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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die pathogene Entwicklung von U. maydis, dem Erreger des Maisbeulenbrandes, wird durch
die Fusion von zwei haploiden Sporidien eingeleitet. Das entstehende Dikaryon ist in der
Lage, die Maispflanze zu infizieren. Diese Prozesse werden durch die beiden Paarungstyploci
a und b kontrolliert. Der biallelische a-Locus steuert iiber ein Pheromon-Pheromon-
rezeptorsystem die Zell-Zell-Erkennung und die anschlieBende Zellfusion. Der multiallelische
b-Locus kodiert fiir zwei Homeodominenproteine, bW und bE, die nur in bestimmten
Kombinationen die weiteren Entwicklungsschritte einleiten konnen. Wihrend des Paarungs-
prozesses induziert das Pheromonsignal die Ausbildung von Konjugationshyphen sowie die
Transkription der Gene im a- und b-Locus. Verantwortlich hierfiir ist der Transkriptionsfaktor
Prf1, der neben putativen PKA- mehrere MAPK-Phosphorylierungsstellen triigt, {iber die die
Aktivitdt des Proteins posttranskriptionell reguliert wird. In friiheren Arbeiten wurden der
MAP-Kinase Kpp2 sowie der MAPK-Kinase Fuz7 eine Rolle wihrend der Pheromonantwort
zugeschrieben — beide Komponenten konnten aber nicht in eine Kaskade eingeordnet werden.

In dieser Arbeit wurde mit Kpp4 eine MAPKK-Kinase charakterisiert, die fiir die Pheromon-
antwort benétigt wird. Mittels Epistasis-Analysen und biochemischen Untersuchungen
konnten Kpp4, Fuz7 und Kpp2 in ein MAPK-Modul eingeordnet werden, das an der
Weiterleitung des Pheromonsignals beteiligt ist. Ein Funktionsverlust in diesem Modul fiihrte
zum Ausfall der Konjugationshpyhenbildung und der Pheromon-induzierten Transkription
der b-Gene. Die Expression von konstitutiv-aktiven Fuz7-Varianten stimulierte hingegen die
Ausbildung von Konjugationshyphen-dhnlichen Filamenten sowie die Transkription der a-
und b-Gene. Kpp2 wurde nach Pheromonstimulation aktiviert und konnte Prfl in vitro
phosphorylieren. Interessanterweise wurde Prfl nicht fiir die Ausbildung der Konjugations-
hyphen benétigt — die Pheromonsignalweiterleitung verzweigt sich somit unterhalb von Kpp2.
Neben dem Kpp4/Fuz7/Kpp2-Modul ist der cAMP-Signalweg an der Pheromonsignal-
weiterleitung beteiligt und kontrolliert die Pheromon-abhéngige a-Genexpression, sowie die
Zell-Zellfusion. Damit wird in U. maydis das Pheromonsignal im Gegensatz zur Situation in
verwandten Organismen iiber zwei Signalweiterleitungssysteme iibertragen.

Das Kpp4/Fuz7/Kpp2-Modul ist auerdem fiir die pathogene Entwicklung von U. maydis
essenziell, auch in artifiziellen Situationen, in denen eine Zellfusion nicht erforderlich ist.
Nihere Untersuchungen zeigten, dass die Integritit des Moduls fiir die Ausbildung von
Infektionsstrukturen bendtigt wird, iiber die die Penetration der Pflanzenoberfldche erfolgt.
Wihrend dieser frithen Phase der Infektion haben die beiden eng verwandten MAP-Kinasen
Kpp2 und Kpp6 redundante Funktionen. Uberraschenderweise ist fiir eine erfolgreiche
Infektion die Phosphorylierbarkeit von Kpp2, nicht aber seine enzymatische Aktivitét
entscheidend.
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Signalweiterleitung in U. maydis

des Zellzyklus beteiligt und wird fiir die Adaption an Stresssituationen bendtigt. Unter
solchen Bedingungen verkiirzen U.maydis-Zellen ihre G,-Phase und wachsen filamentos,
crkl-Mutanten konnen hingegen weder ihren Zellzyklus noch ihre Morphologie anpassen
(Garrido und Pérez-Martin, 2003). So konnte die Anpassung der Zellmorphologie an dullere
Einfliisse in direktem Zusammenhang mit der Zellzykluskontrolle stehen (Abb. 35).

Zur Einleitung des sexuellen Lebenszyklus ist die Expression von Prfl entscheidend. Die
Aktivitit des prfl-Promotors wird dabei iiber PRE-Boxen von Prfl selbst und iiber die UAS
von anderen Transkriptionsfaktoren, z.B. Ncp1-3 bestimmt (Hartmann et al., 1996; Hartmann
et al., 1999). An dieser Regulation sind vermutlich Adrl und Kpp2 beteiligt, indem Adrl die
Grundaktivitdt von Prfl bestimmt und Kpp?2 iiber noch nicht definierte Faktoren die Expres-
sion von prfl reguliert. Die Bindung des Pheromons an einen passenden Rezeptor leitet die
Pheromonantwort ein und das Pheromonsignal wird iiber das cAMP-Modul und die MAPK-
Kaskade weitergeleitet (Abb. 36A). Dabei ist bis heute nicht klar, welche Signalkomponenten
direkt an den Pheromonrezeptor gebunden sind. Es ist aber durchaus vorstellbar, dass Gpa3
mit Bpp1 und einer noch nicht identifizierten Gy-Untereinheit und/oder Aktivatoren von Rasl
und Ras2 an Pral/2 gekoppelt sind (Abb. 36A).

In S. pombe ist bekannt, dass Ras1 und die Ga-Untereinheit Gpal gemeinsam an der Wei-
terleitung des Pheromonsignals auf die MAPK-Kaskade beteiligt sind (Xu et al., 1994). In S.
cerevisae beobachtet man eine Ras2p-vermittelte Verbindung zwischen dem Pheromon-
rezeptor und der Adenylatzyklase Cyrlp (Arkinstall et al., 1991; Papasavvas et al., 1992), das
Pheromonsignal wird aber iiber die Gf/y-Untereinheiten Ste4p/Stel8p auf die MAPK-
Kaskade iibertragen. Eine Aktivierung von Ras-Proteinen durch Sieben-Transmembran-
Rezeptoren wird auch in Sdugetierzellen beschrieben und das Verbindungsglied in diesem
System ist ein so genannter ,,guanyl nucleotide exchange factor* (GEF), der den GDP-GTP
Austausch in kleinen G-Proteinen fordert (Mattingly und Macara, 1996; Pak et al., 2002). So
ist vorstellbar, das in U. maydis stimulierte Pheromonrezeptoren das heterotrimere G-Protein
Gpa3/Bppl/? und iiber GEFs auch Ras1 und Ras2 aktivieren (Abb. 36A). Daraufhin wird die
Adenylatzyklase Uacl durch Gpa3[GTP] und Ras1[GTP] stimuliert, wihrend Ras2[GTP]
zusammen mit Ubc2 die MAPK-Kaskade aktiviert (Abb. 36A). Interessanterweise
unterscheiden sich Rasl und Ras2 in ihren Effektor-Bindestellen genau an den beiden
Aminosidurepositionen (Rasl D36E37; Ras2 E34T35), die in den beiden Ras-Proteinen Ras
und Rap aus Mammalia fiir die Spezifitit der Effektorbindung entscheidend sind (Nassar et
al., 1996).

Die Pheromonsignalweiterleitung iiber den cAMP-Signalweg und die Kpp4/Fuz7/Kpp2-
MAPK-Kaskade fiihrt dann zur Modifizierung von Prfl und damit zur Pheromon-induzierten
Transkription der a-Gene bzw. der b-Gene. Kpp2 muss zusitzlich noch weitere Faktoren
(Prf2-x) aktivieren, die fiir den Zellzyklusarrest und die Ausbildung der Konjugationshyphen
verantwortlich sind (Abb. 36A).
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Abbildung 36: Modellvorstellung der Signalweiterleitung in U. maydis wihrend der Pheromonantwort (A)
und der friihen Infektionsphase (B). Mogliche Interaktionen und Signalweiterleitungswege sind mit gestri-
chelten Pfeilen und Fragezeichen versehen. Die komplexen zelluldren Antworten sind in Késten beschrieben.

Nihere Erkldrungen, siche Text.

Nach der Zell-Zellfusion ist das Dikaryon in der Lage, auf der Pflanze filamentds zu
wachsen, um eine geeignete Stelle zur Appressorienbildung und anschlieender Penetration
der Pflanzenoberfliche zu finden. Die Ausbildung der Appressorien regulieren Kpp4 und
Fuz7 iiber die MAPK Kpp2, die Penetration aber iiber Kpp6 (Abb. 36B). Zusitzlich spielt
vermutlich der cAMP-Signalweg bei diesen Differenzierungschritten eine Rolle. Auacl-
sowie Agpa3-Mutanten verursachen in infizierten Pflanzen keinerlei Symptome und dringen
daher wahrscheinlich nicht in die Pflanze ein. In einer ganzen Reihe von verschiedenen
phytopathogenen Pilzen unterliegt die Ausbildung der Infektionsstrukturen einer
gemeinsamen Kontrolle von YERK1-MAP-Kinasen und cAMP-Signalkaskaden (Tucker und
Talbot, 2001; Xu, 2000). Von den bekannten Beispielen ist die Funktion der YERK1-MAPK
Pmk1 in M. grisea am besten verstanden. Pmk1 wird fiir die Entwicklung der Appressorien
und zusétzlich fiir das invasive Wachstum innerhalb der Reispflanze bendtigt (Xu und Hamer,
1996). In U. maydis hingegen scheinen diese Aufgaben zwischen Kpp2 und Kpp6 aufgeteilt
zu sein. Kiirzlich konnte in M. grisea der Transkriptionsfaktor Mst12 identifiziert werden, der
fiir die Regulation der Pflanzenpenetration, aber nicht fiir die Entwicklung der Appressorien
benotigt wird (Park et al., 2002). Der Phinotyp der MST'12-Mutanten in M. grisea ist also mit
dem Phinotyp von kpp6AEF-Mutanten in U. maydis vergleichbar. Daher liegt die Vermutung

nahe, dass in U. maydis die Penetration der Pflanzenoberfldche, sowie das invasive Wachstum
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Signalweiterleitung in U. maydis

ebenfalls iliber einen Transkriptionsfaktor kontrolliert wird, der von Kpp6 aber nicht von
Kpp2 reguliert wird (Abb. 36B).

