Grundlage fir weitere Experimente sollte der Genotyp von vir-88
so gut wie mdglich im  ku80 Hintergrund nachgeahmt werden. Zu diesem Zweck wurde
pMOB2 TS (pCK4271) hergestellt. Dieses Plasmid wurde so konstruiert, dass durch
homologe Rekombination eine Hygromycinresistenz an die T-DNA-Insertionsstelle von vir-88
im Genom des ku80 Stammes eingefigt werden kann (siehe Abbildung 2.2.5 A).
Transformation eines NHEJ-defizienten Stamm mit diesem Plasmid sollte genau dieselben elf
Nukleotide mit der Hygromycinresistenz ersetzen, welche auch im Genom von vir-88 fehlen,
und so den potentiellen Transkriptionsstart von ChMOB2 entfernen (Siehe Kapitel 2.2.2). Nach
Transformation von ku80 mit pMOB2 TS konnten einige langsam wachsende Kolonien
erhalten werden. Die Uberpriifung des Genotyps von vier dieser Transformanten (mob2 TS-
1 bis mob2 TS-4) per PCR ergab, dass die Insertionskassette wie geplant im richtigen Lokus
integriert war (Abbildung 2.2.6-1 A und B). Der Phanotyp von mob2 TS-1 (CY6414) und
mob2 TS-2 (CY6415) wurde im Detail untersucht. Diese beiden Mutanten zeigten deutliche
Wachstumsdefekte. Auf OMA-Platten bildeten sie braun-schwarze und auf PDA-Platten
kleine, kompakte Kolonien (Abbildung 2.2.6-1 C + D). Wie schon die Abwesenheit der orangen
Farbe der Kolonien vermuten liel3, konnten von mob2 TS-1 und mob2 TS-2 9- bzw. 52-mal
weniger Konidien gewonnen werden als vom ku80 Parentalstamm (Abbildung 2.2.6-1 E). Die
wenigen erhaltenen Konidien zeigten ein um mehr als die Halfte verringertes Zellvolumen
(Abbildung 2.2.6-1 E). Nach Beimpfen von Petrischalen zur in vitro Appressorienbildung
bildete mob2 TS-2 keine und mob2 TS-1 nur wenige Appressorien (Abbildung 2.2.6-1 E).
Diese wiesen allerdings nicht die fur vir-88 beschriebenen morphologischen Verformungen
auf. Beide Stamme zeigten also zum Teil dramatischere Phanotypen als vir-88. Durch
Transformation von mob2 TS-1 und mob2 TS-2 mit pTef-MOB2-GFP (pCK4494) konnten
diese Defekte supprimiert werden (Abbildung 2.2.6-1 C-E).
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Abbildung 2.2.6-1: mob2 TS Mutanten haben deutliche vegetative Defekte.

(A) Schematische Darstellung des genomischen Lokus von ChMOB2 in mob2 TS Mutanten. Die fiir die PCRs in
(B) verwendeten Primer sind als Pfeile und kleine Buchstaben dargestellt. (B) PCRs mit genomischen DNAs von
mob2 TS-1 bis mob2 TS-4 zur Uberpriifung der korrekten Integration der transgenen DNA mithilfe der in (A)
gezeigten Primer. Unter dem Gelfoto sind die erwarteten BandengréR3en gezeigt. (C-E) mob2 TS-1 (CY6414) und
mob2 TS-2 (CY6415) wurden mit pTef-MOB2-GFP ("MOB2") komplementiert. Die resultierenden Stamme CY7099
und CY7101 wurden zusammen mit mob2 TS-1 und mob2 TS-2 und dem Parentalstamm ku80 (CY6021)
analysiert. (C) PDA-Platten funf Tage nach Beimpfen. (D) OMA-Platten sieben Tage nach Beimpfen. (E)
Quantifizierung des Konidientiters (links) und des durchschnittichen Konidienvolumens (rechts) von
Konidiensuspensionen, welche nach sieben Tagen von OMA-Platten abgespult wurden. (E) In vitro
Appressorienbildung auf Petrischalen. GréRenbalken = 20 um.

Zur Uberpriifung der Virulenz der mob2 TS Mutanten wurde eine Tropfinfektion von A.
thaliana durchgefihrt, da fur eine Spruhinfektion nicht gentigend Konidien gewonnen werden
konnten. Im Gegensatz zum Parentalstamm ku80 zeigten sowohl mob2 TS-1 als auch
mob2 TS-2 geringere Ausbildung von makroskopischen Symptomen (Abbildung 2.2.6-2 A)
und eine deutlich verringerte Anzahl an intrazellularen Infektionsstrukturen (Abbildung 2.2.6-2
B). Die mit MOB2-GFP komplementierten mob2 TS Stdmme CY7099 und CY7101 zeigten
eine partielle Rettung der Pathogenitat (Abbildung 2.2.6-2 A und B). Bei genauerer
mikroskopischer Untersuchung von Infektionen mit mob2 TS-2 waren ungewdhnliche,
teilweise melanisierte Strukturen auf der Pflanzenoberflache zu sehen (Abbildung 2.2.6-2 C).
Diese Strukturen kamen in kleineren Varianten (Bild Mitte oben) oder in gréReren Komplexen
(Bild unten links) vor und wirkten wie Ansammlungen von langen, ineinander verschlungenen
Keimschlauchen, die oftmals auch melanisierte, Appressorium-&hnliche Fortsatze bildeten,
aber niemals die Kutikula der Pflanze penetrierten. mob2 TS-1 hingegen produzierte diese
Strukturen nicht (nicht gezeigt).

In den Wachstums- und Konidienbildungsexperimenten zuvor zeigte mob2 TS-2 immer einen
starker ausgepragten Defekt als mob2 TS-1, obwohl die Sequenzierung der genomischen
DNA am Insertionsort ergab, dass mob2 TS-1 und mob2 TS-2 zumindest am ChMOB2
Lokus identisch sind (nicht gezeigt). Uberraschenderweise zeigten quantitative RT-PCRs mit
Myzel-RNA, dass mob2 TS-1 etwa 35-mal und mob2 TS-2 etwa 7-mal mehr ChMOB2
Transkript produzieren als der parentale ku80 Stamm (Abbildung 2.2.6-2 D), was den
phanotypischen Unterschied zwischen diesen beiden Mutanten erklaren kénnte, nicht aber die
starkere Expression als im Wildtyp. Wodurch diese unterschiedlich starke Expression von
ChMOB2 ausgel6st wird, konnte nicht bestimmt werden. Obwohl genetisch ahnlich zu vir-88,
scheint die Integration der Hygromycinresistenzkassette in den 5’-UTR von ChMOB2 in diesen
Mutanten zu mehr ChMOB2-Transkript zu fihren und nicht zu weniger wie im Fall von vir-88.
Weiterhin konnte nicht geklart werden, weswegen mob2 TS-1 und mob2 TS-2 mit MOB2-
GFP komplementiert werden konnte, obwohl sie ja von sich aus schon mehr ChMOB2
exprimieren als der ku80 Stamm. Es muss also geschlossen werden, dass das ChMOB2
Transkript in den mob2 TS-1 und mob2 TS-2 Mutanten nicht voll funktionell ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die Integration eines Resistenzmarkers in den
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5%-nicht translatierten Bereich von ChMOB2 im ku80 Hintergrund zwar nicht der Phanotyp
von vir-88 rekapituliert werden konnte, aber Defektallele von ChMOB2 erzeugt wurden, die
weniger pathogen sind und schwerwiegende Defekte bei der Konidiendifferenzierung und

beim Wachstum aufweisen.
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Abbildung 2.2.6-2: Deletion des Transkriptionsstart s von ChMOB2 fihrt zu verringerter
Pathogenitat.
A. thaliana wurde durch Tropfinfektion mit mob2 TS-1 (CY6414), mob2 TS-2 (CY6415),

mob2 TS-1+MOB2-GFP (CY7099), mob2 TS-1+ MOB2-GFP (CY7101)und ku80 infiziert.
(A) Makroskopische Aufnahmen nach funf Tagen. (B) Mikroskopische Aufnahmen von mit
Trypanblau gefarbten Blattern nach drei Tagen. (C) Mikroskopische Aufnahmen von mit
Trypanblau geféarbten Blattern nach drei Tagen. Besondere Zellmorphologie ist mit einem
schwarzen Pfeil gekennzeichnet. Grélenbalken = 20 um. (D) Quantitative RT-PCR von
ChMOB2 mRNA relativ zu ChTUBULIN- (CH063_01222) in mob2 TS Mutanten im Vergleich

zum Parentalstamm ku80, isoliert aus vier Tage altem axenischen Myzel.

2.2.7. Untersuchung der subzellularen Lokalisierung von ChMob2 und ChCbk1

Die Funktion von Mob2 in vielen pilzlichen, pflanzlichen und tierischen Systemen ist die
Bindung und Aktivierung der NDR/LATS-Kinase Cbk1 [5]. Um miteinander interagieren zu
kénnen, mussen beide Proteine zumindest zu bestimmten Zeiten des Zellzyklus im selben
subzellularen Raum vorkommen. Zum Beispiel findet man sowohl Mob2 als auch Cbk1 der
Backerhefe im Zytoplasma, bei der Knospung im Zellkern der Tochterzelle und an Stellen, an
denen die Zelle gerichtet wachst [132]. Um zu Uberprifen, ob Mob2 und Cbkl in C.
higginsianum im selben Kompartiment vorkommen und um moglicherweise durch eine
spezifische Lokalisation auf eine Funktion schlieen zu kénnen, sollte die subzellulare

Lokalisation der beiden Proteine untersucht werden.

2.2.7.1. Bei ektopischer Uberexpression lokalisiert ChMob2 im zZytoplasma und Zellkern
und ChCbk1 im Zytoplasma

Auf der Basis von Expressionsanalysen durch RT-PCR (Kapitel 2.2.2) und verfligbaren
RNASeg-Daten (Addierte sequence reads: 973 (ChMOB2) und 1590 (ChCBK1) im Vergleich
zu 4265 (ChTUBULIN- und 34806 (ChTEF1A)) [38] wurde davon ausgegangen, dass
ChCBK1 und ChMOB2 schwach exprimierte Gene sind. Deshalb wurden Mob2-GFP und
Cbk1-mCherry Fusionsproteine zunachst unter der Kontrolle des starken und konstitutiven
Tef-Promotors exprimiert. Dazu wurden die Plasmide pPK2-pTef-MOB2-GFP (pCK4010) und
pPN-pTef-CBK1-mCherry (pCK4350) hergestellt (Abbildung 2.2.7.1 A). Aus der
Transformation von C. higginsianum Wildtyp mit diesen Plasmiden resultierten die Stamme
CY6298 und CY6438. Es ist davon auszugehen, dass zumindest das MOB2-GFP Konstrukt
fur ein funktionelles Protein kodiert, da fiir die Komplementation von vir-88 ein Plasmid mit der
gleichen pTef-MOB2-GFP Kassette verwendet wurde (siehe Kapitel 2.2.3). Der Stamm
CY6298 (pPK2-pTef-MOB2-GFP) zeigte in Vorexperimenten Mob2-GFP-Signal in allen
untersuchten Zelltypen sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern (nicht gezeigt). Deswegen
wurde CY6298 zusatzlich mit pPN-pCcgl-H1-mCherry (pCK2662; Martin Korn, personliche
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Mitteilung) transformiert, um Uber HistonH1-mCherry Expression den Zellkern sichtbar zu
machen. Der daraus entstandene Stamm CY6341 zeigte in Zellkernen von Konidien und
Appressorien eine Uberlagerung von Mob2-GFP und H1-mCherry-Signalen (Abbildung 2.2.7.1
B). Im Zytoplasma dieser Zellen war nur Mob2-GFP zu finden. In Myzel, Primér- und
Sekundarhyphen war Mob2-GFP ebenfalls sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern
lokalisiert (nicht gezeigt). In ausgekeimten Konidien, die bereits ein Appressorium ausgebildet
hatten, war Mob2-GFP dagegen ausschlief3lich im Zytoplasma zu finden (Abbildung 2.2.7.1 B,
unten). Im Stamm CY6438 (pPN-pTef-CBK1-mCherry) lokalisierte Cbk1-mCherry in Konidien
als punktférmige Aggregate im Zytoplasma, wobei der Zellkern von mCherry-Signal
ausgespart war (Abbildung 2.2.7.1 C, links). Weil die gleichen punktférmigen Strukturen aber
auch bei Expression von ldslichem mCherry unter dem Tef-Promotor zu beobachten waren
(nicht gezeigt), handelt es sich dabei vermutlich nicht um eine spezifische Lokalisation. In
Myzel, Appressorien und Infektionshyphen konnte trotz Verwendung des starken Promotors
keine Cbk1l-mCherry Expression festgestellt werden (nicht gezeigt). Um zu untersuchen, ob
sich die Lokalisation von ChCbk1 abhéngig von seinem potentiellen Bindungspartner ChMob2
andert, wurde auf3erdem vir-88, welches weniger ChMob2 produziert, mit pPN-pTef-CBK1-
mCherry transformiert. Im entstandenen Stamm CY6441 war jedoch kein Unterschied in der
Lokalisation des mCherry-Signals im Vergleich zu CY6438 (WT + pPN-pTef-CBK1-mCherry)
feststellbar (Abbildung 2.2.7.1 C). Abschliel3end wurde der Mob2-GFP exprimierende Stamm
CY6298 mit pPN-pTef-CBK1 transformiert. Der daraus entstandene Stamm CY6452 (und
auch eine zweite unabhéngige Transformante; nicht gezeigt) zeigte ein unerwartetes Ergebnis.
Zunachst verhielten sich nicht alle Zellen dieses Stammes identisch. Nur ungefahr die Halfte
der Zellen exprimierten beide Fusionsproteine simultan (Abbildung 2.2.7.1 D). In den restlichen
Zellen war nur eines der beiden Fusionsproteine detektierbar. Au3erdem unterschied sich das
Lokalisationsmuster von Mob2-GFP zwischen diesen Zellen. In den Zellen, die ausschlief3lich
Mob2-GFP exprimierten (griiner Pfeil), war Mob2-GFP weiterhin in Zytoplasma und Zellkern
lokalisiert. In den Zellen, die beide Fusionsproteine produzierten (gelber Pfeil), war Mob2-GFP
jedoch im Zytoplasma und auRen um den Zellkern herum zu finden (Abbildung 2.2.7.1 D).
Dieser Befund koénnte darauf hinweisen, dass ChMob2 und ChCbkl im Zytoplasma
aneinanderbinden und dass Mob2-GFP durch Uberexpression von Cbkl-mCherry im
Zytoplasma fixiert wird. Weiterhin ware es daher denkbar, dass das Mob2-GFP-Signal im

Zellkern ein Artefakt der Uberexpression ist.
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Abbildung 2.2.7.1: ChMob2 und ChCbk1 liegen beidei  m Zytoplasma vor.

(A) Schematische Darstellung der T-DNAs von pPK2-pTef-MOB2-GFP (pCK4010) und pPN-pTef-CBK1-mCherry
(pCK4350), die zur Herstellung von Stdmmen verwendet wurden, welche MOB2-GFP und CBK1-mCherry
Uberexprimieren. (B) Konfokalmikrokopische Aufnahme der subzellularen Lokalisation von Mob2-GFP in Konidien
(oben) und in in vitro Appressorien nach 10,5 Stunden (unten). Der verwendete Stamm CY6341 exprimiert
zusétzlich das Histon H1 als mCherry-Fusion unter dem N. crassa Ccgl Promotor als Zellkernmarker. (C)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Konidien von C. higginsianum WT transformiert mit pPN-pTef-CBK1-
mCherry (CY6438, links), und von vir-88 transformiert mit demselben Plasmid (CY6441, rechts). (D) Konidien des
Stammes CY6452 zur gleichzeitigen Uberexpression von MOB2-GFP und CBK1-mCherry. Es ist je eine Zelle
markiert, die nur GFP-Signal aufweist (griner Pfeil), die nur mCherry-Signal zeigt (roter Pfeil) und eine Zelle die
beide Fusionsproteine exprimiert (oranger Pfeil). GréRenbalken = 20 pum.

2.2.7.2. Bei Expression von endogenen Promotoren co  -lokalisieren Mob2-GFP und
Cbk1-mCherry wahrend der Appressorienbildung
Im letzten Kapitel wurde die Lokalisierung von ektopisch exprimierten ChMob2- und ChCbk1-
Fusionen beschrieben. Um die natirliche Situation besser zu erfassen, sollten die beiden
Gene im Folgenden mittels Genfusionen im endogenen Lokus unter dem endogenen Promotor
untersucht werden. Diese Herangehensweise hat zahlreiche Vorteile im Vergleich zur
ektopischen Expression eines Transgens vor dem Hintergrund endogener Proteine wie z.B.
die Verhinderung von Positionseffekten oder die Expression nur einer Proteinvariante. Die
Vorteile und Durchfiihrung von in locus Fusionen sind in Kapitel 2.5.2 ndher beschrieben.
Zu diesem Zweck wurde zunachst ChCBK1 durch CBK1-mCherry mittels Transformation von
ku80 mit pINLOCUS-CBK1-mCherry (pCK4270; siehe auch Abbildung 2.2.5-1) ersetzt
(Abbildung 2.2.7.2-1 A). Durch Transformation des daraus entstandenen Stammes CY6409
mit pINLOCUS-MOB2-GFP (pCK4677; siehe auch Abbildung 2.2.5-1) entstand dann CY6720,
in dessen Genom zusatzlich ChMOB2 durch MOB2-GFP ersetzt wurde (Abbildung 2.2.7.2-1
A). Die Integration der transgenen DNA an der richtigen Stelle im Genom der entsprechenden
Stdmme wurde mittels PCRs uberpriift, welche nur Produkte bei korrekter Integration ergeben
(nicht gezeigt). Um sicherzustellen, dass die von den manipulierten Genen kodierten
Proteinfusionen funktionell sind, wurde die Pathogenitat, das vegetative Wachstum und die
Konidienbildung dieser Stamme untersucht (Abbildung 2.2.7.2-1 B-D). Dabei verhielten sich
die hergestellten Stamme bis auf ein geringfligig geringeres Konidienvolumen nicht anders als
der Parentalstamm ku80. Es ist deshalb davon auszugehen, dass beide Fusionsproteine

vollstandig funktionell sind.
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Abbildung 2.2.7.2-1: Genfusionenvon ChMOB2 und ChCBK1 sind funktionell.

(A) Schematische Darstellung der Fusion von ChMOB2 mit GFP und von ChCBK1 mit mCherry in ihren endogenen
Loci. Im Genom von CY6409 wurde ChCBK1 durch CBK1-mCherry ersetzt, bei CY6718 ChMOB2 durch MOB2-
GFP und CY6720 enthélt beide Modifikationen. (B-D) Der Phanotyp von CY6409 ("CBK1-mCherry"), CY6718
("MOB2-GFP") und CY6720 ("MOB2-GFP + CBK1-mCherry") wurde naher untersucht. (B) Mikroskopische
Aufnahmen von mit Trypanblau gefarbten Blattern drei Tage nach der Infektion. GrofRenbalken = 20 um. (C)
Vegetatives Wachstum auf PDA (links) und Minimalmedium (rechts). (D) Konidientiter (links) und -gr6R3e (rechts)
abgespiilt von OMA-Platten acht Tage nach Beimpfen.
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Anschlieend wurde die Expression und Lokalisation von Mob2-GFP und Cbk1-mCherry in
Zellen des Stammes CY6720 mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie untersucht. In
allen untersuchten Zelltypen waren - wenn tberhaupt - nur sehr schwache GFP- und mCherry-
Signale zu beobachten, was sich mit den vorangegangenen Vermutungen deckt, dass sowohl
ChMOB2 als auch ChCBK1 schwach exprimierte Gene sind. In von OMA-Platten abgespilten
Konidien waren beide Fusionsproteine in der ganzen Zelle mit Ausnahme des Zellkerns zu
finden und die Signale tberlagerten dabei fast vollstandig (Abbildung 2.2.7.2-2 A). Wahrend
der Keimung und Bildung von in vitro Appressorien tberlagerten sich die Signale von Mob2-
GFP und Cbkl-mCherry vollstdndig in den noch jungen, unmelanisierten Appressorien
(Abbildung 2.2.7.2-2 B). In den zugehdrigen ausgekeimten Konidien konnte jedoch so gut wie
keine Deckung der Signale festgestellt werden (Abbildung 2.2.7.2-2 B). Besonders in der zum
Appressorium proximalen Zelle des ausgekeimten Konidiums schienen Cbkl1l-mCherry und
Mob2-GFP unterschiedliche Kompartimente der Zelle zu besetzen. In reifen und vollstandig
melanisierten Appressorien und den daran héangenden ausgekeimten Konidien waren beide
Fusionsproteine dann wieder nahezu perfekt dberlagert (Abbildung 2.2.7.2-2 C).
Interessanterweise konnte in axenischem Myzel ausschlief3lich Mob2-GFP detektiert werden
(Abbildung 2.2.7.2-2 D), welches dort alle Bereiche der Hyphenzellen besetzte mit Ausnahme
von runden Kompartimenten, welche vermutlich Zellkerne und Vakuolen darstellen. Auf der
Blattoberflache und in infizierten Blattern war weder Mob2-GFP noch Cbkl1l-mCherry
Expression nachweisbar (nicht gezeigt).

Zusammenfassend co-lokalisieren Mob2-GFP und Cbkl1-mCherry in allen untersuchten
Zelltypen, in denen beide Proteine auch exprimiert sind, mit der Ausnahme von kirzlich
ausgekeimten Konidien. Basierend auf dem in Kapitel 2.2.1 beschriebenen
Appressorienmorphologie-Phanotyp von vir-88 erfillt ChMob2 vermutlich eine wichtige
Funktion in der Differenzierung und Funktion von Appressorien. Da sich die Signale von Mob2-
GFP und Cbkl-mCherry besonders in diesen Zellen vollstandig tberlagerten, ist es durchaus

denkbar, dass diese Funktion von ChMob2 mit ChCbk1 in einem Komplex erfillt wird.
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Abbildung 2.2.7.2-2: ChMob2 und ChCbkl co- Ilokalisieren im Zytoplasma von
Appressorien.

Der Stamm cbk1::CBK1-mCherry mob2::MOB2-GFP (CY6720) wurde durch Konfokalmikroskopie untersucht.
(A) Konidien. (B) Junge, noch unmelanisierte in vitro Appressorien. (C) Reife, melanisierte in vitro Appressorien.
(D) Axenisches Myzel. GroRenbalken = 20 um.

2.2.8. ChMob2 bindet an die potentielle Proteinkina  se ChCbk1l

Nachdem durch Lokalisierungsstudien mit Fluoreszenzreportern im letzten Kapitel gezeigt
wurde, dass ChMob2 und ChCbk1 im gleichen Zellkompartiment anzutreffen sind, sollte eine
direkte Bindung der beiden Proteine durch Co-Immunoprazipitation (Co-IP) nachgewiesen
werden. Zu diesem Zweck wurde durch Transformation von ku80 mit pCK4494 (siehe Kapitel
2.2.6) zunachst CY6543 hergestellt, welcher Mob2-GFP Uberexprimiert. Dieser Stamm wurde
anschlie3end mit pINLOCUS-CBK1-HA (pCK4666) transformiert. Dadurch entstand ein C.
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higginsianum Stamm (CY6681), der zusatzlich zu Mob2-GFP eine Fusion von ChCbk1 mit
dem Hamagglutinin-Tag im ChCBK1-Lokus exprimiert. In Vorexperimenten zeigte sich, dass
Cbk1-HA  durch  Western Blot im Gegensatz zu  Cbkl-mCherry  durch
fluoreszenzmikroskopische Detektion (siehe Kapitel 2.2.7.2) in axenischem Myzel gut
nachweisbar ist (nicht gezeigt). Da aus Myzel am einfachsten grol3ere Mengen an Biomasse
gewonnen werden kann, wurde die Co-IP mit Rohextrakten aus diesem Zelltyp durchgefihrt.
Dafir wurden Extrakte aus Myzel von ku80, von ku80 + pTef-MOB2-GFP (CY6543), von

cbkl::CBK1-6xHA (CY6678) und von ku80 + pTef-MOB2-GFP  cbkl::CBK1-6xHA
(CY6681) mit anti-GFP-Beads bzw. mit anti-HA-Beads inkubiert. Die durch die Antikorper-
Beads prazipitierten Proteine wurden zusammen mit den unbehandelten Rohextrakten (Input)
durch Western Blots analysiert (Abbildung 2.2.8). Wahrend Mob2-GFP im Input als eine Bande
bei etwa 60 kDa detektiert wurde, waren fir Cbk1-HA eine Vielzahl von Banden zwischen 60
und 100 kDa mit dem anti-HA-Antikorper nachweisbar. Nach Prazipitation von Cbk1-HA mit
anti-HA-Antikorper-Beads (Mitte) war nicht nur Cbk1l-HA selbst nachweisbar (Mitte unten),
sondern auch Mob2-GFP (Mitte oben). Auch in anti-GFP-Immunoprazipitaten waren beide
Fusionsproteine nachweisbar (rechts). In den Proben der Kontrollstdmme, welche nur eines
oder keines der beiden Fusionsproteine exprimierten, war dies nicht der Fall. Das bedeutet,
dass ChCbkl und ChMob2 in C. higginsianum zumindest in axenischem Myzel
aneinanderbinden kénnen. AuRerdem war zu beobachten, dass bei Fallung mittels des anti-
GFP-Antikorpers (rechts unten) nicht alle Cbk1-HA-Banden aus dem Rohextrakt co-prazipitiert
wurden. Dies spricht dafiir, dass einige der anti-HA-Signale im Rohextrakt entweder nicht von
CBK1-HA stammen oder von Cbk1-HA-Degradationsprodukten erzeugt werden, die nicht an
ChMob2 binden.
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Abbildung 2.2.8: Mob2-GFP prazipitiert zusammen mit C ~ bk1-HA.

Rohextrakte von ku80 (CY6021), ku80 + pTef-MOB2-GFP (CY6543), cbkl::CBK1-6xHA (CY6678) und ku80
+ pTef-MOB2-GFP cbk1::CBK1-6xHA (CY6681) wurden immunprazipitiert, um eine Bindung von Mob2-GFP und
Cbk1-HA zu untersuchen. Western Blots von Rohextrakten (input), von mit anti-HA-Antikérper dekorierten Beads
behandelten Extrakten (IP: -HA) und von mit anti-GFP-Antikdrper beladenen Beads behandelten Extrakten (IP: -
GFP) wurden entweder mit anti-GFP-Antikérper (oben) oder mit anti-HA-Antikdrper (unten) dekoriert. Mob2-GFP
ist mit einem Pfeil markiert, wahrend mehrere zu Cbk1-HA zugehdrige Banden mit einer Klammer hervorgehoben
sind. Primére, flur die IP verwendete Antikdrper wurden auch durch den sekundéaren Antikérper erkannt und sind
mit einem Stern markiert.

Die Interaktion zwischen ChMob2 und ChCbk1 sollte durch ein unabhéngiges Experiment
bestétigt werden. Dafir wurden Rohextrakte von cbk1::CBK1-6xHA (CY6678) und von

ku80 (CY6021) als Kontrolle mit anti-HA-Antikorper beladenen Beads inkubiert. Die von den
Beads eluierten Prazipitate wurden anschlie3end durch LC-MS/MS massenspektrometrisch
untersucht. Durch diesen Ansatz kénnten auch zusatzliche Interaktionspartner oder eventuelle
Substrate des ChMob2/ChCbk1-Komplexes identifiziert werden. Die durch MS generierten
Spektren wurden mithilfe des Softwarepakets Peaks7 und einer C. higginsianum
Proteomdatenbank [147] Peptiden und Proteinen zugeordnet. Zusatzlich wurden durch
Integration der Flache unter den Peaks die relativen Mengen der identifizierten
Peptide/Proteine abgeschatzt. In Tabelle 5 sind alle identifizierten Proteine aufgelistet, die
mindestens zehnmal haufiger in den Cbk1l-HA-Proben als in den Negativproben ( ku80)
vorkamen und gleichzeitig einen Signifikanzwert von mindestens 10 zugewiesen bekamen.
Unter diesen Proteinen fanden sich drei unterschiedliche zu Cbk1 gehorige Eintrage. Der erste
(CHO63_12968) stellt das vollstandige endogene ChCbkl1 Protein dar, der zweite Cbk1-HA
und der dritte den N-Terminus von ChCbk1 (CH063_09893), welcher als zuséatzlicher Eintrag
in der Datenbank vorkam. Wie erwartet wurde ChMob2 ("CH063_12012 | Mob1/phocein family

protein (387 aa)" in Tabelle 5) ausschlief3lich in den Cbk1-HA exprimierenden Proben und
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nicht in den Negativkontrollen identifiziert. Hierbei muss beachtet werden, dass die verwendete
Proteomdatenbank nicht das aktuelle ChMob2 mit 277 aa enthielt, sondern das urspriingliche,
nicht durch RACE-PCR korrigierte Genmodell CH063_12012 mit 386 aa (siehe Kapitel 2.2.2).
Aus diesem Grund sind die Abdeckung und die Signifikanz dieses Treffers mit 42% und 12,74
relativ niedrig. Da aul3er ChCbk1 und ChMob2 ausschlieRlich ribosomale Proteine, Proteine,
die mit Ribosomen assoziiert sind, oder Enzyme aus dem Primarstoffwechsel die Filterkriterien
Uberstanden, konnten keine potentiellen Ziele von ChCbkl ausgemacht werden. Da es sich
bei den zusatzlichen identifizierten Proteinen allesamt um zahlenmafRig sehr héufig
vorkommende handelt, ist es sehr wahrscheinlich, dass diese lediglich Kontaminationen durch
unspezifische Bindungen darstellen.

Zusammengenommen bindet ChMob2 in axenischem Myzel an ChCbkl. Es ist davon
auszugehen, dass diese Interaktion auch in anderen Zelltypen und insbesondere wahrend der

Infektion von A. thaliana vonstattengeht.
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Tabelle 5: Durch LC-MS/MS identifizierte Proteine, w
prazipitiert wurden 1!

elche zusammen mit Cbk1-HA

Signifikanz ~ Abdeckung Peptidzahl  Peakflachen- [Beschreibung
(%) verhaltnis
Kontrolle zu
Cbk1-HA

41,13 48 31 1.00 : 234.13 |CH063_12968 | serine/threonine-protein
kinase cot -1 (661 aa), “ChCbk1”

39,53 48 32 1.00:232.69 [Cbk1-HA

31,67 32 4 0.00:1.00 CHO063_09893 | kinase (199 aa), N-terminus
von ChCbk1 2

20,90 20 6 1.00:14.01 |CH063_02004 | ATP-dependent RNA helicase
elF4A (397 aa)

17,75 23 4 1.00:22.18 |CH063_10798 | eukaryotic ribosomal protein
L18 (184 aa)

16,96 29 5 1.00 : 142.35 |CH063_02865 | 60S ribosomal protein L7 (258
aa)

16,82 25 3 1.00:20.06 |[CH063_01772 | nucleoside diphosphate
kinase (150 aa)

16,66 33 14 1.00:12.59 |CH063_05296 | heat shock protein 60 (587
aa)

16,22 10 7 1.00:55.73 |CH063_08570 | phosphoketolase (819 aa)

16,00 24 3 1.00 : 166.07 [CH063_02486 | 50S ribosomal protein L31e
(124 aa)

16,00 15 3 1.00:16.05 |CH063_10753 | ribosomal protein L13e (253
aa)

15,98 39 5 1.00:188.16 |CH063_01728 | 40S ribosomal protein S19
(152 aa)

14,79 27 te] 1.00:14.01 |CH063_10340 | phosphoglycerate kinase (419
aa)

14,66 12 2 1.00:11.56 |CH063_09218 | 60S ribosomal protein L11
(174 aa)

14,44 45 te] 1.00:32.47 |CH063_04712 | ribosomal protein L6e (203
aa)

14,29 29 6 1.00:19.29 |CH063_10312 | 60S ribosomal protein L10a
(218 aa)

14,10 50 7 1.00:14.60 |CH063_08215 | ATP-citrate synthase (209 aa)

13,21 15 2 1.00:13.09 |CH063_02636 | 40S ribosomal protein S13
(152 aa)

12,74 42 13 0.00:1.00 CHO063_12012 | Mob1/phocein family
protein (387 aa)

12,64 15 6 1.00:36.83 |CH063_01939 | 6-phosphogluconate
dehydrogenase (493 aa)

12,57 33 7 1.00:28.72 |CH063_01657 | guanine nucleotide-binding
protein subunit beta-like protein (317 aa)

12,01 17 2 1.00:17.64 |CH063_14270 | 40S ribosomal protein S20
(116 aa)

11,12 26 4 1.00:17.54 |CHO063_09432 | 60S ribosomal protein L2 (256
aa)

10,98 23 4 1.00:11.10 |CHO063_06115 | 40S ribosomal protein S7 (204
aa)

10,89 18 5 1.00 : 142.45 |CH063_04462 | pyruvate dehydrogenase E1
component (412 aa)

10,32 6 2 1.00:37.72 |CHO063_14668 | 60S ribosomal protein L3 (392
aa)

Filterkriterien: Signifikanz

10 und Peakflachenverhaltnis > 10-fach;

2 CH063_09893 befindet sich auf einem contig, das mit CH063_12968 tiberlappt und kodiert nur fir den N-
Terminus von ChCbk1. Deswegen tritt der N-Terminus von ChCbk1 als ein zusatzlicher Eintrag in der Datenbank
auf. CHO63_12968 stellt das ChCbk1 Protein mit voller Lénge dar.
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2.2.9. Homologe des Transkriptionsfaktors Ace2 und des mRNA-bindenden
Proteins Ssdl aus der Béackerhefe sind méglicherweis e Ziele des Mob2/Cbk1-
Komplexes in C. higginsianum

2.2.9.1. C. higginsianum besitzt vermutlich ein Ortholog von ScSsdl und ein ScAce2
Homolog

In den Kapiteln zuvor wurde beschrieben, dass ChMob2 an ChCbk1 bindet. Jedoch konnten
durch Analyse von Immunprazipitaten keine direkten Ziele von ChCbk1 identifiziert werden. In
der Backerhefe sind einige Proteine bekannt, die direkt von ScCbk1l phosphoryliert werden
[132, 163-166]. Von diesen sind der Transkriptionsfaktor ScAce2 [132] und das mRNA-
bindende Protein ScSsdl [167] am besten untersucht. Aus diesem Grund sollte untersucht
werden, ob das Genom von C. higginsianum Gene enthalt, die fir mdgliche Orthologe dieser
Proteine kodieren, und ob deren Genprodukte von ChCbk1 reguliert werden.

Zur Identifikation eines Homologs von ScAce2 wurde eine BLASTp-Suche gegen das C.
higginsianum Proteom durchgefihrt (nicht gezeigt). Die Suche ergab CH063_01293 als
besten Treffer. Allerdings war CH063_01293 am N-Terminus fast 400 Aminosauren kirzer als
das entsprechende Hefeprotein (nicht gezeigt). Da das C. higginsianum Genom des Broad
Institutes [147] sehr viele einzelne Contigs enthalt und unvollstdndig assembled ist, wurde
vermutet, dass CH063 01293 nicht korrekt ist. Deshalb wurde das fast identische Protein
GLRG_01973 von C. graminicola als Vorlage benutzt, um CH063_ 01293 am N-Terminus um
278 Aminosauren zu verlangern (nicht gezeigt). Das daraus entstandene Genmodell fur
ChACE2 kodiert fur ein Protein mit 822 Aminosauren und deckt sich fast ausnahmslos mit
CH63R_01407 aus der spater veroffentlichten, nahezu vollstandigen Genomsequenz [40].
CH63R_01407 enthalt lediglich ein zweites Intron, welches sich aber durch Sequenzierung
von ChACE2-cDNA (Genbank Accession KX863670) als falsch herausstellte (nicht gezeigt).
Anschlieend wurde ChAce2 mit ScAce2 und einem weiteren in der Literatur beschriebenen
Ace2 Protein, AfAce2 von Aspergillus fumigatus [168], verglichen. Das Sequenzalignment
dieser drei Proteine ergab, dass ChAce2 mit 30% Sequenzidentitat deutlich &hnlicher zu
AfAce2 als zu ScAce2 mit 20% ist (Abbildung 2.2.9.1 A). Die hochste Ahnlichkeit zwischen
den Proteinen findet sich jeweils im Bereich der durch das Internettool ,DNA binding site
predictor for Cys;His, Zinc Finger Proteins” [169] vorhergesagten C2H2-Zinkfingerdomane.
Wenn man nur diesen Bereich betrachtet, steigt die Sequenzidentitat von ChAce2 zu AfAce2
auf 75% und die Ubereinstimmung zu ScAce2 auf 43% (Abbildung 2.2.9.1 B).

ChSSD1 (Genbank Accession BAI5S9007) wurde bereits in der Literatur als nicht essentielles
Gen beschrieben [170]. Das davon kodierte Protein ChSsdl mit einer Lange von 1358
Aminosauren wurde mit dem Ortholog der Hefe (ScSsdl) und CISsdl von Colletotrichum
lagenarium [171] verglichen. Das Sequenzalignment dieser drei Proteine zeigte, dass ChSsdl

sehr viel hohere Ahnlichkeit zu CISsd1 (91% Sequenzidentitat im Bereich in dem sich beide
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Proteine aneinander ausrichten lassen) als zu ScSsdl1 (37%) aufweist (Abbildung 2.2.9.1 C).
Auffallend war jedoch, dass CISsd1 am N-terminus um fast 400 Aminosauren kirzer ist als die
beiden anderen Proteine. Nichtsdestotrotz enthalten alle drei Proteine dieselben durch NCBI
conserved domain search vorhergesagten konservierten Domanen: eine RNB-Doméne, die
sich z.B. in der RNAse Il von E. coli findet [172], und eine VacB-Doméne, welche wiederum
aus der RNAse R von E. coli bekannt ist [173]. Das Vorhandensein dieser aus RNA-bindenden
Enzymen bekannten Domanen lasst darauf schlie3en, dass sowohl CISsdl als auch ChSsd1
- wie auch schon fir ScSsd1 beschrieben wurde [174] - an RNA binden.

