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Summary

Summary

The coordination of complex developmental processes in multicellular organisms
requires the stringent regulation and interconnection of various signaling pathways.
Sexual development in yeasts and filamentous fungi ist often coupled to defined cell
cycle stages, to account for the synchronized development of the different cells and to

guarantee a controlled cellular differentiation.

In the dimorphic basidiomycete U. maydis sexual and pathogenic development are
tightly connected and depend on the host plant maize. Prerequisite for the formation of
the infectious dikaryon is the cell/cell recognition and fusion that is controlled via an
a-locus encoded pheromone/receptor system. The activation of this system triggers a
G2 cell cycle arrest and the formation of conjugation tubes. After fusion of the
conjugation tubes, further development is controlled by the b-locus. The expression of
the heterodimeric bE/bW transcription factor, which is encoded by the b-locus, is
required for the maintenance of the cell cycle arrest and filamentous growth. In
previous studies, 345 b-dependently regulated genes have been identified, out of
which more than 90% are regulated via the C2H2 zinc finger transcription factor Rbf1.
Besides this “master regulator of pathogenic development, clp? represents the sole
directly b-regulated gene that is, in addition to rbf1, essential for pathogenic
development and expressed independently from Rbf1. Aclp?1 strains do not form
clamps and are unable to proliferate in planta, suggesting that Clp1 might be involved
in the regulation of these processes. The induced co-expression of clp? blocks the
function of the b-heterodimer and prevents filamentous growth and the G2 cell cycle

arrest (Scherer et al., 2006; Scherer, unpublished).

In prevoius studies | have demonstrated that Clp1 interacts, among others, with both
the bW-protein and Rbf1, the central regulators of pathogenic development. In this
study the functional impact of Clp1-protein interactions on the pathogenic development
of U. maydis were analyzed. The interaction of Clp1 with bW results in the loss of
b-function resulting in the global inhibition of b-dependent gene regulation. In contrast,
the interaction of Clp1 with Rbf1 leads to the specific repression of the pheromone
gene mfa, and thereby represses the pheromone response on both, the morphological,
as well as on the regulatory level. The further characterization of Clp1-interacting
proteins led to the identification of the transcription factor Cib1. Deletion of cib1 results

in a phenocopy of Aclp1 strains and, similar to Clp1, Cib1 protein expression is
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posttranscriptionally regulated and restricted to postpenetrative stages of the
pathogenic development. In contrast to Clp1, the mechanism of the posttranscriptional
control of Cib1 expression has been elucidated and could be attributed to

developmentally regulated alternative splicing of the cib7 mRNA.

Clp1 acts as modulator of two transcription factors, of which both play a central role in
the regulation of the pathogenic development and the cell cycle. Expression of either
Rbf1 or the b-heterodimer trigger both a G2 cell cycle arrest that is only released after
plant penetration. The function of the b-heterodimer, and most likely also of Rbf1, is
required during the entire process of pathogenic development. The function of Clp1 is

to allow the re-initiation of the cell cycle by the interaction with bW and Rbf1.

By use of an artificial promoter system that mediates rbf1 expression prior and post
penetration of the leaf surface, the formation of appressoria and the penetration of the
leaf surface was demonstrated for the first time independent of an active
b-heterodimer. Rbf1-regulated genes are therefore sufficient for the initial phase of
pathogenic development, whereas the re-initiation of the cell cycle and the limited
proliferation in planta requires the additional expression of Clp1. The further
progression of the infectious development results in asynchronous nuclear divisions
and elicits plant defense responses. Obviously, the b-heterodimer is required for the
suppression of plant defense responses and the coordinated and careful control of the

in planta development.

This approach provided new insights and a fundamental knowledge of the regulatory
cross connections of the different signaling pathways and their contribution to the

regulation of the biotrophic development of U. maydis.
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Zusammenfassung

Die Koordination komplexer Entwicklungsvorgange in multizellularen Organismen
erfordert eine stringente Regulation und die Verknipfung verschiedener Signalwege.
Bei Hefen und filamentésen Pilzen ist die sexuelle Entwicklung oftmals an spezifische
Stadien des Zellzyklus gekoppelt, wodurch die synchrone Entwicklung verschiedener
Zellen gesichert und ein geordneter Ablauf der zellularen Differenzierung gewahrleistet

wird.