Bisher konnte die Appressorienentwicklung von U. maydis nicht in vitro nachvollzogen
werden. Daher ist iiber die Signale, die in U. maydis iiber die Signalkaskaden weitergeleitet
werden und die Ausbildung der Appressorien stimulieren, bisher nichts bekannt. Im Gegen-
satz dazu konnten fiir M. grisea und verschiedene andere phytopathogene Pilze Reize identi-
fiziert werden, die eine Ausbildung von Appressorien in vitro induzieren. Der Rostpilz
Uromyces appendiculatus misst z.B. die physikalischen Eigenschaften der Pflanzenober-
flache, M. grisea und Colletotrichum gloeosporioides reagieren auf hydrophobe und harte
Oberfldchen, sowie chemische Signale wie Wachse (Gilbert et al., 1996; Hoch et al., 1987,
Kim et al., 2000b; Kolattukudy et al., 1995; Lee und Dean, 1994; Podila et al., 1993; Tucker
und Talbot, 2001). Um die Signale zu identifizieren, die in U. maydis die Ausbildung der
Appressorien induzieren, konnten die in dieser Arbeit hergestellten dominant-aktiven kpp4-
und fuz7-Allele hilfreich sein. So wire es moglich, dass die Expression dieser Allele eines der
stimulierenden Signale ersetzen konnte und U. maydis in solchen Situationen z.B. in der Lage

wire auf hydrophoben Oberflachen Appressorien auszubilden.
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Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Materialien und
Bezugsquellen

4.1.1 Medien, Losungen, Enzyme
und Kits

Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien
waren p.a. Qualitdt und wurden von den Firmen
Sigma, Merck, Fluka, Riedel-de-Haén und Roth be-
zogen; Einzelheiten siehe (Brachmann, 2001).

Puffer und Losungen

Standard-Puffer und Losungen wurden nach
(Ausubel et al., 1987) und (Sambrook et al., 1989)
hergestellt, Einzelheiten dazu siehe (Brachmann,
2001). Spezielle Puffer und Losungen sind unter
den jeweiligen Methoden aufgefiihrt.

Medien

Fiir die Kultivierung von E. coli wurden dYT- und
LB-Fliissigmedien und YT-Festmedium verwendet
(Ausubel et al., 1987; Sambrook et al., 1989).
Medienzusidtze wurden, soweit nicht anders ver-
merkt, in folgenden Konzentrationen eingesetzt:
Ampicillin (100 wg/ml), Chloramphenicol
(34 pug/ml) und X-Gal (40 pug/ml).

Fiir die Kultivierung von U. maydis wurden fol-
gende Medien verwendet, die wenn nicht anders
angegeben 5 min bei 121 °C autoklaviert wurden:

YEPS, -Medium modifiziert nach (Tsukuda et al., 1988):
10 g Yeast Extract
10 g Pepton
10 g Saccharose

mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und autoklaviert

PD-Medium:
24 g Potato Dextrose Broth
mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und autoklaviert

CM Vollmedium (Banuett und Herskowitz, 1989; Holliday,
1974):

1,5 g NH,NO;

2,5 g Casamino Acids

0,5 g DNA

1 g Yeast Extract

10 ml Vitamin-Losung (siehe unten)

62,5 ml Salz-Losung (siehe unten)

mit H,O auf 980 ml aufgefiillt

mit NaOH auf pH 70 eingestellt und autoklaviert

nach dem Autoklavieren:

20 ml 50 % (w/v) Glucose-Losung zugesetzt (f.c. 1 %)

NM Nitrat-Minimalmedium (Holliday, 1974):
3 g KNO;
62,5 ml Salz-Losung (siehe unten)
mit H,O auf 980 ml aufgefiillt
mit NaOH auf pH 7 0 eingestellt und autoklaviert
nach dem Autoklavieren:

20 ml 50 % (w/v) Glucose-Losung zugesetzt (f.c. 1 %)

AM Ammonium-Minimalmedium (Holliday, 1974):
3 g (NH,),SO,
62,5 ml Salz-Losung (siehe unten)
mit H,O auf 980 ml aufgefiillt
mit NaOH auf pH 7 0 eingestellt und autoklaviert
nach dem Autoklavieren:

20 ml 50 % (w/v) Glucose-Losung zugesetzt (f.c. 1 %)

Salz-Losung (Holliday, 1974):
16 g KH,PO,
4 g Na,SO,
8 g KCl
4 g MgS0O, x 7 H,0
1,32 g CaCl, x 2 H,0
8 ml Spurenelement-Losung (s. unten)
mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und sterilfiltriert

Spurenelement-Losung (Holliday, 1974):
60 mg H;BO;
140 mg MnCl, x 4 H,0
400 mg ZnCl,
40 mg NaMoO, x 2 H,0
100 mg FeCl; x 6 H,O
40 mg CuSO, x 5 H,0
Mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und sterilfiltriert

Vitamin-Losung (Holliday, 1974):
100 mg Thiamin
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Signalweiterleitung in U. maydis

50 mg Riboflavin

50 mg Pyridoxin

200 mg Kalziumpantothenat

500 mg p-Aminobenzoesdure

200 mg Nikotinsdure

200 mg Cholinchlorid

1000 mg myo-Inositol

Mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und sterilfiltriert

Regenerationsagar (Schulz et al., 1990):
a) Top-Agar:
1,5 % (w/v) Bacto-Agar
1 M Sorbitol
in YEPS, -Medium
b) Bottom-Agar:

wie a), zusitzlich doppelt konzentriertes Antibiotikum.

CM-CC aktivkohlehaltiges Vollmedium
(Banuett und Herskowitz, 1989; Holliday, 1974):

6 g NH,NO;

10 g Casamino Acids

1 g DNA

2 g Yeast Extract

20 ml Vitamin-Losung

250 ml Salz-Losung

10 g Aktivkohle

20 g Bacto-Agar

mit H,O auf 960 ml aufgefiillt

mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und autoklaviert

nach dem Autoklavieren:

40 ml 50 % (w/v) Glucose-Losung zugesetzt (f. c. 2 %)

PD-CC aktivkohlehaltiges PD-Medium:
24 g Potato Dextrose Broth
10 g Aktivkohle
20 g Bacto-Agar
mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und autoklaviert

Fiir Medien mit Arabinose als einziger Kohlen-
stoffquelle wurde nach dem Autoklavieren
Arabinose statt Glucose in einer Endkonzentration
von 1 % zugegeben. Fiir Festmedien wurde Bacto-
Agar in einer Endkonzentration von 2 %
zugegeben. Medienzusitze wurden, soweit nicht
anders vermerkt, in folgenden Konzentrationen
eingesetzt: Carboxin (2 ug/ml), Hygromycin
(200 wg/ml), ClonNAT (150 uwg/ml), Phleomycin
(40 pg/ml). (Im Fall der Selektion mit Phleomycin
auf Festmedien muss zusitzlich Tris-Cl pH 8,0 in
einer Endkonzentration von 100 mM zugesetzt
werden, da sonst das Antibiotikum wegen der
Ansduerung des Mediums durch U. maydis
inaktiviert wird.)
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Fiir die Kultivierung von S. cerevisiae wurden
folgende Medien verwendet:

Drop-out Mix:
2 g Alanin
2 g Arginin
2 g Asparagin
2 g Cystein
2 g Glutamin
2 g Glutaminséure
2 g Glycin
2 g Inositol
2 g Isoleucin
2 g Lysin
2 g Methionin
0,2 g p-Aminobenzoesédure
2 g Phenylalanin
2 g Prolin
2 g Serin
2 g Tyrosin
2 g Valin

Glucose-Minimalmedium (Kaiser ef al., 1994):
1,55 g Drop-out Mix
5 g (NH,),SO,
20 g Glucose
1,7 g Yeast Nitrogen Base
mit H,O auf 200 ml aufgefiillt und sterilfiltrieren

Raffinose-Minimalmedium (Kaiser et al., 1994):
1,55 g Drop-out Mix
5 g (NH,),SO,
20 g Galaktose
10 g Raffinose
1,7 g Yeast Nitrogen Base
Mit H,O auf 200 ml aufgefiillt und sterilfiltrieren

YEPD-Medium (Kaiser et al., 1994):
10 g Yeast Extract
20 g Pepton
mit H,O auf 960 ml aufgefiillt
nach dem Autoklavieren:
40 ml 50 % (w/v) Glucose-Losung zugesetzt (f. c. 2 %)
Mit 800 ml 1,4 % BiTec-Agar auf 1000 ml aufgefiillt

Die Hefe-Minimalmedien enthalten kein Adenin
(200 mg/1), Aspartat (100 mg/1), Histidin (20 mg/1),
Leucin (100 mg/l), Threonin (200 mg/l),
Tryptophan (20 mg/l) und Uracil (20 mg/1). Diese
Aminosduren wurden je nach Bedarf vor dem
Sterilfiltrieren in der in Klammern stehenden End-
konzentration zugegeben. Fiir Glucose- und



Material und Methoden

Raffinoseminimal-Festmedium wurden 800 ml
BiTec-Agar in einer Endkonzentration von 1.4 %
zu 200 ml Glucose- bzw. Raffinoseminimal-
medium zugegeben. Fiir YEPD-Festmedium wurde
BiTec-Agar in einer Endkonzentration von 1.4 %
zugegeben.

Enzyme

Restriktionsenzyme und T4-DNA Ligase wurden
von NEB Biolabs bezogen, alle iibrigen Enzyme
von Roche mit den Ausnahmen Superscript Reverse
Transkriptase (Gibco), Tag- (Laborpridparation),
TaqgPlus® Precision- und P fu-DNA-Polymerase
(Stratagene).

Verwendete Kits und sonstiges Material

Oligotex mRNA Midi Kit (Qiagen) zur Anreiche-
rung von polyA™ RNA, Advantage cDNA PCR Kit
(Clontech) fiir die Synthese des cDNA-Zweit-
strangs, QiaQuick PCR Purification Kit (Qiagen)
zur Aufreinigung von PCR-Produkten, JETsorb Kit
zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-
gelen, JETquick Plasmid Maxi- und Miniprep Kit
(Genomed) zur Pridparation hochreiner Plasmid-
DNA, JETquick General DNA Clean-Up Kit
(Genomed) zur Aufreinigung von Plasmiden vor
der Sequenzierung, TOPO-TA Cloning Kit
(Invitrogen) zur Klonierung von PCR-Produkten,
NEBlot Kit (NEB Biolabs) zur radioaktiven
Markierung von DNA-Fragmenten, BigDye Kit
(ABI) zur fluoreszenzmarkierten Sequenzierung,
Microspin S-200 und S-300 Sdulen (Amersham
Pharmacia Biotech) zur Aufreinigung von
radioaktiv markierten DNA-Sonden und Microspin
G-25 Siulen (Amersham Pharmacia Biotech) zur
Aufreinigung von radioaktiv markierten Oligo-
nukleotiden. Weiteres verwendetes Material ist un-
ter den jeweiligen Methoden beschrieben.

4.1.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen ARK,
Metabion und MWG synthetisiert, die Nukleotid-
sequenz ist jeweils vom 5'- in Richtung 3'-Ende
angegeben.