Es konnten zwar Homologe der Hefeproteine ScAce2 und ScSsdl in C. higginsianum
identifiziert werden, jedoch bleibt besonders im Fall von ChAce2 aufgrund von niedriger
Sequenzidentitédt auRerhalb der DNA-bindenden Domé&ne unklar, ob dieses Protein vom
Ortholog von ScACE2 kodiert wird und eine @hnliche Funktion besitzt. Es ist aber zumindest
davon auszugehen, dass ChAce2 wegen des konservierten Zinkfingers ein DNA-bindendes
und dass ChSsdl ein RNA-bindendes Protein darstellt.

Abbildung 2.2 .9.1: ChSsdl und besonders ChAce2 unterscheiden sic h von den

jeweiligen Homologen der Backerhefe

(A+B) Sequenzalignment der Proteinsequenzen von Ace2 der Backerhefe (Sc), von Colletotrichum higginsianum
(Ch) und von Aspergillus fumigatus (Af). In A ist das ganze Alignment gezeigt, wahrend in B der Ausschnitt der
Zinkfinger-Domanen (in A mit einer schwarzen Klammer markiert) gezeigt ist. Schwarze Pfeile stellen die
konservierten Cysteine und graue Pfeile die konservierten Histidine der Zinkfinger dar und die Zahlen dartuber, zu
welchem der drei Zinkfinger diese Aminosaure gehort. (C) Sequenzalignment der Proteinsequenzen von Ssd1 der
Béackerhefe (Sc), von Colletotrichum higginsianum (Ch) und von Colletotrichum lagenarium (CI). Darunter ist die
Lage der konservierten Doménen (bestimmt durch NCBI conserved domain search) VacB und RNB von ScSsdl
skizziert. In jedem Fall sind in allen drei Sequenzen identische Aminosauren in schwarz dargestellt, wahrend in
zwei Sequenzen identische Aminosauren grau und verschiedene Aminosauren in weil3 abgebildet sind.
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2.2.9.2. ChAce2 und ChSsdl werden fir volle Virulen  z bendtigt

Zur Untersuchung der Funktion der Ace2- und Ssdl-Homologe in C. higginsianum sollten
Knockout-Mutanten der entsprechenden Gene hergestellt werden. Der Phénotyp dieser
Mutanten sollte anschlieRend mit dem von vir-88 verglichen werden, um mdglicherweise
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen ChAce2 und ChSsdl und dem
ChMob2/ChCbk1-Komplex zu erhalten. Dazu wurde ku80 mit den Deletionsplasmiden
pDelACE2 (pCK4185; Lisa Knipfer, Bachelorthesis) und pDelSSD1 (pCK4577) transformiert
(Abbildung 2.2.9.2-1 A + C). Ersteres sollte bei erfolgreicher Homologer Rekombination zu
einem Austausch des ChACE2 ORF mit dem mCherry-Gen und der
Hygromycinresistenzkassette flihren. Zweiteres sollte den ChSSD1 ORF durch die
Hygromycinresistenzkassette ersetzen. Nach Transformation mit pDelACE2 wurden in drei
separaten Ansatzen insgesamt nur acht hygromycinresistente Transformanten erhalten, was
vermutlich an niedriger Transformationseffizienz lag, da auch Kontrollplasmide nur geringe
Zahlen von Transformanten hervorbrachten (nicht gezeigt). Von diesen acht Transformanten
zeigten alle das fir homologe Integration erwartete Bandenmuster in PCRs mit genomischen
DNAs (Abbildung 2.2.9.2-1 B; Lisa Knipfer, Bachelorthesis). Die Transformante T8 wurde als
CY6353 naher untersucht. Bei Transformation von ku80 mit pDelSSD1 wurden utber 100
kleine Kolonien erhalten (nicht gezeigt). Das Propagieren von zehn dieser Kolonien zur
Isolation von Einzelkolonien haben daraufhin aber nur noch vier Gberlebt. Von diesen zeigte
nur Transformante T2 das fur korrekte Integration der Hygromycinkassette erwartete PCR-
Bandenmuster (Abbildung 2.2.9.2-1 D) und wurde als CY6649 weiter untersucht. Die
Herstellung einer ku80 ssdl ace2 Trippelmutante durch Transformation von ssdl
(CY6649) mit pDelACE2-bar (pCK4814) war nicht erfolgreich (nicht gezeigt). Des Weiteren
wurde versucht, eine  mob2 Mutation in der ssdl Mutante durch Transformation mit
pDelMOB2-bar (pCK5153) zu induzieren, da in anderen Systemen der letale Effekt einer
MOB2 Deletion durch das gleichzeitige Fehlen eines funktionellen SSD1 Gens aufgehoben
wird [175-177]. Dieser Ansatz fihrte nicht zum Erfolg, da alle erhaltenen Transformanten noch
das Wildtyp ChMOB2 Allel enthielten (nicht gezeigt).
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Abbildung 2.2.9.2-1: Gezielter Gen-Knockout von ~ ChACE2 und ChSSDL1.

(A+C) Schematische Darstellung der genomischen Loki von ChACE2 (A) und ChSSD1 (C) und die T-DNAs der
jeweiligen fur die Gen-Knockouts verwendeten Deletionsplasmide pDelACE2 (pCK4185) und pDelSSD1
(pCK4577). Die fur die PCRs in B + D verwendeten Primer sind als Pfeile und kleine Buchstaben dargestellt. (B+D)
PCRs mit genomischen DNAs der Transformanten zum Knockout von ChACE?2 (B, Bild: Lisa Knipfer) und ChSSD1
(D) zur Uberpriifung der korrekten Integration der transgenen DNA mithilfe der in A+C gezeigten Primer. Unter dem
Gelfoto sind die erwarteten BandengréRen von positiven Transformanten (Mutante) oder dem Parentalstamm

ku80 gezeigt

AnschlieRend wurden die ace2 (CY6353) und ssdl (CY6649) Mutanten naher untersucht.
Wahrend ssdl vier Tage nach der Infektion kaum sichtbare Symptome auf A. thaliana
Blattern erzeugte, fuhrte Infektion mit ace2 zu Lasionen, die nur geringfiigig kleiner und
weniger zahlreich waren als die des ku80 Parentalstammes (Abbildung 2.2.9.2-2 A).

Trotzdem ergab die Quantifizierung der Primar- und Sekundarhyphen auf mit Trypanblau
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gefarbten Blattern drei Tage nach der Infektion, dass auch ace2 signifikant weniger dieser
Infektionsstrukturen ausbildet (Abbildung 2.2.9.2-2 B). ssdl produzierte zwar weniger
Primarhyphen als der Parentalstamm, jedoch war deren Differenzierung zu Sekundarhyphen
nicht signifikant verringert (Abbildung 2.2.9.2-2 B). Da der ChMob2/ChCbk1-Komplex
maoglicherweise auch in die Bildung von Konidien involviert ist, wurde zusatzlich die
Konidienbildung auf OMA-Platten untersucht. Interessanterweise waren im Falle der ace2
Mutante ahnlich wie bei vir-88 (siehe Kapitel 2.2.1) sowohl das Konidienvolumen als auch der
Konidientiter signifikant verringert (Abbildung 2.2.9.2-2 C). ssd1 produzierte ahnlich viele,
aber minimal kleinere Konidien als der Parentalstamm (Abbildung 2.2.9.2-2 C). Aul3erdem
generierten ace2 und besonders ssdl kleinere Kolonien als der Parentalstamm auf
Minimalmedium (Abbildung 2.2.9.2-2 D). Auf Vollmedium war dieser Phanotyp nicht sichtbar
(Abbildung 2.2.9.2-2 D). Es ist nicht auszuschlie3en, dass der Virulenzdefekt beider Mutanten
durch diese verringerte vegetative Fitness beeinflusst ist. Die verringerte Fahigkeit zur
Konidienbildung von ace2 dagegen ist sicher ein spezifischer Effekt, da langsames
Wachstum nicht automatisch zu weniger gebildeten Konidien flihren sollte, wie im Falle von

ssdl zu sehen ist. Beide Mutanten zeigten keine veranderte Sensitivitat gegentber Hitze,

Wasserstoffperoxid, Sorbitol, SDS oder Kongorot (nicht gezeigt).
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Abbildung 2.2.9.2-2: Verlust von ChACE2 oder ChSSD1 fihrt zu verringerter Virulenz

und vegetativer Fitness.

ace2 (CY6353) und ssdl (CY6649) Mutanten und ihr Parentalstamm ku80 wurden n&her untersucht. (A)
Makroskopische Aufnahme von A. thaliana vier Tage nach der Infektion. (B) Quantifizierung der Priméar- und
Sekundarhyphen drei Tage nach der Infektion. (C) Quantifizierung der Konidienmenge (links) und des
Konidienvolumens (rechts) von Konidiensuspensionen, welche von OMA-Platten sieben Tage nach dem Beimpfen
gewonnen wurden. (D) Wachstum auf PDA-Volimedium nach vier Tagen und auf Minimalmedium nach sieben
Tagen.

Zur weiteren Bestatigung der Rolle von ChAce2 bei Infektion und Konidienbildung wurde

ace2 mit ChACE2 komplementiert. Dafiir wurde ace2 mit pACE2 (pCK5265) und
pDelKU80-bar (pCK4939) als Leervektor transformiert. pACE2 enthielt den Wildtyp ChACE2
Lokus mit 2511 bp Leserahmen, 1066 bp upstream- und 482 bp downstream-Sequenz und
die Bialaphosresistenzkassette flankiert von Sequenzen, die homolog zum ChKUS80 Lokus
sind. Der Leervektor pDelKU80-bar ist identisch zu pACE2 bis auf das ChACE2 Insert. In
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beiden Fallen sollte bei der Transformation der ace2 Mutante CY6353 und erfolgreicher
homologer Rekombination die Nourseothricinresistenzkassette im ku80 Lokus durch die
Bialaphosresistenz ersetzt werden (Abbildung 2.2.9.2-3 A). AnschlieRend kbdnnen
Transformanten auf Resistenz gegen Bialaphos und Hygromycin (der ace2 Lokus enthalt die
Hygromycinresistenzkassette) und Sensitivitit gegen Nourseothricin selektiert werden.
Sowohl bei Transformation von ace2 mit pACE2 als auch mit dem Leervektor pDelKU80-bar
wurden tber 100 bialaphosresistente Kolonien erhalten (nicht gezeigt). Allerdings zeigte bei
der Transformation von ace2 mit pACE2 nur eine von 15 untersuchten Transformanten
Resistenz gegen Hygromycin und Bialaphos und gleichzeitig Sensitivitdt gegen Nourseothricin
(nicht gezeigt). Mdglicherweise war die Effektivitdt dieser Integration so niedrig, weil die
transformierte T-DNA zusatzlich auch Homologie zum ChACE2 Lokus besitzt und auch dort
integriert werden konnte. Die korrekte Integration der jeweiligen DNA-Sequenz in den  ku80
Lokus wurde im Genom von je einer der vermeintlich positiven Transformanten per PCR
Uberprift (Abbildung 2.2.9.2-3 B). ace2 + pACE2 (CY7433) und ace2 + LV (CY7434)
zeigten das erwartete Bandenmuster und wurden weiter charakterisiert. Wahrend ace2 +
pACE2 vollstandige Rettung des Virulenz- und Konidienbildungsphanotyp von ace2 zeigte,
verhielt sich ace2 + LV wie der Parentalstamm ace2 (Abbildung 2.2.9.2-3 C-E). Folglich ist
der Phanotyp der ace2 Mutante CY6353 an die Deletion von ChACE2 gekoppelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nicht versucht, analog dazu ssdl zu komplementieren, da
der ChSSD1 Lokus mit tber 4000 bp zu grof3 ist, als dass er zusammen mit entsprechenden
up- und downstream Sequenzen per herkdmmlicher PCR amplifiziert werden kénnte.

Da ssdl und besonders ace2 Mutanten &hnliche Defekte wahrend der Infektion und
Konidienbildung aufweisen wie die ChMOB2 T-DNA-Insertionsmutante vir-88, ist es durchaus
moglich, dass ChAce2 und ChSsdl wie in der Backerhefe vom ChMob2/ChCbk1-Komplex

reguliert werden.
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Abbildung 2.2.9.2-3: Die  ace2 Mutante kann mit ChACE2 komplementiert werden.

ace2 (CY6353) wurde mit pACE2 (pCK5265) oder mit dem Leervektor pDelKU80-bar (pCK4939) transformiert.
(A) Schematische Darstellung des ku80 Lokus der ace2 Mutante. Die natR Resistenz im ku80 Lokus wird bei
erfolgreicher homologer Rekombination durch die DNA-Sequenzen zwischen den ChKU80-Homologieregionen der
beiden Plasmide ersetzt. Fir die PCR in B verwendete Primer sind hier als kleine Pfeile mit Buchstaben dargestellt.
(B) PCRs mit genomischen DNAs zur Uberpriifung der korrekten Integration der Inserts in den ku80 Lokus der

ace2 Mutante. Die verwendeten Primer sind in A dargestellt. (C—E) Die Stamme ace2 (CY6353), ace2+ pACE2
(CY7433), ace2 + LV (CY7434) und ihr Parentalstamm ku80 (CY6021) wurden auf ihre Fahigkeit getestet,
Konidien zu bilden und A. thaliana zu infizieren. (C) Quantifizierung der Konidienmenge (links) und des
Konidienvolumens (rechts) von Konidiensuspensionen, welche von OMA-Platten sieben Tage nach dem Beimpfen
gewonnen wurden. In diesem Falle sind die erzielten Titermengen hdher als in den bisher gezeigten Abbildungen,
weil hier gro3ere Platten verwendet wurden. (D) Makroskopische Aufnahme von A. thaliana vier Tage nach der
Infektion. (E) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von mit Trypanblau gefarbten Blattern drei Tage nach der
Infektion. GroRenbalken = 20 um.

2.2.9.3. Potentielle Ziele von ChAce2 werden unabhda ngig von ChMob2 und ChAce2
exprimiert

Wie im letzten Kapitel beschrieben zeigen ace2 Stamme phanotypische Ahnlichkeiten zum
hypomorphen ChMOB2 Allel vir-88. Es ist also mdglich, dass ChAce2 ein Substrat des
ChMob2/ChCbk1-Komplexes ist. Da diese Beziehung nicht  durch die
massenspektrometrische Analyse von Cbk1-Interaktoren geklart werden konnte (siehe Kapitel
2.2.8), sollte dies indirekt analysiert werden. Wenn die Aktivitat und Lokalisation von ChAce2
ahnlich zum Homolog der Backerhefe [132] durch Cbkl-abhangige Phosphorylierung
gesteuert wird, ware zu erwarten, dass von ChAce2 regulierte Gene eine veranderte
Expression in vir-88 und der ace2 Mutante zeigen. Deshalb wurden zunachst Homologe von
beschriebenen Ace2-Zielgenen anderer Organismen in C. higginsianum identifiziert und
anschliel3end deren Expression in den beiden Mutanten mit dem Wildtyp verglichen. Das wohl
am besten charakterisierte Ziel von ScAce? ist das fur eine Chitinase kodierende Gen ScCTS1
[178, 179]. Eine BLAST-Suche der entsprechenden Proteinsequenz in C. higginsianum fiihrte
zu zwei Homologen mit vergleichbarer Ahnlichkeit (31% und 23% Aminosaureidentitét):
ChCtsl und ChCtslb. Da in Vorversuchen in keiner der zur Verfiigung stehenden cDNAs
Expression von ChCTS1b nachgewiesen werden konnte (nicht gezeigt), wurde entsprechend
ChCTS1 naher analysiert. Weiterhin wurde ChSCW11 als das Gen mit der groRten Ahnlichkeit
(37% aa ldentitat) zum ScAce2 regulierten Gen ScSCW11 identifiziert, welches fir eine
Glucanase kodiert [179]. AuRerdem wurde ChMID2 als engster Verwandter von SpMID2
bestimmt (21,8% aa Identitat). SpMid2 ist wichtig fur den Aufbau des Septinrings bei der
Zellteilung von S. pombe und wird in diesem Organismus vom Ace2-Ortholog SpAce2 reguliert
[180]. Die Expression dieser Gene und zuséatzlich die von ChMOB2 und ChACE2 wurde in
reifen in vitro Appressorien untersucht, da Vorexperimente zeigten, dass diese Gene dort am
starksten exprimiert werden (nicht gezeigt). Semiquantitative RT-PCRs zeigten keine
signifikanten Unterschiede in der Expression von ChCTS1, ChSCW11 und ChMID2 in Proben
vonvir-88 und ace2 im Vergleich zu Wildtypproben (Abbildung 2.2.9.3 A + B). Dartber hinaus

unterschied sich die Transkriptmenge von ChMOB2 in der ace2 Mutante und andersherum
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die Menge von ChACE2 in der vir-88 Mutante nicht offensichtlich von den jeweiligen
Wildtypmengen (Abbildung 2.2.9.3 A). Zur genaueren Quantifizierung wurde die Expression
von ChMOB2, ChACE2, ChCTS1 und ChSCW11 zusatzlich mittels quantitativer RT-PCR
untersucht (Abbildung 2.2.9.3 C). Auch hier konnten mit Ausnahme von ChMOB?2 in vir-88 und
ChACE2 in der ace2 Mutante wegen der groRen Standardfehler keine statistisch
signifikanten Unterschiede der Expression dieser Gene in vir-88 und ace2 im Vergleich zum
Wildtyp detektiert werden.

Es ist also davon auszugehen, dass ChCTS1, ChSCW11 und ChMID2 zumindest in
Appressorien nicht von ChAce2 reguliert werden. Somit konnte durch dieses Experiment kein
Ruckschluss auf einen etwaigen funktionellen Zusammenhang zwischen ChAce2 und

ChMob2 gewonnen werden.
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Abbildung 2.2.9.3: ChCTS1, ChMID2 und ChSCW11 werd en weder durch ScAce2 noch

den ChMob2/ChCbk1-Komplex reguliert.

(A + B) Die Expression von ChMOB2, ChACE2, ChCTS1, ChMID2 und ChSCW11 wurde durch semiquantitative
RT-PCR in RNA-Proben aus in vitro Appressorien von WT, vir-88, vir-88 komplementiert mit pTef-MOB2-GFP ("vir-
88 + MOB2") und der ace2 Mutante untersucht. A und B stellen zwei separate PCR-Ansétze mit denselben cDNAs
dar und sind deshalb nicht direkt vergleichbar. Die Expression des housekeeping-Gens ChTUBULIN- wurde als
Anhaltspunkt fir die RNA-Menge verwendet. Genomische DNA (gDNA) und keine Matrize (H20) wurden als
Kontrollen fur die PCR verwendet. Die verwendeten Primer umschlossen jeweils ein Intron. Da ChSCW11 kein
Intron enthalt, wurden zusatzlich —RT-Proben als Matrize verwendet, bei denen in der Reverse Transkriptase-
Reaktion keine Reverse Transkriptase eingesetzt wurde, um Kontaminationen mit genomischer DNA in den cDNA-
Proben zu identifizieren. (C) Quantitative RT-PCR von ChMOB2, ChACE2, ChCTS1 und ChSCW11 in cDNA-
Proben aus in vitro Appressorien von WT, vir-88 und der ace2 Mutante. Die Transkriptmengen sind relativ zur
Expression von ChTUBULIN- angegeben und der jeweilige Wert des Wildtyps ist auf 1 gesetzt. Alle Reaktionen
bis auf die von ChSCW11 wurden mit cDNA-spezifischen und introniiberspannenden Primern durchgefuhrt. Bei
ChSCW11 wurde wegen fehlendem Intron der Wert der jeweiligen —RT-Probe (Siehe A + B) abgezogen.

2.2.9.4. Die potentielle Chitinase ChCts1 wird nich t fir Virulenz oder Konidienbildung
bendtigt
Im vorherigen Kapitel wurde gezeigt, dass die Expression der potentiellen Chitinase ChCTS1
zumindest in Appressorien nicht signifikant von ChAce2 abhangt. Da aber kleine Unterschiede
aufgrund der groR3en Standardfehler nicht detektiert werden kénnen und gleichzeitig Hefe
ctsl Mutanten einen starken Zellteilungsdefekt haben [178, 181], welcher méglicherweise
den Konidienbildungsphénotyp von C. higginsianum ace2 oder vir-88 Mutanten erklaren
konnte, wurden trotzdem ctsl Mutanten durch Transformation von ku80 mit pDelCTS1
(pCK4816) generiert (nicht gezeigt). Die korrekte Insertion der Deletionskassette in das
Genom wurde durch PCRs in DNAs von sechs der dabei entstandenen Transformanten
Uberprift (Abbildung 2.2.9.4-1 A und B). Von diesen zeigten vier das erwartete Bandenmuster
und somit einen erfolgreichen Genknockout von ChCTS1. Die Transformanten T2 und T4
wurden als ctsl-1 (CY7110) und ctsl-2 (CY7111) weiter bearbeitet. Die anschliel3ende
phanotypische Analyse ergab keine Zellteilungsdefekte fir diese beiden Mutanten. So zeigten
ctsl-1 und cts1-2 Pathogenitat gegen A. thaliana (Abbildung 2.2.9.4-1 C und D),
Konidienvolumen und -titer (Abbildung 2.2.9.4-2 C) und vegetatives Wachstum auf Voll- und
Minimalmedium (nicht gezeigt) auf Niveau des Parentalstammes. Auf3erdem konnten durch
Anfarben der Zellwé&nde und Septen mit Calcofluorweil? keine Unterschiede in der Grol3e der
Zellen oder der Anzahl und Beschaffenheit der Septen in ausgekeimten Konidien und in
axenischem Myzel ausgemacht werden (Abbildung 2.2.9.4-2 A und B). Es konnte also keine
Funktion far ChCtsl in C. higginsianum identifiziert werden. Es wére moglich, dass die
Deletion des zweiten und im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher untersuchten CTS1-Homologs
(CTS1b) zu Defekten dieser Art fihrt. Au3erdem besitzt C. higginsianum neben diesen beiden
noch mindestens 20 weitere potentielle Chitinase-kodierende Gene der Glycosylhydrolase-
Familie 18 [182]. Es ist also naheliegend, dass deren Genprodukte Uberlappende Funktionen

besitzen und somit redundant sind.
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Abbildung 2.2.9.4-1: ChCts1l wird nicht fur erfolgreiche Infektion bendtigt.
(A) Schematische Darstellung des genomischen Lokus von ChCTS1 und der T-DNA des fiir den Gen-Knockout
verwendeten Deletionsplasmids pDelCTS1 (pCK4816). Die fur die PCRs in B verwendeten Primer sind als Pfeile
und kleine Buchstaben dargestellt. (B) PCRs mit genomischen DNAs der Transformanten zum Knockout von
ChCTS1 zur Uberpriifung der korrekten Integration der transgenen DNA mithilfe der in A gezeigten Primer. Unter
dem Gelfoto sind die erwarteten Bandengréen von positiven Transformanten (Mutante) oder dem Parentalstamm
ku80 gezeigt. (C+D) A. thaliana wurde mit ctsl-1 und cts1-2 (CY7110 und CY7111; entsprechen T2 und T4 in
B) und deren Parentalstamm ku80 (CY6021) infiziert. (C) Makroskopische Aufnahme vier Tage nach der Infektion.
(D) Quantifizierung von Primar- und Sekundarhyphen auf mit Trypanblau gefarbten Blattern drei Tage nach der
Infektion.
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Abbildung 2.2.9.4-2: ctsl Mutanten haben keine Defekte bei Zellteilung und
Konidienbildung.

(A) Calcofluor-Farbung von in vitro Appressorien. (B) Calcofluor-Farbung von axenischem Myzel. (C)
Quantifizierung von Priméar- und Sekundarhyphen auf mit Trypanblau gefarbten Blattern drei Tage nach der

Infektion. (D) Quantifizierung des Titers (links) und des durchschnittlichen Zellvolumens (rechts) von
Konidiensuspensionen abgespult von OMA-Platten nach sieben Tagen. GréRenbalken = 20 pm.
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2.2.9.5. Versuche zur Lokalisation von ChAce2
Zur weiteren Untersuchung von ChAce2 sollten Plasmide hergestellt werden, die die
Expression von ChAce2-Fusionsproteinen vermitteln. Diese Fusionsproteine sollten dann
vergleichend im Wildtyphintergrund und im Hintergrund von vir-88 lokalisiert werden. Wenn
der Mechanismus der Regulation von ChAce2 ahnlich zum Ortholog aus der Backerhefe
erfolgt [132], wirde man erwarten, dass sich bei verringerter ChMob2-Aktivitat in der vir-88
Mutante die Lokalisation von ChAce2 verédndert. Zu diesem Zweck wurden Plasmide zur
ektopischen Integration hergestellt (Abbildung 2.2.9.5 A). Zum einen wurden pPN-pTef-ACE2-
mCherry (pCK4345) und pPN-pAce2-ACE2-mCherry (pCK4158) zur C-terminalen Fusion von
ChACE2 mit mCherry und zum anderen pPN-pTef-GFP-ACE2 (pCK4752), pPN-pAce2-GFP-
ACE2 (pCK4751) und pPN-pAce2-mCherry-ACE2 (pCK4750) zur N-terminalen Fusion von
ChACE2 mit mCherry oder GFP konstruiert. Obwohl die jeweiligen Vorlauferplasmide ohne
den ORF von ChACE2 (pCK4337, pCK4739, pCK4730, pCK4728) starke Fluoreszenzsignale
der loslichen Fluoreszenzproteine in Konidien vermittelten (nicht gezeigt), zeigten alle C.
higginsianum Transformanten, die aus Transformation mit den genannten ChAce2-
Fusionsplasmiden hervorgingen (CY6430, CY6345, CY6773, CY6725, CY6722), keinerlei
detektierbares Fluoreszenzsignal (nicht gezeigt). Diese Beobachtung legt nahe, dass das
ChACE2 Genmodell moglicherweise nicht korrekt war und deswegen die jeweiligen
Fusionsproteine nicht korrekt translatiert wurden.
Zusatzlich wurde durch in locus Fusion von ChACE2 mit mCherry ein C. higginsianum Stamm
(CY6633) hergestellt, in dessen Genom das ChACE2-Gen gegen ACE2-mCherry
ausgetauscht wurde (Abbildung 2.2.9.5 B). Das heif3t, dass das Fusionsprotein die einzige
Variante von ChAce? ist, die in diesen Zellen vorkommt (vergleiche Kapitel 2.5.2). In diesem
Stamm war weder in Konidien, Appressorien, noch intrazellularen Hyphen Ace2-mCherry-
Signal detektierbar (nicht gezeigt). Gleichzeitig wies ace2::ACE2-mCherry im Gegensatz zur
ace2 Mutante (CY6353) keine Defekte bei Infektion von A. thaliana oder bei der Bildung von
Konidien auf OMA-Platten auf (Abbildung 2.2.9.5 C-E). Das bedeutet im Widerspruch zu den
Ergebnissen der oben genannten ektopisch integrierten Fusionsgene, dass das ACE2-
mCherry-Gen abgelesen und auch in ein voll funktionstlichtiges Protein translatiert wird. Es
konnte nicht geklart werden, warum kein Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte.
Mdglicherweise war die Menge an Ace2-mCherry-Protein in den untersuchten Zellen so
niedrig, dass keine Fluoreszenz beobachtet werden konnte.
Schlussendlich kann auf Basis der hier durchgefiihrten Experimente zu ChACE2 und ChSSD1
keine definitive Aussage getroffen werden, ob diese beiden Gene in C. higginsianum durch
den ChMob2/ChCbk1-Komplex reguliert werden. Es kann aber festgehalten werden, dass der
hier als ChAce2 beschriebene Zinkfinger-Transkriptionsfaktor nicht dieselben Gene wie das
Homolog der Backerhefe reguliert. Dennoch scheinen ChAce2 und das potentielle mRNA-

bindende Protein ChSsd1 eine wichtige Rolle wéhrend der Infektion von A. thaliana zu spielen.
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Abbildung 2.2.9.5: inlocus Fusion von ACE2-mCherry produziert zwar kein Signal ~ , aber

ein funktionelles Ace2-mCherry Protein.
(A) Schematische Darstellung der T-DNAs der Plasmide pPN-pTef-GFP-ACE2 (pCK4752), pPN-pAce2-GFP-ACE2
(pCK4751), pPN-pAce2-mCherry-ACE2 (pCK4750), pPN-pTef-ACE2-mCherry (pCK4345) und pPN-pAce2-ACE2-
mCherry (pCK4158) die hergestellt wurden, um die Lokalisation von ChAce2 zu untersuchen. Dabei ist jeweils das
Start- und das Stopkodon des Fusionsproteins gezeigt. (B) Schematische Darstellung des ChACE2 Lokus im
Genom der ace2::ACE2-mCherry Mutante CY6633. (C—E) ace2::ACE2-mCherry wurde mit dem Parentalstamm
ku80 (CY6021) und der ace2 Mutante (CY6353) in Bezug auf mdgliche Defekte verglichen. (C) Makroskopische
Aufnahme der Infektion von A. thaliana nach vier Tagen. (D) Mikroskopische Aufnahme von mit Trypanblau
gefarbten Blattern vier Tage nach Infektion. GréRenbalken = 20 pm. (E) Quantifizierung des Titers (links) und des
durchschnittlichen Zellvolumens (rechts) von Konidiensuspensionen abgespilt von OMA-Platten nach sieben
Tagen.

2.2.10. Ein zweiter Mob/NDR-Kinase-Komplex wird fir Pathogenitat und
Zellteilung bendotigt
Neben ChMob2 kodiert das Genom von C. higginsianum fir zwei weitere Mob-Proteine:
ChMobl und ChMob3. Da in verwandten Pilzen die Aktivitat von Cbk1l auch zum Teil von
einem zweiten NDR-Signalweg abhéngt [132, 151, 183], der Mobl und Dbf2 oder deren
Orthologe enthalt, sollte im Folgenden die Funktion von ChMobl untersucht werden. Im
Rahmen der Bachelorthesis von Bastian Fohr konnten durch Transformation von ku80
(CY6021) mit pDelMOB1 (pCK4865, Abbildung 2.2.10-1 A) mehrere unabhéngige
Transformanten hergestellt werden, welche die fir erfolgreichen Austausch von ChMOB1 mit
der Hygromycinresistenzkassette erwarteten PCR-Banden zeigten (Abbildung 2.2.10-1 B). Die
Transformanten T2 und T3 wurden als mob1-1 (CY7242) und mobl-2 (CY7243) weiter
untersucht.
Verlust von ChMOBLI fuhrte zu schweren Defekten beim Wachstum. So produzierten mob1-
lund mobl-2 etwa 50% kleinere Kolonien auf allen getesteten Medien (Abbildung 2.2.10-1
C). Nach Wachstum unter verschiedenen stressinduzierenden Bedingungen zeigte sich, dass
mobl Mutanten aufRerdem stark erhohte Sensitivitdt gegen den Zellwandstressor Kongorot
aufweisen (Abbildung 2.2.10-1 D), was auf einen verringerten Anteil an Chitin in der Zellwand
hindeutet [184].

75



76



Abbildung 2.2.10-1: Gezielter Gen-Knockout von = ChMOB1.
(A) Schematische Darstellung des genomischen Lokus von ChMOB1 und der T-DNA des fiir den Gen-Knockout
verwendeten Deletionsplasmids pDelMOB1 (pCK4865). Die fur die PCRs in B verwendeten Primer sind als Pfeile
und kleine Buchstaben dargestellt. (B) PCRs mit genomischen DNAs von vier Transformanten zum Knockout von
ChMOBL1 zur Uberpriifung der korrekten Integration der transgenen DNA mithilfe der in A gezeigten Primer. Unter
dem Gelfoto sind die erwarteten Bandengréf3en von positiven Transformanten (Mutante) oder dem Parentalstamm
ku80 gezeigt. Bild: Bastian Fohr. (C+D) Konidien der beiden unabhangigen Mutanten mob1-1 (CY7242, T2 in
B) und mobl1-2 (CY7243, T3 in B) und ihres Parentalstamms ku80 wurden auf verschiedene Platten getropft.
(C) PDA, Minimalmedium und OMA. Bilder: Bastian Féhr. (D) PDA ohne Zusatz (PDA), mit 200 pug/ml Kongorot,
2,5 mM H202, 0,01% SDS oder 1 M Sorbitol oder PDA bei 32°C. mob3-1 wird in Kapitel 2.2.11 beschrieben.

AulRerdem produzierten diese Stimme eine so geringe Anzahl von Konidien (0,6% bzw. 0,7%
des Parentalstammes), dass sie kaum mehr vom Zellzahler erfasst werden konnte (Abbildung
2.2.10-2 B). Die wenigen Konidien, die gewonnen werden konnten, zeigten ein etwa 50%
geringeres durchschnittliches Zellvolumen (Abbildung 2.2.10-2 B). Dabei war die Grof3e der
einzelnen Zellen extrem variabel (nicht gezeigt). Aufgrund des insgesamt geringen
Konidientiters von mob1-1 und mobl-2 wurden diese Mutanten zusammen mit dem
Parentalstamm durch eine Tropfinfektion — nicht wie dblich durch Sprihinfektion — auf ihre
Pathogenitat hin untersucht, da dort weit geringere Zellzahlen benétigt werden. Beide
Mutanten zeigten eine signifikant verringerte Ausbildung von Priméar- und Sekundérhyphen
nach vier Tagen im Vergleich zum Parentalstamm (Abbildung 2.2.10-2 C). Da bei
Tropfinfektionen die Anzahl der eingesetzten Konidien bekannt ist, konnte hier auch die
Prozentzahl an Konidien bestimmt werden, die ein Appressorium ausdifferenzierten. Dabei
bildeten mobl-1 und mobl-2 etwa viermal weniger Appressorien als der Parentalstamm
(Abbildung 2.2.10-2 C). In vitro bildeten beide Mutanten nur selten Appressorien (nicht
gezeigt). Allerdings war ein grof3er Teil der von OMA gewonnen Konidien bei mikroskopischer
Betrachtung bereits lysiert (nicht gezeigt), was die Interpretation des Befunds zur
Appressorienbildung schwierig macht. Bei ndherer Betrachtung von gefarbten Blattern, die mit

mobl-1 und mobl-2 infiziert waren, konnte auRerdem beobachtet werden, dass oftmals
zwei Konidien an den Enden zusammenhingen (Abbildung 2.2.10-2 D). In seltenen Fallen

wurden Konidienketten aus drei oder vier Zellen beobachtet (nicht gezeigt)
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Abbildung 2.2.10-2: mobl Mutanten zeigen Defekte bei der Konidienbildu ng und
verringerte Virulenz.

Die beiden unabh&angigen Mutanten mob1-1 (CY7242) und mob1-2 (CY7243) wurden auf ihren Phanotyp im
Vergleich zum Parentalstamm ku80 (CY6021) hin untersucht. (A) Quantifizierung des Titers (links) und des
durchschnittlichen Zellvolumens (rechts) von Konidiensuspensionen abgespult von OMA-Platten nach acht Tagen.
(B) Quantifizierung von Appressorien, Primar- und Sekundarhyphen auf mit Trypanblau geféarbten Blattern vier Tage
nach Tropfinfektion. (C) Exemplarische Beispiele von Mikroskopaufnahmen von mit Trypanblau geféarbten Blattern
funf Tage nach Tropfinfektion. Primarhyphen sind mit schwarzen Pfeilen und aneinanderhangende Konidien mit
roten Pfeilen gekennzeichnet. GréRenbalken = 20 um.

Da dieser Phanotyp auf Zellteilungsdefekte wahrend der Abschniirung von neuen Konidien
von den Phialiden der Acervuli hindeutet, wurden axenisches Myzel und ausgekeimte Konidien
mit Calcofluorweil3 geféarbt. Im Gegensatz zum Parentalstamm, der in ausgekeimten Konidien

immer ein Septum zwischen den beiden Zellen des Konidiums ausbildete, war in
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ausgekeimten Konidien von mobl-1 und mobl-2 nie ein Septum sichtbar (Abbildung
2.2.10-3 A). Auch in den filamentésen Hyphenzellen im Myzel der beiden mobl Mutanten
waren im Gegenteil zum Parentalstamm praktisch keine Septen nachweisbar (Abbildung
2.2.10-3 B). Dies bedeutet, dass ChMob1 ahnlich wie die Orthologen aus S. cerevisiae und S.
pombe [149, 185] am Prozess der Zellteilung und Septierung beteiligt ist. Es ist mdglich, dass
dies wie in der Backerhefe [154] indirekt Uber die Aktivierung der zweiten NDR/LATS-Kinase
ChDbf2 (CH063_02804, 47% Aminosaureidentitat zu ScDbf2) geschieht. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde ChDDbf2 nicht untersucht.

Abbildung 2.2.10-3: ChMob1 wird fir Zellteilung und Bildung von Septen bendtigt.
Zellwande und Septen von in vitro Zellen von mob1-1 (CY7242), mobl-2 (CY7243) und des Parentalstammes

ku80 (CY6021) wurden mit Calcofluorweild gefarbt. (A) Appressorien. (B) axenisches Myzel. Septen sind mit
weil3en Pfeilen und zusammenhéangende Konidien mit weiRen Sternen markiert. Gréf3enbalken = 20 pm.
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2.2.11. Das Phocein-Homolog ChMob3 scheint keine Fu nktion in C.
higginsianum zu besitzen

Colletotrichum higginsianum besitzt neben ChMOB1 und ChMOB2 mit ChMOB3 ein drittes flr
ein Mob-Protein kodierendes Gen. ChMob3 ist allerdings deutlich gréRer und naher verwandt
mit tierischem Phocein (siehe Kapitel 2.2.4) als mit den NDR/LATS-Kinasen-aktivierenden
Mob-Proteinen Mob1 oder Mob2. Von den filamentésen Pilzen S. macrospora und N. crassa
weill man, dass die jeweiligen Mob3-Orthologe Teil des striatin-interacting protein
phosphatase and kinase (STRIPAK)-Komplexes sind und fir die Bildung von Fruchtkérpern
wahrend der sexuellen Entwicklung, fur die Zell-zu-Zell-Kommunikation und fur die
Hyphenfusion notwendig sind [151, 153, 186]. Da aber bisher nicht bekannt ist, ob C.
higginsianum eine sexuelle Phase besitzt, stellte sich die Frage, woflr dieser Pilz ein MOB3
Gen besitzt. AuRerdem ist von D. melanogaster bekannt, dass es Wechselwirkungen zwischen
dem dortigen Konterfeit des pilzlichen STRIPAK-Komplexes und dem HIPPO-Signalweg gibt
[187], welcher wiederum mit den pilzlichen NDR/LATS-Signalwegen verwandt ist [188]. Aus
diesen Grunden wurde im Folgenden ein gezielter Gen-Knockout von ChMOB3 durchgefiihrt
und die resultierende Mutante naher untersucht.