Bei dem dimorphen Basidiomyzeten U. maydis sind sexuelle und pathogene
Entwicklung eng miteinander verknipft und finden in Abhangigkeit der Wirtspflanze
Mais statt. Voraussetzung fur die Bildung des filamentdsen Dikaryons, der infektidsen
Wuchsform von U. maydis, ist die gegenseitige Erkennung und Verschmelzung
kompatibler ~ Sporidien, welche durch das Pheromon/Rezeptorsystem des
a-Kreuzungstyp-Locus gesteuert wird. Die Aktivierung dieses Systems flihrt zu einem
Zellzyklusarrest in der G2-Phase und der Ausbildung von Konjugationshyphen. Nach
der Fusion der Konjugationshyphen unterliegt die weitere Entwicklung der Kontrolle
des b-Locus. Die Expression des durch den b-Locus kodierten heterodimeren
Transkriptionsfaktors bE/bW ist notwendig fir die Aufrechterhaltung des
Zellzyklusarrestes und des filamentésen Wachstums. In vorangegangenen Studien
konnten 345 b-regulierte Gene identifiziert werden, von denen mehr als 90% in
Abhangigkeit des C2H2-Zinkfinger Transkriptionsfaktors Rbf1 reguliert werden. Neben
diesem ,Master-Regulator® der pathogenen Entwicklung ist clp?7 das einzige direkt
b-regulierte Gen, das ebenfalls fur die pathogene Entwicklung von U. maydis
notwendig ist und unabhangig von Rbf1 exprimiert wird. Aclp7 Stdmme sind nicht in
der Lage Schnallenzellen zu bilden und innerhalb der Pflanze zu wachsen, was eine
mdgliche Funktion in der Regulation dieser Entwicklungsprozesse vermuten lie3. Die
induzierte Co-Expression von cip1 fuhrt zur Inhibition der Funktion des b-Heterodimers,
wodurch filamentéses Wachstum und der G2-Zellzyklusarrest verhindert werden

(Scherer et al., 2006; Scherer, unveréffentlicht).

In vorangegangenen Untersuchungen konnte ich zeigen, dass Clp1 unter anderem mit
dem bW-Protein und Rbf1, den zentralen Regulatoren der pathogenen Entwicklung
interagiert. In der vorliegenden Studie wurden die funktionellen Auswirkungen der
Clp1-Protein-Interaktion auf die pathogene Entwicklung von U. maydis untersucht. Die
Interaktion von Clp1 mit bW fihrt zu einem generellen Funktionsverlust des
b-Heterodimeres und, daraus resultierend, zur globalen Repression der b-abhangigen

Genregulation. Die Interaktion von Clp1 mit Rbf1 hingegen fihrt zu einer spezifischen
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Repression des Pheromongens mfa, wodurch die Pheromonantwort sowohl auf
morphologischer als auch auf regulatorischer Ebene unterdriickt wird. Die weitere
Charakterisierung von Clp1-interagierenden Proteinen flhrte zur ldentifizierung des
Transkriptionsfaktors Cib1. Die Deletion von cib1 fihrt zu einer Phanokopie der cip1
Deletion. Ahnlich wie bei Clp1 ist die Proteinexpression von Cib1 posttranskriptionell
reguliert und auf postpenetrative Entwicklungsstadien begrenzt. Im Gegensatz zu Clp1
konnte der Mechanismus der posttranskriptionellen Regulation von Cib1 aufgeklart und

auf entwicklungsspezifisch reguliertes alternatives Splei3en zurlickgefuhrt werden.

Clp1 fungiert als Modulator von zwei Transkriptionsfaktoren, die beide eine zentrale
Rolle bei der Steuerung des pathogenen Wachstums, aber auch bei der Zellzyklus-
Kontrolle haben. Sowohl Rbf1 als auch das b-Heterodimer induzieren einen G2-
Zellzyklusarrest, der erst nach der Penetration der Pflanzenoberflache aufgehoben
wird. Die Funktion des b-Heterodimeres, und vermutlich auch die von Rbf1, ist
wahrend der gesamten pathogenen Entwicklung notwendig. Die Funktion von Clp1 ist
es, durch die Interaktion mit bW und Rbf1 die Re-Initiation des Zellzyklus zu
ermoglichen. Durch die Verwendung eines artifiziellen Promotorsystems, das die
Expression von rbff wahrend und nach der Penetration der Pflanzenoberflache
gewabhrleistet, wurde erstmalig die Bildung von Appressorien und die darauffolgende
Penetration der Pflanzenoberflache unabhangig von einem aktiven b-Heterodimer
nachgewiesen. Die durch Rbfl regulierten Gene sind damit fir die initialen
Infektionsprozesse ausreichend. Die Re-Initiation des Zellzyklus und eine begrenzte
Proliferation in planta werden allerdings erst durch die zusatzliche Expression von Clp1
ermoglicht. Im weiteren Verlauf der Infektion kommt es dann zu asynchronen
Kernteilungen und Pflanzenabwehrreaktionen. Fur die Unterdrickung von
Pflanzenabwehrreaktionen und eine koordinierte synchrone Entwicklung in planta ist

offensichtlich die Funktion des b-Heterodimeres entscheidend.