Folgende Oligonukleotide liegen alle im kpp4-
Locus und wurden zur Sequenzierung, cDNA-
Analysen, PCR und Mutagenese verwendet:

OPM2
TTG ACG

OPM4
CGA GAT

OPM11
CGC AAC

OPM12
TCG GCC

OPM13
GCT ATT

OPM19
GCA CTC

OPM20
CGT GGA

OPM21
AGG GCC

OPM22
GGC TGG

OPM23
GCA CAC

OPM24
CAT CAC

OPM25
CAT AGA

OPM31
CTC GTT

OPM32
TGT GTG
OPM33
CAG GCA

OPM34
GGC AGT

OPM40
CAA AGC

OPM41
AAC CTT

OPM42
CAC CCA

OPM43
GAC GTT

OPM44
CTT CAG

OPM45
GCG TAG

OPM46
CGA AGA

OPM47
GGC GAG

OPM48
AAC ACC

OPM49
AGG CAA

OPMS50
GGG CTC

TCG

CTT

TGC

CAC

CGA

GAT

TTT

GTG

GTT

CAC

CCcC

GGA

GAA

ATC

CAC

GGC

TCT

GCG

CccC

TAC

Ccca

CCG

GGC

GCG

GAA

AGT

TGT

CGG TGC

GAT ACC

CAT GGG

ATG

TCC

GAT

GGATGC GTG

TCC AAG

ACT GGC

TGA ACG

TCG AGG

GTC GAC

AAC GTG

ACA CGC

GCG TGC

CAG GCC

CGA GCG

GCT CCA

GGC GCA

CTC CGA

TGC ATC

TCG AGG

GAT GCG

GGG ACG

GCC GAC

CAG ATG

TAT CCT

GCC AAA

GAT CAA

TTC AAG

kpp4 (cDNA) rev2

TCG GTC TCG GAG CCA
kpp4-768
GCG TTA ACC GCG GGT

CCG

ACA

CGT

CAG

GAG

TAA

AGT

GCT

CGG

CAC

AGC

TCC

CAA

CTC

ACC

CGT

GTT

TG

CGA

GG C

CCG

AGC

ATT

TCC

GTG

AC
CccC

CGG

CG
TC

CGG

GC

GC

CG
AC
TC
CG

AC

G
GGA C

GG

AC
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kpp4-550

CGA CGC TTC AAG TCG TCC

kpp4+2239

GGT GAC CAT CCA TGG AAC C
kpp4+1376

CGT TTA CGA TGC GCG TCG

kpp4+974 (EcoRI)

CCG GAA TTC CGT CGA TCG GIC CAT GAC C
kpp4+964 (BamHI)

CGC GGA TCC GAC GAA GAG ATG CCG CTG G
kpp4+575

AGC GGA GGT GGT CGC ATC

kpp4+415

GTG AGA TGG AGA CGA CGC

kpp4+1368

GGA CAA CAC GAC GCG CAT

kpp4+1490 (BamHI)

CGC GGA TCC GCC TCT TCG CTG AAC GC
kpp4+1 (EcoRI)

CCG GAA TTC AGT GCT GCA ACA CCT ACC
kpp4+1186 (cDNA)

AAG AGG CAA AGG G

kpp4 POP 1

TGA TCC TCG CTG CCG CAC

kpp4 POP 11

CGT CGA GGA TGA CCG AGC

kpp4 -749 EcoRI

GAA TTC GTG TGA CAT GCA CGA TGT GC
kpp4+1 Notl

GCG GCC GCA CGT GTT GGG AGC TGA GTG
kpp4 Linker I

TAT GAG TGC TGC AAC ACC TAC CAG C
kpp4 Linker IT

CCG GGC TGG TAG GTG TTG CAG CAC TCA

kpp4 PS
AAG ATC CGC AAC TTC TTC GGC CAG CGA TCG CCC
TCA GAA CTC ATC

kpp4 +2239
GGT GAC CAT CCA TGG AAC C

kpp4 RA III
GCC TCT TCG CAG CGC TAT GC

kpp4 RA IV
CCA CAG GCA TGC GCT CAC C

kpp4 RAV
GCC GCT AGG CGG CTT GCC GAA TTC TTT GAG CAC
GCG CGC CAT GAC

Folgende Oligonukleotide liegen alle im fuz7-Locus
und wurden fiir PCR und zur Mutagenese verwen-
det:

fuz7EcoRI/BamHI-5’
GAA TTC GGA TCC ATG CTT TCG TCC GGT GCG

fuz7Ndel/Xhol-3’
GTC GAC GCG GCC GCC CTT CAT CCC ATC GGC CC

fuz7 DD
ACA TGT AGG TAC TTG TAC CAA CAA AGT CGT CTG
CGA TAT CGT TGA TGA GC

84

fuz7 +1 Ndel
CAT ATG CTT TCG TCC GGT GCG

Folgende Oligonukleotide liegen alle im kpp2-
Locus und wurden zur Sequenzierung, PCR und
Mutagenese verwendet:

kpp2 A

CAT GCC ATG GCA CAT GCC CAC GGA CAG C

kpp2 B

ATT TGC GGC CGC AAG ATC AAC GCA TGA TCT C
kpp2 C

CCA TCG TGT GGC AAC GAA TTC GGC CAT GAA ACC
c

kpp2 D
GGA GCT CTC CGA TGA CCA C

KS50RI
CTC GTG TCG CCA TCC GGA AGA TCA CCC CAT TCG
ATC AC

KS0RII
TGA CGC GAT GCA TGT CG G

KS0RIII
CAA AAG ACG CGT CGC TG C

kpp2 POP I
GAT GGT ATC GCG CAC CGG

kpp2 POP II
CTT GCG CCG ATT TCT GCC G

Folgende Oligonukleotide liegen alle im rasi-
Locus und wurden zur PCR und Mutagenese ver-
wendet:

Ras1-5'-Ndel
CAT ATG TCC AAA GCA CAA TTC TTG

Ras1-Q65L
GAC AGC TGT ATT CCT CGA GAC CAG CTG TAT CC

Ras1QLXhol
CCG CTC GAG GAA TAC AGC TGT CAG AAG G

Ras1-3'-Notl
GCG GCC GCT TAG AGA ACG ATA CAT TTC TGG

Folgende Oligonukleotide wurden zur PCR-Uber-
priifung von prfl“"-Stammen eingesetzt:

prfl POPI
ACG GAA CCA CTG CTC CGG

prfl POPII
GGA TGC CTC TTG AGA GGC

weitere Oligonukleotide:

OGW54

ACA TAT CTA GCG GCG CCG

Liegt im Riickgrat der Plasmide der frei-
replizierenden cDNA-Bank. Verwendet als dufleres
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Oligonukleotid zur Amplifikation von 3'-cDNA-
Enden.

OGWS5S

GTA CCG GTC TGT GCA CAC

Liegt im Riickgrat der Plasmide der frei-
replizierenden cDNA-Bank. Verwendet als inneres
Oligonukleotid zur Amplifikation von 3'-cDNA-
Enden.

OGWS56

CTG ATT TCC ACC CTC CCG

Liegt im Riickgrat der Plasmide der frei-
replizierenden cDNA-Bank. Verwendet als duf3eres
Oligonukleotid zur Amplifikation von 5'-cDNA-
Enden.

OGW57

TCT GAC CCT TCC GTT GCC

Liegt im Riickgrat der Plasmide der frei-
replizierenden cDNA-Bank. Verwendet als inneres
Oligonukleotid zur Amplifikation von 5'-cDNA-
Enden.

OAN74

GAG CAG TTC ATG ATG GTA AG

Verwendet zur PCR-Analyse von Integrationsereig-
nissen im ip-Locus.

OAN75

TTC GAG CTG GTT GCC TGC

Verwendet zur PCR-Analyse von Integrationsereig-
nissen im ip-Locus.

OAN76

CTA TGC GGC ATC AGA GCA G

Verwendet zur PCR-Analyse von Integrationsereig-
nissen im ip-Locus.

OAN77

TTC GCT CTA CCG ATG CCT T

Verwendet zur PCR-Analyse von Integrationsereig-
nissen im ip-Locus.

OANT78

TCT CCA AGC CAC GGT TCC

Verwendet zur PCR-Analyse von Integrationsereig-
nissen im ip-Locus.

REV24

TTC ACA CAG GAA ACA GCT ATG ACC
Hauptsdchlich zur Sequenzierung verwendetes
Oligonukleotid; liegt neben dem Polylinker von
pBS(+)SK, pUC19, pSL1180, pNEB193 und
pCR2.1-Topo.

UNI24

ACG ACG TTG TAA AAC GAC GGC CAG
Hauptsdchlich zur Sequenzierung verwendetes
Oligonukleotid; liegt neben dem Polylinker von
pBS(+)SK, pUC19, pSL1180, pNEB193 und
pCR2.1-Topo.

T7-24

GAA TTG TAA TAC GAC TCA CTA TAG

Zur Sequenzierung verwendetes Oligonukleotid;
liegt neben dem Polylinker von pSP72.

SP6-24

CAT ACG ATT TAG GTG ACA CTA TAG

Zur Sequenzierung verwendetes Oligonukleotid;
liegt neben dem Polylinker von pSP72.

MB69

TAC GTC GCC GIC CAG CTC G

Liegt im ORF von sgfp, wurde zur Sequenzierung
verwendet.

4.1.3 Stamme

4.1.3.1 E. coli-Stamme

Fiir samtliche Klonierungen wurde der Stamm
DH5a (Hanahan, 1985) verwendet, bei dem es sich
um ein Derivat des E. coli-Stammes K12 mit fol-
genden genetischen Markern handelt: F', endAl,
hsdR, hsdM, sup44, thi-1, gyrAl, gyrA96, relAl,
recAl, lacZ AM15. Fiir die Klonierung von PCR-
Amplifikaten in pCR2.1-Topo wurde der Stamm
TOP10 (Invitrogen) benutzt, ebenfalls ein E. coli
K12-Derivat mit dem Genotyp: F, mcrA, A(mrr-
hsdRMS-mcrBC), ®80lacZAM15, AlacX74, deoR,
recAl, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK,
rpsL(Str®), endAl, nupG.

Fiir die Uberexpression der GST-Fusionsproteine
wurde der Stamm, BL21::DE3[pLysS] (Novagen)
verwendet. Dieser Stamm ist ein Derivat des
Stammes E.coli B und trigt das pLysS (cam®)
Plasmid und hat folgenden Genotyp auf: F, ompT,
hsdS(rg- mg-), dem*, Tet"” gal(DE3), endA, Hte.

4.1.3.2 S. cerevisiae-Stamme

Fiir das ,,Two-Hybrid“-System mit den Plasmiden
pGAD424 und pGBTY9 wurde der Hefe-Stamm
Y153 verwendet (Bai und Elledge, 1997). Y153
weist folgenden Genotyp auf: MATa, gal4, gal80,
his3, trpl-901, ade2-101, ura3-52, leu2-3112,
URA3::GALlacZ. Fir das ,,Two-Hybrid“-System
mit den Plasmiden pLexA und pB42AD wurde der
Hefe-Stamm EGY48[p8op-LacZ] verwendet, der
mit dem Plasmid p8op-LacZ transformiert war
(Estojak et al., 1995; Clontech). EGY48 hat fol-
genden Genotyp auf: MATa, his3, trpl, ura3,
LexA6op:LEU2.
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4.1.3.3 Maisvarietiten (Zea mays spec.)

Fiir alle Spritzinfektionen wurde die Maisvarietdt Early Golden Bantam (Olds Seed Company, Madison,
Wisconsin, USA) verwendet.