Zunachst wurde die mRNA-Expression von ChMOB3 durch RT-PCR untersucht. ChMOB3 war
nur sehr schwach exprimiert, wobei in Appressorien das hdchste Level erreicht wurde
(Abbildung 2.2.11-1 A). In Myzel konnte keine ChMOB3 Expression festgestellt werden, was
aber moglicherweise durch die geringe RNA-Konzentration dieser Probe begriindet ist
(Abbildung 2.2.11-1 A, sichtbar an der deutlich weniger intensiven ChTUBULIN- -Bande). Fir
gezielten Gen-Knockout von ChMOB3 wurde pDelMOB3 (pCK4686) hergestellt (Abbildung
2.2.11-1 B). Transformation von ku80 (CY6021) mit pDelMOB3 ergab mehr als 100
Transformanten. Alle zehn untersuchten Transformanten zeigten die fir den Austausch von
ChMOB3 durch die Hygromycinresistenzkassette erwarteten Banden bei PCRs mit
genomischer DNA (Abbildung 2.2.11-1 C).
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Abbildung 2.2.11-1: ChMOBS3 ist vorwiegend in Appressorien exprimiert und nicht

essentiell.

(A) Analyse der Expression von ChMOB3 und ChTUBULIN- durch semiquantitative RT-PCRs. Als Matrize wurde
Wildtyp-cDNA aus in vitro Konidien, axenischem Myzel, Appressorien nach 9h (friihe Ap) und nach 19h (reife Ap)
verwendet. Keine Matrize (H20) und genomische Wildtyp-DNA dienten als Kontrollen. (B) Schematische
Darstellung des genomischen Lokus von ChMOB3 und der T-DNA des fur den Gen-Knockout verwendeten
Deletionsplasmids pDelMOB3 (pCK4686). Die fiir die PCRs in C verwendeten Primer sind als Pfeile und kleine
Buchstaben dargestellt. (C) PCRs mit genomischen DNAs von zehn Transformanten zum Knockout von ChMOB3
zur Uberpriifung der korrekten Integration der transgenen DNA mithilfe der in B gezeigten Primer. Unter dem
Gelfoto sind die erwarteten BandengréRen von positiven Transformanten (Mutante) oder dem Parentalstamm

ku80 gezeigt.

Zwei dieser Transformanten wurden als mob3-1 (CY6705) und mob3-2 (CY6706) naher

analysiert. Allerdings konnten weder bei Menge und Aussehen von in vitro Appressorien
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(Abbildung 2.2.11-2 A), noch bei der Konidienbildung (Abbildung 2.2.11-2 C), noch bei der
Infektion von A. thaliana (Abbildung 2.2.11-2 D) signifikante Unterschiede zum Parentalstamm
festgestellt werden. mob3-1und mob3-2 bildeten lediglich geringfiigig kleinere Kolonien auf
PDA- und Minimalmedium als der Parentalstamm (Abbildung 2.2.11-2 B). Weiterhin zeigten
mob3 Mutanten keine veranderte Sensitivitat gegen verschiedene Arten von Stress (siehe
Kapitel zuvor, Abbildung 2.2.10-1 D).
ChMob3 scheint also nicht wesentlich an diesen Prozessen in C. higginsianum beteiligt zu
sein. Es ist aber durchaus moglich, dass Verlust von ChMOB3 unter spezifischen, hier nicht

getesteten Bedingungen zu einem Phanotyp flhrt.
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Abbildung 2.2.11-2: Verlust von ChMOB3 fihrt zu keinen offensichtlichen Defekten.

Die beiden unabhangigen Transformanten mob3-1 (CY6705) und mob3-2 (CY6706) und ihr Parentalstamm
wurden naher untersucht. (A) In vitro Appressorienbildung auf beschichteten Petrischalen. (B) Vegetatives
Wachstum auf PDA und Minimalmedium. mob3-1 verhielt sich identisch zu dem hier gezeigten Stamm mob3-2.
(C) Konidientiter (links) und -volumen von Konidiensuspensionen, welche von OMA-Platten nach sieben Tagen
gewonnen wurden. (D) Exemplarische Mikroskopaufnahmen von mit Trypanblau geférbten Blattern drei Tage nach
der Infektion. GroRenbalken = 20 pm.

2.3. Untersuchung des potentiell peroxisomalen Prot  eins ChPxmp4

und dessen Funktion in  C. higginsianum

Eine weitere interessante Mutante aus dem Insertionsmutagenese-Screening ist vir-56, da sie
als Switchmutante zwar in der Lage ist, Pflanzenzellen zu penetrieren und Primarhyphen
auszubilden, aber nicht in die nekrotrophe Phase der Infektion wechselt [1]. Im Genom dieser
Mutante konnten mindestens drei T-DNA-Insertionen identifiziert werden. Eine davon konnte
vor dem potentiellen Gen CH063_00495 lokalisiert werden, welches vermutlich flr ein

peroxisomales Membranprotein kodiert [1].

2.3.1. Die Switchmutante vir-56 besitzt eine T-DNA-Insertionam ChPXMP4 Lokus
vir-56 erzeugte nach Infektion von A. thaliana im Vergleich zum Wildtyp nur milde Symptome
(Abbildung 2.3.1 A). Sie wurde als Switchmutante bezeichnet [1], da sie vier Tage nach der
Infektion zwar Primarhyphen ausbildete, aber praktisch keine Sekundarhyphen (Abbildung
2.3.1 B). Im Genom von vir-56 konnten durch Southern Blot Analyse mindestens drei T-DNAs
ausgemacht werden (Martin Korn, 2016 [63]). Dabei ergab sich bei Hybridisierung von Sall
oder BamHI geschnittener genomischer vir-56 DNA ein kompliziertes Bandenmuster (Tabelle
6).

Tabelle 6: In Southern Blots mit einer Hygromycinre  sistenzsonde und DNA von  vir-56
beobachtete Banden

BandengrolRe bei Sall -verdauter DNA | Bandengrol3e bei BamHI| -verdauter DNA
~4500 bp (sehr intensiv) | ~6500 bp (intensiv) + ~9000 bp + ~11000 bp

Da man bei einer einzelnen T-DNA-Insertion jeweils nur eine einzelne Bande in jedem der
beiden Restriktionsverdaus erwartet (vergleiche Tabelle 1, Kapitel 2.1.1), liegen hier mit mehr
Banden im BamHI-Verdau als im Sall-Verdau vermutlich mindestens zwei T-DNAs in einer
Head-to-Head-Konfiguration vor, bei der die beiden Left Border-Sequenzen auf3en und die
Right Borders innen liegen. Durch Genome Walker PCR (Martin Korn, 2016 [63]) konnte eine
T-DNA im Genom von vir-56 76 bp upstream des potentiellen Gens CH063_00495 identifiziert
werden. Dabei wurde nur die Left Border-Region der T-DNA sequenziert. Theoretisch muss
also die Right Border in Richtung zu CHO063_00495 zeigen (Abbildung 2.3.1 C). Das

Genprodukt von CH063 00495 weist Homologie zu dem potentiell peroxisomalen Protein
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Pxmp4 ("peroxisomal membrane protein 4") der Ratte auf [189]. Deshalb wird CHO63 00495
(CHB63R_11666 im Genom 2016 [40]) im Folgenden als ChPXMP4 bezeichnet. 942 bp
upstream der T-DNA-Insertion liegt mit CHO63_00494 ein weiteres potentielles Gen, dessen
Genprodukt Ahnlichkeit zur menschlichen Paraoxonase PON2 mit anti-oxidativer Aktivitét
zeigt [190, 191]. Da die Insertion aber relativ weit weg von CH063_00494 liegt und besonders,
weil dieses in Richtung der T-DNA zeigt, ist es unwahrscheinlich, dass CH063_00494 in seiner
Expression oder Funktion beeinflusst ist.

Wenn man nun annimmt, dass an diesem Insertionsort zwei T-DNAs in Head-to-Head-
Konfiguration vorliegen (Abbildung 2.3.1. C), kénnte man im Southern Blot (M. Korn, 2016 [63];
zusammengefasst in Tabelle 6) die Sall-Bande von ca. 4500 bp und die BamHI-Bande von ca.
6000 bp erklaren. Die erste ist besonders intensiv, da sie durch die Hybridisierung von zwei
Sonden an das selbe DNA-Fragment zustande kommt. Die zweite Bande ist auch intensiv, da
sie eine Doppelbande aus zwei ahnlich grol3en Fragmenten reprasentiert. Da aber im
Southern Blot (M. Korn, 2016 [63]; zusammengefasst in Tabelle 6) noch zwei weitere Banden
im BamHI-Verdau sichtbar waren, ist die wahrscheinlichste Erklarung, dass das Genom dieser
Mutante noch eine weitere unabhéangige T-DNA-Insertion enthalt. Diese kénnte ebenso in
einer Tandem-Konfiguration vorliegen. Der linke Teil der in Abbildung 2.3.1. C dargestellten T-
DNA-Insertion konnte durch PCR mit genomischer vir-56 DNA verifiziert werden (Abbildung
2.3.1. D). PCRs zur Verifikation der rechten Seite der Insertion war sowohl mit Primern auf der
rechten T-DNA kombiniert mit Primern in ChPXMP4 (Abbildung 2.3.1 D) als auch mit Primern
auf der linken T-DNA kombiniert mit Primern in ChPXMP4 (nicht gezeigt) nicht erfolgreich. Es
blieb unklar, warum dies der Fall ist. Da diese T-DNA(s) im Promotorbereich oder 5-UTR von
ChPXMP4 liegen, ist moglicherweise entweder die Transkription dieses Gens oder die
Translation der daraus resultierenden mRNA beeintrachtigt. Deshalb sollte per RT-PCR
Uberprift werden, ob in RNA-Proben von vir-56 weniger ChPXMP4 Transkript vorliegt. Dazu
wurde zunéchst durch RT-PCR mit Wildtyp-RNAs analysiert, in welchen Zelltypen ChPXMP4
RNA detektierbar ist (Abbildung 2.3.1 E). Es zeigte sich, dass ChPXMP4 hauptsé&chlich in in
vitro Appressorien und zu einem kleinen Teil in Konidien exprimiert wird, aber nicht in
axenischem Myzel. Deshalb wurde anschlieend eine RT-PCR fir diese mRNA in Konidien-
und Appressorien-RNAs von vir-56 im Vergleich zu Wildtyp-Proben durchgefihrt. Es konnte
allerdings kein signifikanter Unterschied in der Expression von ChPXMP4 zwischen vir-56 und
Wildtyp ausgemacht werden, wenn man die leicht abweichende Menge an ChTUBULIN- als
Kalibrator fir die RNA-Gesamtmenge bericksichtigt (Abbildung 2.3.1 F).
Zusammengenommen enthélt das Genom von vir-56 zwar eine oder mehrere T-DNAs in
unmittelbarer Nahe zu ChPXMP4, allerdings scheint die mRNA-Menge des entsprechenden
Transkripts nicht signifikant beeintrachtigt zu sein. Es ist aber durchaus méglich, dass durch
die Integration der T-DNA in den 5-UTR dieses Gens die Fahigkeit zur Translation des

ChPxmp4 Proteins beeinflusst wird.
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Abbildung 2.3.1: Das Genom von vir-56 enthalt eine oder mehrere T-DNAs upstream von
ChPXMP4.

(A+B) A. thaliana Pflanzen wurden mit der Insertionsmutante vir-56 und deren Parentalstamm CY5535 infiziert und
nach vier Tagen analysiert. Es sind makroskopische Aufnahmen (A) und exemplarische mikroskopische
Aufnahmen von mit Trypanblau gefarbten Blattern gezeigt (B). GroRenbalken = 20 um. (C) Schematische
Darstellung des genomischen ChPXMP4 Lokus (oben) und der wahrscheinlichsten Konfiguration der T-DNA-
Insertion von vir-56 (unten). Die rechte T-DNA ist gestrichelt dargestellt, da diese zwar dort angenommen wird,
aber nie bewiesen werden konnte. Eingezeichnet sind alle BamHI- und Sall-Restriktionsschnittstellen, die
Hybridisierungsstellen der Hygromycinsonde, welche zur Identifikation der Anzahl an T-DNA-Insertionen verwendet
wurde (M. Korn, 2016 [63]), die bei Southern Blot mit dieser Sonde erwarteten Bandengréen und die in B
verwendeten Primer als kleine Pfeile. (D) PCR mit genomischen DNAs von WT und vir-56 zur Verifikation der T-
DNA-Insertion upstream von ChPXMP4. Eine PCR ohne Matrize (H20) wurde als Kontrolle verwendet. Unter dem
Foto sind die verwendeten Primer (gezeigt in A) und die erwarteten Bandengrof3en dargestellt. (E) RT-PCR von
ChPXMP4 und ChTUBULIN- in Wildtyp-RNAs aus Konidien, Myzel, frithen Appressorien ("AP 9h") und spéten
Appressorien ("AP 19h"). Genomische Wildtyp-DNA (gDNA) und keine Matrize (H20) wurden als Kontrollen
verwendet. (F) RT-PCR von ChPXMP4 und ChTUBULIN- in Wildtyp und vir-56 RNAs aus Konidien und
Appressorien nach 17 Stunden. Genomische Wildtyp-DNA (gDNA) und keine Matrize (H20) wurden als Kontrollen
verwendet.

2.3.2. ChPXMP4 kodiert fur ein potentiell peroxisomales Protein

Das Genom der Pathogenitatsmutante vir-56 besitzt mindestens eine T-DNA-Insertion vor
ChPXMPA4. Es sollte untersucht werden, ob es zum vorhergesagten ChPxmp4-Protein mit 226
aa Lange verwandte Proteine in anderen Organismen gibt und ob sich durch die Identifizierung
von konservierten Doméanen Rickschlisse auf die Funktion dieser Proteine treffen lassen.
Dafir wurden ChPxmp4-Homologe durch BLASTp-Suche identifiziert (nicht gezeigt). Es zeigte
sich, dass Pxmp4 in Pilzen mit der Ausnahme von den Hefen S. cerevisiae oder S. pombe, in
Tieren und in Oomyceten weitestgehend konserviert ist. Pflanzen, Bakterien oder Archaeen
besitzen scheinbar keine zu ChPxmp4 &hnlichen Proteine. In einem phylogenetischen Baum
einer Auswahl an Pxmp4-Proteinen (Abbildung 2.3.2 A) lasst sich erkennen, dass es drei
Hauptéaste gibt. Einer enthalt alle pilzlichen Pxmp4-Proteine, zu welchem auch ChPxmp4
gehort. In diesem Ast bilden die Pxmp4-Proteine des Genus Colletotrichum einen Unterast,
der vermutlich die enge phylogenetische Beziehung dieser Arten untereinander reflektiert. Ein
zweiter Hauptast enthélt die tierischen Pxmp4-Proteine und die der Oomyceten. Der dritte Ast
enthdlt mit Pxmp4 aus Ustilago maydis und Candida albicans nur zwei Proteine die
untereinander wenig Ubereinstimmung zeigen. Eine kleinere Auswahl an Pxmp4-Proteinen
wurde anschlieRend mittels Sequenzalignment genauer verglichen (Abbildung 2.3.2 B). Es
zeigte sich, dass die groRte Ahnlichkeit zwischen den einzelnen Sequenzen in einem Bereich
liegt, der eine konservierte Domane beinhaltet. Diese mittels NCBI Conserved Domain Search
[192] vorhergesagte Doméane der Tim17/Tim22/Tim23/Pmp24-Familie (Pfam PF02466 [193];
E-Wert 4,02 e2°) kennt man z.B. aus der mitochondriellen Translokase Tim17 von S.
cereivisiae [194]. Alle hier untersuchten Proteine sind mit 171 bis 228 aa durchschnittlich grof3e
Proteine, nur die Pxmp4-Proteine der beiden Oomyceten P. infestans und P. sojae sind mit
752 und 762 aa am N-Terminus deutlich l&anger. Dieser verlangerte N-Terminus enthalt
zusatzlich eine DnaJ-Domaéne (Pfam PF00226 [193]), welche Teil des Hsp40-Chaperons DnaJ
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ist [195]. Es ist wahrscheinlich, dass diese beiden Proteine falsch annotiert sind und eigentlich
separate DnaJ- und Pxmp4-Proteine darstellen. Da die molekulare Funktion der Tim17-
Doméne nicht bekannt ist und interessanterweise auch bisher keines der Pxmp4-Proteine
funktionell charakterisiert wurde, kann keine Vorhersage tber die Funktion von ChPxmp4
getroffen werden. Da R. norvegicus Pxmp4 aus Peroxisomenmembranen isoliert wurde [189],

liegt es nahe, dass auch ChPxmp4 ein peroxisomales Protein darstellt.
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Abbildung 2.3.2: Homologe von ChPxmp4 sind in Pilzen und Tieren weit verbreitet.

(A) Phylogenetischer Baum ohne Wurzel von Pxmp4-Homologen. Der Baum wurde mit einer Blosum62 cost matrix
und dem Jukes-Cantor tree building Algorithmus erstellt. Die Accessions der Proteine sind in Material & Methoden
aufgelistet. Die Lange der Aste spiegelt die Aminoséurenaustausche pro Stelle dar. GroRenbalken = 0,08
Austausche. (B) Sequenz Alignment von ausgewdahlten Pxmp4-Proteinen erstellt durch "Geneious Alignment". Die
Position der mittels NCBI Conserved Domain Search vorhergesagten Tim17-Doméne ist als Schwarzer Kasten
markiert. Af: Aspergillus fumigatus, An: Aspergillus nidulans, Ca: Candida albicans, Cgl: Colletotrichum
gloeosporioides, Cg: Colletotrichum graminicola, Ch: Colletotrichum higginsianum, Co: Colletotrichum orbiculare,
Fo: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Hs: Homo sapiens, Mo: Magnaporthe oryzae, Mm: Mus musculus, Nc:
Neurospora crassa, Pi: Phytophthora infestans, Ps: Phytophthora sojae, Rn: Rattus norvegicus, Sm: Sordaria
macrospora, Um: Ustilago maydis, Vd: Verticillium dahliae.

2.3.3. pxmp4 Mutanten sind nur selten in der Lage, die pflanzlic ~ he Kutikula zu

penetrieren

Zuvor wurde beschrieben, dass die Switchmutante vir-56 moglicherweise fiir ein Mutantenallel
von ChPXMP4 kodiert. Zur Verifizierung dieser Hypothese sollte ein gezielter Gen-Knockout
dieses Gens durchgefiihrt werden und der Ph&notyp der resultierenden Mutanten mit dem von
vir-56 verglichen werden.

Dazu wurde der ku80 Stamm CY6021 mit pDelPXMP4 (pCK4872) transformiert (Bastian
Fohr, Bachelorthesis), welches die Hygromycinresistenzkassette flankiert von up- und
downstream Bereichen von ChPXMP4 enthalt (Abbildung 2.3.3-1). Dabei wurde das
Deletionskonstrukt so designet, dass das benachbarte Gen CH063_00494 nicht beeintrachtigt
werden sollte. Bei insgesamt drei Transformationsansatzen wurden insgesamt nur neun
Transformanten erhalten (nicht gezeigt), wobei die Transformationseffizienz auch bei
Kontrollplasmiden sehr niedrig war. Die Integration der Deletionskassette wurde per PCR in
genomischer DNA von sechs Transformanten Uberpriuft (Abbildung 2.3.3-1; Bastian Foéhr,
Bachelorthesis). Vier aus sechs Transformanten zeigten die fur erfolgreichen Knockout von
ChPXMP4 erwarteten Banden. Transformanten T1 und T2 wurden anschlieRend als pxmp4-
1(CY7238) und pxmp4-2 (CY7239) weiter untersucht.
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Abbildung 2.3.3-1: Es konnten erfolgreich C. higginsianum pxmp4 Mutanten

hergestellt werden.

(A) Schematische Darstellung des genomischen Lokus von ChPXMP4 und der T-DNA des fir den Gen-Knockout
verwendeten Deletionsplasmids pDelPXMP4 (pCK4872). Die fir die PCRs in B verwendeten Primer sind als Pfeile
und kleine Buchstaben dargestellt. (B) PCRs mit genomischen DNAs von sechs unabhangigen Transformanten
zum Knockout von ChPXMP4 zur Uberpriifung der korrekten Integration der transgenen DNA mithilfe der in A
gezeigten Primer. Neben dem Gelfoto sind die erwarteten Bandengréf3en von positiven Transformanten (Mutante)
und dem Parentalstamm ku80 gezeigt. Bild: Bastian Fohr.

Zur Uberprufung der Virulenz von pxmp4-1 und pxmp4-2 wurde A. thaliana zusammen mit
vir-56 und den zugehdorigen Parentalstammen infiziert. Drei Tage nach der Infektion war
erkennbar, dass die beiden ChPXMP4 Knockoutmutanten einen noch starkeren
Virulenzdefekt aufweisen als vir-56 (Abbildung 2.3.3-2 A und B). So war die Bildung von
Primarhyphen bei vir-56 im Vergleich zum Wildtyp um 66% verringert. pxmp4-1und pxmp4-
2 bildeten jedoch 91% bzw. 89% weniger Primérhyphen als ihr Parentalstamm ku80. Sowohl
vir-56 als auch die pxmp4 Mutanten hatten nach drei Tagen im Gegensatz zu Wildtyp und

ku80 (6,0% bzw 1,3%) noch keine Sekundarhyphen ausgebildet. Nach vier Tagen waren bei
mit pxmp4-1 und pxmp4-2 infizierten Blattern immer noch wenige Primarhyphen sichtbar
(Abbildung 2.3.3-2 C). Sekundarhyphen wurden nur sehr selten beobachtet (nicht gezeigt). vir-
56 bildete nach vier Tagen Primarhyphen (Abbildung 2.3.3-2 C), aber auch nur sehr selten
Sekundarhyphen (nicht gezeigt). Zu diesem Zeitpunkt war die Infektion mit WT und ku80
schon deutlich weiter fortgeschritten (Abbildung 2.3.3-2 C). Das Wachstum auf PDA, OMA und
Minimalmedium und die Fahigkeit zur Ausbildung von Konidien waren sowohl bei vir-56 als
auch bei den pxmp4 Mutanten im Vergleich zu den jeweiligen Parentalstdmmen nicht
signifikant verandert (nicht gezeigt).

Die Untersuchung der Fahigkeit, in vitro Appressorien auf Petrischalen zu bilden (Abbildung
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2.3.3-3 A und B, Bastian F6hr), zeigte, dass vir-56 75% weniger Appressorien ausbildet als
der ku80 Stamm. pxmp4-1 und pxmp4-2 wiesen diesen Phanotyp nicht auf, allerdings
waren die meisten von diesen Stdmmen gebildeten Appressorien deutlich weniger dunkel
gefarbt als die des Parentalstammes.

Es konnten also durch gezielten Gen-Knockout von ChPXMP4 Mutanten erzeugt werden, die
wie vir-56 Defekte bei der Infektion von A. thaliana aufweisen. Bei vir-56 sind dabei vermutlich
hauptsachlich die Ausbildung von Sekundarhyphen und der Wechsel in die nekrotrophe Phase
beeintrachtigt. Bei den pxmp4 Mutanten scheint hingegen die Penetration der Kutikula nur
noch sehr selten erfolgreich vonstatten zu gehen. Es ist mdglich, dass der Unterschied in der
Auspragung des Phanotyps dadurch begriindet ist, dass vir-56 kein Nullallel von ChPXMP4

ist, sondern eventuell noch Restaktivitét des resultierenden Proteins besteht.
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Abbildung 2.3.3-2: ChPXMP4 wird fur die Penetration der pflanzlichen Kutikula bendtigt.
Die Mutante vir-56, ihr Parentalstamm CY5535 (WT), die zwei unabhéngigen Mutanten pxmp4-1 (CY7238) und
pxmp4-2 (CY7239) und deren Parentalstamm ku80 (CY6021) wurden auf ihre Pathogenitat untersucht. (A)
Exemplarische mikroskopische Aufnahmen von mit Trypanblau gefarbten Blattern drei Tage nach der Infektion. (B)
Quantifizierung der Ausbildung von Primar- und Sekundarhyphen nach drei Tagen. (C) Exemplarische
mikroskopische Aufnahmen von mit Trypanblau geféarbten Blattern vier Tage nach der Infektion. Aus Platzgriinden

sind nur drei Bilder gezeigt. WT verhielt sich aber so wie ku80 und pxmp4-2 so wie pxmp4-1. GréRenbalken =
20 pm.
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Abbildung 2.3.3-3: Im Gegensatz zu pxmp4 produziert vir-56 weniger Appressorien.

(A) Exemplarische mikroskopische Aufnahmen von Appressorien auf beschichteten Petrischalen. Bilder: Bastian
Fohr. (B) Quantifizierung des Anteils an Konidien, die ein Appressorium ausgebildet haben. Der Fehlerbalken
entspricht hier der Standardabweichung zwischen zwei technischen Replikaten. Daten: Bastian Fohr.

2.34. pxmp4  Mutanten konnen Fettsduren weniger effizient als
Kohlenstoffquelle verwenden

In Saugetieren werden Fettsauren zur Energiegewinnung oder als Metaboliten durch -
Oxidation sowohl in Mitochondrien als auch in Peroxisomen zu Acetyl-CoA abgebaut [196].
Dagegen findet dieser Prozess in Hefen ausschlief3lich in den Peroxisomen statt [196, 197].
Da pilzliche Proteine, die fur die Funktion von Peroxisomen wichtig sind, oft auch fur die
Virulenz gegen Pflanzen essentiell sind, wie z.B. PEX13 von Colletotrichum orbiculare [115],
stellt sich die Frage, ob das potentielle peroxisomale Protein ChPXMP4 eine dhnliche Funktion
erfallt.

Es sollte untersucht werden, ob vir-56 oder pxmp4 Mutanten Fettsauren metabolisieren und
darauf als einziger Kohlenstoffquelle wachsen kdnnen. Zu diesem Zweck wurden diese
Mutanten mit den entsprechenden Parentalstimmen auf Minimalmedium mit Glucose,
Saccharose, Tween80 (ein besser wasserldsliches Derivat der Olsaure) oder einer Mischung
aus Tween40 (ein besser wasserlosliches Derivat der Palmitinsaure) und Olséure getropft
(Abbildung 2.3.4). Auf den zuckerbasierten Medien war kein Unterschied in der Grol3e oder
Beschaffenheit der gebildeten Kolonien zwischen den Stammen erkennbar. Auf den beiden
Medien, die Fettsauren als einzige Kohlenstoffquelle enthielten, waren jedoch die Kolonien der
beiden pxmp4 Mutanten um etwa 50% kleiner als die des Parentalstammes ku80. vir-56
zeigte ein mit Wildtyp C. higginsianum vergleichbares Wachstum auf allen getesteten Medien
(Abbildung 2.3.4). Das verringerte Wachstum der pxmp4 Mutanten auf Fettsduren deutet auf

eine verringerte Fahigkeit zur Metabolisierung von Fettsauren hin. Die Peroxisomenfunktion
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der pxmp4 Mutanten scheint aber nur zum Teil eingeschrankt zu sein, da auf
Fettsauremedium immer noch deutlich mehr Wachstum zu erkennen war als auf dem Medium
ganz ohne Kohlenstoffquelle (Abbildung 2.3.4). vir-56 scheint im Gegensatz zu pxmp4
Mutanten funktionelle Peroxisomen zu besitzen.

Abbildung 2.3.4: ChPXMP4 wird fur effizientes Wachstum auf Fettsduren bentét  igt.

Die Mutante vir-56, ihr Parentalstamm CY5535 (WT), die zwei unabhangigen Mutanten pxmp4-1 (CY7238) und
pxmp4-2 (CY7239) und deren Parentalstamm ku80 (CY6021) wurden auf Minimalmedium mit verschiedenen

Kohlenstoffquellen getropft. PDA und Minimalmedium ohne Kohlenstoffquelle sind als Kontrollen gezeigt.

2.3.5. pxmp4 Mutanten haben Defekte bei der Peroxisomenteilung
Wie zuvor beschrieben wachsen ChPXMP4 Nullallele langsamer auf Medien mit Fettsauren

als einziger Kohlenstoffquelle. Da deswegen offensichtlich die Peroxisomenfunktion
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eingeschrankt ist, stellt sich nun die Frage, ob diese Mutanten tiberhaupt Peroxisomen bilden
und wenn ja, ob diese morphologisch mit denen des Wildtyps vergleichbar sind. Zu diesem
Zweck sollten die Peroxisomen dieser Mutanten mit einem Fluoreszenzmarker versehen
werden. Dafur wurde mit pPN-pTef-GFP-SKL (pCK5060; siehe Kapitel 2.5.1) zunéchst ein
Plasmid konstruiert, welches die konstitutive Uberexpression von GFP vermittelt, das mit der
peroxisomal targeting signal 1 (PTS1)-Sequenz Serin-Lysin-Leucin (SKL) versehen ist [198].
In der Backerhefe wird das PTS1-Signal vom Rezeptor Pex5p erkannt, was zum Import von
damit versehenen Proteinen in das Lumen der Peroxisomen fuhrt [199]. Transformation von
C. higginsianum Wildtyp mit diesem Plasmid flhrte zu grin leuchtenden kugelférmigen
intrazellularen Strukturen von ca. 200 bis 600 nm Durchmesser in allen Zelltypen (siehe Kapitel
2.5.1), welche vermutlich Peroxisomen darstellen. Da zur Expression dieses PTS1-Markers in
den pxmp4 Mutanten im ku80 Hintergrund aber ein Plasmid mit homologen Sequenzen
erforderlich ist, wurde die GFP-SKL-Kassette anschlieRend in pDelKU80-bar (pCK4939)
kloniert. Das dadurch enthaltene Plasmid pDelKU80-bar-GFP-SKL+ (pCK5098) sollte die
konstitutive Uberexpression von GFP-SKL im  ku80 Lokus vermitteln (Abbildung 2.3.5-1 A).
Neben pxmp4-1 (CY7238) und dessen Parentalstamm ku80 (CY6021) wurde auRerdem
vir-56 mit diesem Plasmid transformiert. Da vir-56 aber Uber funktionelles NHEJ verflgt,
integrierte dort die T-DNA von pDelKU80-bar-GFP-SKL+ vermutlich ektopisch und zufallig. Die
Stamme ku80 + GFP-SKL (CY7295), vir-56 + GFP-SKL (CY7298) und pxmp4 + GFP-SKL
(CY7302) zeigten GFP-SKL Expression in allen Zelltypen (nicht gezeigt). Dabei produzierte

pxmp4 + GFP-SKL besonders in Konidien und weniger deutlich in ausgekeimten Konidien
weniger, aber dafur groRere Peroxisomen als ku80 + GFP-SKL und vir-56 + GFP-SKL
(Abbildung 2.3.5-1 B + C). In in vitro Appressorien (Abbildung 2.3.5-1 C) und in planta

Appressorien (nicht gezeigt) war dieser Effekt nicht eindeutig feststellbar.

94



Abbildung 2.3.5-1: GFP-SKL lokalisiert in pxmp4 in groRBeren Strukturen als im

Parentalstamm.

(A) Schematische Darstellung des ku80 Lokus (oben) und der T-DNA von pDelKU80-bar-GFP-SKL+ (pCK5098).
Die natR Resistenz im ku80 Lokus wird bei erfolgreicher homologer Rekombination durch die GFP-SKL-Kassette
und die Bialaphosresistenz ersetzt. (B+C) ku80, vir-56 und pxmp4 und wurden mit pDelKU80-bar-GFP-SKL+
transformiert. In den resultierenden Stammen CY7295, CY7298 und CY7302 wurde die Lokalisation des GFP-
Signals untersucht. (B) Exemplarische fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Konidien. Es ist nur der GFP-
Kanal gezeigt. (C) Exemplarische konfokalmikroskopische Aufnahmen von in vitro Appressorien. Oben ist der
Durchlichtkanal und unten der GFP-Kanal gezeigt. Die Intensitat der Signale ist zwischen den Stammen nicht direkt
vergleichbar, da die Sensorempfindlichkeit jeweils auf ein optimales Lokalisierungsergebnis abgestimmt wurde.
GrolRenbalken = 20 um.
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Zur Quantifizierung der Peroxisomengrof3e und -zahl wurden konfokale Z-Stacks mit hoher
Auflésung (16 Megapixel) von Konidien aufgenommen und anschliel3end die Zahl und der
Durchmesser der in je zehn Konidien enthaltenen Peroxisomen in Uberlagerungen der
einzelnen Stapel héndisch gemessen. Dabei war die Grof3e der einzelnen Peroxisomen
sowohl innerhalb einer Zelle als auch zwischen den einzelnen Zellen in allen drei Stimmen
sehr variabel. Deswegen ist es nicht verwunderlich, dass keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Grof3e der Peroxisomen feststellbar waren (Abbildung 2.3.5-2 A). Es war
aber eine steigende Tendenz von ku80 + GFP-SKL zu vir-56 + GFP-SKL und besonders zu
pxmp4 + GFP-SKL erkennbar. Leichter lasst sich das in einer Boxplot-Darstellung dieser
Daten ausmachen (Abbildung 2.3.5-2 B). Der Median der Peroxisomengréi3e liegt mit 468 nm
bei pxmp4 + GFP-SKL deutlich hoher als bei ku80 + GFP-SKL (355 nm). Besonders
auffallig sind aber die AusreiRer bei ersterem, die mit maximal 1260 nm fast doppelt so grof3
sind wie bei ku80 + GFP-SKL mit maximal 698 nm. Die Anzahl der Peroxisomen pro Zelle
war ebenso stark variabel und schwankte zwischen 23 und 35 bei ku80 + GFP-SKL,
zwischen 26 und 49 bei vir-56 + GFP-SKL und zwischen 12 und 47 bei pxmp4 + GFP-SKL.
Im Mittel enthielten Konidien von vir-56 + GFP-SKL etwa 20% mehr und von pxmp4 + GFP-
SKL etwa 17% weniger Peroxisomen als ku80 + GFP-SKL (Abbildung 2.3.5-2). Allerdings
sind auch diese Unterschiede wegen der groRen Standardabweichungen nicht statistisch
signifikant.
Zusammengenommen sieht es so aus, als wirde das Fehlen von ChPXMP4 dazu fiihren,
dass tendenziell weniger, aber dafir gro3ere Peroxisomen gebildet werden. Die Zahl und
GroRe von Peroxisomen wird sowohl durch Peroxisomenfusion als auch durch
Peroxisomenteilung kontrolliert [200, 201]. Deswegen wéare es mdglich, dass in den pxmp4
Mutanten die Peroxisomenspaltung Defekte aufweist und sich damit groR3ere Peroxisomen
ansammeln. Andererseits kdnnte auch die Fusion von Peroxisomen induziert worden sein.
Allerdings mussten die Messungen zur Peroxisomengrof3e und -zahl mit einem grolReren

Datensatz verifiziert werden.
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Abbildung 2.3.5-2:  pxmp4 bildet gréRere, aber weniger Peroxisomen.

Der Durchmesser und die Anzahl von GFP-SKL-markierten Peroxisomen von je zehn Konidien wurden manuell
gemessen. (A) Mittelwert und Standardabweichung der einzelnen Peroxisomen. (B) Boxplot-Darstellung desselben
Datensatzes wie in A. Der untere Whisker gibt das lokale Minimum, das untere Ende des Kastens den 25. Quartil,
der waagerechte Strich im Inneren des Kastens den Median, das Kreuz im Inneren des Kastens den Mittelwert,
das obere Ende des Kastens den 75. Quartil und der obere Whisker das lokale Maximum an. Ausreil3er sind als
Kreise dargestellt. (C) Mittelwert und Standardabweichung der Anzahl an Peroxisomen pro Konidium.

2.3.6. Pxmp4-GFP lokalisiert in Peroxisomen

Da pxmp4 Mutanten Defekte bei der Metabolisierung von Fettsauren und méglicherweise bei
der Biogenese von Peroxisomen aufweisen, liegt es nahe, dass ChPXMP4 fir ein
peroxisomales Protein kodiert. Um die subzellulare Lokalisation von ChPxmp4 aufzuklaren,
sollten Reportergenfusionen von ChPXMP4 hergestellt werden.

Dafiur wurden zunéchst die Plasmide pPN-pTef-PXMP4-GFP (pCK5164) und pPN-pTef-
PXMP4-mCherry (pCK5166) zur ektopischen Uberexpression von Pxmp4-GFP bzw. -
mCherry-Fusionen hergestellt (Marlis Dahl, persénliche Mitteilung; Abbildung 2.3.6 A), welche
aufRerdem zur Komplementation der Mutante vir-56 (Kapitel 2.3.7) verwendet werden kdénnen.
Transformation von C. higginsianum Wildtyp und vir-56 mit pPN-pTef-PXMP4-GFP (pCK5164)
erzeugte CY7393 und CY7419 (Marlis Dahl, personliche Mitteilung). Beide Stamme zeigten
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zwar starke Pxmp4-GFP-Expression in in vitro Appressorien (Abbildung 2.3.6 B), Konidien und
Myzel (nicht gezeigt), jedoch war das Fusionsprotein in diesen Zellen nicht wie erwartet in
Peroxisomen, sondern im Cytoplasma und Zellkern lokalisiert. Da l6sliches GFP eine sehr
ahnliche Verteilung produziert (nicht gezeigt), kénnte es sich hierbei um ein Artefakt der
Uberexpression eines normalerweise nur durchschnittlich stark exprimierten Proteins handeln
(vergleiche Kapitel 2.3.1). Bei C. higginsianum Stammen transformiert mit pPN-pTef-PXMP4-
mCherry konnte kein mCherry-Signal detektiert werden (nicht gezeigt).