Durch diesen Ansatz wurden neue Einblicke und ein grundlegendes Verstandnis der
regulatorischen Wechselwirkungen innerhalb der verschiedenen Signalwege und

deren Auswirkung auf die biotrophe Entwicklung von U. maydis erlangt.
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1 Einleitung

1.1 Ustilago maydis

Ustilago maydis, der Erreger des Maisbeulenbrandes, gehort zur Klasse der
Basidiomycota und wurde durch Bonnet 1754 erstmalig beschrieben. Die frihen
Studien an U. maydis befassten sich vornehmlich mit der Morphologie, Zytologie und
Sexualitadt und der damit verknupften pathogenen Wuchsform von U. maydis (damals
Ustilago zeae) (Brefeld, 1883; Hanna, 1929; Holloman, et al., 2008; Seyfert, 1927;
Sleumer, 1931; Stakman and Christensen, 1927). In den letzten Jahrzehnten hat sich
U. maydis immer starker als Modellorganismus fiir die Untersuchung grundlegender
zellularer Mechanismen der Rekombination, der sexuellen Entwicklung, des polaren
Wachstums und der Pilz-Pflanzen-Interaktion etabliert (Bakkeren, et al., 2008; Brefort,
et al., 2009; Holloman et al., 2008; Kamper, et al., 2006; Steinberg and Perez-Martin,
2008). U. maydis gehort zu der ca. 1500 Mitglieder umfassenden Gruppe der
phytopathogenen Brandpilze (Begerow, et al., 2006). Trotz seiner relativ geringen
wirtschaftlichen Bedeutung als Ernteschadling ermoglicht die Untersuchung von
U. maydis Rickschlisse auf pathogenitatsrelevante Entwicklungsprozesse in
verwandten Arten, die als Parasiten landwirtschaftlich relevanter Kulturpflanzen jahrlich
Ernteschdden in Hbhe von mehreren Milliarden Dollar verursachen (Martinez-
Espinoza, et al., 2002). Zu diesen gehdren neben weiteren Brandpilzen wie Ustilago
hordei, U. nigra, U. nuda, U. scitaminea, U. tritici und Sporisorium relianium auch die
Rostpilze, die auf Grund ihrer obligat biotrophen Lebensweise genetisch schwer

zuganglich sind.

Die pathogene Entwicklung von U. maydis ist eng an die sexuelle Entwicklung
gekoppelt und abhangig vom lebenden Gewebe der befallenen Pflanze (Brefeld, 1895;
Christensen, 1963). Das enge Wirtsspektrum von U. maydis beschrankt sich auf Mais
(Zea mays) und dessen Urform Teosinte (Euchlena mexicana) (Doebley, 1992). Die
Infektion mit U. maydis fiuhrt zur Bildung von Gallen, die, haufig auch als Tumore
bezeichnet, an allen oberirdischen Teilen der Pflanze auftreten kénnen (siehe Abb. 1A)
(Christensen, 1963). Innerhalb dieser Tumore finden eine massive Vermehrung der
Pilzhyphen und die Differenzierung der diploiden Brandsporen statt. Am Ende der
Vegetationsperiode werden die Sporen freigesetzt und verleihen der Maispflanze das

fur U. maydis namensgebende Aussehen (siehe Abb. 1B). Infizierte Maiskolben
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werden in Mexiko als “mexikanische Triffel” oder “Cuitlacoche” verkauft und sind eine
landesubliche Delikatesse (Banuett, 1992; Valverde, et al., 1995).