4134 U. maydis-Stimme

Die Stamme in Tabelle 11 dienten in dieser Arbeit als Aussgangs- und/oder Teststimme, die in Tabelle 12
aufgelisteten Stimme wurden in dieser Arbeit hergestellt. In allen Stimmen wurden homolge
Rekombinationsereignisse durch Southern-Analyse bestitigt.

Tabelle 11: Ausgangsstimme

Stamm Genotyp Resistenz Referenz

FB1 al bl - Banuett und Herskowitz, 1989
FB2 a2 b2 - Banuett und Herskowitz, 1989
FB6a a2 bl - Banuett und Herskowitz, 1989
FB6 al b2 - Banuett und Herskowitz, 1989
CL13 al bBW2bE1 - Bolker et al., 1995a

SG200 al:mfa2 bW2bE] Phleo® Bolker et al., 1995b

HA103 al b°" Cbx®R Hartmann et al., 1996

RK32 a2 b3 - Schulz et al., 1990

RK1786 alpral::Tn5SH#3 b2 Hyg"® Bolker et al., 1992

FB2Agpa3 a2 b2 Agpa3 Hyg® Regenfelder et al., 1997
FBlgpa3q, al bl gpa3 gy, - Regenfelder et al., 1997
FB2Abpp1-2 a2 b2 Abppl-2 Nat® Miiller et al., 2003b
FB1Aubcl al bl Aubcl Nat® Hartmann et al., 1999

HA271 al bl prfl®" Chx® Hartmann et al., 1999

HA266 a2 b2 prfl<" Chx® Hartmann et al., 1999
FB1Akpp2-1 al bl Akpp2-1 Nat® Miiller et al., 1999
FB2Akpp2-1 a2 b2 Akpp2-1 Nat® Miiller et al., 1999
SG200Akpp2-1 al:mfa2 bW2bE1 Akpp2-1 Nat® Phleo® Miiller et al., 1999

FB1Aprfl al bl Aprfl Nat® Miiller et al., 1999

FB2Aprfl a2 b2 Aprfl Nat® Miiller et al., 1999
FBl1prfl1-El al bl prfl-El Hyg® Miiller et al., 1999
FB1prf1-M1 al bl prfl-MI Hyg® Miiller et al., 1999
FB1prfl-P1 al bl prfl-P1 Hyg"® M. Feldbriigge, p. Mitteilung
FB1prf1c™" al bl prfl" Hyg"® M. Feldbriigge, p. Mitteilung
FB1Akpp6 al bl Akpp6 Hyg® Brachmann, 2001
SG200Akpp6 al :mfa2 bW2bEI Akpp6 Hyg"® ,Phleo® Brachmann, 2001

FB1Afuz7 al bl Afuz7 Nat® G. Weinzierl, p. Mitteilung
FB2Afuz7 a2 b2Afuz7 Nat® G. Weinzierl, p. Mitteilung
SG200Afuz7 al:mfa2 bW2bEI Afuz7 Nat® Phleo® G. Weinzierl, p. Mitteilung
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4.14 Ausgangsplasmide

Samtliche Plasmide tragen eine Ampicillin-Resis-
tenzkassette zur Selektion in E. coli. Alle Klonie-
rungsschritte wurden durch Restriktionsanalyse
tiberpriift, alle eingebrachten PCR-Amplifikate
wurden sequenziert.

Klonierungsvektoren

pSP72 (Promega), pBS(+)SKII (Stratagene),
pTZ18R (Pharmacia), pTZ19R (Pharmacia),
pSL1180 (Pharmacia), pNEB193 (NEB), pCR2.1 -
Topo (Invitrogen).

Expressionsvektoren fiir E. coli

pET15b (Novagen) ist ein T7-Expressionsvektor
fiir E. coli, der die N-terminale Fusion eines hexa-
Histidin-Epitops erlaubt.

pPGEX-2T (Pharmacia) erlaubt die Expression von
GST-Fusionsproteinen in E. coli.

pGEX-Kpp2 (MF32)

(M. Feldbriigge, p. Mitteilung)

Diese Plasmid ermoglicht die Expression eines
GST-Kpp2-Fusionsproteins in E coli. Dieses Plas-
mid ist ein pGEX-2T-Derivat, das ein 1,3 kb
Ncol/Notl-Fragment aus p123kpp?2 trigt.
PGEX-Prfl,4; 55 (pPUMa98)

(M. Feldbriigge, p. Mitteilung)

Ein pGEX-2T-Derivat, das die Expression eines
GST-Prfl,,;_s¢6-Fusionsproteins in E . coli er-
moglicht.

pGEX-Kpp6C-term (pUMa 86)

(M. Feldbriigge, p. Mitteilung)

Ein pGEX-2T-Derivat, das die Expression eines
GST-Kpp6,.535-Fusionsproteins in E . coli er-
moglicht.

»» T'wo-Hybrid‘‘-Vektoren

pGAD424 (Bartel ez al., 1993)

Enthilt eine 2 u-Region, das LEU2-Markergen, den
ADHI-Promotor, gefolgt von einem Kernlokali-
sationssignal, der GALA4-Aktivierungsdomine,
einem Polylinker und dem ADHI-Terminator. Er-
moglicht die N-terminale Fusion der GAL4-
Aktivierungsdoméne an ein Protein der Wahl.
pGBT9 (Bartel ez al., 1993)

Enthilt eine 2 n-Region, das TRP1-Markergen, den
ADHI-Promotor, gefolgt von einem Kernlokali-
sationssignal, der GAL4-DNA-Bindedoméne,
einem Polylinker und dem ADHI-Terminator.
Ermoglicht die N-terminale Fusion der GAL4-
DNA-Bindedoméne an ein Protein der Wahl.

pLexA (Clontech)

Enthilt eine 2 u-Region, das HIS3-Markergen, den
ADHI-Promotor, gefolgt von der LexA-DNA-
Bindedomine, einem Polylinker und dem ADHI-
Terminator. Ermoglicht die N-terminale Fusion der
LexA4-DNA-Bindedomédne an ein Protein der
Wahl.

pB42AD (Clontech)

Enthilt eine 2 u-Region, das TRP1-Markergen, den
GALI-Promotor, gefolgt von einem Kernlokali-
sationssignal, einem (His),,-Epitop, dem B42-
Transaktivierungspeptid, einem Polylinker und dem
ADHI-Terminator. Ermoglicht die N-terminale
Fusion der B42AD-Peptids an ein Protein der Wahl.
p8op-lacZ

Enthélt eine 2 u-Region, das URA3-Markergen,
acht LexA-Operatorstellen gefolgt von dem LacZ-
Reportergen. Ermoglicht die Qautifizierung der
positiven Interaktionen im ,,Two-Hybrid*“-Test
anhand der LacZ-Expression.

pPGAD-Ras1 (J. Katzenberger, p. Mitteilung)

Ein pGAD424-Derivat, das die Expression von Fu-
sionsproteinen der GAL4-Aktivierungsdoméne mit
Ras1 ermoglicht.

pPGAD-Ras2 (J. Katzenberger, p. Mitteilung)

Ein pGAD424-Derivat, das die Expression von Fu-
sionsproteinen der GAL4-Aktivierungsdoméne mit
Ras2 ermoglicht.

pLexA-Kpp6 (M. Feldbriigge, p. Mitteilung)

Ein pLexA-Derivat, das die Expression eines
LexA-Kpp6 Fusionsproteins in S. cerevisiae er-
moglicht.

Spezielle Vektoren fiir das Arbeiten
in/mit U. maydis

pBS-hhn (J. Kémper, pers. Mitteilung)

Enthilt eine 1,9 kb Hygromycin-Resistenzkassette
als Sfil-Fragment.

pSL-Cbx(+), pSL-Cbx(-) (Brachmann, 2001)
Enthalten die Carboxin-Resistenzkassette als
1.939 bp Notl-Fragment in unterschiedlichen Ori-
entierungen.

pSL-Hyg(+), pSL-Hyg(-) (Brachmann, 2001)
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Enthalten die Hygromycin-Resistenzkassette als
2.896 bp Notl-Fragment in unterschiedlicher Ori-
entierung.

pNEB-Cbx(+), pNEB-Cbx(-) (Brachmann, 2001)
Enthalten die Carboxin-Resistenzkassette als
1.939 bp Notl-Fragment in unterschiedlichen Ori-
entierungen.

pNEB-Hyg(+), pNEB-Hyg(-) (Brachmann, 2001)
Enthalten die Hygromycin-Resistenzkassette als
2.896 bp Notl-Fragment, in unterschiedlichen Ori-
entierungen.

pNEB-Nat(+), pNEB-Nat(-) (Brachmann, 2001)
Enthalten die Nourseothricin-Resistenzkassette als
1.467 bp Notl-Fragment in unterschiedlichen Ori-
entierungen

pNEBUH (Weinzierl, 2001)

Dieses Plasmid ist ein pNEB193-Derivat, enthilt
eine Hygromycin-Resistenzkassette, die UARS und
ist damit ein frei-replizierendes Plasmid fiir U.
maydis.

pNEBUC (Weinzierl, 2001)

Dieses Plasmid ist ein pNEB193-Derivat, enthilt
eine Carboxin-Resistenzkassette, die UARS und ist
damit ein frei-replizierendes Plasmid fiir U. maydis.
pCU3 (Brachmann, 2001)

Enthilt das GFP-Gen unter der Kontrolle des tefl-
Promotors und des nos-Terminators, sowie eine
Carboxin-Resistenzkassette.

pCU4 (Brachmann, 2001)

Enthilt das GFP-Gen unter der Kontrolle des otef-
Promotors und des nos-Terminators sowie eine
Carboxin-Resistenzkassette.

pRU11 (Brachmann, 2001)

Enthédlt das GFP-Gen unter der Kontrolle des
3,5 kb-Fragmentes des crgl/-Promotors und des
nos-Terminators, sowie eine Carboxin-Resistenz-
kassette.

p123 (C. Aichinger, pers. Mitteilung)

Enthilt das GFP-Gen unter der Kontrolle des otef-
Promotors, des nos-Terminator, sowie eine
Carboxin-Resistenzkassette.

pG101 (Weinzierl, 2001)

Vektor fiir die frei-replizierende cDNA-Bank. Ent-
hilt den mfa2-Terminator.

Freireplizierende cDNA-Bank (Weinzierl, 2001)
Freireplizierende cDNA-Bank einer Kreuzung der
Stamme FB1 (al b1) und FB2 (a2 b2) nach Wachs-
tum auf aktivkohlehaltigem Vollmedium (fiir 12, 24
und 48 Stunden). Erstellt in Anlehnung an den
cDNA-Library-Kit von Clontech.
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Cosmidbank pUMcos* (Bolker et al., 1995a)
Cosmidbank des U. maydis-Stammes FBD11 (ala2
bib2).