AnschlieRend wurde durch Transformation von  ku80 mit pINLOCUS-PXMP4-GFP
(pCK5182) der Stamm pxmp4::PXMP4-GFP (CY7415) erzeugt, in dessen Genom das
ChPXMP4 Gen durch PXMP4-GFP zur Expression von Pxmp4-GFP im endogenen Lokus und
unter Kontrolle des endogenen Promotors ersetzt wurde (Abbildung 2.3.6 C; Marlis Dahl,
persdnliche Mitteilung). In Myzel (nicht gezeigt), in vitro Appressorien und induzierten Konidien
(Abbildung 2.3.6 D) von CY7415 war schwache Pxmp4-GFP Expression in kleinen
kugelférmigen intrazellularen Strukturen erkennbar. Da diese Lokalisation stark der des zuvor
beschriebenen GFP-SKL-Konstrukts (vergleiche Kapitel 2.3.5) ahnelte und da auch Pxmp4
von Ustilago maydis vermutlich in Peroxisomen lokalisiert (C. Koch und M. Bolker, personliche
Mitteilung) ist es sehr wahrscheinlich, dass diese Strukturen Peroxisomen darstellen und dass
es sich bei ChPxmp4 damit wie erwartet um ein peroxisomales Protein handelt. Zur
Verifizierung dieser Annahme musste eine Co-Lokalisierung von Pxmp4 mit dem
Peroxisomen-Marker durchgefiihnrt werden. Da bisher nur ein grinfluoreszierender
Peroxisomenmarker verfliigbar war und das rotfluoreszierende Pxmp4-Fusionsprotein kein

Signal erzeugte, konnte dies im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefihrt werden.
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Abbildung 2.3.6: Je nach verwendeter Fusionsmethode findet man Pxmp4-GFP in

Cytoplasma und Zellkern oder in Peroxisomen.
(A) Schematische Darstellung der T-DNA von pPN-pTef-PXMP4-GFP (pCK5164). (B) Exemplarische
konfokalmikroskopische Aufnahmen von in vitro Appressorien und induzierten Konidien von WT + pPN-pTef-
PXMP4-GFP (CY7393) und vir-56 + pPN-pTef-PXMP4-GFP (CY7419). Links ist jeweils der Durchlichtkanal, rechts
der GFP-Kanal gezeigt. (C) Schematische Darstellung des genomischen ChPXMP4 Lokus des Stammes
pxmp4::PXMP4-GFP (CY7415). (D) Exemplarische konfokalmikroskopische Aufnahmen von in vitro Appressorien
und induzierten Konidien von CY6415. Links ist jeweils der Durchlichtkanal, rechts der GFP-Kanal gezeigt.
GrolRenbalken = 20 um.
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2.3.7. Der Phanotyp von vir-56 ist nicht an die T-DNA-Insertion  upstream von
ChPXMP4 gekoppelt

Da die Mutante vir-56 zwar eine T-DNA-Insertion im Genom upstream von ChPXMP4 besitzt,
aber keine Defekte bei der Fettsauremetabolisierung aufweist und einen weniger stark
ausgepragten Pathogenitatsphanotyp als die pxmp4 Nullmutante besitzt, sollte durch ein
Komplementationsexperiment Uberpriuft werden, ob der Phanotyp von vir-56 Uberhaupt mit
ChPXMP4 gekoppelt ist. Zu diesem Zweck wurde die Virulenz von vir-56 und vir-56
transformiert mit pPN-pTef-PXMP4-GFP (pCK5164) mit Wildtyp C. higginsianum und vir-56
transformiert mit dem Leervektor pPN-pTef-GFP (pCK3816) verglichen (Abbildung 2.3.7-1).
Im Gegensatz zum Wildtyp, der nach drei Tagen Sekundarhyphen bildete und nach fiinf Tagen
schwarze Nekrosen hervorrief, war die Pathogenitat der restlichen drei Stamme ahnlich stark
reduziert. Das bedeutet, dass vir-56 nicht mit PXMP4-GFP unter Kontrolle des starken und
konstitutiven Tef-Promotors komplementiert werden konnte und somit wahrscheinlich kein
ChPXMP4 Allel ist. Da aber dieses Konstrukt die Expression eines moglicherweise
fehllokalisierten Fusionsproteins vermittelt (siehe Kapitel 2.3.6) bleibt unklar, ob dieses
Konstrukt funktionell ist. Die Expression und Funktion des Fusionsproteins misste mit

weiteren Experimenten Gberprift werden.

Abbildung 2.3.7-1: vir-56 kann nicht mit pTef-PXMP4-GFP komplementiert werden

Die Virulenz der Stamme WT, vir-56, vir-56 + pPN-pTef-PXMP4-GFP (CY7419) und vir-56 + pPN-pTef-GFP
(CY7418) wurde untersucht. (A) Exemplarische makroskopische Aufnahmen fiinf Tage nach der Infektion. (B)
Exemplarische mikroskopische Aufnahmen von mit Trypanblau gefarbten Blattern drei Tage nach der Infektion.
GrolRenbalken = 20 um.
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Im Rahmen der Durchmusterung der Insertionsmutanten-Sammlung in der AG Koch konnte
trotz Kenntnis des jeweiligen T-DNA-Insertionsorts der Phanotyp bei einigen Mutanten nicht
durch gezielten Knockout des oder der benachbarten Gene reproduziert werden (z.B. vir-51;
siehe [1]). Es wurde vermutet, dass der Phéanotyp dieser Mutanten nicht an die T-DNA-
Insertion gekoppelt ist, sondern an mogliche weitere, T-DNA-unabhéngige Mutationen. Zur
Identifikation dieser Mutationen wurde die genomische DNA des in dieser Arbeit verwendeten
Wildtypisolats MAFF 305635 (CY5535) [39] und von zwei vermeintlich "ungetaggten”
Mutanten sequenziert und mit Hilfe der Genomsequenz von Zampounis et al. [40] als Vorlage
zusammengesetzt (Christian Koch et al., in Vorbereitung). Interessanterweise stellte sich
heraus, dass beiden vir Mutanten das gesamte 11. Chromosom fehlt (Christian Koch et al., in
Vorbereitung).

Es sollte deshalb tberprift werden, ob es im Genom von vir-56 zu einer dhnlichen Deletion
gekommen ist. Dabei wurden stellvertretend flr das gesamte Chromosom 11 [40] mit
CH63R_14406 und CH63R_14508 zwei Gene auf diesem Chromosom per PCR amplifiziert.
ChTUBULIN- auf Chromosom 9 diente als Kontrolle. Der C. higginsianum Wildtyp produzierte
mit allen drei Primerpaaren die Bande der erwarteten GrofRe (Abbildung 2.3.7-2). Im
Gegensatz dazu wurde mit DNA von vir-56 nur bei Primern spezifisch fir ChrTUBULIN- die
erwartete Bande erhalten (Abbildung 2.3.7-2). Es ist also wahrscheinlich, dass vir-56 das
Chromosom 11 — oder zumindest Teile davon — fehlt. Es liegt nahe, dass der Ph&notyp von
vir-56 durch den Chromosomenverlust begriindet ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nicht
versucht, diese Hypothese durch Deletion von Bereichen auf Chromosom 11 oder durch
Komplementation von vir-56 mit Chromosom 11-Sequenzen zu verifizieren. Wie bereits zuvor

vermutet, kodiert vir-56 also nicht fiir ein Allel von ChPXMPA4.

Abbildung 2.3.7-2: Der Mutante vir-56 fehlt das 11. Chromosom.

PCRs mit genomischen DNAs von Wildtyp C. higginsianum und vir-56 zur Amplifikation von zwei Genen auf
Chromosom 11 (CH63R_14406 und CH63R_14508) und ChTubulin- (Chromosom 9). Kein Template (H20) diente
als Kontrolle.
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Zusammengefasst konnte durch gezielten Gen-Knockout von ChPXMP4 nicht der Phanotyp
der Switchmutante vir-56 reproduziert werden. Da vir-56 auch nicht durch PXMP4-GFP
komplementiert werden konnte und im Genom dieser Mutante vermutlich ein Chromosom
fehlt, ist die T-DNA upstream von ChPXMP4 nicht verantwortlich fir den Phanotyp dieser
Mutante. Nichtsdestotrotz konnte ChPXMP4 als ein Gen identifiziert werden, welches fir die
Virulenz, die Metabolisierung von Fettsduren und die Biogenese von Peroxisomen von C.

higginsianum wichtig ist.

2.4. ldentifizierung von Pathogenitatsfaktorenanha  nd der Homologie

zu bekannten Virulenzgenen

Parallel zur Ermittlung von neuen Virulenzfaktoren durch zuféllige Insertionsmutagenese
gefolgt von Pathogenitatsscreening der erhaltenen Mutanten, wird in der AG Koch ein weiterer
Ansatz zur ldentifikation von pathogenitatsrelevanten Genen angewendet. Dabei werden C.
higginsianum Orthologe oder Proteine mit biochemisch ahnlichen Funktionen von bereits
bekannten Virulenzfaktoren aus anderen Systemen identifiziert und Gberpruft, ob diese auch

fur die C. higginsianum - A. thaliana-Interaktion notwendig sind.

2.4.1. Der potentielle sekretierte Effektor ChMc69  wird fir volle Virulenz bendtigt
Durch gezielte Knockouts von Genen, die sekretierte Proteine kodieren, wurde in Magnaporthe
oryzae der potentielle Effektor MoMc69 identifiziert [65]. MoMc69 wird bei der Infektion von
Reis in die BIC-Struktur sekretiert. Nullmutanten im dafur kodierenden Gen waren nicht mehr
in der Lage, invasive Hyphen in Reiszellen auszubilden [65]. Ebenso ist das Ortholog CoMc69
von C. orbiculare fir die volle Pathogenitat dieses Pilzes auf Tabak und Gurke notwendig [65].
Fur CoMc69 konnte auRerdem gezeigt werden, dass es von C. orbiculare an der Stelle der
Penetration sekretiert wird und sich dort als ein Ring um den Hals der Primarhyphe ansammelt
[202]. Es stellte sich die Frage, ob dieses in Sordariomyceten weitestgehend konservierte
Protein auch fur die Virulenz von C. higginsianum bendtigt wird oder ob die Funktion dieses
Proteins spezifisch fur einzelne Pilz- oder Wirtsspezies ist.
Durch BLASTp-Suche wurde das vermeintliche C. higginsianum Ortholog zu MoMc69
identifiziert: ChMc69 (CH63R_09918) besteht aus 65 aa und zeigt 54% Aminosaureidentitat
zu MoMc69. Es enthalt ein vorhergesagtes Signalpeptid (SignalP 4.1 [203]), aber keine
konservierten Domanen. Das entsprechende Gen ChMC69 wurde durch Transformation von
ku80 mit pDelMC69 (pCK4537) deletiert (Abbildung 2.4.1 A; Jasmin Friedrich,
Bachelorthesis). Von sieben untersuchten Transformanten zeigten drei die fir erfolgreichen
Gen-Knockout von ChMC69 erwarteten Banden in diagnostischen PCRs (Abbildung 2.4.1 B;

Jasmin Friedrich, Bachelorthesis). Die Transformanten T1, T2 und T5 wurden als mc69-1
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(CY6614), mc69-2 (CY6615) und mc69-3 (CYB6615) weiter untersucht. Vier Tage nach der
Infektion von A. thaliana zeigte sich, dass diese Stdmme deutlich weniger virulent sind als ihr
Parentalstamm (Abbildung 2.4.1 C). Die drei mc69 Mutanten bildeten zwar Appressorien auf
der Pflanzenoberflache, zumeist (>90% der Appressorien) penetrierten diese aber die
Wirtspflanze nicht und erzeugten keine biotrophe Primé&rhyphe (Abbildung 2.4.1 C). In seltenen
Fallen konnte die Bildung von Sekundérhyphen in einer lokal begrenzten erfolgreichen
Infektion beobachtet werden (Abbildung 2.4.1 D). Passend zu einer mdglichen Funktion von
ChMc69 als sekretierter Effektor waren Pflanzenzellen, die nicht erfolgreich von Appressorien
der mc69 Mutanten penetriert wurden, haufig stark mit Trypanblau angefarbt (Abbildung
2.4.1 E), was darauf hindeuten kénnte, dass diese Pflanzenzellen beim Penetrationsversuch
durch den Pilz — méglicherweise durch Apoptose — abgestorben sind.

Wie in den nah verwandten Phytopathogenen M. oryzae und C. orbiculare ist ChMc69 auch
fur die volle Pathogenitat von C. higginsianum gegen Arabidopsis nétig. Es konnte leider keine
Aussage Uber die Sekretion von ChMc69 und Lokalisierung in der infizierten Pflanze getroffen
werden, da samtliche Versuche, fluoreszenzmarkierte ChMc69-Proteinfusionen herzustellen,

erfolglos blieben (nicht gezeigt; Marlis Dahl, persdnliche Mitteilung).
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Abbildung 2.4.1: mc69 Mutanten sind weniger pathogen gegen A. thaliana .

(A) Schematische Darstellung des genomischen Lokus von ChMc69 und der T-DNA des flir den Gen-Knockout
verwendeten Deletionsplasmids pDelMC69 (pCK4537). Die fur die PCRs in B verwendeten Primer sind als Pfeile
und kleine Buchstaben dargestellt. (B) PCRs mit genomischen DNAs von sieben Transformanten zum Knockout
von ChMC69 zur Uberpriifung der korrekten Integration der transgenen DNA mithilfe der in A gezeigten Primer.
Neben dem Gelfoto sind die erwarteten Bandengrdf3en von positiven Transformanten (Mutante) oder dem
Parentalstamm ku80 gezeigt. Bilder: Jasmin Friedrich. (C) Die drei unabhangigen Transformanten mc69-1
(CY6614), mc69-2 (CY6615) und mc69-3 (CY6615) wurden neben ihrem Parentalstamm ku80 zur Infektion
von A. thaliana verwendet. Oben ist ein exemplarisches makroskopisches Bild nach vier Tagen gezeigt, wéhrend
unten eine exemplarische mikroskopische Aufnahme eines mit Trypanblau geféarbten Blattes nach vier Tagen
abgebildet ist. (D) Exemplarisches Beispielbild einer lokal erfolgreichen Infektion von mc69-2. (E) Exemplarisches
Beispielbild mit starkerer VergréRerung eines mit Trypanblau gefarbten Blattes infiziert mit  mc69-3. GréRenbalken
=20 pm.

2.4.2. Untersuchung der Funktion von Zuckertranspor  tern wahrend der Infektion
Vor einiger Zeit wurde entdeckt, dass Arabidopsis thaliana 17 Zuckertransporter (SWEETS)
besitzt, von denen mindestens sechs den Transport von Glukose vermitteln [204]. Die meisten
dieser SWEET-Transporter werden nach Infektion mit pilzlichen oder bakteriellen Pathogenen
hochreguliert [204]. Es wurde vermutet, dass Pathogene versuchen, den Export von
Kohlenhydraten in den Apoplasten zu induzieren, um so aktiv fur Nahrstoffzufuhr zu sorgen
[204]. Durch genetische Inaktivierung ausgewdahlter SWEET-Transporter konnte die
Bedeutung dieser Klasse von Transportern fur die Virulenz von C. higginsianum nicht
abschliel3end geklart werden (Pierre Gebauer, 2015 [205]). Da pilzliche Pathogene wie C.
higginsianum ebenfalls ein grof3es Arsenal an Membrantransportern besitzen [38], sollte im
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, inwiefern sich die Deletion ausgewahlter
Zuckertransporter von C. higginsianum auf dessen Pathogenitat auswirkt. Aus biotrophen,
pilzlichen Pathogenen war bereits bekannt, dass die Aufnahme von Kohlenhydraten durch
Zuckertransporter, wie z.B. dem Saccharose-Transporter Srtl von Ustilago maydis [206],
wichtig fur erfolgreiche Wirtskolonisierung ist.

Von den 363 Transportern der Major Facilitator Superfamily (MFS), die im Genom von C.
higginsianum vorhergesagt wurden [38], fallen 94 in die Kategorie der Zuckertransporter. Aus
diesen wurden zunachst drei Kandidatengene mit unterschiedlichen Expressionsprofilen
ausgewahlt: ChHXT3 und ChHXT1 sind am &hnlichsten zu CgHXT3 und CgHXT1, welche in
C. graminicola ein breites Spektrum an Hexosen transportieren [207]. Laut RNASeg-Analyse
[38] wird ChHXT1 nur in den frihen Phasen der Infektion exprimiert, wahrend ChHXT3-
Transkript auch wahrend der nekrotrophen Phase vorhanden ist (Tabelle 7). Zusétzlich wurde
ChSQT1 ausgewahlt, da es das Zuckertransportergen mit der hdchsten Expression wahrend
der nekrotrophen Phase ist und damit praktisch spezifisch fur diese Phase der Infektion ist

(Tabelle 7). Die von ChSqtl transportierten Kohlenhydrate sind nicht bekannt.
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Tabelle 7: Expression von ausgewahlten Zuckertransp ~ ortern bestimmt durch RNAseq 1

Synonym Gen? in vitro. in pIantg biotrophe nekrotrophe
Appressorien Appressorien Phase Phase
ChHXT3 Ccﬁ%g%_lol%&/ 472 644 861 1412
ChHXT1 Ccﬁ%g%_oggfggl 112 180 235 17
ChSQT1 Ccﬁ%ggﬁ_oc?;gs:s/ 1 15 264 10416
ChTUBULIN- Ccﬁ%g%_ollazzzgzl 603 752 862 2048

L [38];
2 erster Name basierend auf [147], zweiter basierend auf [40].

Zur Verifikation der RNASeg-Daten wurde die Expression von ChHXT3, ChHXT1 und ChSQT1
mittels RT-PCR in Wildtyp-RNAs untersucht (Abbildung 2.4.2-1 A). In in vitro Proben (Myzel,
Konidien, Appressorien) war ChHXT3 konstitutiv exprimiert, wahrend die Expression in planta
im Verlauf der Infektion zunahm. ChHXT1 war dagegen wahrend der Infektion nur zum
frihesten Zeitpunkt nach 20 Stunden nachweisbar. In vitro war ChHXT1 in allen drei Proben
exprimiert, aber am stérksten in Konidien. ChSQT1-Expression war in axenischem Myzel und
zum spatesten Infektionszeitpunkt am héchsten. Die Ergebnisse der RT-PCR decken sich also
recht gut mit denen der RNA-Sequenzierung (Tabelle 7).

Zum gezielten Knockout dieser Kandidatengene wurden die Deletionsplasmide pDelHXT3
(pCK3354), pDelHXT1 (pCK3380) und pDelSQT1 (pCK3498) hergestellt (Abbildung 2.4.2-1
B). Wahrend pDelHXT3 und pDelSQT1 flankierende Regionen zu den jeweiligen Genen
enthalten und somit zum Austausch des vollstdndigen ORFs fiihren sollten, vermittelt
pDelHXT1 lediglich die Deletion des 3-Endes von ChHXT1 (etwa die letzten 200 bp aus
insgesamt 1979 bp), da zum Zeitpunkt des Experiments nur die Sequenz des letzten Drittels
von ChHXT1 bekannt war. Zur Herstellung von Knockout-Mutanten wurde der ku80 Stamm
mit diesen Plasmiden transformiert. AnschlieRend wurden die erhaltenen Transformanten
durch PCRs mit genomischen DNAs auf erfolgreiche homologe Rekombination der
transformierenden DNAs untersucht (Abbildung 2.4.2-1 C). Dabei produzierten zehn aus elf
untersuchten Transformanten zum Knockout von ChHXT3, zehn aus zehn  hxtl
Transformanten und sechs aus zehn sqtl Transformanten die erwarteten Banden (Abbildung
2.4.2-1 C). Die Transformanten T1, T12 und T30 wurden als hxt3 (CY6158), hxtl (CY6168)
und sqtl (CY6187) weiter untersucht.
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Abbildung 2.4.2-1: Knockout von ~ ChHXT3, ChHXT1 und ChSQT1.

(A) Analyse der Expression von ChHXT3, ChHXT1 und ChSQT1 im Vergleich zu ChTUBULIN- durch
semiquantitative RT-PCRs. Als Matrize wurde cDNAs aus Konidien, axenischem Myzel, in vitro Appressorien und
aus A. thaliana Blattern infiziert mit C. higginsianum nach 20, 46 und 66 Stunden, verwendet. Genomische Wildtyp-
DNA diente als Kontrolle. (B) Schematische Darstellungen der genomischen Loki von ChHXT3, ChHXT1 und
ChSQT1. Darunter sind die T-DNAs der fir die jeweiligen Gen-Knockouts verwendeten Deletionsplasmide
pDelHXT3 (pCK3354), pDelHXT1 (pCK3380) und pDelSQT1 (pCK3498) abgebildet. Die fiir die PCRs in C
verwendeten Primer sind als Pfeile und kleine Buchstaben dargestellt. (C) PCRs mit genomischen DNAs von
Transformanten zum Knockout von ChHXT3, ChHXT1 und ChSQT1 zur Uberpriifung der korrekten Integration der
transgenen DNAs mithilfe der in B gezeigten Primer.

Bei der Infektion von A. thaliana zeigten hxt3, hxtl und sqtl im Vergleich zu ihrem
Parentalstamm keine signifikant verringerte Pathogenitdt. So riefen sie nach funf Tagen
ahnlich schwere makroskopische Symptome hervor wie der Parentalstamm ku80 (Abbildung
2.4.2-2 A). Ebenso produzierten alle Stdmme nach vier Tagen Sekundarhyphen in
vergleichbarem Ausmal} (Abbildung 2.4.2-2 B). Es wurde deshalb nicht weiter untersucht, ob
diese Mutanten Defekte beim Wachstum auf verschiedenen Kohlenstoffquellen aufweisen.

C. higginsianum Stdmme, denen die Zuckertransporter ChHxt1, ChHxt3 oder ChSqtl fehlen,
sind also nicht in ihrer Virulenz gegen A. thaliana beeintrdchtigt. Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass zwischen den 94 vorhergesagten Zucker-transportierenden MFS Transportern
[38] sicherlich eine gewisse Redundanz besteht. Es wurde in dieser Arbeit nicht versucht, mehr
als einen Transporter gleichzeitig auszuschalten, da zum Zeitpunkt dieser Experimente daflr

noch kein entsprechendes System etabliert war.
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Abbildung 2.4.2-2: Verlust der Zuckertransporter ChHXT3, ChHXT1 oder ChSQT1 hat

keinen Einfluss auf die Pathogenitat von  C. higginsianum .

A. thaliana wurde mit den Mutanten hxt3 (CY6158), hxtl (CY6168) und sqtl (CY6187) und ihrem
Parentalstamm ku80 (CY6021) infiziert. Die einzelnen Zeilen stellen unabhangige Experimente dar und sind nicht
direkt untereinander vergleichbar. (A) Makroskopisches Foto nach fiinf Tagen. (B) Exemplarische mikroskopische
Aufnahme von mit Trypanblau geféarbten Blattern nach vier Tagen. GréRenbalken = 20 pm.

2.5. Herstellung von Vektorsystemen flr C. higginsianum
Genfusionen

2.5.1. Herstellung von Vektoren zur ektopischen Expr  ession von C- oder N-
terminalen Genfusionen

Die Expression von Proteinfusionen mit fluoreszenten Reportern ist ein geeignetes Mittel zur
Untersuchung von Genexpression und Proteinlokalisation. Um dies in C. higginsianum zu
ermdglichen, sollten adaquate Vektoren generiert werden, die nach moglichst wenigen
Klonierungsschritten zur Transformation von C. higginsianum durch ATMT verwendet werden
kdnnen.

Zu diesem Zweck wurde eine Sammlung an Vektoren zur ektopischen Integration von
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Fusionen mit den fluoreszenten Proteinen GFP und mCherry erstellt (Tabelle 8). Die
Konstruktion dieser Plasmide ist in Material & Methoden beschrieben. Ein Teil dieser Vektoren
wurde im Rahmen der Bachelorthesis von Paul Wollschlager hergestellt. Alle Vektoren
basieren auf dem Plasmid pPK2 (pCK2275; [148]) oder dessen Derivat pPN (pCK2650; [1])
und kénnen in vier Kategorien eingeteilt werden:

1) Vektoren zur Expression von C-terminalen GFP/mCherry-Fusionen unter beliebigem
Promotor (Abbildung 2.5.1-1 A).

2) Vektoren zur Expression von N-terminalen GFP/mCherry-Fusionen unter beliebigem
Promotor (Abbildung 2.5.1-1 B).

3) Vektoren zur konstitutiven Uberexpression von C-terminalen GFP/mCherry-Fusionen unter
dem C. higginsianum Tef-Promotor (Abbildung 2.5.1-1 C).

4) Vektoren zur konstitutiven Uberexpression von N-terminalen GFP/mCherry -Fusionen unter
dem C. higginsianum Tef-Promotor (Abbildung 2.5.1-1 D).

Wie in Abbildung 2.5.1-1 dargestellt, enthalten diese Vektoren neben einem Resistenzmarker
das Reportergen, gefolgt von 200 bp 3'-Sequenz der C. higginsianum Pyruvatkinase
(CH63R_14178), welche vermutlich die polyA-Sequenz dieses Gens enthélt, auf der T-DNA.
Vor (Kategorie 1 und 3) oder hinter (Kategorie 2 und 4) dem Reportergen befindet sich eine
einzigartige Mssl-Restriktionsschnittstelle, in die ein Gen von Interesse ohne Stopcodon als
DNA-Fragment mit glatten Enden kloniert werden kann. In den Vektoren der Kategorie 1 muss
ein Promotor in dieselbe Schnittstelle miteingebracht werden. In den Vektoren der Kategorie
2 muss in einem zweiten Klonierungsschritt ein beliebiger Promotor in die einzigartige Sgsl-
Schnittstelle vor dem Reportergen kloniert werden. Die Vektoren der Kategorie 1 und 2 kénnen
auRerdem neben der Translationsfusion von Genen auch zur Untersuchung von

Promotoraktivitaten durch Transkriptionsfusionen verwendet werden.

110



111



Abbildung 2.5.1-1: Vektoren zur ektopischen Expressi on von Fusionsgenen.

Plasmidkarten von Vektoren zur ektopischen Expression von Fusionen von C. higginsianum Genen mit GFP oder
mCherry. Es sind einzigartige Schnittstellen zur Klonierung von Genen oder Promotoren eingezeichnet. (A)
Vektoren zur Expression von C-terminalen Fusionen mit beliebigem Promotor. (B) Vektoren zur Expression von N-
terminalen Fusionen mit beliebigem Promotor. (C) Vektoren zur Uberexpression von C-terminalen Fusionen. (D)
Vektoren zur Uberexpression von N-terminalen Fusionen.

Neben einigen in dieser Arbeit bereits beschriebenen Genfusionen (Tabelle 9) wurden diese
Vektoren zur Darstellung von Spitzenkorper und Peroxisomen von C. higginsianum verwendet.
Der Spitzenkoérper ist eine aus Vesikeln bestehende Struktur an der wachsenden
Hyphenspitze von filamentésen Pilzen, welcher die gerichtete Vesikelexozytose ermdoglicht
und essentiell fir das gerichtete Hyphenwachstum ist [119, 208] (vergleiche Kapitel 1.3),
welches wiederum in filamentésen Pathogenen eine wichtige Determinante wahrend der
Infektion ist [123, 209, 210]. Zur Markierung des Spitzenkdrpers wurde die Myosin light chain
mit GFP fusioniert, welche in M. oryzae unter anderem am Spitzenkérper von axenischen
Hyphen und Primarhyphen vorkommt [100]. Dafir wurde ChMIc1 (CH63R_13662) mit 741 bp
des endogenen Promotors in pPN-GFP (pCK3790) kloniert (Fabian Streller, Bachelorthesis).
Transformation von C. higginsianum mit dem resultierenden Plasmid pPN-pMic1-MLC1-GFP
(pCK4446; Abbildung 2.5.1-2 A) ergab CY6482. Dieser Stamm zeigte schwaches GFP-Signal
im Zytoplasma von axenischem Myzel, Primar- und Sekundérhyphen (Abbildung 2.5.1-2 B).
In den wachsenden Spitzen von Primér- und axenischen Hyphen war oft eine punktférmige
Verdichtung des Signals zu erkennen, welche vermutlich den Spitzenkorper reprasentiert
(Abbildung 2.5.1-2 B). In é&lterem nicht mehr stark proliferierendem Myzel und
Sekundarhyphen war Mic1-GFP dagegen in Aggregaten im Zytoplasma oder in Ringen an den
Septen konzentriert (Abbildung 2.5.1-2 B). In Konidien und Appressorien konnte kein Mic1l-
GFP detektiert werden (nicht gezeigt). Der Spitzenkdrper scheint in C. higginsianum also nur
in der Hyphenspitze von axenischen Hyphen und Priméarhyphen, aber nicht in
Sekundarhyphen vorzukommen.

Zur Markierung von Peroxisomen wurde pPN-pTef-GFP-SKL (pCK5060) durch Klonierung des
PTS1-Signals SKL (siehe Kapitel 2.3.5) in pPN-pTef-GFP-N (pCK4739) hergestellt. Alle
Transformanten zeigten ein GFP-Signal in 200 - 600 nm grofRen kugelférmigen Strukturen im
Zytoplasma, wie am Beispiel von Appressorien oder intrazellularen Hyphen in Abbildung 2.5.1-
2 C und D sichtbar. Diese Strukturen entsprechen vermutlich Peroxisomen.

Es konnte also ein Vektorsystem generiert werden, mit dem in meist nur einem
Klonierungsschritt Plasmide zur Fusion von C. higginsianum Genen mit GFP oder mCherry
hergestellt werden kdnnen. Einige dieser Vektoren wurden bereits erfolgreich zur Expression

von Reportergen-markierten Fusionsproteinen verwendet.
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Abbildung 2.5.1- 2: Durch ektopische Expression von Fusionsproteinen konnten

Myosin-Motorproteine und Peroxisomen markiert werde n.

(A) Schematische Darstellungen der Plasmidkarten von pPN-pMic1-MLC1-GFP (pCK4446) und pPN-pTef-GFP-
SKL (pCK5060) zur ektopischen Expression des GFP-markierten Myosin light chain Proteins ChMic1 und von GFP
versehen mit dem PTS1-Signal SKL. (B) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von axenischem Myzel und Primar-
und Sekundéarhyphen von C. higginsianum transformiert mit pPN-pMic1-MLC1-GFP (CY6482). Es ist jeweils nur
der GFP-Kanal abgebildet. (C+D) C. higginsianum transformiert mit pPN-pTef-GFP-SKL (CY7277). In C sind der
Durchlicht- (links) und GFP-Kanal (rechts) einer fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme von in vitro Appressorien
abgebildet, wahrend in D die Uberlagerung von Durchlicht- und GFP-Kanal einer konfokalen Aufnahme von Primér-
und Sekundarhyphen dargestellt ist.

Tabelle 8: Verfluigbare Vektoren zur ektopischen Expre  ssion von Genfusionen

Synonym | Nummer | Marker | Tag | Promotor | Genfusion
Kategorie 1

pPK2-mCherry! pCK3785 hygR mCherry - C-terminal

pPN-mCherry? pCK3787 natR mCherry - C-terminal

pPK2-GFP! pCK3786 hygR GFP - C-terminal

pPN-GFP?! pCK3790 natR GFP - C-terminal
Kategorie 2

pPK2-mCherry-N pCK4715 hygR mCherry - N-terminal

pPN-mCherry-N pCK4710 natR mCherry - N-terminal

pPK2-GFP-N pCK4712 hygR GFP - N-terminal

pPN-GFP-N pCK4711 natR GFP - N-terminal
Kategorie 3

pPK2-pTef-mCherry? pCK3812 hygR mCherry pTef C-terminal

pPN-pTef-mCherry pCK4337 natR mCherry pTef C-terminal

pPK2-pTef-GFP! pCK3814 hygR GFP pTef C-terminal

pPN-pTef-GFP?! pCK3816 natR GFP pTef C-terminal
Kategorie 4

pPN-pTef-mCherry-N pCK4740 natR mCherry pTef N-terminal

pPN-pTef-GFP-N pCK4739 natR GFP pTef N-terminal

1 Paul Wollschlager, Bachelorthesis.

Tabelle 9: In vorherigen Kapiteln bereits gezeigte u  nd auf den hier beschriebenen
Vektoren basierende Plasmide zur ektopischen Express ion von Genfusionen

Synonym Nummer entstanden aus siehe
pPN-pTef-MOB2-GFP pCK4129 pPN-pTef-GFP Kapitel 2.2.3.
pPK2-pTef-MOB2-GFP pCK4010 pPK2-pTef-GFP Kapitel 2.2.7.1.

pPN-pTef-CBK1-mCherry pCK4350 pPN-pTef-mCherry Kapitel 2.2.7.1.
pPN-pTef-PXMP4-GFP?! pCK5164 pPN-pTef-GFP Kapitel 2.3.6.

1 Marlis Dabhl, personliche Mitteilung.

2.5.2. Etablierung eines Systems zur Expression von Fusionsproteinen am
endogenen Lokus (, inlocus Fusion®)

Mit den im letzten Kapitel beschriebenen Vektoren kdnnen relativ einfach und zeitlich effizient
Plasmide zur ektopischen Expression von Genfusionen hergestellt werden. Jedoch hat die
ektopische Expression von Genen an zufalligen Orten und mit meist unbekannter Kopienzahl
im Genom von C. higginsianum zahlreiche Nachteile. So sind alle aus der Transformation mit
einem solchen Plasmid hervorgehenden Transformanten genotypisch verschieden und zeigen
oft verschiedene Expressionslevels (nicht gezeigt). Des Weiteren ist das Risiko hoch, durch

zufallige ektopische Integration zusatzliche ungewollte Phanotypen zu erhalten. Aus diesen
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Grinden sollte ein weiteres Vektorsystem generiert werden, welches es erméglicht,
Genfusionen von C. higginsianum Genen in ihren endogenen Loki herzustellen, so dass alle
Transformanten den gleichen Genotyp aufweisen und das Expressionsniveau und die
Regulation des Fusionsproteins der in vivo Situation gleicht. Zusatzlich hat diese
Herangehensweise den Vorteil, dass das Fusionsprotein die einzige Variante dieses Proteins
in der Zelle darstellt. Auf diese Weise kénnen Wechselwirkungen mit dem Wildtypprotein
vermieden werden und die Funktionalitdt des Fusionsproteins kann tber den Phanotyp direkt
bestimmt werden.

Zur Herstellung einer solchen in locus Fusion eines beliebigen Gens von Interesse wird ein
Plasmid bendtigt, auf dessen T-DNA das Gen von Interesse ohne Stopkodon gefolgt von
einem Reportergen oder Epitoptag, einer polyA-Sequenz, einem selektionierbaren
Resistenzmarker und einer chromosomalen Region downstream des Gens von Interesse
enthalten ist (Abbildung 2.5.2 A). Wenn nun ein NHEJ-defizienter Stamm mit dieser T-DNA
transformiert wird, sollte das Gen von Interesse im Genom durch das kunstliche Fusionsallel
mit Tag, polyA Sequenz und Marker durch homologe Rekombination ersetzt werden
(Abbildung 2.5.2 A). Zur Herstellung solcher pINLOCUS-Plasmide wurde das pOSCAR
System [157] modifiziert, welches fir die Herstellung von Deletionsplasmiden in dieser Arbeit
verwendet wurde (siehe Kapitel 2.2.5). Die einzige Modifikation gegeniber den
Deletionsplasmiden besteht darin, anstelle einer genomischen upstream-Region ein Plasmid
(genannt pBKS-b2r-GEN-Tag-blr) in die BP-Reaktion einzusetzen. Dieses Plasmid enthalt
das Gen mit einem Tag und einer polyA-Sequenz flankiert von attachment sites (Abbildung
2.5.2 B). Die restlichen Komponenten der BP-Reaktion sind identisch zur Herstellung eines
Deletionsplasmids. Das pBKS-b2r-GEN-Tag-b1r-Plasmid wird dadurch hergestellt, dass das
Gen von Interesse ohne Stopkodon (im Fall eines sehr grof3en Gens genugt auch das 3'-Ende
dieses Gens) als DNA-Fragment mit glatten Enden in die Mssl-Restriktionsschnittstelle von
einem der funf verfugbaren pBKS-b2r-Tag-b1r-Vektoren (Tabelle 10) kloniert wird. Diese sind
bereits mit einem Tag, einer polyA-Sequenz und den beiden fiir die BP-Reaktion bendgtigten
attachment sites versehen. Die Herstellung dieser Vektoren ist in Material & Methoden

beschrieben.

Tabelle 10: Verfugbare pBKS-b2r-Tag-b1r-Vektoren

Synonym Nummer Tag polyA -Sequenz | attachment sites
pBKS-b2r-mCherry-b1r? pCK4122 mCherry Pyruvatkinase b2r, blr
pBKS-b2r-GFP-b1r pCK4387 GFP Pyruvatkinase b2r, blr
pBKS-b2r-9Myc-b1r2 3 pCK4489 9xMyc Pyruvatkinase b2r, bilr
pBKS-b2r-HA-b1r? pCK4539 6XHA Pyruvatkinase b2r, bilr
pBKS-b2r-3Myc-b1r? 3 pCK4543 3xMyc Pyruvatkinase b2r, bilr

! Lisa Knipfer, Bachelorthesis;
2 Jasmin Friedrich, Bachelorthesis.
3 Diese Vektoren wurden bisher noch nicht erfolgreich angewendet.
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Neben den bereits in vorherigen Kapiteln oder Arbeiten beschriebenen pINLOCUS-Plasmiden
(Tabelle 11) wurde das System zur in locus Genfusion aul3erdem erfolgreich zur
Sichtbarmachung des Polarisoms von C. higginsianum verwendet. Das Polarisom ist wie der
Spitzenkoérper eine Struktur an der Hyphenspitze von filamentdsen Pilzen, die das polare
Spitzenwachstum und die Hyphenmorphogenese steuert [211] (siehe Kapitel 1.3). Da der
Knockout des C. higginsianum Homologs einer der Hauptkomponenten des Polarisoms aus
anderen Systemen (Bud6; [211, 212]) nicht erfolgreich war (nicht gezeigt; Fabian Streller,
Bachelorthesis), ist das Polarisom in C. higginsianum vermutlich essentiell. Zur Markierung
des Polarisoms wurde das Gen ChSPA2 (CH63R_05980), welches ein Homolog einer
weiteren Komponente des Polarisoms in anderen Systemen ist [211, 212], durch
Transformation von ku80 mit pINLOCUS-SPA2-GFP (pCK4476) in dessen endogenen Lokus
durch SPA2-GFP ersetzt (Abbildung 2.5.2 C). Im resultierenden Stamm CY6523 konnte Spa2-
GFP-Signal ausschlie3lich in axenischem Myzel detektiert werden, wo es sich an der
wachsenden Hyphenspitze zu einer kugelférmigen Struktur verdichtete (Abbildung 2.5.2 C).
Da dieser Stamm in Wachstum und Pathogenitat nicht vom Parentalstamm unterscheidbar
war (nicht gezeigt), ist das Spa2-GFP-Fusionsprotein vermutlich funktionsfahig. In
intrazellularen Infektionsstrukturen war kein Spa2-GFP sichtbar (nicht gezeigt). Dies kénnte
entweder bedeuten, dass Primar- und Sekundarhyphen unabhangig von Spa2 bzw. einem
Polarisom wachsen oder dass das Expressionslevel von Spa2-GFP in planta zu niedrig ist und
deswegen das Signal im Hintergrund der Autofluoreszenz der Pflanzenzellen untergeht.