Abbildung 1: Infizierte Maispflanzen. (A) Stangeltumor einer infizierten Maispflanze zum Beginn der
Vegetationsperiode. (B) Aufgebrochene Tumore zum Ende der Vegetationsperiode. Die freigesetzten
melanierten Brandsporen flihren zu einem verbrannten Aussehen der infizierten Pflanzenteile. (Photos
aufgenommen im Juni (A) und Oktober (B) 2009 in Karlsruhe-Ruppurr)

1.2 Der Lebenszyklus von U. maydis

Der Lebenszyklus von U. maydis ist in drei verschiedene Kernphasen unterteilt. Die
saprophytisch wachsenden Sporidien sind haploid, das pathogene Filament ist
dikaryotisch, und die Teliosporen sind diploid. Wahrend des saprophytischen
Wachstums vermehren sich die haploiden Sporidien durch hefeartige Knospung. In
dieser Form ist U. maydis unter Laborbedingungen auf Fest- oder in Flissigmedien
kultivierbar und zuganglich fir genetische Manipulationen. Eine groRRe Anzahl
molekularbiologischer Techniken und ein hocheffizientes, homologes
Rekombinationssystem vereinfachen dabei die Arbeit mit U. maydis und unterstreichen
die hervorragende Eignung als pilzlicher Modellorganismus (Brachmann, et al., 2004;
Kamper, 2004; Steinberg and Perez-Martin, 2008). Die Sequenzierung des Genoms
und dessen zweifache manuelle Annotierung ermoglichen gezielte revers-genetische
Untersuchungen, die durch die Verfugbarkeit von Affymetrix Microarrays

komplementiert werden (Kamper et al., 2006).
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Die verschiedenen Stadien der sexuellen Entwicklung von U. maydis stehen unter der
Kontrolle der Paarungstyp-Loci (Bolker, 2001; Feldbriigge, et al., 2004; Kahmann and
Kamper, 2004; Kahmann, et al., 1996). Der biallelische a-Locus kodiert flr ein
Pheromon/Rezeptorsystem Uber das die Zell/Zellerkennung und die anschlieRende
Zellfusion gesteuert werden (Bdlker, et al., 1992; Schulz, et al., 1990). Nach der
Zellfusion steht die weitere sexuelle und pathogene Entwicklung unter der Kontrolle
des multiallelischen b-Locus, der fur die Homeodomanenproteine bEast (bE) und
bWest (bW) kodiert (Gillissen, et al., 1992). Die Expression kompatibler Allele dieser
beiden Proteine ist sowohl notwendig als auch ausreichend fir die Induktion und
Vollendung der pathogenen Entwicklung von U. maydis (Bolker, et al., 1995; Kamper
et al., 2006).
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Abbildung 2: Lebenszyklus von U. maydis. Schematische Darstellung der unterschiedlichen
Entwicklungsstufen wahrend der sexuellen und pathogenen Entwicklung von U. maydis. (1) Vegetatives,
hefeartiges Wachstum durch Knospung, (2) Konjugationshyphenbildung und Zellfusion, (3) filamentdses
Wachstum des Heterodikaryons, (4) Penetration der Pflanzenoberflache durch Appressorien, (5)
Aufhebung des Zellzyklusarrestes und Proliferation, Schnallenbildung, (6) Verzweigung, Tumorinduktion
und daran anschlieBende Karyogamie, (7) Differenzierung der Teliosporen. (Lebenszyklus modifiziert nach
Kamper et al., 2006).

Der erste Schritt der sexuellen Entwicklung von U. maydis wird durch die Pheromon-
vermittelte Perzeption eines kompatiblen Kreuzungspartners initiiert (1) (siehe Abb. 2).
Dabei kommt es zur Ausbildung schlauchartiger Konjugationshyphen und parallel zur
Arretierung des Zellzyklus im G2-Stadium (2) (Garcia-Muse, et al., 2003). Nach der
Fusion kompatibler haploider Sporidien wachst das heterodikaryotische Filament (3)
durch Spitzenwachstum. Es erfolgt keine Zellteilung, und am basalen Pol der
Pilzhyphe werden Septen eingezogen, was zur Abschnirung leerer Kompartimente

fuhrt (Banuett and Herskowitz, 1994). Nur in dieser Wuchsform ist U. maydis
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infektionskompetent. Erst nach der Ausbildung einer speziellen Infektionsstruktur, dem
Appressorium (4) (Snetselaar and Mims, 1992; Snetselaar and Mims, 1993), und der
daran anschlieRenden Penetration der Pflanzenoberflache (5) erfolgt die Aufhebung
des G2-Zellzyklusarrestes, wodurch die Proliferation des Heterodikaryons innerhalb
der Wirtspflanze ermdéglicht wird (Banuett and Herskowitz, 1996). Die
Zellkernverteilung wahrend des heterodikaryotischen Wachstums erfolgt unter
Verwendung der fur die Basidiomyzeten spezifischen Schnallenzellen (Banuett and
Herskowitz, 1996; Scherer, et al., 2006; Seyfert, 1927; Sleumer, 1931). Das intra- und
interzellulare Wachstum innerhalb der Pflanze findet vornehmlich in nahrstoffreichen
Geweben der Maispflanze statt. Nach extensiver Proliferation und Verzweigung des
Pilzmyzels (6) kommt es zu einer erhéhten Teilungsrate und Hypertrophie pflanzlicher
Zellen, was zur Bildung von Tumoren flhrt, in denen nach der Karyogamie die
Differenzierung der diploiden Brandsporen stattfindet (7) (Banuett and Herskowitz,
1996; Snetselaar and Mims, 1993). Diese stellen die Verbreitungs- und
Uberdauerungsform von U. maydis dar und werden durch Wind, Regen, Insekten oder
andere Vektoren verbreitet. Unter geeigneten Bedingungen kénnen die Teliosporen
auskeimen und nach Abschluss der Meiose werden von dem ausgebildeten Promyzel
die haploiden Sporidien abgeschnirt, welche den Lebenszyklus erneut durchlaufen
kénnen (Christensen, 1963).