Agt10 cDNA-Bank (Schauwecker et al., 1995)
cDNA-Bank des Stammes FBDI11 (ala2 b1b2)
nach Wachstum auf aktivkohlehaltigem Voll-
medium. Erstellt mit dem cDNA-Bank-Kit von
Amersham.

pkpp2H (Miiller et al., 1999)

Dieses pTZ19R-Derivat enthélt ein genomisches
4.4 kb Hindlll/HindIII-Fragment, das aus der
EMBL3-Phagen-Bank (Schulz et al., 1990) isoliert
wurde.

pKpp4H (P. Miiller, nicht verdffentlicht)

Dieses pTZ19R-Derivat triagt ein genomisches
5,3 kb HindlIl/HindIII-Fragment, das aus der
EMBL3-Phagen-Bank (Schulz et al., 1990) isoliert
wurde. Dieses Fragment umfasst 2,0 kb des kpp4-
ORFs und 3,2 kb 3’-Bereich.

pKpp4B (P. Miiller, nicht veroffentlicht)

Dieses pTZ19R-Derivat trdagt ein genomisches
7,4 kb BamHI/BamHI-Fragment, das aus der
EMBL3-Phagen-Bank (Schulz et al., 1990) isoliert
wurde. Dieses Fragment umfasst den gesamten
kpp4-ORF mit 2,1 kb 5°-Bereich und 0,6 kb 3°-
Bereich.

pFuz7S (pHA42)

(A. Hartmann, personliche Mitteilung)

Dieses Plasmid ist ein pSP72-Derivat und enthélt
ein genomisches 3,3 kb Sphl/Sphl-Fragment aus
pFuz7 (Regenfelder et al., 1997). Dieses Fragment
enthélt den fuz7-ORF und 1,8 kb 5’-Bereich sowie
0,2 kb 3’-Bereich.

pAfuz7 (pGEl)

(G. Weinzierl, personliche Mitteilung)

Diese Plasmid wurde fiir die Herstellung der fuz7-
Deletionsstaimme verwendet. pAfuz7 ist ein
pFuz7S-Derivat, in dem ein 0,9 kb Nael/Nsil-
Fragment, das den fuz7-ORF von +146 - +1057 bp
umfasst, durch die Nourseothricin-Resistenz-
kassette ersetzt wurde. Diese Kassette kam als
1,5 kb Srul/Pstl-Fragment aus pSL-Nat(+).
pRF-4.7H (Hartmann et al., 1999)

Ein pSP72-Derivat, das ein genomisches 4,7 kb
HindIll/HindIII-Fragment enthélt, welches den ge-
samten prfl-Locus umfasst.

pRF*" (Hartmann et al., 1999)

Enthalt prfl unter der Kontrolle des fefl-Promotors
und eine Carboxin-Resistenzkassette. Dieses Plas-
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mid kann dazu verwendet werden, in U. maydis das
endogene prfil-Allel mit prfl“" auszutauschen
MF29 (M. Feldbriigge, p. Mitteilung)

Enthélt prfil-E1-Allel unter der Kontrolle des tefl-
Promotors und eine Hygomycin-Resistenzkassette.
Dieses Plasmid kann dazu verwendet werden, in
U. maydis das endogene prfi-Allel mit prfl" aus-
zutauschen

pUbcl (Hartmann et al., 1999)

Ein pTZ19R-Derivat, das ein genomisches 3,6 kb
EcoRI/EcoRI-Fragment des ubcl-Locus enthilt.
pRaslE (Miiller et al., 2003a)

Ein pTZ18R-Derivat, das ein genomisches 3,5 kb
EcoRl/EcoRI-Fragment enthilt, welches den ge-
samten ORF von rasl sowie 1,3kb 5” und 1,4 kb
3’-Bereiche umfasst.

Plasmide fiir die Herstellung von
Hybridisierungssonden

pCBX122 (Keon et al., 1991)

Ein Derivat von pCM54, das anstatt der Hygro-
mycin- eine Carboxin-Resistenzkassette als 3,2 kb
EcoRl/ HindIlI-Fragment und eine UARS enthilt.
pfrb34 (Brachmann, 2001)

Enthélt ein 1.055 bp EcoRI/EcoRI-Fragment des
Amplicons frb34, das in pCR-Topo kloniert wurde.
pSP4,2EcoRYV (Bolker et al., 1992)

Enthilt ein 4,2 kb EcoRV-Fragment aus dem al-
Locus.

pTZa2Xhol3,5#3 (Bolker et al., 1992)

Enthidlt ein 3,5 kb Xhol-Fragment aus dem a2-
Locus.

pbW2-Ndel-bE1 (Brachmann, 2001)

Enthilt ein intronfreies 1.837 bp Ndel/Pvull-
5'-Fragment von bW2 und ein intronfreies 761 bp
Ndel/Pvull-5'-Fragment von bE].

4.1.5 In dieser Arbeit hergestellte
Plasmide

4.1.5.1 kpp4-Plasmide

Hilfskonstrukte

pKpp4B/H

Dieses pSP72-Derivat triagt ein genomisches 2,5 kb
Hindlll/BamHI-Fragment, das aus dem Cosmid
23D2 isoliert wurde. Dieses Fragment enthilt

2,0 kb des kpp4-ORFs und 0,6 kb 3’-Bereich und
wurde isoliert, da in dem Plasmid pkpp4B nach er-
neuter Amlipfikation in E. coli mehrere Sequenz-
fehler entdeckt wurden.

pkpp4-2-1

Diese Plasmid enthidlt das kpp4-2-Allel. Fiir die
Konstruktion wurde ein 0,5 kb Nhel/Pvull-Frag-
ment aus pKpp4B und ein 4,75 kb
Pvul/(abgedaut)/Hindlll-Fragment aus pKpp4H in
die Xbal/HindIII-Schnittstellen von pBS-SKII(+)
ligiert. Die Sequenzierung des Pvul-(abge-
daut)/Pvull Ubergangs in pKpp4-2-I bestitigte die
korrekte Fusion in kpp4-2. Kpp4-2 kodiert damit
fiir ein Protein, das im Vergleich zu Kpp4 der Be-
reich von 45 - 1055 aa fehlt.
pTZ19Rkpp4-Notl-tef1-Xmal

Dieses Plasmid diente als Hilfskonstrukt fiir pTEF-
kpp4WT, pTEF-kpp4-2, pTEF-kpp4RA und pTEF-
kpp4PS. Fiir die Konstruktion wurde der 5’-Bereich
von kpp4 als 0,8 kb EcoRI/Nofl-Fragment (herge-
stellt in einer PCR Reaktion mit den Oligonu-
kleotiden kpp4-739 und kpp4+1Notl) mit dem tefI-
Promotor als 0,7 kb Nofl/Ndel-Fragment aus pCU3
und phosphorylierten, doppelstingigen Oligo-
nukleotiden (hergestellt aus kpp4Linker-I und
kpp4Linker-II), die an Position +1 des kpp4-ORFs
eine Ndel-Schnitstelle generieren, in die
EcoRI/Xmal Schnitstellen von pTZ19R, ligiert.
Damit umfasst dieses Plasmid den 5°-Bereich von
kpp4 und den refl-Promotor fusioniert mit den ers-
ten 26 bp des kpp4-ORFs.

pTEF-kpp4WT

Das Vorlaufer Konstrukt pTZ19Rkpp4-NotI-tefl-
Xmal wurde mit Xmal/HindIIl gedffnet und 2,7 kb
des kpp4-ORFs als Xmal/HindIII-Fragment aus
kpp4B inseriert.

pTEF-kpp4RA

Das Vorlaufer Konstrukt pTZ19Rkpp4-NotI-tefl-
Xmal wurde mit Xmal/HindIIl gedffnet und
kpp4RA als drei Fragmente eingefiigt: a) ein 1,1 kb
Xmal/Eco47111-Fragment aus pKpp4B; b) ein
0,55 kb Eco47111/Sphl-Fragment, das die Mutatio-
nen A1441G und G1443A enthilt und durch ge-
richteter PCR-Mutagenese mit den Oligo-
nukleotiden kpp4RAIIIL, kpp4RAIV und kpp4RAV
hergestellt wurde; c) ein 0,95 kb Sphl/HindIII-
Fragment aus pKpp4B. Damit unterscheidet sich
pTEF-kpp4RA von pTEF-kpp4WT nur in den
kpp4RA-Mutationen, die eine EcoRI-Schnittstelle
eingefiihrt haben.
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pTEF-kpp4PS

Das Vorlaufer Konstrukt pTZ19Rkpp4-Notl-tefl-
Xmal wurde mit Xmal/HindIIl getdffnet und
kpp4PS als drei Fragmente eingefiigt: a) ein 1,9 kb
Xmal/BstYI-Fragment aus pKpp4B; b) ein 0,2 kb
BstYI/BstEII-Fragment, das die Mutationen
G2040A, C2041T und T2043G enthilt und durch
gerichteter PCR-Mutagenese mit den Oligo-
nukleotiden kpp4PS und kpp4+2239, hergestellt
wurde; c) ein 0,47 kb BstEIl/HindIII-Fragment aus
pKpp4B. Damit unterscheidet sich pTEF-kpp4PS
von pTEF-kpp4WT nur in den kpp4PS-Mutationen,
die eine Pvul-Schnittstelle eingefiihrte haben.
pTEF-kpp4-2

Das Vorlaufer Konstrukt pTZ19Rkpp4-Notl-tefl-
Xmal wurde mit Xmal/Pstl geoffnet und der kpp4-
2-ORF als 1,1 kb Xmal/Nsil-Fragment aus pkpp4-
2-1 inseriert.

pTZ19R-kpp4KD

Mit den Oligonukleotiden kpp4+974 und
kpp4+1490 wurde der Bereich von kpp4, der fiir die
katalytische Doméne vom 1053 - 1566 aa kodiert,
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit den
Enzymen EcoRI und BamHI geschnitten und in die
entsprechenden Schnittstellen in pTZ19R ligiert.
pTZ-kpp4RD

Mit den Oligonukleotiden kpp4+1 und kpp4+964
wurde der Bereich von kpp4, der fiir die regulatori-
sche Domine von 1 - 964 aa kodiert, amplifiziert.
Das PCR-Produkt wurde mit den Enzymen EcoRI
und BamHI geschnitten und in die entsprechenden
Schnittstellen in pTZ19R ligiert.

Frei-replizierende Plasmide

pUCkpp4WT

Diese Plasmid ist ein pPNEBUC-Derivat und enthalt
zwischen seinen EcoRI/BamHI-Schnittstellen ein
3.5 kb EcoRI/HindIIl-Fragment aus pTEF-kpp4-
kpp4WT und ein 2,5 kb HindIll/BamHI-Fragment
aus pkpp4H. Damit besitzt dieses Konstrukt den
gesamten kpp4-ORF unter der Kontrolle des zefl-
Promotors und 0,5 kb des 3’-Bereichs.
pUCkpp4WT kann als frei-replizierendes Plasmid
in U. maydis eingebracht werden und wurde fiir die
Komplementation der kpp4-Deletionsmutanten
verwendet (nicht gezeigt).

pUC-kpp4-2

Diese Plasmid ist ein pNEBUC--Derivat und
enthdlt zwischen seinen EcoRl/BamHI-Schnitt-
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stellen ein 1,5 kb E c oRI/BsrGI-Fragment aus
pTEF-kpp4-2 und eine 1,7 kb BsrGl/BamHI-
Fragment aus pKpp4H. Damit enthélt dieses Kon-
strukt den gesamten kpp4-2-ORF unter der Kon-
trolle des teflI-Promotors und 0,5 kb des 3’-
Bereichs.