Es wurde somit erfolgreich ein Vektorsystem hergestellt, welches die Fusion von C.
higginsianum Genen in ihren endogenen Loki mit verschiedenen Tags ermoglicht. Die
Vektoren zur Fusion mit mCherry, GFP und HA (Tabelle 10) konnten bereits erfolgreich

verwendet werden.

Tabelle 11: In vorherigen Kapiteln/Arbeiten bereits
in locus Genfusion

erfolgreich verwendete Plasmide zur

Synonym Nummer entstanden aus siehe
pINLOCUS-CBK1-mCherry | pCK4270 pBKS-b2r-mCherry-b1r Kapitel 2.2.7.2.
pINLOCUS-MOB2-GFP pCK4677 pBKS-b2r-GFP-b1r Kapitel 2.2.7.2.
pINLOCUS-CBK1-HA pCK4666 pBKS-b2r-HA-b1r Kapitel 2.2.8.
pINLOCUS-PXMP4-GFP pCK5182 pBKS-b2r-GFP-b1r Kapitel 2.3.6.
pINLOCUS-PMA2-mCherry | pCK4375 pBKS-b2r-mCherry-b1r Martin Korn, 2016 [63]
pINLOCUS-PMA1-GFP pCK4445 pBKS-b2r-GFP-b1r Martin Korn, 2016 [63]
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Abbildung 2.5.2: Das inlocus System ermoglicht die Fusionvon  C. higginsianum Genen

in ihrem eigenen genomischen Kontext.

(A) Schematische Darstellung der Homologen Rekombination des Wildtypallels eines beliebigen Gens von
Interesse mit der T-DNA eines pINLOCUS-Plasmids zur Herstellung eines in locus Allels dieses Gens. (B)
Schematische Darstellung der BP-Reaktion zur Herstellung eines pINLOCUS-Plasmides. (C) Schematische
Darstellung des SPA2-GFP in locus Allels von CY6523 (links) und des GFP-Kanals einer konfokalen z-stack
Uberlagerung von axenischem Myzel dieses Stammes (rechts).

3. Diskussion

3.1. Die Rolle des Mob2/Cbk1-Komplexes bei der Infe  ktion durch C.
higginsianum

3.1.1. Die T-DNA-Insertionsmutante vir-88 kodiert fir ein hypomorphes Allel des
essentiellen Gens ChMOB2

vir-88 wurde in einem Pathogenitatsscreening von dber 7000 C. higginsianum T-DNA-
Insertionsmutanten als eine Mutante mit verringerte Virulenz gegen A. thaliana identifiziert und
zeigt dabei eine deutlich reduzierte Bildung von Primarhyphen. Detaillierte mikroskopische
Analysen ergaben, dass die meisten Appressorien von vir-88 sowohl in vitro auf Petrischalen,
als auch auf der Pflanzenoberflache morphologische Verformungen aufwiesen, die auf
Defekte bei der Zellpolaritat hindeuten. Gleichzeitig aber waren in vitro Appressorien von vir-
88 in der Lage, einen ahnlichen intrazellularen Turgordruck aufzubauen wie der Wildtyp. Da
fast alle der verformten Appressorien nicht zur Penetration féhig waren, erklart sich die
reduzierte Rate der Primarhyphenbildung von vir-88 vermutlich durch den Polaritatsdefekt der
Appressorien. Dabei handelt es sich um einen spezifischen Virulenzdefekt, weil kein
signifikantes vegetatives Wachstumsdefizit fur vir-88 ermittelt werden konnte. Aufl3erdem
produzierte vir-88 etwa 50% weniger Konidien als der Wildtyp. Dieser Phanotyp kdnnte zum
Beispiel auf Defekte bei der Abschnirung und Zellteilung von neuen Konidien an den
Konidiophoren hindeuten. Da Konidien von vir-88 auch noch signifikant kleiner waren als die
des Wildtyps und oftmals an einem Ende spitz zuliefen, ware es auch mdglich, dass der Defekt
bei der Konidienbildung mit dem Polaritatsdefekt zusammenhangt. Auf der anderen Seite
konnte die fehlerhafte Appressorienbildung von vir-88 natirlich auch durch die geringere
ZellgroRRe der entsprechenden Konidien und damit mdglicherweise geringere Néhrstoffvorrate
ausgelost werden. Da aber die Differenzierung von Appressorien bei vir-88 ahnlich schnell
verlauft wie beim Wildtyp und diese auch den fiur die Penetration bendtigten Turgordruck
aufbauen, ist dieser Zusammenhang eher unwahrscheinlich.

Durch Southern Blot- und Genomewalker PCR-Analysen konnten im Genom von vir-88 zwei
verknlpfte T-DNA-Insertionen upstream des ChMOB2 Gens identifiziert werden, welches fur
ein Homolog des NDR-Kinase-aktivierenden Proteins ScMob2 der Béackerhefe kodiert [132,
149]. Aufgrund der Tatsache, dass alle Phanotypen von vir-88 durch das ChMOB2 Wildtypallel
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komplementiert werden konnten, konnte damit zum ersten Mal ein Mob2-Protein mit der
Virulenz eines phytopathogenen Ascomyceten in Verbindung gebracht werden. RT-PCR-
Expressionsanalysen zeigten, dass die Expression von ChMOB2 im Wildtyp wéhrend der
Bildung von Appressorien und wéhrend der Infektion stark induziert wird. Alle untersuchten vir-
88 Zellen enthielten dagegen etwa 20-mal weniger ChMOB2 Transkript als der Wildtyp,
weswegen der Phanotyp von vir-88 vermutlich durch ein hypomorphes ChMOB2 Allel
begriindet ist. Da vir-88 kein Nullallel von ChMOB2 besitzt, unterscheidet sich méglicherweise
das Expressionslevel von ChMOB2 in einzelnen vir-88 Zellen. Die unterschiedliche
Auspragung bzw. Penetranz des zugrundeliegenden genetischen Defekts (nicht alle
Appressorien weisen morphologische Defekte auf) kdnnte also durch variable Expression von
ChMOB2 verursacht werden.

Deshalb wurde versucht, Nullmutanten von ChMOB2 und zusatzlich von ChCBK1, welches in
anderen Systemen fur die von Mob2 gebundene NDR-Kinase kodiert [132, 151], herzustellen.
Weil dies in beiden Fallen nicht erfolgreich war, stellen ChMOB2 und ChCBK1 in C.
higginsianum wahrscheinlich essentielle Gene dar. Dies ist nicht allzu Uberraschend, da
dasselbe auch fur die homologen Gene von S. pombe und einiger S. cerevisiae Laborstammen
gilt [176, 213, 214]. Dagegen scheint der Knockout von MOB2 oder CBK1 in anderen Pilzen
nicht letal zu sein. Sowohl in den Ascomyceten A. nidulans und N. crassa als auch in den
Basidiomyceten U. maydis und C. neoformans sind Nullallele von MOB2 und CBK1
lebensfahig [151, 215-220]. Es ist unklar, warum die Funktion von Mob2 in C. higginsianum
und Hefepilzen essentiell sein sollte und in anderen mit C. higginsianum eigentlich
phylogenetisch enger verwandten Pilzen wie N. crassa nicht. Es scheint sich hierbei aber nicht
um ein experimentelles Problem zu handeln, da kirzlich berichtet wurde, dass auch in C.
orbiculare das CBK1 Gen nicht deletiert werden konnte [221]. Stattdessen gelang es den
Autoren, ein konditionales CoCBK1 Allel herzustellen, bei welchem die Aktivitat von CoCbk1l
durch das ATP-Analog 1NA-PP1 inhibiert werden kann. Nach Inhibition produzierten diese
Mutanten &hnlich wie vir-88 Appressorien mit morphologischen Verformungen und drastisch
verminderter Penetrationsfahigkeit [221]. Es wurde nicht beschrieben, ob auch verminderte
Konidienbildung wie bei vir-88 beobachtet wurde.

Um die Letalitat des ChMOB2 bzw. ChCBK1 Knockouts zu umgehen und trotzdem auch in C.
higginsianum ein cbkl Nullallel zu simulieren, kénnte man in weiteren Arbeiten versuchen,
analog zu [221] ChCBK1 durch ein konditionales ChCBK1 Allel zu ersetzen.

3.1.2. ChMob2 wirkt vermutlich Uber die NDR/LATS-Ki nase ChCbkl auf
Zellpolaritat und Pathogenitat
Die Funktion von Mob2 Proteinen scheint in allen bisher untersuchten pilzlichen Systemen,

wie z.B. in S. cerevisiae oder N. crassa [132, 151], die Bindung und Aktivierung einer
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NDR/LATS-Kinase zu sein. Dieser Mob2/Cbk1-Komplex ist in der Backerhefe schon langer
bekannt. Dort ist er Teil des RAM (regulation of Ace2p activity and morphology)-Signalwegs,
welcher Prozesse wie Zellwandmorphologie, polares Zellwachstum, tochterzellspezifische
Genexpression und die Zellteilung beeinflusst [130]. In anderen Pilzen wird dieser Signalweg
auch als morphogenesis related (MOR) bezeichnet, da die Regulation des
Transkriptionsfaktors Ace2 nicht in allen Pilzen konserviert ist [222]. Der RAM-Signalweg von
S. cerevisiae ist ahnlich wie das Mitotic Exit Network (siehe Kapitel 3.2) aufgebaut, wird zum
Teil auch von diesem reguliert und besteht aus zwei Kinasen und mindestens vier
Hilfsproteinen (Abbildung 3.1.2). Die germinal center-Kinase ScKicl phosphoryliert die
NDR/LATS-Kinase ScChbkl an der terminalen hydrophoben Doméne und aktiviert diese [130,
223]. ScCbkl wird vom Coaktivator ScMob2 gebunden und reguliert [132]. ScCbkl und
ScMob2 co-lokalisieren abhéngig voneinander zusammen am Knospenkortex wahrend
polaren Wachstums oder am Knospenhals und dem Tochterzellkern wahrend der Zellteilung
[132].

Deshalb wurde untersucht, ob ChMob2 auch in C. higginsianum an ChCbk1 bindet. Dafur
wurde zunachst die Lokalisation beider Proteine als GFP- bzw. mCherry-Fusionen im
endogenen Lokus besonders wahrend der in vitro Appressorienbildung Uberprift, da die
Virulenzfunktion von ChMob2 in diesem Stadium erwartet wurde. Es zeigte sich, dass Mob2-
GFP und Cbkl-mCherry in induzierten, noch nicht ausgekeimten Konidien und in reifen
Appressorien und den daran h&ngenden ausgekeimten Konidien fast vollstandig co-
lokalisierten. Beide Proteine waren dabei in der ganzen Zelle mit der Ausnahme des Zellkerns
anzutreffen.

Die direkte Bindung von ChMob2 an ChCbkl wurde in zwei unabh&ngigen Ansatzen
untersucht. Durch Co-Immunoprazipitation von Mob2-GFP und Cbk1-HA in axenischem Myzel
konnte diese Bindung erstmals auch in C. higginsianum gezeigt werden. Da ChMob2
massenspektrometrisch in einem Extrakt identifiziert wurde, der durch Pulldown von Cbk1-HA
mittels anti-HA-Antikrpern markierten magnetischen Beads hergestellt wurde, konnte die
Interaktion von ChMob2 mit ChCbk1 erfolgreich in einem unabhéngigen Experiment verifiziert
werden. Es ist davon auszugehen, dass diese Interaktion auch bei der Infektion der
Wirtspflanze erfolgt. Da von Mob2-Proteinen aus anderen Pilzen bis auf die Bindung der Cbk1-
Kinase und deren Orthologen keine weitere biochemische Funktion bekannt ist, wirkt
vermutlich auch ChMob2 ausschlief3lich durch die Aktivitdt von ChCbkl1. Aus der Spalthefe S.
pombe ist bekannt, dass das Cbk1-Ortholog (SpOrb6) nur von SpMob2 und nicht von SpMob1l
gebunden wird [224]. Damit ist es auch wahrscheinlich, dass das hier als ChMob2
beschriebene Protein das Ortholog von Sp/ScMob2 darstellt und nicht die Funktion von
Sp/ScMobl Ubernimmt. Um dies zu verifizieren, missten reziproke oder gemischte Co-IP
Experimente mit ChMob1 + ChDbf2, ChMob1 + ChCbk1 und ChMob2 + ChDDbf2 durchgefiihrt

werden.
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Der Phanotyp des hypomorphen ChMOB2 Allels vir-88 zeigt, dass ChMob2 vor allem bei zwei
Prozessen benotigt wird. vir-88 produzierte auf OMA-Medium deutlich weniger und Kkleinere
Konidien als der C. higginsianum Wildtyp. Aufgrund des Fehlens eines passenden Assays
wurde nicht Gberprift, ob dies auch in planta der Fall ist. Dies wirde aber naheliegen. ChMob2
— und damit wahrscheinlich auch ChCbkl — ist also an der Konidienbildung von C.
higginsianum beteiligt. Solch eine Funktion des Mob2/Cbkl1l-Komplexes konnte auch in
anderen filamentdsen Pilzen beobachtet werden. So bilden temperatursensitive cotl
(entspricht CBK1) Mutanten, mob2a mob2b Doppelmutanten und auch die jeweiligen
Einzelmutanten von N. crassa in geringerem Maf3e weniger bis keine Konidien aus [151, 217,
225]. Gleiches qilt fur cota (entspricht CBK1) und mobb (entspricht MOB2) Stamme von A.
nidulans [215, 216]. Im Gegensatz zu den kleineren Konidien von vir-88 sind die der A.
nidulans Mutanten aber deutlich gré3er und tragen fast viermal so viele Zellkerne wie die des
Wildtyps [215, 216]. Ein ahnlicher Effekt konnte auch bei einem konditionellen Allel des U.
maydis CBK1-Orthologs UKC1 beobachtet werden [219]. Wéahrend Zellen dieses Stammes
groRer waren als die des Kontrollstammes, brauchten deren Zellkerne dreimal langer zur
Kernteilung [219]. Die Autoren konnten zeigen, dass dieser Phanotyp aus einem hdheren
Level an inhibitorischer Phosphorylierung der Cyclin-abhangigen Kinase Cdkl und dadurch
verlangerter G2-Phase resultiert [219]. Da bei vir-88 jedoch weder durch DAPI-Farbungen
noch durch Expression des HistonH1-mCherry-Markers eine verdnderte Zellkernzahl
beobachtet werden konnte, ist diese Funktion des Mob2/Cbk1-Komplexes mdoglicherweise
nicht in C. higginsianum konserviert.

Daneben besitzt vir-88 Defekte bei der Bildung von Appressorien, die auf Fehler bei der
Herstellung oder Aufrechterhaltung der Zellpolaritat hindeuteten. Da Appressorien von vir-88
gleichzeitig deutlich weniger oft Primarhyphen bildeten, ist dieser Defekt zudem fir die
reduzierte Virulenz dieser Mutante verantwortlich. Die Beteiligung des Mob2/Cbk1-Komplexes
an der Zellpolaritat ist weitverbreitet und wurde bereits in vielen pilzlichen Systemen
beschrieben. Mutanten des RAM-Signalwegs von S. cerevisiae weisen beispielsweise rundere
Zellen als der Wildtyp auf und kdnnen die gerichtet wachsende mating projection nicht bilden
[130, 132]. In der humanpathogenen Hefe C. albicans kénnen Mutanten dieses Signalwegs
trotz hyphenwachstuminduzierenden Bedingungen nicht in die polare Hyphenform wechseln
[155, 226], welche fir die Virulenz dieses Pathogens vonndéten ist [122]. In filamentosen
Ascomyceten sind die Polaritatsdefekte der entsprechenden Mutanten noch ausgepragter. So
bilden die oben genannten N. crassa und A. nidulans Mutanten kompaktere Kolonien, in denen
die einzelnen Hyphenspitzen kaum gerichtet wachsen und stattdessen eine Vielzahl an
Verzweigungen ausbilden [151, 215-217]. Interessanterweise zeigen Mutanten des RAM-
bzw. MOR-Signalwegs in den phylogenetisch weiter entfernten Basidiomyceten C.
neoformans und U. maydis einen gegensatzlichen Effekt. In beiden Féllen wachsen die

jeweiligen Mutanten unter Bedingungen in der Hyphenform, unter denen der Wildtyp in der
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Hefeform verbleibt [218—220]. Wahrend von UmUKC1 (entspricht CBK1) bereits bekannt ist,
dass es auch fir die Virulenz von U. maydis benétigt wird [218], wurde dies fir die genannten
C. neoformans Mutanten zumindest vermutet, da sie nicht in der Lage waren, bei 37°C zu
wachsen und dies fur die Pathogenitat dieses Pilzes essentiell ist [220, 227]. Es sieht also so
aus, als ware zwar die Beteiligung des Mob2/Cbk1-Komplexes (und anderer Proteine up- bzw.
downstream des beteiligten Signalwegs) bei der Aufrechterhaltung der Zellpolaritat zwischen
den Abteilungen der Schlauch- und Standerpilze konserviert, nicht aber die Wirkung.

Vor Kurzem erschien eine Studie zum RAM/MOR-Signalweg im mit C. higginsianum nah
verwandten Pilz C. orbiculare, welche die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse
weiter erganzt [221]. Die Autoren fanden heraus, dass Phosphorylierung und damit die
Aktivitdt von CoCbkl — wie in der Backerhefe — abhéangig vom weiter oben im RAM/MOR-
Sighalweg ansassigen CoPagl ist (Abbildung 3.1.2) [221]. Weiterhin konnten die Autoren
zeigen, dass der RAM/MOR-Signalweg parallel zur Wahrnehmung von physikalischen
Signalen Uber CoKel2 [228] eine wichtige Rolle bei der Bildung von Appressorien auf der
Wirtspflanze Gurke einnimmt. So produzieren C. orbiculare kel2 Mutanten auf kiinstlichen
Oberflachen zwar Appressorien mit ahnlichen morphologischen Defekten wie die hier
beschriebene vir-88 Mutante, auf der Wirtspflanze war dieser Defekt aber nicht mehr sichtbar
[228]. Dieser Morphologiephanotyp trat erst in planta auf, als zusétzlich zur kel2 Mutation
eine pagl Mutation eingefuhrt wurde [221]. Gleichzeitig war eine pagl Einzelmutante in der
Lage, normale Appressorien auf beiden Oberflaichen zu erzeugen [221]. Die Autoren
schlossen daraus, dass der Defekt bei der Wahrnehmung von physikalischen Signalen tber
den CoKel2-Signalweg durch die Wahrnehmung eines chemischen Pflanzensignals tber
CoPagl umgangen werden kann [221]. Dies konnte experimentell bestatigt werden, da
Zugabe von Gurkenexudat zur kel2 Mutante die Bildung von unauffalligen Appressorien auf
synthetischen Oberflachen ermdoglichte [221]. Interessanterweise scheint dagegen in C.
higginsianum die Inaktivierung des MOR/RAM-Signalwegs — wenn man annimmt, dass dies
bei vir-88 der Fall ist — zu gentigen, um sowohl in vitro auf Petrischalen als auch auf der
Pflanzenoberflache Appressoriendefekte herbeizufilhren. KEL2 wird in C. higginsianum

dennoch fir volle Virulenz gegen A. thaliana bendétigt (Marlis Dahl, persénliche Mitteilung).
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Abbildung 3.1.2: Die RAM- and MEN-Signalwege von  Saccharomyces cerevisiae

Eine der bekannten Funktionen des Regulation of Ace2 and Morphogenesis (RAM) Signalwegs der Béackerhefe ist
es, fir die asymmetrische Lokalisierung des Transkriptionsfaktors Ace2 in Kernen von Tochterzellen zum Ende der
Mitose zu sorgen. Ace2 wird durch Phosphorylierung nahe der Kernexportsequenz durch die NDR/LATS-Kinase
Cbk1 auf Tochterzellkerne beschrénkt und vermittelt Abtragung des Septums nach erfolgreicher Mitose. Damit dies
nur zur richtigen Zeit im Zellzyklus geschieht wird Ace2 inaktiv gehalten bis es durch die Phosphatase Cdc14 de-
reprimiert wird. Die Freisetzung von Cdc14 aus dem Nukleolus wird in der spaten Anaphase/Telophase durch das
Mitotic Exit Network (MEN) veranlasst, welches sehr @dhnlich zum RAM-Signalweg aufgebaut ist und zum Austritt
aus der Mitose fiihrt, nachdem erfolgreich die Schwesterchromatiden auf die Tochterzellen verteilt wurden.

* Der RAM-Signalweg kontrolliert auch andere von Ace2 unabhangige Prozesse wie die Aufrechterhaltung der
Zellpolaritat oder die Morphogenese durch Phosphorylierung von weiteren weniger gut charakterisierten Zielen.

3.1.3. Zwei potentielle Zielproteine des ChMob2/ChC bkl-Komplexes sind
Virulenzfaktoren

Da ChMob2 auch in C. higginsianum an die NDR/LATS-Kinase ChCbk1 bindet und diese
hdchstwahrscheinlich aktiviert, stellte sich die Frage, welche Proteine wiederum von ChCbk1
reguliert werden. In dieser Arbeit wurden zwei Ansatze gewahlt, um ChCbkl-Targets und
deren Funktion zu identifizieren. Zum einen wurde versucht, durch Co-IP von Cbk1-HA und
anschlielende massenspektrometrische Analyse der so angereicherten Proteine potentielle
Interaktionspartner zu bestimmen. Leider wurden neben ChMob2 ausschlief3lich sehr haufig
vorkommende Proteine identifiziert, weswegen diese vermutlich keine spezifischen
Interaktionspartner darstellen, sondern unspezifische Verunreinigungen. In einem zweiten
Ansatz wurde untersucht, ob in der Literatur etablierte Ziele des Mob2/Cbk1-Komplexes der
Backerhefe in C. higginsianum vorkommen und auch dort mdglicherweise durch diesen

Komplex reguliert werden.
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Bis heute sind erst wenige downstream Ziele des Mob2/Cbk1-Komplexes von S. cerevisiae
bekannt. So bindet und phosphoryliert ScCbkl ScSec2, den guanine nucleotide exchange
factor (GEF) der Rab GTPase ScSec4, und reguliert dadurch polare Vesikelexocytose [166,
229, 230]. Daneben phosphoryliert und inhibiert ScCbk1l das mRNA-bindende Protein Ssd1l,
welches ansonsten die Translation von mRNAs von Genen wie der Chitinase ScCTS1
unterdriickt [165, 167]. ScCtsl ist dafur verantwortlich, das Septum zwischen Mutter- und
Tochterzelle nach der Zellteilung abzubauen [231]. Die Phosphorylierung von ScSsdl1 durch
ScCbk1 fordert auRerdem die Lokalisation von ScSsd1/mRNA-Komplexen an Stellen von
polarem Wachstum, weswegen ScSsdl1 auch an diesem Prozess beteiligt sein konnte [165,
227]. Die Inhibition von ScSsdl1 durch ScCbk1 scheint sehr wichtig zu sein, da auf der einen
Seite Expression einer permanent aktiven Form von ScSsdl letal ist [167] und auf der anderen
Seite die normalerweise letale Deletion von Genen des RAM-Signalwegs mdglich wird, wenn
diese Stamme gleichzeitig fir ein  ssd1 Allel oder ein inaktives SSD1 Allel kodieren [176, 213,
214].

Das am besten untersuchte Ziel von ScCbkl ist aber der Zinkfinger-Transkriptionsfaktor
ScAce2 [132], der unter anderem flr die Zellteilung wichtige Gene wie ScCTS1 und die
Glucanase ScSCW11 spezifisch im Tochterzellkern reguliert [232]. Dabei wird nicht direkt die
Aktivitdt von ScAce2 reguliert, sondern dessen Lokalisation. ScAce2 wird zwar in der G2-
Phase exprimiert, aber bis zur Metaphase/Anaphase durch Phosphorylierung am NLS (nuclear
localization signal) durch CDKs aus dem Nukleus ferngehalten [163, 223]. Erst wenn das
Signal zum Austritt aus der Mitose Uber das MEN (siehe Abbildung 3.1.2 und Kapitel 3.2)
weitergeleitet wurde, kdnnen diese inhibitorischen Phosphate durch ScCdc14 entfernt werden
und ScAce2 in den Kern importiert werden [233, 234]. Durch diese zusatzliche Kontrolle durch
den MEN-Signalweg wird dafiir gesorgt, dass die Zellteilung erst nach dem Austritt aus der
Mitose vollzogen wird [235]. Dadurch dass der Export von ScAce2 aus dem Zellkern spezifisch
in der Tochterzelle durch Phosphorylierung durch den ScMob2/ScCbk1-Komplex verhindert
wird, wird sichergestellt, dass ScAce2 nur Gene der Tochterzelle reguliert [132, 233, 234].
Ahnlich zu Mutanten im RAM-Signalweg zeigen ace2 Mutanten der Hefe einen starken
Zellteilungsphanotyp: Es bilden sich groRe Gruppen von Zellen, die sich nicht durch
Sonifizierung voneinander trennen lassen [130, 178].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob Ssd1 und Ace2 auch in C. higginsianum vom
ChMob2/ChCbk1-Komplex reguliert werden. Eine Nullmutante von ChSSD1 zeigte dhnlich wie
Mutanten der entsprechenden Gene von M. oryzae und C. orbiculare [171] reduzierte
Pathogenitédt gegen A. thaliana. Da das ChSSD1 Gen aber sehr groR3 ist, waren samtliche
Versuche, Fusionsproteine von ChSsdl herzustellen und diese in der vir-88 Mutante oder
zusammen mit einem ChCbk1-Fusionsprotein zu exprimieren, nicht erfolgreich. Es konnte
daher nicht aufgeklart werden, ob ChSsd1 von ChCbk1 reguliert wird. Dies ist aber durchaus

madglich, da dies neben der Backerhefe auch wahrscheinlich im phylogenetisch relativ nahe
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verwandten Sordariomycet N. crassa der Fall ist [177]. Dort kann unter anderem der
Wachstumsdefekt der temperatursensitiven cotl(ts) Mutante durch die Deletion des SSD1
Orthologs GUL1 supprimiert werden [2]. Weiterhin ist die Expression der Chitinsynthasen
NcCHS1 bis NcCHS4, der Glucansynthase NcFKS1 und der Chitinase NcGH18-5 in der
cotl(ts) Mutante stark erhoht. In einer cotl(ts) gull Doppelmutante sind deren
Expressionslevels dagegen vergleichbar mit dem Wildtyp. Wie in der Backerhefe mit ScSsd1
und ScCbk1 kdnnte also auch NcGull in N. crassa von NcCotl inhibiert werden. Wenn wie in
der cotl(ts) Mutante keine NcCotl-Aktivitat mehr vorhanden ist, ware NcGull hyperaktiv und
konnte die Translation der oben erwahnten mRNAs inhibieren. Die Zelle wirde darauf
madglicherweise mit einer Steigerung der Expression der respektiven Gene reagieren, was die
gesteigerte Expression in der cotl(ts) Mutante erklaren wirde. Mégliche Orthologe dieser
Gene existieren auch im Genom von C. higginsianum (Tabelle 12). Um eine funktionelle
Verknupfung zwischen ChSsd1 und dem ChMob2/ChCbk1-Komplex herzustellen, kdnnte man
untersuchen, ob sich die Expression dieser Gene zwischen vir-88, der ssd1 Mutante und den

jeweiligen Parentalstammen unterscheidet.

Tabelle 12: C. higginsianum Homologe von NcGull und potentiellen NcGull-Zielen

N. crassa Protein Accession des nachsten C. Aminosaureidentitat
(Accession) higginsianum Homologs

Gull (EAA32327) BAI59007 (ChSsd1) 76,9%
Chsl (XP_961338) XP 018156269 78,2%

Chs2 (CAA54816) XP 018161146 80,2%

Chs3 (AF127086) XP 018155876 76,5%
Chs4 (XP_011393275) XP 018164302 75,0%

Fksl (EAA28744) CCF41039 77,8%
Gh18-5 (EAA26709) XP_018153821 71,2%

Auf der anderen Seite stellte ChAce2 sich zunachst als ein vielversprechendes Ziel des
ChMob2/ChCbk1-Komplexes dar, da die entsprechende ace2 Mutante ahnlich wie vir-88
einen Virulenzdefekt aufwies und signifikant weniger und kleinere Konidien produzierte. Zur
Verifikation von ChAce2 als Ziel dieses Komplexes wurden zwei Experimente durchgefihrt.
Auf der einen Seite wurde versucht, fluoreszenzmarkierte ChAce2-Fusionsproteine
herzustellen und diese im Hintergrund der vir-88 Mutante zu exprimieren. Da vir-88 vermutlich
geringere ChCbk1-Aktivitat aufweist als der Wildtyp, war die Hypothese, dass sich die
Lokalisation von ChAce2 zwischen vir-88 und WT unterscheidet, falls diese &hnlich wie in der
Backerhefe reguliert wird (siehe oben). Da im Rahmen dieser Arbeit ChAce2 aus ungeklarten
Grinden nicht als Fusionsprotein exprimiert werden konnte, fiihrte dieser Ansatz nicht zum
Erfolg. Auf der anderen Seite wurde untersucht, ob in der Literatur etablierte und in anderen
Systemen von Ace2 regulierte Gene auch in C. higginsianum abhangig von ChAce2 und
ChMob2 exprimiert werden. Allerdings zeigten die drei untersuchten Gene (darunter auch das

nachste Homolog zur Chitinase ScCTS1) keine signifikanten Unterschiede in ihrer Expression
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zwischen dem C. higginsianum Wildtyp und den ace2 oder vir-88 Mutanten und werden damit
in C. higginsianum vermutlich weder ChAce2- noch ChMob2/ChCbk1-abhéngig reguliert. Es
bleibt also weiter unklar, ob die Aktivitat oder Lokalisation von ChAce2 in C. higginsianum von
ChCbk1 abhangig ist. Erschwerend kommt hinzu, dass ChAce2 moglicherweise nicht das
Ortholog von ScAce?2 darstellt, da dieser Transkriptionsfaktor laut manchen Studien nicht Uber
Hefen und hefenahe Pilze hinaus verbreitet ist [222]. Trotzdem scheint die Funktion des hier
als ChACE2 beschriebenen Gens in filamentdsen Pilzen konserviert zu sein, da eine Mutante
im nachsten ChACE2 Homolog des Humanpathogens A. fumigatus (AfACE2) ebenfalls
Defekte bei Konidienbildung und Virulenz zeigt [168].

3.2. ChMobl wird fur die Bildung von Septen und die Virulenz
bendbtigt

In dieser Arbeit konnten Uberraschenderweise keine Nullallele von ChMOB2 hergestellt
werden, wahrend MOB2-Orthologe in nah verwandten filamentdsen Ascomyceten und (je
nach verwendetem Stamm) auch in der Backerhefe nicht essentiell sind (siehe Kapitel 3.1.1).
Deshalb existierten einige Zweifel an der Identitat von ChMob2, obwohl dieses Protein sich in
phylogenetischen Analysen relativ deutlich von den anderen beiden Mob-Proteinen von C.
higginsianum abgrenzte. Aus diesem Grund wurde zuséatzlich zu ChMOB2 dessen Paralog
ChMOBL1 untersucht. Die Genprodukte der entsprechenden Gene sind in der Backerhefe Teil
des MEN und in der Spalthefe Teil des &hnlichen septation initiation network (SIN) [236, 237].
Zusétzlich versprach die Analyse der Funktion von ChMobl weitere Rickschlisse auf
ChMob2 und den damit verbundenen Signhalweg, da das MEN der Backerhefe einen gewissen
Einfluss auf das RAM besitzt (siehe Kapitel 3.1.3) [235]. Auch in N. crassa scheint es
Interaktion zwischen den Mob2/Cotl- und Mobl/Dbf2-Komplexen zu geben [129]. Die
Funktion von Mob1l und des damit verbundenen Signalwegs ist in der Backerhefe bereits gut
charakterisiert und besteht hauptséchlich in der Inaktivierung von mitotischen Cyclin-
abhangigen Kinasen (Cdks) und deren Zielen. Mitotische Cdks regulieren den Eintritt in und
den Austritt aus der Mitose und sorgen unter anderem fir die Kondensation der
Chromosomen, den Abbau der Zellkernhille und den Aufbau des Spindelkomplexes. Um
sicherzustellen, dass jede Tochterzelle nur eine Chromosomenkopie erhdlt, dirfen der
Ausstritt aus der Mitose und die Zellteilung erst erfolgen, wenn die Schwesterchromatiden
erfolgreich auf jede Tochterzelle verteilt wurden. Daflr miussen die mitotischen Cdks zum
richtigen Zeitpunkt wieder inaktiviert werden. Dies wird in der Backerhefe zu einem groRRen
Teil durch die Aktivitat der Phosphatase ScCdcl4 erreicht. ScCdcl4 dephosphoryliert
Proteine, die vorher von den mitotischen Cdks phosphoryliert wurden [238], wie z.B. den Cdk-
Inhibitor ScSicl. Bis zur Anaphase liegt ScCdc14 allerdings inaktiv im Nukleolus vor und wird

erst durch Aktivierung des MEN-Signalwegs befreit [239, 240]. Diese Signalkaskade besteht
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von oben nach unten aus der GTPase ScTeml, der Proteinkinase ScCdcl5 und der
NDR/LATS-Kinase ScDbf2 [241]. ScDbf2 wird durch ScCdc15 phosphoryliert und aktiviert
[242]. Diese Phosphorylierung geschieht nur in Anwesenheit des Dbf2-Coaktivators Mobl
[149, 242]. Genetische Studien zeigen zwar, dass Cdcl14 downstream von Dbf2 liegt [243],
aber es ist bisher noch unklar, wie Dbf2 zur Befreiung von Cdc14 aus dem Nukleolus fihrt. Im
Gegensatz zum MEN der Backerhefe reguliert das Konterfeit septation initiation network (SIN)
der Spalthefe nicht die Inaktivierung von mitotischen Cdks und den Austritt aus der Mitose,
sondern die Bildung des Septums und die Zellteilung [237, 244]. So arretieren konditionelle
MEN-Mutanten von S. cerevisiae mit segregierten Chromosomen aber ungeteilten Zellkernen
[236, 245], wahrend entsprechende S. pombe Mutanten in der Lage sind, ihre Zellkerne zu
teilen [213]. Diese Zellen septieren anschlieBend aber nicht und werden multinuklear [213].
Neuere Studien deuten darauf hin, dass auch das MEN der Béckerhefe eine Rolle bei der
Zellteilung spielt [246, 247]. Orthologe der Proteine des MEN/SIN existieren ebenso in
filamentbsen Pilzen, diese sind im Kontrast zu den Hefen aber nicht essentiell [248, 249].

Im Gegensatz zu ChMOB2 war die Deletion von ChMOBL1 in C. higginsianum mdglich. Die
resultierenden mobl Mutanten zeigten Wachstumsdefizite, reduzierte Appressorienbildung
und eine wahrscheinlich durch diese beiden Defekte begriindete stark reduzierte Virulenz
gegen A. thaliana. Des Weiteren waren diese Mutanten fast vollstandig auRerstande, Septen
bei der Keimung von Konidien oder in axenischem Myzel zu bilden. Da die Konidienbildung
von filamentdsen Pilzen stark von der Ausbildung von Septen an den Konidiophoren abhangt
[249, 250], war es nicht verwunderlich, dass mobl Mutanten auch so gut wie keine Konidien
bildeten. Diese Phé&notypen erinnern stark an die von A. nidulans moba Mutanten, welche
ebenfalls schwerwiegende Defizite bei der Bildung von Konidien und Septen aufweisen [249].
Gleiches gilt fur entsprechende Mutanten von N. crassa, jedoch haben diese zusatzliche
Defekte bei der sexuellen Entwicklung [151]. Die Funktion von Mobl bei der Zellteilung und
Bildung von Septen ist also wie in Hefen und anderen filamentdsen Pilzen auch in C.
higginsianum konserviert. Es ist wahrscheinlich, dass ChMobl dabei indirekt durch die
Bindung und Aktivierung von ChDbf2 wirkt, welches 47% Aminosaureidentitat zu ScDbf2
aufweist. Diese Interaktion wurde aber im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Da sowohl C. higginsianum mobl als auch die hypomorphe ChMOB2 Mutante vir-88 Defekte
bei der Bildung von Konidien, der Differenzierung von Appressorien und der Infektion von A.
thaliana aufweisen, ist es mdglich, dass die ChMob1- und ChMob2-abhéngigen Signalwege
funktionell verknupft sind. Deren direkte Interaktion wurde im Rahmen dieser Arbeit wegen
des starken Wachstumsphanotyps der mobl Mutanten und der essentiellen Funktion von
ChMob2 nicht ndher untersucht. Um diese Interaktion dennoch zu beweisen, waren mehrere
Ansatze denkbar. Zum einen kénnte man Mob2-GFP in der mobl Mutante exprimieren und
Uberprifen, ob sich dessen Lokalisation im Vergleich zum Wildtyp &ndert. In der Backerhefe

ist die Aktivitat von ScCbkl (zumindest beziglich ScAce2) abhéngig von Phosphorylierung
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durch Cdks am hydrophoben Motiv bzw. MEN-vermittelter Dephosphorylierung durch
ScCdcld  [235]. Deshalb  kénnte man zum  anderen  versuchen, eine
phosphorylierungsinsensitive ChCbk1-Variante in der mobl Mutante zu exprimieren. Damit
ware also MEN-vermittelte Dephosphorylierung von ChCbk1 nicht mehr nétig fur dessen
Aktivitdt. Wenn dies den Phanotyp der mobl Mutante abschwécht, kdnnte man davon

ausgehen, dass die Aktivitat von ChCbk1 auch in C. higginsianum von ChMob1 abhangt.