Plasmide fiir homologe Rekombination
in U. maydis

pkpp4-1

Mit diesem Plasmid wurden alle kpp4-Deletions-
mutanten hergestellt. Fiir die Konstruktion dieses
Plasmids wurden drei Fragment in den mit BamHI
und EcoRI geoffneten Vektor pTZ19R ligiert: a)
ein 2,1 kb BamHI/Xmal-Fragment aus pKpp4B um-
fasst den 5’-Bereich von kpp4; b) ein 3 kb
Agel/Spel-Fragment aus pSLHyg(-) enthilt die
Hygromycin-Resistenz-kassette; c) ein 0,5 kb
Avrll/EcoRI-Fragment aus pKpp4B beinhaltet den
3’-Bereich von kpp4. Damit ist in pKpp4-1 der
OREF von kpp4 von Position + 24 bp (Xmal-Schnitt-
stelle) bis 74 bp (Avrll-Schnittstelle) nach dem
STOP-Codon durch eine Hygromycin-Resistenz-
kassette ersetzt worden.

p123crglkpp4-2

Diese Plasmid dient der homologen Rekombination
von P,:kpp4-2 in den ip-Locus von U. maydis
und damit zur regulierten Expression von kpp4-2.
Fiir die Konstruktion wurde das Plasmid p123 mit
Notl und HindIIl geschnitten (dadurch wird der
otef-Promotor und das GFP-Gen deletiert) und mit
einem 3,5 kb Notl/Ndel-Fragment aus pRU11, das
den crgl-Promotor umfasst und einem 2,3 kb
Ndel/HindIII-Fragment aus pUCkpp4-2 ligiert.
Damit wurde kpp4-2 und 0,5 kb des 3’-Bereichs an
den crgl-Promotor fusioniert.

p123crglkpp4PS

Diese Plasmid dient der homologen Rekombination
von P,.,:kpp4PS in den ip-Locus von U. maydis
und damit zur regulierten Expression von kpp4PS.
Fiir die Konstruktion wurde das Plasmid p123 mit
Notl und Acc651 geschnitten und mit einem 3,5 kb
Notl/Ndel-Fragment aus pRUI11, das den crgl-
Promotor umfasst, einem 2,7 kb Ndel/HindIII-
Fragment aus pTEF-kpp4PS und einem 2,5 kb
Hindlll/Acc651-Fragment aus pkpp4H ligiert.
Damit wurde kpp4”%%'S und 0,5 kb des 3’-Bereichs
an den crgl-Promotor fusioniert.
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pKpp4WT-tef-Hyg(-)

Diese Plasmid ermoglicht im endogenen kpp4-
Locus die Expression von kpp4 unter der Kontrolle
des tefl-Promotors. Dieses Plasmid ist aus pTEF-
kpp4WT hervorgegangen, indem dieses Plasmid
mit Notl linearisiert wurde und die Hygromycin-
Resistenzkassette als 2,9 kb Norl/Notl-Fragment
aus pSLHyg(-) eingefiigt wurde. Das Minuszeichen
im Namen des Plasmids bezeichnet die entgegen-
gesetzte Orientierung des hph-Gens der Hygro-
mycin-Resistenzkassette und kpp4.
pKpp4RA-tef-Hyg(-)

Diese Plasmid ermoglicht im endogenen kpp4-

4548IE ynter der

Locus die Expression von kpp
Kontrolle des tefl-Promotors und ging aus pTEF-
kpp4RA hervor, indem in die NofI-Schnittstelle die
Hygro-mycin-Resistenzkassette als 2,9 kb
Notl/Notl-Fragment aus pSLHyg(-) eingefiigt
wurde. Damit ist pKpp4RA-tef-Hyg(-) bis auf die
Mutationen A1441G und G1443A mit pKpp4WT-

tef-Hyg(-) identisch.
Plasmide fiir die ,,Two-Hybrid‘‘-Tests

pGAD-kpp4RD

Fiir dieses Plasmid wurde das 2,9 kb EcoRI/EcoRI-
Fragment aus pTZI19R-kpp4RD in den
EcoR1/BamHI-geschnitten Vektor pGAD424
ligiert. Dieses Plasmid ermoglicht die Expression
eines Fusionsproteins aus der Gal4-
Aktivierungsdomédne und der regulatorischen
Doméne von Kpp4 (1 - 964 aa) in S. cerevisiae.
pGAD-kpp4RA

Dieses Plasmid unterscheidet sich von pGAD-
kpp4RD nur in der RA-Mutation. Fiir die
Konstruktion wurde ein 2,7 kb Xmal/HindIII-
Fragment und ein 0,5 kb HindIIl/BsfYI-Fragment,
beide aus pTEF-kpp4RA in pGAD-kpp4RD ligiert,
der mit Xmal/BamHI-geschnitten war. Dieses
Plasmid ermoglicht damit die Expression eines
Fusionsproteins aus der Gal4-Aktivierungsdoméne
und der regulatorischen Domine von Kpp4RA (1 -
964 aa) in S. cerevisiae.

pGAD-kpp4PS

Dieses Plasmid unterscheidet sich von pGAD-
kpp4RD nur in der P681S-Mutation. Fiir die
Konstruktion wurde ein 2,7 kb Xmal/HindIII-
Fragment und ein 0,5 kb HindIIl/BsfYI-Fragment,
beide aus pTEF-kpp4PS in pGAD-kpp4RD ligiert,
der mit Xmal/BamHI geschnitten war. Dieses

Plasmid ermoglicht damit die Expression eines
Fusionsproteins aus der Gal4-Aktivierungsdomine
und der regulatorischen Doméne von Kpp4PS (1 -
964 aa) in S. cerevisiae.

pGAD-kpp4KD

Fiir dieses Plasmid wurde 1,5 kb EcoRI/BamHI-
Fragment aus pTZ19R-kpp4KD in den
EcoR1/BamHI-geschnitten Vektor pGAD424
ligiert. Dieses Plasmid ermoglicht damit die
Expression eines Fusionsproteins aus der Gal4-
Aktivierungsdomédne fusioniert und der
katalytischen Domine von Kpp4 (1053 - 1566 aa)
in S. cerevisiae.

pGBT-kpp4KD

Fiir dieses Plasmid wurde 1,5 kb EcoRI/BamHI-
Fragment aus pTZ19R-kpp4KD in den
EcoRI/BamHI-geschnitten Vektor pGBTO ligiert.
Dieses Plasmid ermoglicht damit die Expression
eines Fusionsproteins aus der Gal4-DNA-
Bindedomiéne und der katalytischen Domine von
Kpp4 (1053 - 1566 aa) in S. cerevisiae.
pGAD-kpp4

Fiir dieses Plasmid wurde das 2,7 kb
EcoRI/HindIII-Fragment aus pGAD-kpp4RD, ein
1,6 kb Hindlll/MIul-Fragment aus pkpp2H/B und
ein 0,4 kb Mlul/BamHI-Fragment aus pGAD-
Kpp4KD in den EcoRI/BamHI-geschnitten Vektor
pGAD424 ligiert. Dieses Plasmid ermoglicht die
Expression eines Fusionsproteins aus der Gal4-
Aktivierungsdomidne und Kpp4 (1 - 1566 aa) in
S. cerevisiae.

pGBT-kpp4

Dieses Plasmid wurde wie pGAD-kpp4 konstruiert,
mit Ausnahme, dass die Fragmente in den Vektor
pGBT9 ligiert wurden. Dieses Plasmid ermoglicht
die Expression eines Fusionsproteins aus der Gal4-
DNA-Bindedoméne und Kpp4 (1 - 1566 aa) in
S. cerevisiae.

pLexA-kpp4KD

Fir dieses Plasmid wurde das 1,5kb
EcoRl/BamHI-Fragment aus pTZ19R-kpp4KD in
den E coRl/BamHI-geschnitten Vektor pLexA
ligiert. Dieses Plasmid ermoglicht die Expression
der LexA-Kpp4KD Fusionsproteine in S. cere-
visiae.

pB42AD-kpp4KD

Fiir dieses Plasmid wurde ein 1,2 kb EcoRI/Sacll-
Fragment zusammen mit einem 0,3 kb Sacll/Xhol-
Fragment, beide aus pLexA-kpp4KD, in den
EcoR1/Xhol-geschnitten Vektor pB42AD ligiert.

97



Signalweiterleitung in U. maydis

Dieses Plasmid ermoglicht die Expression der B42-
Kpp4KD Fusionsproteine in S. cerevisiae.
pLexA-kpp4RD

Fiir dieses Plasmid wurde das 2,9 kb
EcoRl/BamHI-Fragment aus pTZ19R-kpp4RD in
den E coRl/BamHI-geschnitten Vektor pLexA
ligiert. Diese Plasmid ermoglicht die Expression
der LexA-Kpp4RD Fusionsproteine in S. cere-
visiae.

pB42AD-kpp4RD

Fiir dieses Plasmid wurde ein 2,4 kb EcoRI/Rsrll-
Fragment zusammen mit einem 0,5 kb RsrIl/Xhol-
Fragment, beide aus pLexA-kpp4RD in den
EcoR1/Xhol-geschnitten Vektor pB42AD ligiert.
Dieses Plasmid ermoglicht die Expression der B42-
Kpp4RD Fusionsproteine in S. cerevisiae.
pLexA-kpp4

Fiir dieses Plasmid wurde der kpp4-ORF als 4,7 kb
EcoR1/BamHI-Fragment aus pGAD-kpp4 in
EcoR1/BamHI-geschnittenen pLexA ligiert. Dieses
Plasmid ermoglicht die Expression der LexA-Kpp4
Fusionsproteine in S. cerevisiae.

pB42AD-kpp4

Fiir dieses Plasmid wurde der kpp4-ORF als 4.4 kb
EcoRI/Sacll-Fragment aus pLex-kpp4 und 0,4 kb
Sacll/Xhol aus pLexA-kpp4KD in EcoRI/Xhol-
geschnittenen pB42AD ligiert. Dieses Plasmid
ermoglicht die Expression der B42-Kpp4 Fusions-
proteine in S. cerevisiae.

Plasmide fiir die Proteinexpression in
E. coli

pET-kpp4-2

Diese Plasmid ermoglicht die Expression eines
(His)s-Kpp4-2-Fusionsproteins in E. coli. Fiir die
Konstruktion wurde pETI15b Ndel/BamHI
linearisiert und mit den folgenden Fragmenten
ligiert: 1,3 kb Ndel/MIul aus pUC-kpp4-2 und
0.4 kb Miul/BamHI aus pGADkpp4KD.
pGEX-kpp4-2

Diese Plasmid ermoglicht die Expression eines
GST-Kpp4-2-Fusionsproteins in E. coli. Fiir die
Konstruktion wurde pGEX-2T mit BamHI
linearisiert, dephosphoryliert und mit den folgenden
Fragmenten ligiert: 1,3 kb BamHI/Sacll aus pUC-
kpp4-2 und 0,3kb Sacll/BamHI aus
pGADkpp4KD.
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4.1.5.2 fuz7-Plasmide

Hilfskonstrukte

pSL-tefl-fuz7DD

Diese Plasmid entstand aus der Ligation von 4
Fragmenten: a) der tefl/-Promotor als 0,7 kb
Notl/Ndel-Fragment aus pCU3; b) ein 0,8 kb
Ndel/AfllI-Fragment, das die Mutationen A775G,
G767A, C767T, T780, A787G, C788A und G789C
enthilt und durch gerichteter PCR-Mutagenese mit
den Oligonukleotiden fuz7DD und fuz7+1Ndel
hergestellt wurde. Dabei wurde im Vergleich zu der
Wildtyp-Sequenz eine EcoRV-Schnittstelle
generiert und eine AfIIII-Schnittstelle zerstort; c)
ein 0,7 kb AfIIl/Sphl-Fragment aus pFuz7S, das
den 3’-Bereich des fuz7-ORFs inklusive 0,15 kb 3’-
Bereich enthilt; d) der Vektor pSL1180 Notl/Sphl
geschnitten. Im fertigen Plasmid war damit fuz7DD
unter der Kontrolle des tefI-Promotors.
pCRfuz7B/N

Dieses Plasmid ist ein pCR2.1-Topo-Derivat, das
ein PCR-Produkt, hergestellt mit den Oligo-
nuleotiden fuz7EcoRI/BamHI-5" / fuz7Notl/Xhol-
3’ hergstellt wurde und beinhaltet den gesamten
fuz70ORF.

Plasmide fiir homologe Rekombination
in U. maydis

p123fuz7DD

Diese Plasmid dient der homologen Rekombination
von P, :fuz7DD in den ip-Locus von U. maydis
und damit zur konstitutiven Expression von
fuz7DD. Ein pl123-Derivat, in dem das 1,6 bp
Notl/Sphl-Fragment, das den otef~-Promotor und
EGFP-Gen umfasst, mit dem Notl/Sphl-Fragment
aus pSL-tef1-fuz7DD ausgetauscht wurde.
p123crglfuz7DD

Diese Plasmid dient der homologen Rekombination
von P.,:;fuz7DD in den ip-Locus von U. maydis
und damit zur regulierbaren Expression von
fuz7DD. Fiir die Konstruktion wurde das Plasmid
p123 mit Notl und Sphl geschnitten und mit einem
3,5 kb Notl/Ndel-Fragment aus pRU11 und einem
1,4 kb Ndel/Sphl-Fragment aus pSL-tefl-fuz7DD
ligiert. Damit wurde fuz7DD und 0,15 kb des 3’-
Bereichs an den crg/-Promotor fusioniert.
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Plasmide fiir die ,,Two-Hybrid‘‘-Tests

pGAD-Fuz7DD

Fiir dieses Plasmid wurde der Vektor pGAD424 mit
Smal/BamHI geoffnet und ein 1,5 kb Ndel(auf-
gefiillt)/ BamHI-Fragment aus pSL-tefl-fuz7DD
eingefiihrt. Dieses Plasmid sollte damit die
Expression eines Fusionsproteins aus der Gal4-
Aktivierungsdomine und Fuz7DD in S. cerevisiae
ermoglichen.

pGBT-Fuz7DD

Dieses Plasmid entstand wie pGAD-fuz7DD, nur
wurde der Vektor pGBTY9 verwendet und sollte
damit die Expression eines Fusionsproteins aus der
Gal4-DNA-Bindedomdne und Fuz7DD in
S. cerevisiae ermdglichen.

pGAD-Fuz7

Fiir dieses Plasmid wurde der Vektor pGAD424 mit
EcoR1/BamHI geoffnet und mit einem 0,3 kb
EcoRI/HindIII-Fragment aus pGBT-fuz7DD und
einem 1,2 kb HindIll/BamHI-Fragment aus
pFuz7S, ligiert. Dieses Plasmid sollte damit die
Expression eines Fusionsproteins aus der Gal4-
Aktivierungsdoméne und Fuz7 in S. cerevisiae
ermoglichen.

pGBT-Fuz7

Dieses Plasmid entstand wie pGAD-fuz7, nur
wurde der Vektor pGBTY9 verwendet und sollte
damit die Expression eines Fusionsproteins aus der
Gal4-DNA-Bindedomine und Fuz7 in S. cerevisiae
ermoglichen.

pB42AD-Fuz7

Fiir dieses Plasmid wurde der Vektor pB42AD mit
EcoR1/Xhol geoffnet und mit einem 0,7 kb
EcoRl/Aatll- und einem 0,8 kb A a dl/Sall-
Fragment, beide aus pGBT-fuz7, ligiert. Dieses
Plasmid sollte damit die Expression von B42-Fuz7
Fusionsproteinen in S. cerevisiae ermoglichen.
pLexA-Fuz7

Dieses Plasmid entstand wie pB42AD-Fuz7, nur
wurde der Vektor pLexA verwendet und sollte
damit die Expression von LexA-Fuz7 Fusions-
proteinen in S. cerevisiae ermoglichen.
pB42AD-Fuz7-11

Dieses Plasmid diente dem gleichen Zweck wie
pB42AD-Fuz7, wurde aber unabhingig kloniert
und getestet. Fiir die Konstruktion wurde die 0,7 kb
EcoRl/Aafll- und 0,6 kb Aarll/Xhol-Fragmente aus
pCRfuz7B/N in pB42AD ligiert.

Plasmide fiir die Proteinexpression in
E. coli

pET-Fuz7

Dieses Plasmid ermoglicht die Expression eines
(His)¢s-Fuz7-Fusionsproteins in E. coli. Fiir die
Konstruktion wurde der Vektor pETI15b mit
Ndel/BamHI geschnitten und mit den Fragmenten
0,3 kb Ndel/HindIll aus p123fuz7DD sowie 1,1 kb
HindIll/BamHI aus pFuz7S ligiert.

pET-Fuz7DD

Dieses Plasmid ermoglicht die Expression eines
(His)s-Fuz7DD-Fusionsproteins in E. coli. Fiir die
Konstruktion wurde der Vektor pETI15b mit
Ndel/BamHI geschnitten und dem 1,5 kb
Ndel/BamHI-Fragment aus p123fuz7DD ligiert.
pGEX-Fuz7DD

Dieses Plasmid ermdglicht die Expression eines
GST-Fuz7DD Fusionsproteins in E. coli. Fiir die
Konstruktion wurde MF31 (ein pGEXT-2T-
Derivat) mit Ncol/EcoRI geschnitten und mit einem
1,6 kb Ncol/Munl-Fragment aus pET-Fuz7DD
ligiert.

pGEX-Fuz7DD

Dieses Plasmid ermoglicht die Expression eines
GST-Fuz7DD-Fusionsproteins in E. coli. Fiir die
Konstruktion wurde pGEX-Fuz7DD (ein pGEXT-
2T-Derivat) mit Ncol/Sphl geschnitten und mit
einem 1,6 kb Ncol/Sphl-Fragment aus pET-Fuz7
ligiert.

4153 kpp2-Plasmide

Hilfskonstrukte

p123kpp2

Diese Plasmid dient der homologen Rekombination
von P, .:kpp2 in den ip-Locus von U. maydis und
ermoglicht damit die Uberexpression von kpp2.
p123kpp2 ist ein pl123-Derivat, in dem das GFP-
Gen durch ein 1 kb Ncol/Notl-Fragment ersetzt
wurde, das den gesamten kpp2-ORF umfasst und
mittels PCR mit den Oligonukleotiden kpp2A und
kpp2B hergestellt wurde.

p123kpp2AEF

Diese Plasmid dient der homologen Rekombination
von P, .:kpp2AEF in den ip-Locus von U. maydis
und ermdglicht damit die Uberexpression von
kpp2AEF. p123kpp2AEF ist ein pl123-Derivat, in
dem das GFP-Gen durch ein 1 kb Ncol/Notl-
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Fragment ersetzt wurde, das den gesamten
kpp2 AEF-ORF umfasst. Die AEF-Mutationen
A544G und AS551T generieren eine EcoRI-
Schnittstelle und wurden mittels direkter PCR-
Mutagenese mit den Oligonukleotiden kpp2C,
kpp2D und kpp2B hergestellt.

p123kpp2K50R

Diese Plasmid dient der homologen Rekombination
von P, kpp2K50R in den ip-Locus von U. maydis
und ermoglicht damit die von kpp2K50R. p123kpp2
ist ein p123-Derivat, in dem das GFP-Gen durch
ein 1 kb Ncol/Notl-Fragment ersetzt wurde, das den
gesamten kpp2K50R-ORF umfasst und mittels PCR
mit den Oligonukleotiden kpp2A und kpp2B auf
pKpp2K50R-hom-I (siehe unten) hergestellt wurde.
pkpp2WT-hom-I

Dieses Plasmid ist ein pTZ19R-Derivat und ein
Vorlduferkonstrukt fiir pkpp2WT-hom. Fiir die
Konstruktion wurden drei Fragmente in den
HindIIl/Sall-geschnittenen pTZ19R ligiert: a) der
5’-Bereich von kpp2 als ein 1,3 kb HindlIll/BgllI-
Fragment aus pkpp2H; b) der 3’-Bereich des kpp2-
ORFs als ein 0,6 kb Bglll/NotI-Fragment aus
p123kpp2; c) der mfa2-Terminator als ein 0,4 kb
Notl/BamHI-Fragment aus pGE101.
pkpp2AEF-hom-I

Dieses Plasmid ist ein Vorldufer von pkpp2 AEF-
hom. Es unterscheidet sich von pkpp2WT-hom-I
nur in den AEF-Mutationen, die durch die
Verwendung des 0,6 kb Bglll/Notl-Fragment aus
p123AEF eingefiihrt wurden.

pkpp2KS0R-hom-I

Dieses Plasmid ist ein Vorldufer von pkpp2K50R-
hom und ging aus pkpp2WT-hom-I hervor, in dem
ein internes 0,6 kb Nsil/Mlul-Fragment mit einem
entsprechenden Nsil/MIul-Fragment, das die KSOR-
Mutationen trigt, ersetzt wurde. Die KS50R-
Mutationen T147C, A148C und A149G generieren
eine BspEI-Schnittstelle und wurden mittels
direkter PCR-Mutagenese mit den Oligo-
nukleotiden kpp2K50R-I, kpp2K50R-II und
kpp2K50R-III hergestellt.

pkpp2-GFP-hom-I

Dieses Plasmid ist ein Vorldufer von pkpp2-GFP-
hom und ging aus pkpp2WT-hom-I hervor, in dem
ein 0,6 kb Bglll/Notl-Fragment, das den 3’-Bereich
des kpp2-ORFs umfasst, mit zwei Fragmenten
ersetzt wurde: a) den 3’-Bereich des kpp2-ORFs,
der an an Position +1053 eine Ncol enthélt und
mittels PCR mit den Oligonukleotiden kpp2+379
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und kpp2C’Ncol hergestellt wurde, als 0,6 kb
Bglll/Ncol-Fragment; b) das GFP-Gen aus p123 als
0,7 kb Ncol/Notl-Fragment.