3.3. ChPxmp4 ist essentiell fir die Funktion von Pe  roxisomen und

fur die Penetration

In dieser Arbeit wurde ChPXMP4 als potentiell von der T-DNA beeinflusstes Gen der
Switchmutante vir-56 untersucht. Obwohl der Phénotyp von vir-56 nicht mit ChPXMP4
gekoppelt war, konnte fir dieses Gen eine hoch interessante Rolle in der C. higginsinanum -
A. thaliana-Interaktion bestimmt werden. So waren Appressorien von pxmp4 Mutanten
zumeist nicht in der Lage, die Wirtszelle zu penetrieren und die biotrophe Phase der Infektion
Zu etablieren. Interessanterweise gab es vor dieser Arbeit keine Studien zur funktionellen
Bedeutung von Pxmp4, obwohl dieses Protein in den meisten Eukaryonten vorkommt. Da das
Pxmp4-Ortholog der Ratte aus Peroxisomenmembranen isoliert wurde, wurde vermutet, dass
auch ChPXMP4 fir ein peroxisomales Membranprotein kodiert. Diese These wird dadurch
unterstitzt, dass pxmp4 Mutanten auf Medien mit Fettsduren als einzige Kohlenstoffquelle
langsamer wachsen als ihr Parentalstamm, nicht aber auf zuckerbasierten Medien. Wenn man
bedenkt, dass langkettige Fettsduren in Pilzen klassischerweise in Peroxisomen metabolisiert
werden [196, 197], ist ChPxmp4 vermutlich wichtig fur die Mobilisierung von Fetten und damit
fur die volle Funktionstiichtigkeit von Peroxisomen. Da die Mobilisierung von intrazellularen
Lipidspeichern ein wichtiger Vorgang zur Aufbau des appressoriellen Turgordrucks ist [109],
beeinflusst der Verlust von ChPXMP4 also mdglicherweise indirekt durch verringerte
Leistungsfahigkeit von Peroxisomen die Penetrationsfahigkeit der Appressorien. Der
Zusammenhang von Peroxisomenfunktion und Penetration durch Appressorien haben nah
verwandte Sordariomyceten mit C. higginsianum gemein. So bilden C. lagenarium pex6 und
C. orbiculare pexl1l3 Mutanten keine Peroxisomen aus, wachsen schlechter auf
Fettsdauremedien und produzieren funktionsunttichtige Albinoappressorien [114, 115]. M.
oryzae pex19 Mutanten haben dazu ahnliche Phanotypen, auRer dass ihre Appressorien
morphologisch unauffallig sind, aber daflr nicht den fiur die Penetration benétigten hohen
Turgordruck aufbauen kdénnen [116]. Die Biogenese von Peroxisomen geht vermutlich vom
ER aus, wo integrale Membranproteine in wachsende Vesikel abgeschniirt werden [200, 251,
252]. Peroxisomale Matrixproteine und spétere integrale Membranproteine werden im
Zytoplasma hergestellt und posttranslational in Peroxisomen oder deren Membran

aufgenommen [251]. Dafir existieren mindestens vier verschiedene Aufnahmemechanismen:
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Matrixproteine besitzen oft entweder die C-terminale PTS1-Signalsequenz, welches die
Aufnahme in das Peroxisom Uber Pex5 vermittelt [199], oder das N-terminale PTS2-Signal,
das zur Aufnahme Uber Pex7 fuhrt [253]. AuRerdem kdnnen Matrixproteine auch ohne PTS
huckepack mit anderen Proteinen mit einem dieser Signale aufgenommen werden [254].
Peroxisomale Membranproteine werden unabh&ngig von der PTS1/PTS2-Maschinerie mit
Pex19 als Chaperon, welches das sogenannte membrane peroxisome targeting signal (mPTS)
erkennt, in die Membran aufgenommen [255-257]. Im Gegensatz zu den zuvor erwahnten
pex Mutanten von verwandten Organismen [114-116] waren die hier beschriebenen pxmp4
Mutanten noch in der Lage, Peroxisomen (oder peroxisomenahnliche Strukturen) auszubilden,
welche PTS1-markiertes GFP aufnehmen. Es wurde nicht Uberprft, ob dagegen der Import
von Proteinen mit PTS2-Signal oder von peroxisomalen Membranproteinen in diesen
Mutanten beeintrachtigt ist. Im Vergleich zum Parentalstamm nahmen pxmp4 Mutanten
GFP-PTS1 allerdings in kugelférmige, etwa 25% grofl3ere Strukturen auf, von denen es daftr
etwas weniger gab. Da die Zahl und GroRR3e von Peroxisomen durch Fusion, Spaltung und
Pexophagie kontrolliert wird [200], liegt es nahe, dass einer dieser Prozesse ChPxmp4-
abhangig ist. Auch in M. oryzae ist die Spaltung von Peroxisomen ein wichtiger Faktor fir die
Virulenz dieses Pilzes. So zeigen Mutanten von MoDNM1, MoFIS1 und MoMDV1, deren
Genprodukte flur Spaltung und Autophagie von Peroxisomen und Mitochondrien notwendig
sind, &hnliche Phanotypen wie die C. higginsianum pxmp4 Mutanten [258]. Zusatzlich zu
weniger, aber dafir grofReren Peroxisomen und verringerter Fahigkeit der Penetration zeigen
diese Mutanten aul3erdem verringerten Turgordruck von Appressorien und Defekte beim
invasiven Wachstum und bei der Spaltung von Mitochondrien [258].
In dieser Arbeit wurde durch Expression von ChPxmp4-Fusionsproteinen versucht zu
beweisen, dass ChPxmp4 wie angenommen ein peroxisomales Protein darstellt. Auf der einen
Seite war aber Pxmp4-GFP exprimiert unter der Kontrolle eines starken Promotors
zytoplasmatisch und nuklear lokalisiert. Diese Lokalisation kommt mdglicherweise durch die
kuinstliche Uberexpression dieses Proteins zustande. Auf der anderen Seite zeigte das gleiche
Protein exprimiert im endogenen Lokus unter dem eigenen schwachen Promotor - begriindet
durch die Schwache des GFP-Signals - schwer sichtbare Ansammlung in kugelférmigen
Strukturen, welche &hnlich zu den von GFP-PTS1 markierten waren. Um sicherzustellen, dass
diese Strukturen auch wirklich Peroxisomen darstellen und damit ChPxmp4 peroxisomal
lokalisiert ist, musste das zuletzt genannte Fusionsprotein mit einem peroxisomalen Marker
(wie z.B. mCherry-PTS1) co-lokalisiert werden. Da die in ChPxmp4 laut NCBI Conserved
Domain Search [192] enthaltene Doméne der Tim17/Tim22/Tim23/Pmp24-Familie auch in
mitochondriellen Proteinen wie der Translokase Tim17 der inneren Mitochondrienmembran
der Backerhefe enthalten ist [194], misste man dabei gleichzeitig ausschliel3en, dass
ChPxmp4 auch in Mitochondrien vorkommt, z.B. durch Farbung der Mitochondrien mit einem

Mitotracker-Farbstoff. Dieser Punkt wird umso wichtiger, wenn man Folgendes in Betracht
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zieht: Urspriinglich nahm man an, dass auch filamentdse Pilze Fettsduren ausschlie3lich in
Peroxisomen durch -Oxidation metabolisieren, weil dies in den gut charakterisierten Hefen
der Fall war, welchen die Enzyme des mitochondriellen Pendants fehlen [196, 197]. Neuere
Studien bewiesen aber, dass filamentdse Pilze wie A. nidulans und M. oryzae oder sogar
Hefen wie Cryptococcus neoformans und Candida lusitaniae -Oxidation auch gleichzeitig in
den Mitochondrien betreiben [259-262]. Experimente mit A. nidulans Nullmutanten des
peroxisomalen Multifunktionsenzyms FoxA und der mitochondriellen short-chain acyl-CoA
Dehydrogenase ScdA zeigten, dass in diesem Pilz die mitochondrielle -Oxidation
wahrscheinlich Fettsduren bis zu Cis verarbeitet und langere Fettsauren im Peroxisom
metabolisiert werden [259, 263]. Da auch das Genom von C. higginsianum fir Homologe der
mitochondriellen -Oxidation von A. nidulans oder des Menschen kodiert [259, 264] (Tabelle
13; alle C. higginsianum Proteine enthalten ein von TargetP [265] vorhergesagtes
mitochondrielles Transitpeptid), liegt es nahe, dass es sich bei C. higginsianum &hnlich verhalt.
Es ist also nicht ganz eindeutig, ob das Wachstumsdefizit der pxmp4 Mutanten auf
Fettsduren auf einem Peroxisomen- oder Mitochondriendefekt basiert. Ersteres ist aber
wahrscheinlicher, da die verwendeten Fettsauren Olsaure (Cis) und Palmitinsaure (Cie) zu den
Langkettigen gehotren. Es ware interessant zu wissen, ob die pxmp4 Mutanten kurzkettige

Fettsaure metabolisieren konnen.

Tabelle 13: C. higginsianum Homologe von Enzymen der mitochondriellen -Oxidation
H. sapiens Enzym Accession des ahnlichsten Accession des ahnlichsten
(Accession; aa Identitat zu A. nidulans Homolog (aa C. higginsianum Homologs
Ch/zu An) Identitét zu Ch)
mitochondrial enoyl-CoA XP_663520.1 (59,8%) XP_018162748.1

hydratase (NP_004083.3;
49,1% / 49,9%)
short/branched chain specific XP_658428.1 (77,2%) XP_018150882.1
acyl-CoA dehydrogenase
(NP_001600.1; 48,5% / 48,5%)
hydroxyacyl-CoA XP_664612.1 (68,2%) XP_018160522.1
dehydrogenase (NP_005318.3;
39,4% / 36,0%)
mitochondrial acetoacetyl-CoA XP_661783.1 (44,4%) XP_018158589.1
thiolase (BAA01387.1; 50,9% /
43,4%)
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3.4. Der potentielle Effektor ChMc69 wird fur effiz  iente Penetration
der Wirtszelle bendtigt

Mithilfe der Sequenz des aus den phylogenetisch nah verwandten hemibiotrophen Pilzen M.
oryzae und C. orbiculare bekannten, sekretierten Effektorproteins Mc69 mit unbekannter
biochemischer Funktion [65] konnte im Genom von C. higginsianum ein hypothetisches Gen
identifiziert werden, welches vermutlich fir das entsprechende Ortholog kodiert. C.
higginsianum mc69 Knockoutmutanten waren signifikant weniger virulent gegen A. thaliana
und zeigten den Phanotyp einer Penetrationsmutante. Da Pflanzenzellen unter Appressorien
der mc69 Mutanten oft stark mit Trypanblau gefarbt waren (ein Merkmal toter Zellen ohne
intakte Plasmamembran [266, 267]), ist es durchaus denkbar, dass mc69 Appressorien beim
Versuch der Penetration von der Wirtszelle erkannt werden, woraufhin diese eine
hypersensitive Reaktion auslost. Moglicherweise besteht die Funktion von ChMc69 also darin,
die Erkennung der Pilzzelle durch den Wirt zu unterbinden. Basierend auf der Tatsache, dass
die mc69 Mutanten in seltenen Fallen in der Lage waren, eine lokal erfolgreiche Infektion mit
morphologisch unauffalligen Primar- und Sekundarhyphen hervorzurufen, ist die Funktion von
ChMc69 vermutlich auf die Pra-Penetrations- und Penetrationsphase der Infektion beschrénkt.
Neben M. oryzae und C. orbiculare [65] ist Mc69 damit fiir die Virulenz eines weiteren Pilzes
notwendig. Dabei scheint die Virulenzfunktion von Mc69 nicht wirtsspezifisch zu sein, da z.B.
CoMc69 nicht nur fir die Pathogenitat von C. orbiculare auf den Kirbisgewachsen
(Cucurbitaceae) Gurke und Melone notwendig ist, sondern auch fur die Infektion des
Nachtschattengewachses (Solanaceae) Tabak bendtigt wird [65]. Laut BLAST-Suche
existieren fur potentielle Orthologe von Mc69 kodierende Gene in den Genomen von
mindestens 60 weiteren sequenzierten Sordariomyceten (nicht gezeigt). Ein phylogenetischer
Baum einer Auswahl dieser Proteine ist in Abbildung 3.4 A dargestellt. Interessanterweise ist
darin ersichtlich, dass auch drei Pilze (N. crassa, S. macrospora und T. reesei) fir ein Ortholog
von Mc69 kodieren, obwohl sie nicht den Lebensstil eines Pathogens pflegen. Dies koénnte
entweder bedeuten, dass die Funktion von Mc69 nicht in allen Pilzen konserviert ist, dass
diese beiden Organismen aus einem pathogenen Urahn hervorgegangen sind oder dass Mc69
auch Funktionen wahrend des vegetativen bzw. saprophytischen Wachstums besitzt. Fur
letzteres spricht, dass MC69 in M. oryzae [65] und C. higginsianum (Paul Wollschlager,
persodnliche Mitteilung) auRer wahrend der Infektion auch in vegetativen Stadien wie in vitro
Appressorien und Myzel (in M. oryzae auch in Konidien) exprimiert wird. Allerdings konnten
bei den entsprechenden Mutanten keine vegetativen Defekte festgestellt werden [65]. Alle hier
untersuchten Mc69-Proteine enthalten zwei konservierte Cysteinreste (Abbildung 3.4 B), fir
die im Falle von MoMc69 bekannt ist, dass sie fiir die volle Virulenzfunktion dieses Proteins
bendtigt werden und mdoglicherweise fir die Stabilitdt des Protein nach der Sekretion

verantwortlich sind [65].
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Fur die M. oryzae und C. orbiculare Mc69-Proteine konnte aul3erdem gezeigt werden, dass
diese Proteine in die interface-Struktur des jeweiligen Pilzes sekretiert werden. So wird
CoMc69 wie CoNisl (ein Avirulenzfaktor der auf N. benthamiana Zelltod auslést) und CoDn3
(ein Unterdriicker dieser Avirulenzfunktion) in eine Ringstruktur sekretiert, die sich um den
Hals der Primarhyphe von C. orbiculare bildet [202]. Mutantenexperimente zeigten, dass diese
gerichtete, fokale Effektoransammlung durch Exozytose tber ER und Golgi bedingt ist und fr
die Virulenz dieses Pilzes vonndéten ist [202]. Auf der anderen Seite wird MoMc69 von der
invasiven Pilzhyphe sekretiert und im BIC angesammelt [65]. Von dort wird es allerdings nicht
in das Zytoplasma der Wirtszelle transloziert [65], wie es von anderen BIC-lokalisierten
Proteinen von M. oryzae bekannt ist [100, 101]. Da auch C. higginsianum mit den interfacial
bodies auf der Oberflache von Priméarhyphen eine zum BIC oder Hyphenring &hnliche
interface-Struktur besitzt [58], ware es interessant zu wissen, ob auch ChMc69 dorthin
sekretiert wird und ob damit auch die Anreicherung in Interfacestrukturen zwischen den
Spezies konserviert ist. Leider konnte diese Frage im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet
werden, da samtliche Versuche, fluoreszenzmarkierte ChMc69-Varianten herzustellen, nicht
erfolgreich waren. Da bisher nur versucht wurde, ChMc69-Fusionen ektopisch zu exprimieren,
wirde moglicherweise eine in locus Fusion von ChMC69 mit einem Reportergen zum Erfolg
fuhren. Allerdings miusste dabei bedacht werden, dass der geneigene ChMC69 Promotor

vermutlich eher schwach ist.
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Abbildung 3.4: Mc69-Orthologe existieren nur innerh alb der Sordariomyceten.

(A) Phylogenetischer Baum ohne Wurzel von pilzlichen Mc69-Proteinen. ChMc69 ist blau markiert. Der Baum wurde
mit einer Blosum80 cost matrix und dem Jukes-Cantor tree building Algorithmus erstellt. Die Accessions der
Proteine sind in Material & Methoden aufgelistet. Die Lange der Aste spiegelt die Aminosaurenaustausche pro
Stelle dar. GroRRenbalken = 0,06 Austausche. (B) Proteinalignment derselben Proteinsequenzen wie in A.

Konservierte Cysteinreste sind mit Pfeilen markiert. Von den 172 aa von C. sublineola Mc69 sind nur die ersten 64
dargestellt.

133



4. Material und Methoden

4.1. Organismen

Tabelle 14: Bakterienstamme

Stamm Genotyp Herkunft
E. coli XL-1 Blue endAl gyrA96(nalR) thi-1 Stratagene
recAl relAl lac ginv44 F[
::Tnl10 proAB+ laclq
(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+)
E. coli XL-10 Gold endAl ginVv44 recAl thi-1 Stratagene

gyrA96 relAl lac Hte
(mcrA)183 (mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 tetR F'[proAB
laclgz M15 Tnl1l0(TetR Amy
CmR)]

E. coli DH5 F- endAl glnV44 thi-1 recAl Life Technologies
relAl gyrA96 deoR nupG
80dlacZz M15 (lacZYA-
argF)u169, hsdR17(rK- mK+),
E. coli DB3.1 F- gyrA462 endAl ginv44 Invitrogen
(sr1-recA) mcrB mrr
hsdS20(rB-, mB-) aral4 galk2
lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5
leu mtll
A. tumefaciens AGL1 AGLO recA::bla pTiBo542 T [268]
Mop+ CbR
Arabidopsis thaliana:
Okotyp Columbia (Col-0)
Tabelle 15: Colletotrichum higginsianum  Stamme
Name Genotyp transformiertes Parental- Referenz
Plasmid stamm
CY5535 C. higginsianum MAFF 305635 [39]
vir-56 ATMT Insertionsmutante; T-DNA(S) pPK2 CY5535 [1]
upstream von ChPXMP4
vir-88 ATMT Insertionsmutante; pPK2 CY5535 [1]
hypomorphes ChMOB2 Allel
CY6021 ku80::natR pCK2831 CY5535 [1]
CY6158 ku80::natR hxt3::hygR pCK3354 CY6021 diese Arbeit
CY6168 ku80::natR hxtl::hygR pCK3380 CY6021 diese Arbeit
CY6187 ku80::natR sqtl::hygR pCK3498 CY6021 diese Arbeit
CY6284 vir-88 + pPN pCK2650 vir-88 diese Arbeit
CY6298 pPK2-pTef-MOB2-GFP pCK4010 CY5535 diese Arbeit
CY6331 vir-88 + pMOB2 pCK3110 vir-88 diese Arbeit
CY6332 vir-88 + pPN-pTef-GFP pCK3816 vir-88 diese Arbeit
CY6336 vir-88 + pPN-pTef-MOB2-GFP pCK4129 vir-88 diese Arbeit
CY6341 | pPK2-pTef-MOB2-GFP + pPN-pCcgl- pCK2662 CY6298 diese Arbeit
H1-mCherry
CY6345 pAce2-ACE2-mCherry pCK4158 CY5535 Lisa Knipfer,
Bachelorthesis
CY6353 ku80::natR ace2::mCherry pCK4185 CY6021 diese Arbeit
CY6354 ku80::natR ace2::mCherry pCK4185 CY6021 diese Arbeit
CY6355 ku80::natR ace2::mCherry pCK4185 CY6021 diese Arbeit
CY6409 ku80::natR cbkl1::CBK1-mCherry pCK4270 CY6021 diese Arbeit
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CY6414 ku80::natR moh2-5'ntr::hygR pCK4271 CY6021 diese Arbeit
CY6415 ku80::natR mobh2-5'ntr::hygR pCK4271 CY6021 diese Arbeit
CY6416 ku80::natR mobh2-5'ntr::hygR pCK4271 CY6021 diese Arbeit
CcYe6417 ku80::natR moh2-5'ntr::hygR pCK4271 CY6021 diese Arbeit
CY6430 pTef-ACE2-mCherry pCK4345 CY5535 diese Arbeit
CY6438 pPN-pTef-CBK1-mCherry pCK4350 CY5535 diese Arbeit
CY6441 vir-88 + pPN-pTef-CBK1-mCherry pCK4350 vir-88 diese Arbeit
CY6451 vir-88 + pPN-pTef-mCherry pCK4337 vir-88 diese Arbeit
CY6452 | pPK2-pTef-MOB2-GFP + pPN-pTef- pCK4350 CY6298 diese Arbeit
CBK1-mCherry
CY6456 pPN-pTef-mCherry pCK4337 CY5535 diese Arbeit
CcY6482 pMic1-MLC1-GFP pCK4446 CY5535 | Fabian Streller,
Bachelorthesis
CY6523 ku80::natR spa2::SPA2-GFP pCK4476 CY6021 | Fabian Streller,
Bachelorthesis
CY6543 ku80::natR pTef-MOB2-GFP pCK4494 CY6021 diese Arbeit
CY6614 ku80::natR mc69::hygR pCK4537 CY6021 Jasmin
Friedrich,
Bachelorthesis
CY6615 ku80::natR mc69::hygR pCK4537 CY6021 Jasmin
Friedrich,
Bachelorthesis
CY6616 ku80::natR mc69::hygR pCK4537 CY6021 Jasmin
Friedrich,
Bachelorthesis
CY6633 ku80::natR ace2::ACE2-mCherry pCK4160 CY6021 Lisa Knipfer,
Bachelorthesis
CY6649 ku80::natR ssdl::hygR pCK4577 CY6021 diese Arbeit
CY6678 ku80::natR cbk1::CBK1-6xHA pCK4666 CY6021 diese Arbeit
CY6681 ku80::natR cbk1::CBK1-6xHA pTef- pCK4666 CY6543 diese Arbeit
MOB2-GFP
CY6705 ku80::natR mob3::hygR pCK4686 CY6021 diese Arbeit
CY6706 ku80::natR mob3::hygR pCK4686 CY6021 diese Arbeit
CY6708 ku80::natR rmd1::hygR pCK4684 CY6021 Marlis Dahl,
persoénliche
Mitteilung
CY6709 ku80::natR rmd1::hygR pCK4684 CY6021 Marlis Dahl,
persoénliche
Mitteilung
CY6711 ku80::natR CH63R_07190::hygR pCK4689 CY6021 Marlis Dahl,
personliche
Mitteilung
CY6720 ku80::natR cbk1::CBK1-mCherry pCK4677 CY6409 diese Arbeit
mob2::MOB2-GFP
CY6722 pAce2-mCherry-ACE2 pCK4750 CY5535 diese Arbeit
CY6725 pAce2-GFP-ACE2 pCK4751 CY5535 diese Arbeit
CY6773 pTef-GFP-ACE2 pCK4752 CY5535 diese Arbeit
CY7099 ku80::natR mob2-5'ntr::hygR pTef- pCK4494 CY6414 diese Arbeit
MOB2-GFP
CY7101 ku80::natR mob2-5'ntr::hygR pTef- pCK4494 CY6415 diese Arbeit
MOB2-GFP
CY7104 ku80::natR pTef-MOB2-GFP pCK4494 CY6021 diese Arbeit
CY7110 ku80::natR ctsl::hygR pCK4816 CY6021 diese Arbeit
Cy7111 ku80::natR ctsl::hygR pCK4816 CY6021 diese Arbeit
CY7238 ku80::natR pxmp4::hygR pCK4872 CY6021 Bastian Foéhr,
Bachelorthesis
CY7239 ku80::natR pxmp4::hygR pCK4872 CY6021 Bastian Foéhr,
Bachelorthesis
CY7242 ku80::natR mobl::hygR pCK4865 CY6021 Bastian Foéhr,
Bachelorthesis
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CY7243 ku80::natR mob1l::hygR pCK4865 CY6021 Bastian Foéhr,
Bachelorthesis
CcY7277 pTef-GFP-SKL pCK5060 CY5535 diese Arbeit
CY7295 ku80::barR-GFP-SKL pCK5098 CY6021 diese Arbeit
CY7298 vir-56 + GFP-SKL (vermutlich pCK5098 vir-56 diese Arbeit
ektopisch integriert)
CY7302 ku80::barR-GFP-SKL pxmp4::hygR pCK5098 CY7238 diese Arbeit
CY7393 WT + pPN-pTef-PXMP4-GFP pCK5164 CY5535 Marlis Dahl,
persénliche
Mitteilung
CY7415 ku80::natR pxmp4::PXMP4-GFP pCK5182 CY6021 Marlis Dahl,
personliche
Mitteilung
CY7418 vir-56 + pPN-pTef-GFP pCK3816 vir-56 Marlis Dahl,
personliche
Mitteilung
CY7419 vir-56 + pPN-pTef-PXMP4-GFP pCK5164 vir-56 Marlis Dahl,
personliche
Mitteilung
CY7433 ku80::ChACE2-barR pCK5265 CY6353 diese Arbeit
ace2::mCherry
CY7434 ku80::barR ace2::mCherry pCK4939 CY6353 diese Arbeit
4.2. Plasmide und Plasmidkonstruktionen
Tabelle 16: Plasmide
Nummer | Synonym Beschreibung Marker Referenz
pCK202 pBKS pBluescript Il KS(+) Stratagene Clonig
Systems
pCK1091 pYM3 Quelle von 6xHA [269]
pCK1093 pYM5 Quelle von 3xMyc [269]
pCK1094 pYM6 Quelle von 9xMyc [269]
pCK2275 pPK2 Binares Plasmid fur Herstellung von hygR [148]
Insertionsmutanten
pCK2520 pMF280 Quelle von GFP [270]
pCK2549 g-RB Quelle von mCherry [271]
pCK2650 pPN Binares Plasmid; pPK2 Derivat natR [1]
pCK2662 pPN- Binares Plasmid fur Expression von natR Martin Korn,
pCcgl-H1- H1-mCherry; pPK2 Derivat personliche Mitteilung
mCherry
pCK3110 pMOB2 Binares Plasmid fur Komplementation natR Susanne Miller,
von vir-88 mit ChMOB2 Allel; pPK2 personliche Mitteilung
Derivat
pCK3272 | pOSCAR T-DNA Vektor fir BP-Reaktion [157]
pCK3273 pA-Hyg- hygR Markervektor fir BP-Reaktion hygR [157]
OSCAR
pCK3273 pA-Nat- natR Markervektor fiir BP-Reaktion hygR [157]
OSCAR
pCK3354 | pDelHXT3 Binares Plasmid fir Deletion von hygR diese Arbeit
ChHXT3; pOSCAR Derivat
pCK3380 | pDelHXT1 Binares Plasmid fiir Deletion von hygR diese Arbeit
ChHXT1; pOSCAR Derivat
pCK3498 | pDelSQT1 Binares Plasmid fir Deletion von hygR diese Arbeit
ChSQT1; pOSCAR Derivat
pCK3712 | pDelMOB2 Binares Plasmid fiur ChMOB2 hygR diese Arbeit
Deletion; pOSCAR Derivat
pCK3767 | pPN-polyA- Binares Plasmid mit Pyruvatkinase natR Paul Wollschlager,
rev polyA Site; pPK2 Derivat Bachelorthesis
pCK3768 | pPN-polyA Binares Plasmid mit Pyruvatkinase natR Paul Wollschlager,
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polyA Site; pPK2 Derivat

Bachelorthesis

pCK3769 pPK2- Binares Plasmid mit Pyruvatkinase hygR Paul Wollschlager,
polyA polyA Site; pPK2 Derivat Bachelorthesis
pCK3785 pPK2- Binares Plasmid fiir Expression von c- hygR Paul Wollschlager,
mCherry terminalen mCherry Fusionen; pPK2 Bachelorthesis
Derivat
pCK3786 | pPK2-GFP | Binares Plasmid fiir Expression von c- hygR Paul Wollschlager,
terminalen GFP Fusionen; pPK2 Bachelorthesis
Derivat
pCK3787 pPN- Binares Plasmid fiir Expression von c- hygR Paul Wollschlager,
mCherry terminalen mCherry Fusionen; pPK2 Bachelorthesis
Derivat
pCK3790 | pPN-GFP | Binares Plasmid fiir Expression von c- hygR Paul Wollschlager,
terminalen GFP Fusionen; pPK2 Bachelorthesis
Derivat
pCK3806 | pBIGAMRB Binares Plasmid, Quelle von barR barR [115]
rev
pCK3812 | pPK2-pTef- | Binares Plasmid fiir Uberexpression hygR Paul Wollschlager,
mCherry von c-terminalen mCherry Fusionen; Bachelorthesis
pPK2 Derivat
pCK3814 | pPK2-pTef- | Binares Plasmid fiir Uberexpression hygR Paul Wollschlager,
GFP von c-terminalen GFP Fusionen; Bachelorthesis
pPK2 Derivat
pCK3816 | pPN-pTef- Binares Plasmid fir natR Paul Wollschlager,
GFP Uberexpressionen von c-terminalen Bachelorthesis
GFP Fusionen; pPK2 Derivat
pCK3934 pA-Bar- barR Markervektor fir BP-Reaktion barR diese Arbeit
OSCAR
pCK4010 | pPK2-pTef- | Binares Plasmid fiir Uberexpression hygR diese Arbeit
MOB2- von pTef-MOB2-GFP; pPK2 Derivat
GFP
pCK4122 | pBKS-b2r- Vektor mit mCherry und polyA site Lisa Knipfer,
mCherry- flankiert von attB2 und attB1 sites fur Bachelorthesis
blr in locus Fusionen, pBKS Derivat
pCK4129 | pPN-pTef- | Bindres Plasmid fur Komplementation natR diese Arbeit
MOB2- von vir-88 mit pTef-MOB2-GFP; pPK2
GFP Derivat
pCK4158 pPN- Binares Plasmid fiir Expression von natR Lisa Knipfer,
pAce2- ACE2-mCherry; pPK2 Derivat Bachelorthesis
ACE2-
mCherry
pCK4160 | pINLOCUS | Binares Plasmid fir ACE2-mCherry in hygR Lisa Knipfer,
-ACE2- locus Fusion; pOSCAR Derivat Bachelorthesis
mCherry
pCK4185 | pDelACE2 Binares Plasmid fur Austausch von hygR Lisa Knipfer,
ChACE2 mit mCherry; pOSCAR Bachelorthesis
Derivat
pCK4270 | pINLOCUS | Binares Plasmid fur CBK1-mCherry in hygR diese Arbeit
-CBK1- locus Fusion; pOSCAR Derivat
mCherry
pCK4271 | pMOB2 T Binares Plasmid fur Insertion in den barR diese Arbeit
S ChMOB2 5'NTR; pOSCAR Derivat
pCK4275 | pDelCBK1 Binares Plasmid fiir Austausch von hygR diese Arbeit
ChCBK1 mit mCherry; pOSCAR
Derivat
pCK4337 | pPN-pTef- Binares Plasmid fir Uberexpression natR diese Arbeit
mCherry von c-terminalen mCherry Fusionen;
pPK2 Derivat
pCK4345 | pPN-pTef- Binares Plasmid fir Uberexpression natR diese Arbeit
ACE2- von ACE2-mCherry; pPK2 Derivat
mCherry
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pCK4350 | pPN-pTef- Binares Plasmid fir Uberexpression natR diese Arbeit
CBK1- von CBK1-mCherry; pPK2 Derivat
mCherry
pCK4387 | pBKS-b2r- Vektor mit GFP und polyA site diese Arbeit
GFP-b1r flankiert von attB2 und attB1 sites fur
in locus Fusionen, pBKS Derivat
pCK4446 pPN- Binares Plasmid fiir Expression von natR Fabian Streller,
pMic1- MLC1-GFP; pPK2 Derivat Bachelorthesis
MLC1-GFP
pCK4476 | pINLOCUS Binares Plasmid fur SPA2-GFP in barR Fabian Streller,
-SPA2- locus Fusion; pOSCAR Derivat Bachelorthesis
GFP
pCK4489 | pBKS-b2r- | Vektor mit 9xMyc-Tag und polyA site Jasmin Friedrich,
9Myc-b1r flankiert von attB2 und attB1 sites fur Bachelorthesis
in locus Fusionen, pBKS Derivat
pCK4494 Binares Plasmid fur Integration von barR diese Arbeit
pTef-MOB2-GFP in contig06386
(Position 2899 bis 3370); pOSCAR
Derivat
pCK4534 | pINLOCUS | Binares Plasmid fir CBK1-9xMyc in hygR Jasmin Friedrich,
-CBK1- locus Fusion; pOSCAR Derivat Bachelorthesis
MYC
pCK4537 | pDelMC69 Binares Plasmid fir Deletion von hygR Jasmin Friedrich,
ChMC69; pOSCAR Derivat Bachelorthesis
pCK4539 | pBKS-b2r- Vektor mit 6xHA-Tag und polyA site Jasmin Friedrich,
HA-b1r flankiert von attB2 und attB1 sites fur Bachelorthesis
in locus Fusionen, pBKS Derivat
pCK4543 | pBKS-b2r- Vektor mit 3xMyc und polyA site Jasmin Friedrich,
3Myc-b1r flankiert von attB2 und attB1 sites fur Bachelorthesis
in locus Fusionen, pBKS Derivat
pCK4577 | pDelSSD1 Binares Plasmid fur Deletion von hygR diese Arbeit
ChSSD1; pOSCAR Derivat
pCK4666 | pINLOCUS Binares Plasmid fur CBK1-6xHA in hygR diese Arbeit
-CBK1-HA locus Fusion; pPOSCAR Derivat
pCK4675 | pINLOCUS | Binares Plasmid flir MOB2-3xMYC in barR diese Arbeit
-MOB2- locus Fusion; pOSCAR Derivat
MYC
pCK4677 | pINLOCUS Binares Plasmid fir MOB2-GFP in barR diese Arbeit
-MOB2- locus Fusion; pOSCAR Derivat
GFP
pCK4684 | pDelRMD1 Binares Plasmid fiir Deletion von hygR diese Arbeit
ChRMD1; pOSCAR Derivat
pCK4686 | pDelMOB3 Binares Plasmid fiir Deletion von hygR diese Arbeit
ChMOB3; pOSCAR Derivat
pCK4710 pPN- Binares Plasmid fur Expression von natR diese Arbeit
mCherry-N n-terminalen mCherry Fusionen;
pPK2 Derivat
pCK4711 | pPN-GFP- Binares Plasmid fur Expression von natR diese Arbeit
N n-terminalen GFP Fusionen; pPK2
Derivat
pCK4712 pPK2- Binares Plasmid fur Expression von hygR diese Arbeit
GFP-N n-terminalen GFP Fusionen; pPK2
Derivat
pCK4715 pPK2- Binares Plasmid fiir Expression von hygR diese Arbeit
mCherry-N n-terminalen mCherry Fusionen;
pPK2 Derivat
pCK4728 pPN- Binares Plasmid fiir Expression von natR diese Arbeit
pAce2- n-terminalen mCherry Fusionen unter
mCherry-N ACE2 Promotor; pPK2 Derivat
pCK4730 pPN- Binares Plasmid fiir Expression von natR diese Arbeit
pAce2- n-terminalen GFP Fusionen unter
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GFP-N

ACE2 Promotor; pPK2 Derivat

pCK4739 | pPN-pTef- Binares Plasmid fir natR diese Arbeit
GFP-N Uberexpressionen von n-terminalen
GFP Fusionen; pPK2 Derivat
pCK4740 | pPN-pTef- Binares Plasmid fir natR diese Arbeit
mCherry-N Uberexpressionen von n-terminalen
mCherry Fusionen; pPK2 Derivat
pCK4750 pPN- Binares Plasmid fiir Expression von natR diese Arbeit
pAce2- mCherry-ACE2; pPK2 Derivat
mCherry-
ACE2
pCK4751 pPN- Binares Plasmid fur Expression von natR diese Arbeit
pAce2- GFP-ACEZ2; pPK2 Derivat
GFP-ACE2
pCK4752 | pPN-pTef- Binares Plasmid fur Uberexpression natR diese Arbeit
GFP-ACE2 von GFP-ACEZ2; pPK2 Derivat
pCK4814 | pDelACE2- Binares Plasmid fur Deletion von barR diese Arbeit
bar ChACE2; pOSCAR Derivat
pCK4816 | pDelCTS1 Binares Plasmid fir Deletion von hygR diese Arbeit
ChCTS1; pOSCAR Derivat
pCK4865 | pDelMOB1 Binares Plasmid fir Deletion von hygR Bastian Fohr,
ChMOB1; pOSCAR Derivat Bachelorthesis
pCK4872 | pDelPXMP Binares Plasmid fir Deletion von hygR Bastian Fohr,
4 ChPXMP4; pOSCAR Derivat Bachelorthesis
pCK4939 | pDelKU80- Binares Plasmid als Leervektor fur barR Diese Arbeit
bar Komplementation von ace2;
pOSCAR Derivat
pCK5060 | pPN-pTef- Binares Plasmid zur konstitutiven, natR Diese Arbeit
GFP-SKL ektopischen Expression von
peroxisomalem GFP; pPK2 Derivat
pCK5096 | pDelKU8O0- Binares Plasmid zur konstitutiven barR Diese Arbeit
bar-GFP- Expression von peroxisomalem GFP
SKL- im ku80 Lokus; GFP Kassette zeigt
von barR weg; pOSCAR Derivat
pCK5098 | pDelKU80- Binares Plasmid zur konstitutiven barR Diese Arbeit
bar-GFP- Expression von peroxisomalem GFP
SKL+ im ku80 Lokus; GFP Kassette in
Richtung barR; pOSCAR Derivat
pCK5153 | pDelMOB2 Binares Plasmid fiir Deletion von barR Diese Arbeit
-bar ChMOB2; pOSCAR Derivat
pCK5164 | pPN-pTef- Binares Plasmid zur konstitutiven natR Marlis Dahl,
PXMP4- Uberexpression von PXMP4-GFP; persénliche Mitteilung
GFP pPK2 Derivat
pCK5166 | pPN-pTef- Binares Plasmid zur konstitutiven natR Marlis Dabhl,
PXMP4- Uberexpression von PXMP4- personliche Mitteilung
mCherry mCherry; pPK2 Derivat
pCK5182 | pINLOCUS | Binares Plasmid fir PXMP4-GFP in hygR Marlis Dahl,
-PXMP4- locus Fusion; pPOSCAR Derivat personliche Mitteilung
GFP
pCK5249 | pPN-pTef- | Binares Plasmid fir Gensilencing von natR diese Arbeit
CBKlas ChCBK1; pPK2 Derivat
pCK5250 | pPN-pTef- | Binares Plasmid fur Gensilencing von natR diese Arbeit
MOB2as ChMOB2; pPK2 Derivat
pCK5265 pACE2 Binares Plasmid fiir Komplementation barR diese Arbeit

von ace2 mit ChACE2 im ku80
Lokus; pOSCAR Derivat
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Plasmidkonstruktionen

pMOB2 (pCK3110) wurde durch Klonieren eines Smal/Stul-verdauten PCR-Produkts
(amplifiziert mit Primern CK3092 + CK3093 und Wildtyp C. higginsianum DNA als Template)
in die Mssl Site von pPN (pCK2650) erhalten. Das Insert enthielt das ChMOB2 Wildtypallel
von -1374 bis +1797.