Plasmide fiir homologe Rekombination
in U. maydis

pkpp2WT-hom

Dieses Plasmid dient im endogenen kpp2-Locus der
Expression von kpp2 unter der Kontrolle des
nativen Promotors und des mfa2-Terminators. Fiir
die Konstruktion wurden vier Fragmente eingesetzt:
a) den Vektor pTZ19R HindIIl/Sall geschnitten; b)
ein 2,5 kb Hindlll/BamHI-Fragment aus pkpp2WT-
hom-I, das 1,1 kb 5’-Bereich von kpp2, den-ORF
von kpp2 und den mfa2-Terminator enthilt; c) ein
1,4 kb BamHI/Munl-Fragment aus pNEB-Nat(+),
das die Nourseothricin-Resistenzkassette beinhaltet;
d) ein 1,1 kb EcoRl/Xhol-Fragment aus pkpp2H,
das den 5’-Bereich von kpp2 abdeckt.
pkpp2AEF-hom

Dieses Plasmid dient im endogenen kpp2-Locus der
Expression von kpp2AEF unter der Kontrolle des
nativen Promotors und des mfa2-Terminators und
unterscheidet sich von pkpp2WT-hom nur in den
AEF-Mutationen. Daher wurde fiir die
Konstruktion statt aus pkpp2WT-hom-I ein 2,5 kb
Hindlll/BamHI-Fragment aus pkpp2AEF-hom-I,
das 1,1 kb 5’-Bereich von kpp2, den-ORF von
kpp2AEF und den mfa2-Terminator enthilt,
eingesetzt.

pkpp2K5S0R-hom

Dieses Plasmid dient im endogenen kpp2-Locus der
Expression von kpp2K50R unter der Kontrolle des
nativen Promotors und des mfa2-Terminators und
unterscheidet sich von pkpp2WT-hom nur in den
K50R-Mutationen. Daher wurde fiir die
Konstruktion statt aus pkpp2WT-hom-I ein 2,5 kb
HindIll/BamHI-Fragment aus pkpp2K50R-hom-I,
das 1,1 kb 5’-Bereich von kpp2, den-ORF von
kpp2K50R und den mfa2-Terminator enthilt,
eingesetzt.

pkpp2-GFP-hom

Dieses Plasmid dient im endogenen kpp2-Locus der
Expression eines Kpp2-GFP Fusionsproteins unter
der Kontrolle des nativen Promotors und des mfa2-
Terminators. Fiir die Konstruktion wurden vier
Fragmente eingesetzt: a) ein 5,7 kb Notl/Sall-
Fragment von pkpp2-GFP-hom-I, das den pTZ19R
Vektor, 1,1 kb 5’-Bereich von kpp2 und kpp2-gfp
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enthidlt; b) ein 0,4 kb Norfl/BamHI-Fragment von
pkpp2-GFP-hom-I, das den mfa2-Terminator
umfasst; ¢) ein 1,4 kb BamHI/Munl-Fragment aus
pNEB-Nat(+), das die Nourseothricin-Resistenz-
kassette beinhaltet; d) ein 1,1 kb EcoRI/Xhol-
Fragment aus pkpp2H, das den 5’-Bereich von kpp2
abdeckt.

pkpp2AEF-GFP-hom

Dieses Plasmid dient im endogenen kpp2-Locus der
Expression eines Kpp2AEF-GFP Fusionsproteins
unter der Kontrolle des nativen Promotors und des
mfa2-Terminators. Fiir die Konstruktion wurde in
pkpp2AEF-hom ein 2,7 kb BstX1/BstXI-Fragment
durch ein 3,4 kb BstXI/BstXI-Fragment aus pkpp2-
GFP-hom ersetzt.

pkpp2KS0R-GFP-hom

Dieses Plasmid dient im endogenen kpp2-Locus der
Expression eines Kpp2K50R-GFP Fusionsproteins
unter der Kontrolle des nativen Promotors und des
mfa2-Terminators. Fiir die Konstruktion wurde in
pkpp2K50R-hom ein 2,7 kb BstX1/BstXI-Fragment
durch ein 3,4 kb BstXI/BstXI-Fragment aus pkpp2-
GFP-hom ersetzt.

p123Kpp2-GFP

Dieses Plasmid dient der homologen
Rekombination von P, -kpp2-GFP in den ip-Locus
von U. maydis und damit zur Uberexpression des
Kpp2-GFP Fusionsproteins. Fiir die Konstruktion
des Plasmids wurde ein 0,9 kb BstBI/Notl-
Fragment in pl23kpp2 mit einem 1,5 kb
BstBI/Notl-Fragment aus pkpp2-GFP-hom
ausgetauscht.

Plasmide fiir die ,,Two-Hybrid‘‘-Tests

pLexA-Kpp2

Dieses Plasmid ist ein pLexA-Derivat und enthilt
ein 1,1 kb EcoRI/Notll-Fragment, das den gesamten
kpp2-ORF umfasst. Damit ermoglicht dieses
Plasmid die Expression der LexA-Kpp2
Fusionsproteine in S. cerevisiae.

pB42AD-Kpp2

Dieses Plasmid ist ein pB42AD-Derivat und enthalt
ein 1,1 kb EcoRI/Xhol-Fragment, das den gesamten
kpp2-ORF umfasst. Damit ermoglicht dieses
Plasmid die Expression der B42-Kpp2
Fusionsproteine in S. cerevisiae

Plasmide fiir die Proteinexpression in
E. coli

pGEX-Kpp2K50R

Dieses Plasmid ermoglicht die Expression eines
GST-Kpp2KS50R Fusionsproteins in E. coli.
pGEX-Kpp2K50R ist ein pGEX-Kpp2-Derivat, in
dem ein 0,5 kb Ncol/Bglll-Fragment durch ein
0,5 kb Ncol/Bglll-Fragment aus pl23kpp2K50R
ersetzt wurde, das die KSOR-Mutationen tréagt.

4.1.5.4 Weitere Plasmide

pRU11ras1Q67L

Dieses Plasmid dient der homologen
Rekombination von P,,,;:rasl ys;; in den ip-Locus
von U. maydis und ermdglicht damit die Expression
von raslys;,. pPRULIras1Q67L ist ein pRUI1-
Derivat, in dem das GFP-Gen durch das rasl s, -
Allel ersetzt wurde. Dieses Allel rasiy;; wurde
mittels zwei PCRs hergestellt: a) mit den
Oligonukleotiden Ras1-5’-Ndel und Rasl-Q67L
wurde am ATG des rasI-ORFs eine Ndel-
Schnittstelle und mit den Q67L-Mutationen, A200T
und G201C, eine Xhol-Schnittstelle eingefiigt; b)
mit den Oligonukleotiden RasQLXhol und Rasl-
3’-Notl wurde der Rest des rasl-Gens amplifiziert
und am STOP eine Notl-Schnittstelle eingefiigt.
Beide Teile wurden im néchsten Schritt als 0.2 kb
Ndel/Xhol- bzw. 0,6 kb Xhol/Notl-Fragmente
isoliert und mit den 4,7 kb Bgll/Ndel und 3,2 kb
Bgll/Notl-Fragmenten aus pRU11 ligiert.

p123pra2

Dieses Plasmid ist ein p123-Derivat und dient der
homologen Rekombination von P, :pra2 in den ip-
Locus von U. maydis und ermoglicht damit die
Uberexpression von pra2. Fiir die Konstruktion
wurde ein 1,9 kb HindIIl/Notl-Fragment aus JG10
(M. Feldbriigge, p. Mitteilung), das den otefl-
Promotor und den pra2-ORF enthilt, in den
HindIll/Notl-geschnittenen p123 ligiert. Damit ist
pra2 unter der Kontrolle des otef-Promotors und
des nos-Terminators.

pubcl-1

Dieses Plasmid dient der Deletion von ubc!. pubcl-
1 ist ein Derivat von pubcl, in dem ein internes
1,5 kb BssHI/BssHI-Fragment durch ein 2,9 kb
Ascl-Fragment aus pNEB-Hyg(-) ersetzt wurde.
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Dadurch wird der ORF von ubcl von Position
+60 bp - +1551 bp deletiert.

pCRadrik.o.

Dieses Plasmid ist ein pCR2.1-Topo-Derivat und
enthdlt das adrl-Deletionskonstrukt. Fiir die
Konstruktion wurden mit den Oligonukleotiden
adr1-894 und adrl-5’Sfil sowie adr1+2262 und
adr1-3’Sfil die 5° bzw. die 3’-Bereiche angrenzend
an den adri-ORF amplifiziert, mit Sfil geschnitten
und mit einem 1,9 kb Sfil-Fragment aus pBShhn,
das die Hygromycin-Resistenzkassette umfasst,
ligiert und in pCR2.1-Topo eingefiigt. Zur
Gewinnung des PCR-Produkts mit den
Oligonukleotiden adr1-894 und adr1+2262, dass fiir
die Transformation eingesetzt werden kann, dient
dieses Plasmid als Matrize fiir. Die Bedingungen:

1 mM dNTPs/100ng Plasmid-DNA / 50pmol Oligo-

4.1.6 Sequenzierungsstrategie von kpp4

nukleotide. Es sollte ein ,,Hotstart durchgefiihrt
werden, d.h. die Tag sollte erst nach der ersten
Denaturierungsschritt in den Reaktionsansatz
zugefiigt werden. Das Programm wurde wie folgt
gewihlt: 94°C, 10 min/ 42U Taq [94°C, 1 min -
66°C, 1 min - 72°C, 4 min] x 30 - 72°C, 10 min.
pPREG6-GFP

Dieses Plasmid ist ein pPNEBUH-Derivat, das sechs
synthetische PRE-Boxen vor einem dik6-basal-
Promotor und einem GFP-Reportergen triagt. Es
wurde konstruiert, indem pNEBUH mit EcoRI und
Pacl geoffnet wurde mit einem 0,17 kb Pacl/Ncol-
Fragment aus pUmal82, das 6 PRE-Boxen und den
dik6-basal-Promotor (M. Feldbriigge
personliche Mitteilung), und einem 1,0 kb
Ncol/EcoRI-Fragment aus p123, das das GFP-Gen
und den nos-Terminator enthilt, ligiert wurde.

triagt

kpp4 Locus | + { kpp4 > |} ]
B H 5 B H
50 21 46 44 42 40 33 22 13 19
. > > - e > » > >
pkpp - <« <w<« « = <<« <« «
49 47 45 43 41 34 21 11 2 12 20
2425
>
pkpp4H - < -
23 32 32
pkpp4H/B <
1 kb

Abbildung 37: Der kpp4-Locus: Dargestellt ist die relative Lage der Subklone pkpp4B, pkpp4H und
pkpp4H/B. Verwendete Oligonukleotide: die Nummern beziehen sich auf OPM-Oligonukleotide Der Subklons
pkpp4H/B wurde mit den Oligonukleotiden SP6-24 und T7-24 sequenziert. Restriktionsenzyme: B, BamHI; H,

HindIII. Die Abb. ist maBstabsgerecht.
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