pPN-polyA-rev (pCK3767) wurde durch Klonierung eines EcoRV/Mssl verdauten PCR-
Produkts der C. higginsianum Pyruvatkinase polyA Site (amplifiziert mit Primern CK3706 +
CK3728 und Wildtyp C. higginsianum DNA als Template) in die Mssl Site von pPN (pCK2650)

erhalten. Orientierung: Mssl Site in Richtung der LB.

pPN-polyA (pCK3768) ist identisch wie pPN-polyA-rev (pCK3767) entstanden, nur dass das
polA Insert in der gegengesetzten Orientierung vorliegt. Orientierung: Mssl Site in Richtung
der RB.

pPK-polyA (pCK3769) identisch wie pPN-polyA (pCK3768), nur dass pPK2 als

Empfangervektor verwendet wurde. Orientierung: Mssl Site in Richtung der RB.

pPK2-mCherry (pCK3785) wurde durch Klonierung eines Mssl/Nael verdauten mCherry
PCR-Produkts (stammt urspringlich aus g-RB (pCK2549)) in die Mssl Site von pPK-polyA
(pCK3769) hergestellt.

pPK2-GFP (pCK3786) wurde durch Klonierung eines Mssl/Nael verdauten GFP PCR-
Produkts (amplifiziert von pMF280 [270] mit CK3709 + CK3747) in die Mssl Site von pPK-
polyA (pCK3769) hergestellt.

pPN-mCherry (pCK3787) wurde identisch zu pPK2-mCherry (pCK3785) hergestellt, nur dass
pPN-polyA (pCK3768) als Empfangervektor verwendet wurde.

pPN-GFP (pCK3790) wurde identisch zu pPK2-GFP (pCK3786) hergestellt, nur dass pPN-
polyA-rev (pCK3767) als Empféangervektor verwendet wurde.

pPK2-pTef-mCherry (pCK3812) wurde durch Klonierung eines Hpal/Mssl verdauten PCR-
Produkts des C. higginsianum Translation elongation factor 1 alpha Promotors (amplifiziert mit
Primern CK3778 + CK3779 und Wildtyp C. higginsianum DNA als Template) in die Mssl Site
von pPK2-mCherry (pCK3785) hergestellt.

pPK2-pTef-GFP (pCK3814) wurde identisch zu pPK2-pTef-mCherry (pCK3812) hergestellt,
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nur dass pPK2-GFP (pCK3786) als Empfangervektor verwendet wurde

pPN-pTef-GFP (pCK3816) wurde identisch zu pPK2-pTef-mCherry (pCK3812) hergestellt,
nur dass pPN-GFP (pCK3790) als Empfangervektor verwendet wurde.

pPN-pTef-MOB2-GFP (pCK4129) wurde durch Klonierung eines Mssl verdauten ChMOB2
PCR-Produkts (amplifiziert mit Primern CK3971 + CK3969 und Wildtyp C. higginsianum DNA
als Template) in mit Mssl linearisiertes pPN-pTef-GFP (pCK3816) hergestellt.

pBKS-b2r-mCherry-blr (pCK4122) wurde durch Klonieren eines Hindlll/EcoRV-
geschnittenen PCR-Produkts (amplifiziert mit Primern CK4104 + CK4105 und pPK2-pTef-
mCherry (pCK3812) als Template), welches mCherry und die polyA Site flankiert von attB2r
und attB1r enthielt, in mit Hindlll +EcoRV linearisiertes pBKS (pCK202) hergestellit.

pPN-pTef-mCherry (pCK4337) wurde identisch zu pPK2-pTef-mCherry (pCK3812)
hergestellt, nur dass pPN-mCherry (pCK3787) als Empfangervektor verwendet wurde

pBKS-b2r-GFP-blr (pCK4387) wurde identisch zu pBKS-b2r-mCherry-blr (pCK4122)
hergestellt, nur dass pPK2-pTef-GFP (pCK3814) als Template fur die PCR verwendet wurde.

pPN-pMIc1-MLC1-GFP (pCK4446) wurde durch Klonierung eines Mssl-verdauten PCR-
Produkts (amplifiziert mit Primern CK4411 + CK4412 und Wildtyp C. higginsianum DNA als
Template) in die Mssl Site von pPN-GFP (pCK3790) hergestellt.

pBKS-b2r-9Myc-b1r (pCK4489) wurde in zwei Schritten hergestellt. Zun&chst wurde ein
Mssl/KspAl verdautes 9xMyc PCR-Produkt (amplifiziert mit Primern CK4480 + CK4481 und
pYM6 (pCK1094) als Template) in Mssl-verdautes pPN-polyA-rev (pCK3767) kloniert.
AnschlieRend wurde ein mit dem entstandenen Plasmid als Template und CK4105 + CK4480
als Primer erhaltenes PCR-Produkt, welches 9xMyc und die polyA Site flankiert von attB2r und
attB1r enthielt, mit EcoRV/Hindlll geschnitten und in EcoRV/Hindlll-geschnittenes pBKS
(pCK202) kloniert.

pCK4494 wurde in zwei Schritten erhalten. Zunachst wurde ein Pstl verdautes PCR Fragment,
welches pTefl-MOB2-GFP-polyA enthielt (Primer CK4440 + CK4441 und pPN-pTef-MOB2-
GFP (pCK4129) als Template), in Pstl-linearisierten pA-Bar-OSCAR (pCK3934) kloniert. Das
resultierende Plasmid wurde dann in eine BP Clonase Reaktion mit pOSCAR [157] und zwei
Homologieregionen eines von ChMOB2 unabhé&ngigen Lokus auf contig06386 (hergestellt mit
Primern CK3666 + CK 3667 und CK3668 + CK3669). Knockout dieses Lokus (T-DNA-
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Insertionsort von vir-51) hatte keinen Phanotyp zur Folge.

pBKS-b2r-HA-b1r (pCK4539) wurde durch Klonierung eines Mssl/Stul-verdauten 6xHA PCR-
Produkts (amplifiziert mit Primer CK4511 + CK4512 und pYM3 (pCK1091) als Template) in
pBKS-b2r-9Myc-b1r (pCK4489), welches zum Ausschneiden des 9xMyc Tags mit Mssl/Stul

verdaut wurde, hergestellt.

pBKS-b2r-3Myc-b1lr (pCK4543) wurde identisch zu pBKS-b2r-HA-b1r (pCK4539) hergestellt,
nur dass das Insert mit Primern CK4509 + CK4510 und pYM5 (pCK1093) als Template

hergestellt wurde.

pPN-mCherry-N (pCK4710) wurde durch Klonierung eines EcoRV verdauten mCherry
Fragments (amplifiziert mit Primern CK4693 + CK4694 und pCK3812 als Template) in die Mssl
Schnittstelle von pPN-polyA (pCK3768) hergestellt.

pPN-GFP-N (pCK4711) wurde durch Klonierung eines EcoRV verdauten GFP Fragments
(amplifiziert mit Primern CK4693 + CK4694 und pCK3816 als Template) in die Mssl
Schnittstelle von pPN-polyA (pCK3768) hergestellt.

pPK2-GFP-N (pCK4712) wurde identisch zu pPN-GFP-N (pCK4711) hergestellt, nur dass
pPK-polyA (pCK3769) als Empfangervektor verwendet wurde.

pPK2-mCherry-N (pCK4715) wurde identisch zu pPN-mCherry-N (pCK4710) hergestellt, nur
dass pPK-polyA (pCK3769) als Empfangervektor verwendet wurde

pPN-pTef-GFP-N (pCK4739 ) wurde durch Klonierung eines Sgsl-verdauten pTef-Fragments
(amplifiziert mit Primern CK4716 + CK4717 und Wildtyp C. higginsianum DNA als Template)
in die Sgsl Site von pPN-GFP-N (pCK4711).

pPN-pTef-mCherry-N (pCK4740) wurde identisch zu pPN-pTef-GFP-N (pCK4739), nur dass
pPN-mCherry-N (pCK4710) als Empféangervektor verwendet wurde.

pPN-pTef-GFP-SKL (pCK5060) wurde durch Klonierung eines Mssl/Xhol geschnittenen
PCR-Produkts (amplifiziert mit Primern CK5036 + CK5037 und pPN-pTef-GFP-N (pCK4739)
als Template) in Mssl/Xhol geschnittenes pPN-pTef-GFP-N (pCK4739) hergestellt.
pDelKU80-bar-GFP-SKL- (pCK5096) wurde durch Klonieren eines Sall-geschnittenen PCR-
Produkts (amplifiziert mit Primern CK5088 + CK5089 und pPN-pTef-GFP-SKL (pCK5060) als
Template) in Sall geschnittenes pDelKU80-bar (pCK4939) hergestellt.
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pDelKU80-bar-GFP-SKL+ (pCK5098) ist identisch zu pDelKU80-bar-GFP-SKL- (pCK5096),

nur dass das Insert in der gegengesetzten Orientierung ligiert wurde.

pPN-pTef-PXMP4-GFP (pCK5164) wurde durch Klonierung eines Stul-geschnittenen
ChPXMP4 Fragments (amplifiziert mit Primern CK5038 + CK5039 und Wildtyp C.
higginsianum DNA als Template) in die Mssl Site von pPN-pTef-GFP (pCK3816) hergestellt.

pPN-pTEF-CBKlas (pCK5249) wurde durch Gibson Assembly [272] eines 787 bp Tef-
Promotor PCR-Produkts (amplifiziert mit Primern CK5223 + CK5224 und Wildtyp C.
higginsianum DNA als Template), eines 313 bp ChCBK1-Antisense Fragments (revers-
komplementar zum 3'-Ende von ChCBK1; hergestellt mit Primern CK5225 + CK5226 und
Wildtyp C. higginsianum DNA als Template) und Mssl-linearisiertem pPN-polyA-rev
(pCK3767) erhalten.

pPN-pTEF-MOB2as (pCK5250) wurde durch Gibson Assembly [272] eines 787 bp Tef-
Promotor Fragments (amplifiziert mit Primern CK5223 + CK5227 und Wildtyp C. higginsianum
DNA als Template), eines 400 bp ChMOB2-Antisense PCR Fragments (revers-komplementar
zum 3'-Ende von ChMOB2; hergestellt mit Primern CK5228 + CK5229 und Wildtyp C.
higginsianum DNA als Template) und Mssl-linearisiertem pPN-polyA-rev (pCK3767) erhalten.

PACE2 (pCK5265) wurde durch Klonierung eines Xhol-verdauten PCR Fragments
(amplifiziert mit Primern CK5221 + CK5222 und Wildtyp C. higginsianum DNA als Template),
welches das ChACE2 Gen zusammen mit 1066 bp upstream und 482 bp downstream
Sequenz enthielt, in die Sall Site von pDelKU80-bar (pCK4939) generiert.

Herstellung von Deletionsplasmiden:
Alle Deletionsplasmide wurden wie in 4.10.1 beschrieben mit den in Tabelle 17 aufgelisteten

Homologiebereichen hergestellt, mit folgenden Ausnahmen:

pDelACE2 (pCK4185) zum Austausch von ChACE2 mit mCherry wurde in zwei Schritten
hergestellt. Zunachst wurde eine ChACE2 upstream Region (amplifiziert mit Primern CK4118
+ CK4127 und Wildtyp C. higginsianum DNA als Template) in die Mssl Schnittstelle von pBKS-
b2r-mCherry-b1lr (pCK4122) kloniert. Das entstandene Plasmid wurde zusammen mit
pOSCAR, pA-Hyg-OSCAR [157] und einer ChACE2 downstream Region (hergestellt mit
Primern CK4125 + CK4126 und Wildtyp C. higginsianum DNA als Template) in die BP-

Reaktion eingesetzt.

pDelCBK1 (pCK4275) wurde identisch zu pDelACE2 (pCK4185) hergestellt, nur dass die
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upstream Region mit Primern CK4203 + CK4204 und die downstream Region mit Primern
CK4201 + CK4202 hergestellt wurden.

Tabelle 17: Fur die Konstruktion von  Deletionsplasm iden  verwendete

Homologieregionen
Nummer Plasmid Primer zur Herstellung der 5'- Primer zur Herstellung der 3'-

Region Region

pCK3354 pDelHXT3 CK3341 + CK3342 CK3343 + CK3344
pCK3380 pDelHXT1 CK3334 + CK3335 CK3336 + CK3337
pCK3498 pDelSQT1 CK3430 + CK3431 CK3432 + CK3433
pCK3712 pDelMOB2 CK3686 + CK3687 CK3688 + CK3689
pCK4271 pMOB2 TS CK3686 + CK3886 CK3887 + CK3777
pCK4537 pDelMC69 CK4504 + CK4505 CK4506 + CK4507
pCK4577 pDelSSD1 CK4568 + CK4569 CK4566 + CK4567
pCK4686 pDelMOB3 CK4626 + CK4627 CK4628 + CK4629
pCK4814 pDelACE2-bar CK4442 + CK4443 CK4125 + CK4126
pCK4816 pDelCTS1 CK4778 + CK4779 CK4780 + CK4781
pCK4865 pDelMOB1 CK4846 + CK4847 CK4848 + CK4849
pCK4872 pDelPXMP4 CK4860 + CK4861 CK4862 + CK4863
pCK4939 pDelKU80-bar CK4932 + CK4933 CK4934 + CK4935
pCK5153 | pDelMOB2-bar CK3686 + CK3687 CK3688 + CK3689

Herstellung von

in locus Plasmiden

Plasmide zur in locus Fusion von C. higginsianum Genen mit Reportergenen wurden in zwei

Schritten hergestellt. Zunachst wurde das jeweilige Gen (oder das 3'-Ende dieses Gens; siehe

Tabelle 18) als Mssl-Fragment (im Falle von pCK5182: als Stul Fragment) in die Mssl-

Schnittstelle eines der pBKS-b2r-Tag-blr-Vektoren (siehe Tabelle 18) Kkloniert.

Das

entstandene pBKS-b2r-GEN-Tag-blr-Plasmid wurde anschlielend zusammen mit pOSCAR,

pA-Hyg-OSCAR [157] und der entsprechenden 3'-Homologieregion (siehe Tabelle 18) in eine

BP-Reaktion eingesetzt (siehe auch 4.10.1).

Tabelle 18: Fur die Konstruktion von in Plasmiden verwendete
Homologieregionen und Vektoren
Nummer Plasmid Primer zur pBKS-b2r-Tag-blr Primer zur
Herstellung des Vektor Herstellung der 3'-
Gens von Interesse Region
pCK4160 pINLOCUS- CK4123 + CK4124 pBKS-b2r-mCherry- CK4125 + CK4126
ACE2-mCherry blr (pCK4122)
pCK4270 pINLOCUS- CK4199 + CK4200 pBKS-b2r-mCherry- CK4201 + CK4202
CBK1-mCherry blr (pCK4122)
pCK4476 pINLOCUS- CK4414 + CK4415 pBKS-b2r-GFP-b1r CK4416 + CK4417
SPA2-GFP (pCK4387)
pCK4666 pINLOCUS- CK4199 + CK4200 pBKS-b2r-HA-b1r CK4201 + CK4202
CBK1-HA (pCK4539)
pCK4677 pINLOCUS- CK3971 + CK3969 pBKS-b2r-GFP-b1r CK4558 + CK3689
MOB2-GFP (pCK4387)
pCK5182 pINLOCUS- CK5038 + CK5039 pBKS-b2r-GFP-b1r CK4862 + CK4863
PXMP4-GFP (pCK4387)
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4.3. Oligonukleotide und DNA-Leiter
Tabelle 19: Oligonukleotide

Name Sequenz von 5'nach 3 Verwendung
CK2575 CCTGAATGGCGAATGAGCTTGAGCTT T-DNA Primer fur Genome Walker PCR
CK2583 ACTATAGGGCACGCGTGGT AP2 Primer fur Genome Walker PCR
CK2668 GCCCTATTCTCGCTCGTCTTCC ChTUBULIN- RT-PCR Primer
CK2669 GGGCTCCAAATCGCAGTAAATG ChTUBULIN- RT-PCR Primer
CK2711 | ACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATC T-DNA Primer
CK3092 GTCCTCAAGGAAATGGTCACG Primer zur Amplifikation des ChMOB2
Wildtypallels
CK3093 GACATGGGGTGCATTATCACTT Primer zur Amplifikation des ChMOB2
Wildtypallels
CK3135 CATTCTGGGACAGGTGGTGGCA Primer zur Amplifikation einer vir-88 T-
DNA flankierenden Region
CK3334 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
CTAACAACCCACTCACGTGTCCA Homologieregion von ChHXT1
CK3335 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTCA Primer zur Amplifikation einer 5'-
GGCCCTTGGTCTCGTAGA Homologieregion von ChHXT1
CK3336 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTG Primer zur Amplifikation einer 3'-
AGATACCACCAGTTAGATACATG Homologieregion von ChHXT1
CK3337 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTCA Primer zur Amplifikation einer 3'-
GTGTGTACTTTCTTGGAAACCT Homologieregion von ChHXT1
CK3341 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
CTGTGACTCGGGAAGGGGAG Homologieregion von ChHXT3
CK3342 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
CTGTGACTCGGGAAGGGGAG Homologieregion von ChHXT3
CK3343 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTG Primer zur Amplifikation einer 3'-
TCTAAGCCGACGTCCCGTTGT Homologieregion von ChHXT3
CK3344 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTCG Primer zur Amplifikation einer 3'-
TCCGCCACGAGTCATGAG Homologieregion von ChHXT3
CK3430 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
GAATCTGTCCCAAATGCTGGCT Homologieregion von ChSQT1
CK3431 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTCC Primer zur Amplifikation einer 5'-
GAACCTCTCTGCGATGGGGA Homologieregion von ChSQT1
CK3432 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTG Primer zur Amplifikation einer 3'-
GCAGGCCCATCGTGGCACC Homologieregion von ChSQT1
CK3433 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTGC Primer zur Amplifikation einer 3'-
GTCGTTTTGCGCGTTTGCT Homologieregion von ChSQT1
CK3666 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
GACGACCCCAACGCCGACAG Homologieregion von contig06386
CK3667 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTGG Primer zur Amplifikation einer 5'-
ACGCAGAACGCAGGACGC Homologieregion von contig06386
CK3668 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTT Primer zur Amplifikation einer 3'-
GCAGCGCGAAATAGTCACA Homologieregion von contig06386
CK3669 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTAC Primer zur Amplifikation einer 3'-
CGACGCTGCGGAAGTTGG Homologieregion von contig06386
CK3686 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
CAGCAGTCACCATCAATCTTCAGAC Homologieregion von ChMOB2
CK3687 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTGA Primer zur Amplifikation einer 5'-
TTAGCTGACGGAGCCTCAAG Homologieregion von ChMOB2
CK3688 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTC Primer zur Amplifikation einer 3'-
GAGCCCTTCTACCACCTTAACC Homologieregion von ChMOB2
CK3689 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTGC Primer zur Amplifikation einer 3'-
TGCGCTTGGATGGTTCATTGT Homologieregion von ChMOB2
CK3689 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTGC Primer zur Amplifikation einer 3'-
TGCGCTTGGATGGTTCATTGT Homologieregion von ChMOB2
CK3706 | GGTTTAAACATGAGCCGCAGTTCGTGGG Primer zur Amplifikation der
TGAGT Pyruvatkinase polyA Sequenz
CK3728 | GGATATCAGTAAAATTGAATTGTCGGAAG Primer zur Amplifikation der
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C Pyruvatkinase polyA Sequenz
CK3709 | AGTAGGGTTTAAACATGGTGAGCAAGGG Primer zur Amplifikation des GFP CDS
CGAGGAGCTGTT
CK3710 | ATGCGGTTTAAACATGGTGAGCAAGGGC Primer zur Amplifikation des mCherry
GAGGAGGATA CDS
CK3746 | AATGCCGGCTTACTTGTACAGCTCGTCCA Primer zur Amplifikation des mCherry
TGCCG CDS
CK3747 | AATGCCGGCTTACTTGTACAGCTCGTCCA | Primer zur Amplifikation des GFP CDS
TGC
CK3777 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTA Primer zur Amplifikation einer 5'-
AGCTGCCAAACCGCCTGGCT Homologieregion von ChMOB2
CK3778 | TGGCCCGTTAACGACCATGCAGACATAC Primer zur Amplifikation des Tefla
CTAGTGT Promotors
CK3779 | ACTGTTTAAACTTTGGCGGTTCTGGATCG Primer zur Amplifikation des Tefla
AGTTGTGTGGT Promotors
CK3886 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTGG Primer zur Amplifikation einer 5'-
GCGTTGCTGTTGATCAATG Homologieregion von ChMOB2
CK3887 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTG Primer zur Amplifikation einer 3'-
CTTCCGGGGACAAGCTG Homologieregion von ChMOB2
CK3917 | ATAACTGCAGCTCGAGGTCGACAGAAGA Primer zur Amplifikation der Bialaphos
TG Resistenzkassette
CK3918 TTGGATCCTAAATCTCGGTGACGGGCA Primer zur Amplifikation der Bialaphos
Resistenzkassette
CK3951 | CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGT langer UPM, RACE PCR
GGTATCAACGCAGAGT
CK3952 CTAATACGACTCACTATAGGGC kurzer UPM, RACE PCR
CK3959 ACAACGAGGCCATCTACGAC ChTUBULIN- gRT-PCR Primer
CK3960 GGAGGAAACGACCTGAGCA ChTUBULIN- gRT-PCR Primer, cDNA
spezifisch
CK3969 | AAGTTTAAACCGGAAACGCCAGCCAGGT Primer zur Amplifikation von ChMOB2
G
CK3971 | AAGTTTAAACATGGACGACCAGGGTAGC Primer zur Amplifikation von ChMOB2
CK3983 | AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCG SMART Il A oligo, RACE PCR
GG
CK4048 ACTCCCCTTCTCTCGCCCACTCTA ChMOB2 RACE PCR
CK4049 | CCGAGGGAGATGGTAGGAGTTGAGGATG ChMOB2 RACE PCR
CK4104 | TTTTAAGCTTGGGGACAGCTTTCTTGTAC Primer zur Amplifikation von
AAAGTGGAAGTTTAAACATGGTGAGCAAG mCherry/GFP und polyA flankiert von
GGC attB2r und attB1r
CK4105 | TTTTGATATCGGGGACTGCTTTTTTGTAC Primer zur Amplifikation von
AAACTTGTATCAGTAAAATTGAATTGTCG mCherry/GFP und polyA flankiert von
GAAGC attB2r und attB1r
CK4118 | AAAAGTTTAAACGTGGAGGTCGAAACAAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
GATACA Homologieregion von ChACE2
CK4123 | AAAAGTTTAAACGCCCTACCCTTGCGAAT Primer zur Amplifikation von ChACE2
GCG
CK4124 | AAAAGTTTAAACCTGAGCTGCCGAAGAAA Primer zur Amplifikation von ChACE2
ACGT
CK4125 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTC Primer zur Amplifikation einer 3'-
AAAGCAGGGTAGTTGATTTCCTTTG Homologieregion von ChACE2
CK4126 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTCA Primer zur Amplifikation einer 3'-
CCGCCTAGTCTTCCGTTCCT Homologieregion von ChACE2
CK4127 | AAAAGTTTAAACTGTGTCGCAAGGTCGAG Primer zur Amplifikation einer 5'-
TC Homologieregion von ChACE2
CK4138 CGTCAATCTTGCCCGAGA ChMOB2 RT-PCR Primer
CK4144 ACGGTTTCGACTTCGACCT ChCTS1 RT-PCR Primer
CK4145 TTGGGGGTATCGGAGGCC ChCTS1 RT-PCR Primer
CK4148 ACAAGAAGGCAGGACTTTGC ChACE2 RT-PCR Primer
CK4150 CTGGACATCATCGGAGAGGC ChACE2 qRT-PCR und RT-PCR Primer
CK4183 GTCCCAGAATGTCCGCTG ChMOB2 RT-PCR Primer
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CK4199 | AAAAGTTTAAACAGGACATCACGCGGTTC Primer zur Amplifikation einer 5'-
T Homologieregion von Chk1
CK4200 | AAAAGTTTAAACCTCGGAAGTTGTTGTCG Primer zur Amplifikation einer 5'-
AAACG Homologieregion von Chk1
CK4201 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTT Primer zur Amplifikation einer 3'-
ATTCGCATCACCCTGGC Homologieregion von ChCBK1
CK4202 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTGC Primer zur Amplifikation einer 3'-
GAGCTGCGTGGGCTAT Homologieregion von ChCBK1
CK4203 | AAAAGTTTAAACGCCTCCTTGTTTGTCCC Primer zur Amplifikation einer 5'-
TG Homologieregion von ChCBK1
CK4204 | AAAAGTTTAAACTGTAAAGGTTTCGTCCT Primer zur Amplifikation einer 5'-
GACTC Homologieregion von ChCBK1
CK4411 | AAAAGTTTAAACCCATCGTCCGTCTCTTG | Primer zur Amplifikation von ChMicl mit
TTTACAT Promotor
CK4412 | TTTTGTTTAAACCGTTGGCGAGAATGGTG | Primer zur Amplifikation von ChMicl mit
CGA Promotor
CK4414 | AAAAGTTTAAACGCGGTTAAGGACATACA Primer zur Amplifikation einer 5'-
CGTCA Homologieregion von ChSPA2
CK4415 | ATATGTTTAAACCTGAGAAGTCATCGTCT Primer zur Amplifikation einer 5'-
CCATTGC Homologieregion von ChSPA2
CK4416 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTA Primer zur Amplifikation einer 3'-
ATTGGGCAAAAGCCTCCACC Homologieregion von ChSPA2
CK4417 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTA Primer zur Amplifikation einer 3'-
ATTGGGCAAAAGCCTCCACC Homologieregion von ChSPA2
CK4440 | AAAACTGCAGTAACGACCATGCAGACATA Primer zur Amplifikation von pTefl-
CCT MOB2-GFP-polyA
CK4441 | TATTCTGCAGTCGTTTCCCGCCTTCAGTT Primer zur Amplifikation von pTefl-
TAT MOB2-GFP-polyA
CK4442 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
GTGGAGGTCGAAACAAAGATACA Homologieregion von ChACE2
CK4443 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTTG Primer zur Amplifikation einer 5'-
TGTCGCAAGGTCGAGTC Homologieregion von ChACE2
CK4463 CTGGGAGGGCCACTTGAG ChMID2 RT-PCR Primer
CK4468 GATGAGACGCTTGGCATTGG ChMID2 RT-PCR Primer
CK4469 GGAACCTTCGTCAAGAGCCA ChSCW11 gRT-PCR und RT-PCR
Primer
CK4470 CTCCTTCCACTCGTCGTTGT ChSCW11 RT-PCR Primer
CK4480 | TTTTAAGCTTGGGGACAGCTTTCTTGTAC Primer zur Amplifikation von 9xMyc
AAAGTGGAAGTTTAAACTCCGGTTCTGCT
GCTAGTGGT
CK4481 | TTTTGTTAACAGGCCTTTAGCTAGTGGAT Primer zur Amplifikation von 9xMyc
CCGTTCAAGTCT
CK4502 TTTTTTTTTTTTTITTITTTITTTITTTTVN 5'-RACE CDS Primer
CK4504 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
CCGCCCTCAACTCTCACCGCAATCCCGC Homologieregion von ChMC69
CK4505 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTCC Primer zur Amplifikation einer 5'-
CTGCTCGCCTTTTCCTGCGGT Homologieregion von ChMC69
CK4506 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTT Primer zur Amplifikation einer 3'-
CATCGCACTCTATCCCGCCGTG Homologieregion von ChMC69
CK4507 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTTG Primer zur Amplifikation einer 3'-
GTCCGCCAGGAGCGAGGCTGCG Homologieregion von ChMC69
CK4509 | AAAAGTTTAAACTCTAGAGGTGAACAAAA Primer zur Amplifikation von 3xMyc
GTTGATT
CK4510 | TTTTAGGCCTCTAGACTCTAGATGATCCG Primer zur Amplifikation von 3xMyc
TTCA
CK4511 | AAAAGTTTAAACTCCGGTTCTGCTGCTAG Primer zur Amplifikation von 6xHA
ATA
CK4512 | TTTTAGGCCTTTAGCTAGAAGCGTAATCT Primer zur Amplifikation von 6xHA
GGAA
CK4516 CGAGTTCAAGTACCCCAACCA ChCTS1 gRT-PCR Primer, cDNA
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CK4517 TGGAAGTATGTGTCCGAAGTCG ChCTS1 gRT-PCR Primer
CK4520 CCTCATCAGGATGCAACAAACT ChACE2 gRT-PCR Primer, cDNA
spezifisch
CK4522 CGAGCACTACAGAAACCTCTGG ChMOB2 qRT-PCR Primer
CK4523 AGGTGAATGAGTGGTTCGCTC ChMOB2 gRT-PCR Primer, cDNA
spezifisch
CK4524 CCTTGCCGTTGCAGTTACC ChSCW11 gRT-PCR Primer
CK4558 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTG Primer zur Amplifikation einer 3'-
TGTATGCGCAAAACTTCACG Homologieregion von a ChMOB2
CK4566 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTA Primer zur Amplifikation einer 3'-
GTGGTGTCTTGATATGTACGGT Homologieregion von ChSSD1
CK4567 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTGC Primer zur Amplifikation einer 3'-
AGCACATCTGGGCACTTA Homologieregion von ChSSD1
CK4568 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTAG Primer zur Amplifikation einer 5'-
TCAAGCAGATGAAAGATTGGG Homologieregion von ChSSD1
CK4569 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
CGCGTCTCCCATCGTACC Homologieregion von ChSSD1
CK4626 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
CAGAGCAGCAAATGCAACCAT Homologieregion von ChMOB3
CK4627 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTTA Primer zur Amplifikation einer 5'-
AATGGGCGGGCAAGAGAG Homologieregion von ChMOB3
CK4628 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTTC Primer zur Amplifikation einer 3'-
GGCAAAACGGATGGGGA Homologieregion von ChMOB3
CK4629 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTA Primer zur Amplifikation einer 3'-
AGGAGGCATTATTGGGGGAAG Homologieregion von ChMOB3
CK4693 | AAAAGATATCGGCGCGCCATGGTGAGCA Primer zur Amplifikation von GFP und
AGGGCGAG mCherry
CK4694 | TTTTGATATCTTAGTTTAAACCCTTGTACA Primer zur Amplifikation von GFP und
GCTCGTCCATGC mCherry
CK4716 | AAAAGGCGCGCCGACCATGCAGACATAC Primer zur Amplifikation des Tef
CTAGTGT Promotors
CK4717 | AAAAGGCGCGCCTTTGGCGGTTCTGGAT Primer zur Amplifikation des Tef
CGAGTTGTGTGGT Promotors
CK4778 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
GGAGAAGGATGACCCCTAATGTGC Homologieregion von ChCTS1
CK4779 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTTG Primer zur Amplifikation einer 5'-
ATTGTAAGGTGGCCGAGGC Homologieregion von ChCTS1
CK4780 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTT Primer zur Amplifikation einer 3'-
GCGGAGGAACGATGATTTATGC Homologieregion von ChCTS1
CK4781 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTCG Primer zur Amplifikation einer 3'-
TTGGTTGACCTGAGAAACTTCC Homologieregion von ChCTS1
CK4846 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAAT Primer zur Amplifikation einer 5'-
CTGCACCGAGAGGACCA Homologieregion von ChMOB1
CK4847 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTGG Primer zur Amplifikation einer 5'-
TGTGCGGCAGTTGTTATC Homologieregion von ChMOB1
CK4848 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTT Primer zur Amplifikation einer 3'-
TGTCTGGGCGTTGGGGC Homologieregion von ChMOB1
CK4849 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTAA Primer zur Amplifikation einer 3'-
TCCAAACGAAACCCCGGA Homologieregion von ChMOB1
CK4860 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAA Primer zur Amplifikation einer 5'-
GAGAGGTGTAAGAAGGCGTAGA Homologieregion von ChPXMP4
CK4861 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTGT Primer zur Amplifikation einer 5'-
TATGGCAAGCCTCGGTAAT Homologieregion von ChPXMP4
CK4862 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTC Primer zur Amplifikation einer 3'-
GGGTATTGTGGCCTTTTCTT Homologieregion von ChPXMP4
CK4863 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTGT Primer zur Amplifikation einer 3'-
TTGACTGGATTCGTAAGGGG Homologieregion von ChPXMP4
CK4932 | GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGAAT Primer zur Amplifikation einer 5'-
CGAGGACGCGGAACATTGTGA Homologieregion von ChKU80
CK4933 | GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTCG Primer zur Amplifikation einer 5-'

ATGTAGACCGACGCCTCCTT

Homologieregion von ChKU80
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CK4934 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTTC Primer zur Amplifikation einer 3'-
GACCGACGCGAGATGTGGT Homologieregion von ChKU80
CK4935 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTGG Primer zur Amplifikation einer 3'-
ATTGTCGATCTTGGACACCAGGA Homologieregion von ChKU80
CK5036 | AAAAGTTTAAACTCCAAGCTCTAATCTAG Primer zur Amplifikation der SKL
AGATAAACATGAGCCGCAGTTC Sequenz
CK5037 TGATCTCGAGAAGTACTAGTGGCCA Primer zur Amplifikation der SKL
Sequenz
CK5038 | AAAAAGGCCTCAAAATGTCGCTCGCTGCT | Primer zur Amplifikation von ChPXMP4
CTTG
CK5039 | TTTTAGGCCTCCCTTGTTGTGCCAGATGA | Primer zur Amplifikation von ChPXMP4
AGTTG
CK5223 | TCGTTTCCCGCCTTCAGTTTGACCATGCA Primer zur Herstellung eines
GACATACCTAG Silencingkonstruktes von Mob2 und
Cbk1
CK5224 | CTTCCGATAGGTTTAAACTTTGGCGGTTC Primer zur Herstellung eines
TGGATCG Silencingkonstruktes von Cbk1
CK5225 | AACCGCCAAAGTTTAAACCTATCGGAAGT Primer zur Herstellung eines
TGTTGTCG Silencingkonstruktes von Cbk1
CK5226 | ACGAACTGCGGCTCATGTTTAAACTCGAG Primer zur Herstellung eines
GATCTGCAACACCGAGAAC Silencingkonstruktes von Cbk1
CK5227 | CGTTTCCTAAGTTTAAACTTTGGCGGTTC Primer zur Herstellung eines
TGGATCG Silencingkonstruktes von Mob2
CK5228 | AACCGCCAAAGTTTAAACTTAGGAAACGC Primer zur Herstellung eines
CAGCCAGG Silencingkonstruktes von Mob2
CK5229 | ACGAACTGCGGCTCATGTTTAAACTCGAG Primer zur Herstellung eines
TGCGCACAACTCGGCCAT Silencingkonstruktes von Mob2
3'RACE | AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30V 3'-RACE CDS Primer
CDS N
nUPM AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT nested universal Primer mix fir RACE
PCR
DNA-Leiter

GeneRuler 1kb (Thermo Fisher Scientific): 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 bp

Gene Ruler 100bp (Thermo Fisher Scientific): 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,

1000 bp

4.4. Enzyme und Antikorper

Tabelle 20: Enzyme

Enzym

Hersteller

Restriktionsenzyme

Thermo Fisher Scientific, New England Biolabs

Phusion DNA-Polymerase

Thermo Fisher Scientific

Tag DNA-Polymerase

Laborpréparation AG Koch

Pfu DNA-Polymerase

Promega

BP-Clonase Enzyme Mix

Invitrogen

T4 DNA-Polymerase

Thermo Fisher Scientific

T4 DNA-Ligase

Thermo Fisher Scientific

FastAP Alkaline Phosphatase

Thermo Fisher Scientific

T4 Polynukleotid Kinase

New England Biolabs

RNAase A

Thermo Fisher Scientific

Revert Aid H Minus Reverse Transcriptase

Thermo Fisher Scientific

DNAse

Ambion

Brilliant Il SYBR Green QPCR mastermix

Agilent Technologies
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TaKaRa ExTaqg TaKaRa
Proteinase K Invitrogen
Zymolyase 20T Amsbio
Tabelle 21: Antikdrper
Antikérper Hersteller
anti-GFP, Mix aus Klon 7.1 und 13.1 Roche applied Science
anti-HA 12CA5 Laborpréparation
anti-Myc 9E10 Laborpréparation
4.5. Kits
Tabelle 22: Kits
Kit Hersteller
QIAquick PCR Purification Kit Quiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Quiagen
QIAGEN Plasmid Mini Kit Quiagen
RiboPure Yeast RNA Purification Kit Ambion
High Prime Labelling Kit Roche
SYBR Green Brilliant 1l Agilent
NEBuilder HIFI DNA Assembly New England Biolabs

4.6. Puffer, Losungen und Kulturmedien

Tabelle 23: Puffer und Lésungen
Bezeichnung

Zusammensetzung

Modified Church and Gilbert

60,85 g/l NazHPO4

Buffer 24,65 g/l NaH2PO4
70 g/l SDS
20 ml EDTA, 0,5 M Lésung
Lagerung bei -20°C; vor Gebrauch Zugabe von 1% BSA
DNA-Auftragspuffer mit 10 mM Tris-HCI (pH 7.6)

Bromphonolblau

60 mM EDTA
60% Glycerin
0,03% Bromphenolblau

DNA-Auftragspuffer mit 10mM Tris-HCI (pH 7.6)
Xylencyanol 60 mM EDTA
60% Glycerin
0,03% Xylencyanol
GTE-Puffer

25 mM Tris/HCI (pH 8,0)
50 mM Glukose

10 mM EDTA
NaOH/SDS Ldsung 200 mM NaOH
1% SDS
KAc/HAC 2,55 M KAc
2,5 M HAc
20xSSC

175,32 g/l NaCl
88,22 g/l Trinatriumzitrat X 2 H20

50xTAE-Puffer 2 M Tris-Base
1 M Essigsaure
50 mM EDTA
10xTE-Puffer 100 mM Tris-HCI (pH 7,5)
10 mM EDTA

Diethylpyrocarbonate (DEPC)-
Wasser:

0,1 % (v/v) DEPC
2-mal fur 15 Minuten autoklavieren

Trypanblau-Farbelésung

100 g Phenol
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100 mg Trypanblau
100 ml Milchsaure
100 ml Wasser

Trypanblau Entfarbelésung

2,5 g/ml Chloralhydrat

Yeast Lysis Puffer

2% Triton X100
1% SDS
100 mM NacCl
10 mM TrisHCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

TB-Puffer

15 mM CaClz x 2 H20
25 mM KCI
10 mM PIPES
pH mit NaOH auf 6,7 einstellen

20x Salt Solution

2 g NH4Cl
0,6 g MgS04 x 7 H20
0,3 g/l KCI
0,026 g CaCl2 x 2 H20
1,1 ml FeSO4 (2,5 mg/ml)
Mit Wasser auf 100 ml auffiillen

200 mM Acetosyringon

196 mg Acetosyringon
5 ml DMSO

Saccharose-Wasser

50 g/l Saccharose

20xPuffer fur A. tumefaciens

609/l K2HPO4
20 g/l NaH2POg4
pH 7,0

10xPCR-Reaktionspuffer Y

200 mM Tris-HCI (pH 8,55)
160 mM Ammoniumsulfat
20 mM Magnesiumchlorid

0,1% Tween20

10xTBE

108 g/l Tris Base
9,3 g/ EDTA
55 g/l Borsaure

2xCTAB Extraction Buffer

200 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,5)
81,82 g NaCl
40 ml 500 mM EDTA (pH 8,0)
20 g CTAB

SDS-Solution

2% SDS
0,1 M Tris-HCI (pH 9,0)
0,05 M EDTA

SCE

1 M Sorbitol
0,1 M Natriumzitrat
0,06 M EDTA
mit NaOH auf pH 7 einstellen

SCE/Zymolyase/2-
Mercaptoethanol

1 ml SCE
3 mg Zymolyase (T20)
8 pl 2-Mercaptoethanol

DAB-Stammlésung

10 mg/mI DAB in 1 mM HCL

DAB-Férbelésung DAB-Stammldsung 1:10 in 100 mM KsPO4, (pH 5,8) verdiinnen

Natriumphosphat Puffer 6,23 g NazHPO4 x 2H20 mit MQ auf 500 ml auffillen (entspricht
0.07 M)
pH-Wert mit 0,07 M NaH2PO4 x 2 H20 (0,966 g/100 ml H20) auf

9 einstellen

Anilinblau-Farbelésung 0,05% Anilinblau (wéassrige Losung) 1/10 mit 0,07 M Natrium-

Phosphat Puffer (pH 9) verdiinnen

1M MES 19,52 g MES
Mit Wasser auf 100 ml auffillen, pH auf 5,6 mit KOH einstellen,

steril filtrieren

50% Glyzerin 50 g Glyzerin

Zugabe von 60 ml Wasser

Hexadekandiol 10 mM 1,16-Hexadekandiol in Methanol
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Tabelle 24: Kulturmedien
Bezeichnung

Zusammensetzung

TYE-Medium

5 g/l Hefeextrakt
10 g/l Trypton
8 g/l NaCl
15 g/l Agar fir Festmedium

Oatmeal Medium

50 g/l gemahlene Haferflocken
12 g/l Agar
als 250 ml Portionen in 1 Liter Erlenmeyerkolben 45 Minuten
autoklavieren

Czapek Dox Minimalmedium

50 g/l Czapek Dox (Fluka)

Kartoffelextrakt-Glucose-Agar
(PDA)

39 g/l PDA (Carl Roth)

Mathur‘s-Medium

11,2 g/l Glukose
1 g/l Bactopepton
0,8 g/l Hefeextrakt
2,5 g/l Mg2S0a4 x 7 H20
2,7 g/l KH2PO4

YEB-Medium

5 g/l Rinderextrakt
1 g/l Hefeextrakt
5 g/l Pepton aus Casein
5 g/l Saccharose
2 mM MgSOa4 (2 ml aus 1 M MgSOa)
15 g/l Agar

NSY-Glycerin

5 g/l Pepton
3 g/l Rinderextrakt
1 g/l Hefeextrakt
5 g/l Saccharose
70% Glycerin Endkonzentration

SOC-Medium

20 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
0,58 g/l NaCl |
0,19 g/l KCI
10 mM MgCl:
2,46 g/l MgSOa
4 g/l Glukose

Induktionsmedium (fest) fur
Agrobakterien

Wasseragar (3,75 g Agar in 222,5 ml H20, autoklaviert)
12,5 ml 20xSalt Solution
10 ml MES
2,5 ml Glyzerin (50%)
2,5 ml Glukose (1 M)
250 pl Acetosyringon (200 mM)

Induktionsmedium (flissig) fur
Agrobakterien

1 ml 20xSalt Solution
0,8 ml MES
0,2 ml Glyzerin (50%)
0,2 ml Glukose (1 M)
20 pl Acetosyringon (200 mM)
ad 20 ml mit MQ

Minimalmedium fur
Agrobakterien

450 ml Saccharose-Wasser
25 ml 20x Salt Solution
25 ml 20x Puffer fur A. tumefaciens

Minimalmedium fur C.
higginsianum

20 g/l Glucose
2,64 g/l (NH4)2SO04
1 g/l KH2PO4
0,5 g/l MgSO4
0,5 g/l KCI
0,15 g/l CaClz x 2 H20
3 mg/l ZnSO4 x 7 H20
3 mg/l FeSO4 x 7 H20
1,25 mg/l CuSO4 x 5 H20

350 pg/l MnSO4 x H20
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4.7. Antibiotika
Tabelle 25: Antibiotika

250 pg/l NazMoOa x 2 H20
20 g/l Agar
nach Autoklavieren zugeben:
2 ug/l Biotin
400 ug/l Thiamin

Name Hersteller Endkonzentration
Ampicillin Carl Roth 100 pg/ml fur E. coli
Kanamycin Carl Roth 75 pg/ml fur A. tumefaciens;
50 pg/ml fur E. coli
Hygromycin Wako 72 U/ml far C. higginsianum
Bialaphos Wako 20 pg/ml far C. higginsianum
Nourseothricin Jena Bioscience GmbH 100 pg/ml far C. higginsianum
Spectinomycin Sigma-Aldrich 100 pg/ml
Cefotaxim Duchefa Biochemicals 100 pg/ml
4.8. Accessions
Tabelle 26: Accessions von Mob-Proteinen
Organismus Mob1 Mob2 Mob3
Aspergillus fumigatus XP_ 755571 XP_ 752284 XP_755503
Aspergillus nidulans XP 663892 XP 658974 XP 663794
Candida albicans XP_719210 XP_719006 -
Colletotrichum gloeosporioides EQB45785 EQB44615 EQB58853
Colletotrichum graminicola XP_ 008096216 XP 008090231 XP_ 008091793
Colletotrichum higginsianum CCF39800 KP261084 CCF40036
Colletotrichum orbiculare ENH84350 ENH78236 ENH80571
Fusarium oxysporum f. sp. EWZ91117 EWZ91590 EXA01598

lycopersici

Magnaporthe oryzae

XP_003716843

XP_003709976

XP_003715285

Neurospora crassa Q9P601 2a: NCU03314 XP_962316
2b: NCUQ7460
Saccharomyces cerevisiae NP 012160 NP 116618 -
Sordaria macrospora XP_003350675 2a: XP_003345361 CBN80575

2b: XP_003346987

Schizosaccharomyces pombe

NP_595191

NP_587851

Ustilago maydis

XP_011391061

XP_011387502

XP_011386345

Verticillium dahliae

XP_009657797

XP_009649308

XP_009650325

Tabelle 27: Accessions von Pxmp4-Proteinen

Organismus Accession
Aspergillus fumigatus XP_ 747284
Aspergillus nidulans XP_659087
Candida albicans KGR02400
Colletotrichum gloeosporioides EQB50900

Colletotrichum graminicola

XP_008092891

Colletotrichum higginsianum

XP_018153481

Colletotrichum orbiculare ENH83592
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici XP_018232368

Homo sapiens NP_009169
Magnaporthe oryzae XP_003713428

Mus musculus NP 067509

Neurospora crassa XP_964371

Phytophthora infestans

XP_002906871
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Phytophthora sojae XP 009516009
Rattus norvegicus NP 757377
Sordaria macrospora XP_ 003352675
Ustilago maydis XP_ 011392083
Verticillium dahliae XP_009655449
Tabelle 28: Accessions von Mc69-Proteinen
Organismus Accession
Claviceps purpurea CCE31310
Colletotrichum gloeosporioides EQB54791
Colletotrichum graminicola XP 008093562
Colletotrichum higginsianum XP 018154316
Colletotrichum orbiculare BAL70272
Colletotrichum fioriniae XP_007602500
Colletotrichum sublineola KDN64989
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici XP_ 018237334
Magnaporthe oryzae XP_003720889
Neurospora crassa XP_965292
Trichoderma reesei ETS00958
Sordaria macrospora CCC10338
Verticillium dahliae XP_009651415

verschiedene Accessions: ChACE2 (KX863670), ChSSD1 (AB508804).

4.9. Computerprogramme und Internettools

In silico Arbeiten mit DNA- und Protein-Sequenzen (Primerdesign, Plasmidekonstruktion,

Alignments, phylogenetische Baume): Geneious 5.5.6 (Biomatters Limited)
BLAST-Suchen: NCBI Web BLAST [273]
Identifizierung von konservierten Domanen: NCBI conserved domain search [192]

Identifizierung von Signalpeptiden: SignalP 4.1 Server [203]

4.10. Methoden
4.10.1. Standardmethoden

Southern Blots, Plasmidisolationen, Plasmidverdaus und Ligationen wurden wie in [274]

beschrieben durchgefihrt.

BP-Reaktion:

BP-Reaktion zur Herstellung von Deletions- oder in locus-Fusionsplasmiden wurde in
Anlehnung an [157] wie folgt durchgefihrt: Eine attb2r + attblr flankierte upstream Region
(500 bis 1200 bp) des Gens von Interesse wurde zusammen mit 10 ng einer attb4 + attb3
flankierten downstream Region (500 bis 1200 bp) Gber eine QlAquick PCR Purification Kit
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(Quiagen) Saule gereinigt und die DNA-Konzentration per Agarosegel abgeschéatzt. 20 ng der
gereinigten Mischung wurden zusammen 60 ng Markervektor, 60 ng T-DNA-Vektor und 1 pl
BP Clonase Mix (Invitrogen) in insgesamt 5 pl gemischt und tber Nacht bei 18°C in einem
Thermocycler inkubiert. Fur in locus Fusion wurde statt der upstream Region ein pBKS-b2r-
GEN-Tag-b1r Plasmid in etwa equimolarer Menge zur downstream Region (je nach GrofR3e ca.
40-100 ng) verwendet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pl Proteinase K und Inkubation
fur 10 min bei 37°C gestoppt. 2 pl dieses Ansatzes wurden zur Transformation von 50 pl

kompetenten E. coli Bakterien verwendet.

4.10.2. Isolationen von Nukleinsduren

Isolation von DNA und RNA wurde wie in [1] beschrieben durchgefiihrt.

4.10.3. Wachstumsbedingungen

C. higginsianum Konidien und Myzel:

Fur die Gewinnung von Konidien wurde C. higginsianum auf Oatmeal-Platten fiir sieben Tage
bei 20-25°C in einem Inkubator (12 h Licht / 12h Dunkelheit, Temperatur andert sich im
Tagesverlauf) kultiviert. Konidientiter und -volumen wurden durch einen CASY-Zellzahler
bestimmit.

Zur Quantifizierung der Menge an gebildeten Konidien wurden 1000 Konidien in 100 pl MQ
auf ein Well einer 12-Well-OMA-Platte gegeben, durch Kippen verteilt und wie oben
beschrieben inkubiert. Nach 7 Tagen wurden séamtliche Konidien durch grindliches Abspulen
in 3-mal 500 ul MQ geerntet und gemessen. Jeder Stamm wurde in mindestens drei Replikaten
angeimpft.

Fur die Anzucht von axenischem Myzel wurden 2x10° Konidien in 100 ml Mathurmedium
angeimpft und fir 2 Tage bei 28°C und 160 rpm geschittelt.

Fur Stammkulturen von C. higginsianum wurden Konidien mit Wasser von Oatmeal-Platten

abgespilt und 1:1 mit NSY-Glycerin gemischt und bei -80°C aufbewahrt.

in vitro Appressorienbildung von  C. higginsianum :

Oatmeal-Platten mit C. higginsianum Konidien wurden fir mindestens einen Tag bei 4°C
gelagert. Konidien wurden mit MQ Wasser abgespult und der Zelltiter bestimmt und eingestellt.
Fur eine verbesserte Reproduzierbarkeit der Appressorienbildung wurden die verwendeten
Petrischalen mit Hexadekandiol beschichtet. Eine Ubersicht der verwendeten Petrischalen ist
in Tabelle 29 zusammengefasst. Die Platten wurden fiir 15-20 Stunden bei 25°C im Dunklen

inkubiert.
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Tabelle 29: Verwendete Petrischalen fir die in vitro Appressorienbildung von  C.
higginsianum

Petrischale Art-Nr. und Hexadekandiol Lésung Anzahl der
Bezugsquelle (100 pM in Methanol) Konidien
60x15 mm Cell Culture #83.1801.002; 1ml 1x108 Konidien in
Disc Sarstedt 5 ml MQ
145x20 mm #639102; Greiner bio- 5ml 2x107 Konidien in
Petrischale one 50 ml MQ
p-Dish 35mm, high #80131; ibidi 100 pl 1,2x10°% Konidien
in1mlMQ
p-Slide 18 Well, #81821; ibidi 8 pl 2000 Konidien in
uncoated 25 pl MQ

Fur die Bestimmung des Turgors von in vitro Appressorien wurde ein Zytorrhyse-Assay in 60
mm Petrischalen durchgefiihrt. Nach der Inkubationszeit wurde das Wasser entfernt und durch
Lésungen von PEG6000 (100 mg/ml bis 500 mg/ml) ersetzt. Nach 10 Minuten Inkubationszeit
wurde lichtmikroskopisch der prozentuelle Anteil kollabierter Appressorien bei jeder PEG6000

Konzentration bestimmt (5 biologische Replikate mit je >100 Appressorien pro Messpunkt).

Anzucht von A. thaliana :

Samen wurden auf Arabidopsis Erdmischung (65% Erde Typ P, 25% Sand, 10% Lavagrus)
ausgebracht und fir die Stratifizierung fur 48h bei 4°C dunkel und feucht inkubiert. Die
Samlinge wurden 10-12 Tage unter Kurztag-Bedingungen (8h (22°C) / 16h (19°C) Licht-
/Dunkelrhythmus) in Arabidopsis Chambers (Percival Scientific) angezogen. Nach dem
Pikieren in Arabidopsis Erdmischung wurden die Pflanzen drei Wochen in Phytokammern
(Gro-Bank; CLF, Weilheim) unter definierten Bedingungen (12 h Licht (22°C) / 12 h Dunkelheit
(19°C, 91 uE/m3s, 70% Luftfeuchtigkeit) angezogen. Pro Woche wurden die Pflanzen zweimal

gegossen, einmal davon mit 0,1% WUXAL-Super Diinger (Aglukon, Dusseldorf).

4.10.4. Transformationen

Transformation von Agrobakterien

Reaktionsgefalle mit 50 pl kompetenten Agrobakterien wurden aufgetaut und mit der zu
transformierenden Plasmid-DNA gemischt (ca. 1-2 pg). Nach 30 Minuten bei 0°C erfolgte ein
Kalteschock durch Einfrieren der Anséatze in flissigen Stickstoff und ein Warmeschock durch
sofortiges Auftauen bei 37°C. Es wurden 450 pl YEB-Medium hinzugegeben und bei 28°C fir
6 Stunden inkubiert. Der gesamte Ansatz wurde auf ca. 150 pl durch Zentrifugation
konzentriert, auf YEB-Platten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und fir 2 Tage bei
28°C inkubiert.

Agrobakterium tumefaciens -vermittelte Transformation von  C. higginsianum (ATMT)
Die Transformation von C. higginsianum wurde wie in [1] beschrieben durchgefihrt.

Transformanten wurden entweder auf PDA fur Hygromycinresistenz (72 U/ml Hygromycin +
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100 pg/ml Cefotaxim) und Nourseothricinresistenz (100 pg/ml Nourseothricin + 100 pg/ml
Cefotaxim) oder auf Minimalmedium fur Bialaphosresistenz (20 pg/ml Bialaphos + 100 pg/ml
Cefotaxim) selektioniert.

Zur Uberpriifung des Genotyps von C. higginsianum Knockout-, Insertions- oder in locus-
Transformanten wurden routinemafig folgende PCRs mit genomischen DNAs durchgefuhrt:
In einer PCR wurde Uberprift, ob das Wildtypallel des jeweiligen Gens nicht mehr vorhanden
ist. In einer weiteren PCR wurde mit einem Primer der mit dem Resistenzgen hybridisiert
zusammen mit einem Primer strangauf- oder abwérts der verwendeten Homologieregion
Uberprift, ob die Resistenzkassette in den richtigen Lokus integriert wurde. Bei Zweifeln wurde

dies in beide Richtungen durchgefuhrt.

4.10.5. Infektion von A. thaliana mit C. higginsianum

Sprihinfektion:

Konidiensuspensionen wurden in einer 20 ml Pump-Sprihflasche auf eine Konzentration von
1x10%ml eingestellt. Ca. 5 Wochen alte A. thaliana Pflanzen wurden in eine mit nassen
Papiertichern abgedichteten, Pflanzenschalen gestellt und gleichmaRig mit den
Konidiensuspensionen bespriiht (ca. 6-8 PumpstoRe pro Pflanze). Die Pflanzschalen wurden
mit Wasser gegossen und mit abgedichteten Hauben bedeckt. Die Pflanzen wurden nach 3

bis 5 Tagen geerntet.

Tropfinfektion:
Wie oben, nur dass drei bis vier Blatter mit je vier 10 pl Tropfen (500 Konidien pro Tropfen)

der Konidiensuspensionen infiziert wurden.

4.10.6. Histochemische Farbungen und Mikroskopie

Alle histochemischen Analysen wurden an einem Leica DMR HC Mikroskop (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) durchgefuhrt. Fir konfokalmikroskopopische Aufnahmen
wurde ein Leica TCS SP5 Il (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) mit HCX PL APO lambda
blue 63.0 x 1.20 Wasserobjektiv oder HCX PL APO CS 100 x 1.44 Olobjektiv verwendet. GFP
wurde mit der 488 nm Bande des Argonlasers angeregt und zwischen 498 nm und 556 nm
detektiert. mCherry wurde mit einem 561 nm DPS Laser angeregt und zwischen 571 nm und
637 nm detektiert.

Septen von C. higginsianum wurden mit Calcofluor-Weif3 (100-fach Verdiinnung mit PBS
Puffer einer 10 mg/ml Stammlésung in DMSO) wenige Minuten gefarbt und 3-mal mit Wasser

gewaschen. Die Fluoreszenz des Farbstoffs wurde mittels DAPI-Filter detektiert.
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Quantifizierung von C. higginsianum Infektionsstrukturen mittels Trypanblaufarbung:

A. thaliana Blatter wurden in 2 ml Safelock-Reaktionsgefallen mit eingestochenem Deckel
gelegt mit Trypanblaufarbelésung tberschichtet, fir 90 Sekunden bei 99°C erhitzt und fur 24
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Farbeldsung wurde entnommen und durch
Trypanblau-Entfarbeldésung ersetzt. Nach mindestens 24 Stunden wurden die Blatter mit
Wasser gewaschen und mikroskopiert.

Zur Quantifizierung der Infektionsstrukturen wurden pro Stamm drei Pflanzen und pro Pflanze
zwei Blatter nach 3 Tagen geerntet. Pro Blatt wurden mindestens 400 Appressorien und die
daraus gebildeten Priméar- und Sekundarhyphen gezéhlt. Die Prozentzahl der gebildeten
Primarhyphen (relativ zu Appressorien) und Sekundarhyphen (relativ zu Primérhyphen) ergab
sich aus dem Mittelwert der 3 Pflanzen.

Zur Quantifizierung der morphologischen Defekte von in planta Appressorien wurden pro
Stamm 5 Pflanzen infiziert und je zwei Blatter nach 3 Tagen geerntet. Es wurde der Anteil an
normalen und verformten Appressorien bei mindestens 80 Appressorien pro Blatt gezahlt. Der

Anteil ergab sich aus dem Mittelwert der 5 Pflanzen.

4.10.7. PCR-Techniken

Tabelle 30: Standard-PCR

Ansatz ca. 10-50 ng genomische DNA
1 ul je Primer (10 uM)
1 ul dNTPs (10 mM each)
5 pl 10xPCR-Reaktionspuffer Y
1 ul Taq Polymerase
Programm 1.4 min 94°C
2. 30 sec 94°C
3. 30 sec x°C (Primer Tm minus 1-2°C)
4. x sec 72°C (60 sec pro 1 kb Amplicon)
5. Schritt 2-4 noch 29-mal
6. 10 min 72°C

Analyse der Genexpression mittels semiquantitativer RT-PCR:

Die Synthese von cDNA erfolgte mit RevertAid H Minus RT Reverse Transkriptase aus 1 pg
Gesamt-RNA entsprechend des Herstellerprotokolls in insgesamt 25 pl. Zur Bestimmung der
enthaltenen Transkriptmenge wurde 1 pl cDNA mit einer PCR mit Primern spezifisch fir das
Gen von Interesse durchgefiihrt (siehe Standard-PCR, Tabelle 30). Die Transkriptmenge von
ChTUBULIN- (CH063 01222 / CH63R_13282) wurde als Referenz fir die enthaltene

pilzliche RNA verwendet.

Analyse der Genexpression mittels quantitativer RT- PCR:

cDNA wurde wie oben hergestellt. Je 5 pl cDNA (5-fach verdiinnt) wurde in Wells einer 96-
Well Platte vorgelegt. 15 pl einer Mischung aus SYBR Green Mastermix (10 ul), zwei
genspezifischen Primern (je 0,4 ul einer 10 uM Lésung) und 4,2 yul MQ wurde zugefligt. Jede
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Reaktion wurde in drei biologischen Replikaten (parallel, aber getrennt angezogenes
Zellmaterial) mit je drei technischen Replikaten (drei Reaktionen pro cDNA) durchgefihrt. Fur
die Messung der Fluoreszenz diente ein MX300 (Strategene). Die Effizienz der verwendeten
Primer flr quantitative Realtime PCRs wurde mittels einer Amplifikation einer
Verdinnungsreihe von Template und der automatischen Effizienzberechnung mittels
Standardkurven der MxPro Software (Stratagene) bestimmt. Die Berechnung der relativen
Expressionswerte erfolgte nach [275]. Fir die Normalisierung wurde das Expressionslevel von
ChTUBULIN- (CH063_01222 / CH63R_13282) verwendet.

Identifizierung von T-DNA-Insertionsorten mittels Ge nome Walker PCR

Der Adaptor (25 uM) wurde durch Annealing von zwei Oligonukleotiden (CK2580, CK2581)
hergestellt. Daftir wurde 12,5 pl CK2581 (100 uM) mithilfe von 3,75 ul 10X T4 DNA Ligase
buffer (Fermentas), 1 pl Polynucleotidkinase (New England Biolabs, 10 U/ul) und 20,25 pl MQ
fir 1h bei 37°C phosporyliert und die Reaktion bei 65°C fir 20 min gestoppt. Zu dieser
Mischung wurde dann 12,5 ul CK2580 gegeben und fur 5 min bei 95°C erhitzt.

Der Verdau der zu analysierenden chromosomalen DNA erfolgte Gber Nacht in 100 pl
Ansatzen mit 1 ug chromosomaler DNA und 50 U des verwendeten Restriktionsenzyms. Nach
dem Restriktionsverdau wurde die geschnittene DNA zweimal mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert und unter Zugabe von 20 pg Glykogen in 100%
Ethanol geféllt. Das DNA Pellet wurde in 10 pl 1XTE aufgenommen. 4 ul der geschnittenen
und gereinigten DNA wurden zusammen mit 2,6 pl des Adaptors (25 pM) in 8 pl Ansétzen tber
Nacht bei 16°C ligiert. Am néachsten Tag wurden die Proben fur 5 min auf 70°C erhitzt und
anschliel3end 72 pl 1xTE zugegeben. 1 ul dieses Ligationsansatzes wurde zusammen mit AP1
und einem T-DNA Primer fir die Genome Walker PCR eingesetzt. Das PCR-Programm ist in
Tabelle 31 zusammengefasst. Nach der Reaktion wurde das Produkt 50-fach verdiinnt und
als Template zusammen mit AP2 und einem zweiten T-DNA-Primer in die nested Genome
Walker PCR eingesetzt. Das PCR-Programm ist in Tabelle 31 zusammengefasst. Dort
erhaltene PCR-Produkte wurden per QlAquick Gel Extraction Kit aus dem Gel geschnitten und
entweder direkt sequenziert oder zuerst in pJet2.1 (CloneJetTM PCR Cloning Kit, Thermo
Fisher Scientific) oder pPGEM®-T Easy (pGEM®-T Easy Vector system, Promega) subkloniert

und dann sequenziert.

Tabelle 31: Genome Walker PCRs

Genome Walker PCR 1. 25 sec 94°C
2.3 min 72°C

3. Schritt 1-2 7-mal
4. 25 sec 94°C
5.3 min 66°C

6. Schritt 4-5 32-mal
7. 10 min 66°C

nested Genome Walker PCR 1. 25 sec 94°C
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2.3 min 72°C

3. Schritt 1-2 5-mal
4. 25 sec 94°C
5.3 min 66°C

6. Schritt 4-5 25-mal
7.10 min 66°C

Rapid Amplification of cDNA-Ends  (RACE PCR):

5- und 3'- RACE PCR wurde in Anlehnung an das SMART™ RACE cDNA Amplification Kit
User Manual (Clontech) wie folgt durchgefiihrt. 5-RACE PCR-ready cDNA wurde aus 1 ug
Gesamt-RNA hergestellt. Daftir wurde die RNA mit 1 ul 5°CDS Primer (12 uM, CK4502) und 1
ul SMART 11 A Oligo (12 uM, CK3983) in insgesamt 5 pl gemischt, fir 2 min auf 70°C erhitzt
und dann auf Eis gekihlt. Dazu wurde 2ul 5xFirst Strand Buffer, 1 ul DTT (20 mM), 1 pl dNTPs
(10 mM each) und 1 ul Powerscript Reverse Transcriptase (Clontech) gegeben und die Lésung
fur 1,5 h bei 42°C inkbuiert und die Reaktion durch Zugabe von 100 ul Tricin-EDTA-Puffer und
Inkubation fiir 7 min bei 72°C gestoppt. 3'-RACE PCR-ready cDNA wurde genauso hergestellt,
nur mit 1 pl 3'CDS Primer (12 uM) statt 5’CDS Primer und ohne das SMART Il A Oligo. 5'- und
3'-RACE PCRs wurden wie in Tabelle 32 beschrieben durchgefiihrt. Die Reaktionsprodukte
wurden 50-fach in Tricin-EDTA-Puffer verdinnt und in 5- oder 3'-nested RACE PCRs
eingesetzt (siehe Tabelle 32). Dort erhaltene PCR-Produkte wurden per QIlAquick Gel
Extraction Kit aus dem Gel geschnitten, in pJet2.1 (CloneJetTM PCR Cloning Kit, Thermo

Fisher Scientific) subkloniert und sequenziert.

Tabelle 32: RACE PCRs

RACE PCR nested RACE PCR
Ansatz 2,5 ul 5'- oder 3'-RACE PCR-ready cDNA | 5 ul 5'- oder 3'-RACE PCR-Produkt (50-
5 ulUPM (0,4 uM CK3951 + 2 uM fach verdiinnt)
CK3952) 5 pl nUPM Primer
1 pl genspezifischer Primer 1 ul genspezifischer nested Primer
1 yl Taq Polymerase 1 ul Taq Polymerase
1 pl dNTPs 1 pl dNTPs
5 ul 10xPCR-Reaktionspuffer Y 5 ul 10xPCR-Reaktionspuffer Y
ad 50 ul ad 50 pl
Programm 1.1 min 94°C 1. 4 min 94°C
2.2 min 72°C 2. 30 sec 94°C
3. Schritt 1-2 5-mal 3. 30 sec 62°C
4. 30 sec 94°C 4.2 min 72°C
5.30 sec 70°C 5. Schritt 2-4 25-mal
6.2 min 72°C
7. Schritt 4-6 5-mal
8. 30 sec 94°C
9. 30 sec 68°C
10. 2 min 72°C
11. Schritt 8-10 30-mal.

4.10.8. Co-Immunoprazipitation und Massenspektrometr  ie
Co-IP:
6 x 10° Konidien (einmal gewaschen) wurden in 300 ml flissigem Modified Mathur's Medium
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[276] angeimpft und fir 48h bei 28°C und 160 rpm im Wasserbad inkubiert. Das erhaltene
Myzel wurde durch Miracloth gefiltert, gewaschen, ausgedriickt und im Mdorser zu feinem
Pulver gemahlen. 200 mg Myzelpulver wurde in 1 ml IPP150 buffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0,
150 mM NacCl, 0,1% NP40) mit Complete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche) resuspendiert.
Alle folgenden Schritte wurden im Kidhlraum bei 4°C durchgefiihrt. Nach Zugabe von 500 pl
Glaskugeln wurde die Suspension fur 20 Minuten im Vibrax geschittelt und anschlieRend fir
10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, erneut
zentrifugiert und nochmals abgenommen. Zu diesem Rohextrakt wurden 50 pl magnetische
Pan Mouse IgG Dynabeads® gegeben und die Mischung fir 2h gerollt. Die Beads wurden
bereits am Vortag dreimal mit 1 ml PBS Puffer mit 5 mg/ml BSA gewaschen, anschlielend
Uber Nacht mit PBS/BSA Lésung inkubiert, welche entweder 2,5 pug Maus anti-GFP oder 2,5
Mg Maus anti-HA Antikdrper enthielt, und abermals dreimal gewaschen. Nach der Inkubation
mit dem Rohextrakt wurden die Beads 6-mal mit 1 ml IPP150 mit Proteaseinhibitor gewaschen.
Gereinigte Proteine wurden durch Inkubation fir 7 Minuten bei 95°C in 50 pl 3xSDS sample
buffer (300 mM Tris-HCI pH 6.8, 6% SDS, 30% glycerol, 60 pug/ml Bromophenol blue, 10% 2-

Mercaptoethanol) von den Beads eluiert.

Massenspektrometrie:

Myzel wurde wie oben beschrieben angezogen und geerntet. 400 mg Myzelpulver wurde in
1,5 ml IPP150 Puffer mit cOmplete™ Protease Inhibitor and PhosSTOP Phosphatase Inhibitor
Cocktails (Roche) resuspendiert und mit Glaskugeln fur 30 Minuten bei 4°C geschittelt. Nach
Zentrifugation bei 13000 rpm fir 10 Minuten wurde der Uberstand abgenommen, erneut
zentrifugiert und nochmals als Rohextrakt abgenommen. Der Rohextrakt wurde fir 2h mit anti-
HA Antikorper behandelten Dynabeads (siehe oben) bei 4°C invertiert. Die Beads wurden 6-
mal mit IPP150 Puffer gewaschen. Gereinigte Proteine wurden zweimal mit 50 pl 0,2 M Glycin-
HCI Puffer (pH 2,5) von den Beads eluiert und anschlieRend mit 10 pl 1 M Tris-HCI (pH 10,4)
neutralisiert. Tryptischer Verdau der eluierten Proben, deren Verarbeitung und die Nano-LC-
MS/MS Analyse wurde durchgefiihrt wie in [277] beschrieben. Rohdaten wurden mit Peaks7
(Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, ON, Canada) und einer C. higginsianum
Proteomdatenbank [38] bearbeitet. Die Sequenz von Cbkl-HA wurde manuell zu dieser
Datenbank hinzugefiigt. Zur Quantifizierung der Peakflachen wurden zwei Gruppen (CBK1-
HA vs. Parentalstamm) mit den jeweiligen zwei biologischen Replikaten verwendet. Die Werte
wurden mit dem Total lon Count normalisiert. Nur Proteine, die mindestens 10 mal 6fter in den
CBK1-HA Proben vorkamen und eine Signifikanz von mindestens 10 aufwiesen, wurden in die

Analyse miteinbezogen.
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Anhang

Anhang 1: Genome Walker PCR Sequenz von vir-88 (Susanne Miiller, personliche
Mitteilung)

Template: Pvull verdaute genomische vir-88 DNA, ligiert mit Adaptor

Primer CK2575 + CK2583
TATAGGGCNCGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTCTGTATCATTGTCTTCCNTGCTCA
TCCCTTCAGACGCCCTCTTTTGCAGTTTTTGCAAAATTATCCTTCAAATACTNNNTTCCAT
ACACAACTCAAATCCACCAAATCCTTCCCCCTCACTCCGTTTTGCCTTGCGGCCTAGAG
GTGCGAGGTCTCAGACATCCCTAGATTGCCAACACAAGCCAGCCCGCAGAGCCATGCC
TAGTCTGAGTCAATATCTCTCAACATGGATGGAGCAAGCCCTTGGCTTCTGGTACCGCC
CGGCAGCCGGCTTAGTGGTCGTTGTCACCATCACATTAGACATCTTCCTTTGCCTCGGA
GTGTTTATTGTGGCCTTGAGGCTCCGTCAGCTAATCAGACATTGATCAACAGCAACGCC
CIFAAACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCTGATCCAAGCTCAAGC
TCATTCG

Adaptor Sequenz
supercontigh277 (489-867)
Right Border (partiell
T-DNA Sequenz

Anhang 2: T-DNA flankierende Sequenz von  vir-88

Template: genomische vir-88 DNA

Primer: CK2711 + CK3135
TTTATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCG
CACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGAGCTTGAGCTTGG
ATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGTGTTIFINAAGCTGCCAAACCG
CCTGGCTCGAACAAGTCCCCGACGTCTTCTACCGCCGGTCAGCAACCTACGTCACCGA
CCGTTTCCCACGGAAGCCAATCGTCCACCAACCTCGCTCCCAAAGTCCCGCCTCTGCC
CAACTCCCCTTCTCTCGCCCACTCTATTGGCATGGACGACCAGGGTAGCTTGACCGAC
GGAGACAGCATCCTCAACTCCTACCATCTCCCTCGGCCCATGCCTATCTGGCTCAACTC
CAACTATGGCAAGCATATTGTCAAGGGCAACTTCATGACCCTCAGCGCGAGACCCAAGA
CGGTCGAGCAGGGCGAGTGGATCGCTCACCAGGGTAAGTAGCGACTCTATCACTGGTG
CCGTTTATCGCTAATGAGACGCAGTCGTCGAGCACTACAGAAACCTCTGGAATTTTGTT
CGTGTTCTCCACGAGAAGGAGGAGGATGGCTCGACTATCTGCAATGCCACCACCT

T-DNA Sequenz

Rright Border (partiell
supercontig5277 (880-1040)
ChMOB2 Sequenz

Anhang 3: ChMOB2 5'-RACE Sequenz
XXt oYX T Xoelelelele GACAAGCCGCCAAACCGCCTGGCTCGA
ACAAGTCCCCGACGTCTTCTACCGCCGGTCAGCAACCTACGTCACCGACCGTTTCCCA
CGGAAGCCAATCGTCCACCAACCTCGCTCCCAAAGTCCCGCCTCTGCCCAACTCCCCT
TCTCTCGCCCACTCTATTGGCATGGACGACCAGGGTAGCTTGACCGACGGAGACAGCA
TCCTCAACTCCTACCATCTCCCTCGG
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SMART Il A oligo|

supercontigh277 (877-1040)
ChMOB2 Startkodon
ChMOB2 CDS

Anhang 4: ChMOB2 3'-RACE Sequenz
ATGGACGACCAGGGTAGCTTGACCGACGGAGACAGCATCCTCAACTCCTACCATCTCC
CTCGGCCCATGCCTATCTGGCTCAACTCCAACTATGGCAAGCATATTGTCAAGGGCAAC
TTCATGACCCTCAGCGCGAGACCCAAGACGGTCGAGCAGGGCGAGTGGATCGCTCAC
CAGGTCGTCGAGCACTACAGAAACCTCTGGAATTTTGTTCGTGTTCTCCACGAGAAGGA
GGAGGATGGCTCGACTATCTGCAATGCCACCACCTGTCCCAGAATGTCCGCTGGAGCG
AACCACTCATTCACCTGGCTCAACAGTCGTCGGGAACCGGTCGAGCTTCCTGCCTTCGA
ATACATGACTCTTATGCAGAGATGGATCTCGGGCAAGATTGACGACACCAATATCTTCC
CGACCGACCCTTCGGGCGTCTCGTATGCGCACAACTCGGCCATCACCACGACGCCTCT
CTCGCAACTCACAAACCCCGGCGAGCCCGACTGGATCGGCAAGCGGTCCGGCTTTCCC
CAGAACTTTATCGACGTCTGCCAGACCATCTTCCGCCAGATGTTCCGCGTCTACTCCCA
CCTCTATTGGGCCCATTTTGTCGAGCCCTTCTACCACCTTAACCTGGAGAAGTCTCTCAA
CAGTTGCTTCAGTCACTTCATCCTGACTGCCACGGCTCTCGACATGCTCAAGCCCCACG
AGCTTGAACCCATGCAGCCTTTAATCGACCTCTGGGCTGCCAACGGCACCTTCCCTCCC
GAGTCGAAGGCTTACGAGTACGCCAACCTACGAGCTGGCGAGCGCCTGATGCACCTGG
CTGGCGTTTCCTAAGTGTATGCGCAAAACTTCACGGCACGGCTAGGAGGATTCAAAGTG
GGGTATTACGTTGCAACACGAATTCTGGTGTTCTGTGTCCTTGGGACTTGGGGGTAAAA
TTCTTGAACACTAGACTCGTCGATCATGTCCCCTTTTTCGCCATGGACGCCGGAACATT
CAAGACTGGAAAGAAGTACTAGAGGTTGGGAACCAACACGACAATGGCCCTHIYYYWA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTCTGCGTTGATACCACTGC

ChMOB2 Startkodon
ChMOB2 CDS
supercontigb5277 (1973-2186)

3 CDS prime
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