1.3 Kontrolle der pilzlichen Entwicklung durch Paarungstyp-Loci

Die sexuelle Reproduktion in Pilzen wird durch Paarungstyp-Loci gesteuert. In den
verschiedenen Modellsystemen existiert eine groRe Vielfalt unterschiedlicher
Konfigurationen der Paarungstyp-Loci. Man unterscheidet zwischen homo- und
heterothallischen Spezies, in Basidiomyzeten wird bei den heterothallischen Spezies
zusatzlich zwischen bi- und tetrapolaren Paarungssystemen unterschieden (Hsueh and
Heitman, 2008; Kothe, 1996; Nielsen and Heitman, 2007; Raudaskoski and Kothe).

Bei bipolaren Paarungstyp-Systemen wird zwischen zwei verschiedenen
Geschlechtern unterschieden, die Uber die verschiedenen Allele des Paarungstyp-
Locus definiert werden. Typischerweise kodieren dessen Gene fur Determinanten der
Zellidentitat oder Transkriptionsfaktoren, die deren Expression regulieren (Morrow and
Fraser, 2009).

In tetrapolaren Systemen existieren zwei Paarungstyp-Loci, die zumeist als A- und B-

Locus bezeichnet werden und typischerweise flr ein Pheromon/Pheromonrezeptor-
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System und Homeodomanen-Transkriptionsfaktoren kodieren (Morrow and Fraser,
2009). In Coprinopsis cinerea und Schizophyllum commune existieren die A- und B-
Loci in einer groRen Anzahl verschiedener Allele, was zu einer Bildung von
geschatzten 20000 verschiedenen Kombinationen fuhrt (Brown and Casselton, 2001;
Casselton and Kies, 1994). Die genomische Ausdehnung der Paarungstyp-Loci ist
selbst in verwandten Arten sehr unterschiedlich und schwankt zwischen wenigen kb
(U. maydis) und 0,5 mb (Ustilago hordei) (Bakkeren et al., 2008). In pathogenen Pilzen
wie Candida albicans, Cryptococcus neoformans und U. maydis ist die sexuelle
Reproduktion mit der Virulenz dieser Pilze assoziiert. Diese Wechselbeziehung ist
jedoch nur bei den Brandpilzen, zu denen U. maydis gehort, obligat (Hsueh and
Heitman, 2008).

1.3.1 Der a-Locus von U. maydis kontrolliert die interzellulare Erkennung

Der biallelische a-Locus kodiert fir das Pheromon Mfa (mating factor a) und den
Pheromonrezeptor Pra (pheromon receptor a) (siehe Abb. 3). Das af7-
Vorlauferpheromon Mfa1 besteht aus 40, das a2-Vorlduferpheromon aus 38
Aminosauren, welche nach einer posttranslationellen Prozessierung und Modifikation
13 und 9 Aminosduren umfassen und am C-Terminus farnesyliert und methyliert
werden (Spellig, et al., 1994).

ai-Locus mE1 prat rbat
i HH e
pra2 lga2 rgaz mfa2 rba2

a2-Locus 2 o - s 2

Abbildung 3: Schematische Darstellung der a-Loci. mfal und mfa2 kodieren fur die
Pheromonvorlaufer, pra1 und pra2 fir die Pheromonrezeptoren. (Abbildung aus Brachmann, 2001).

Die Pheromone werden jeweils von den Pheromonrezeptoren des komplementaren
a-Locus perzipiert. Uber dieses Pheromon/Rezeptorsystem wird die Zell/Zellerkennung
und die Zellfusion gesteuert (Bolker et al., 1992). Die Pheromonrezeptoren von
U. maydis gehéren zu den STE3-ahnlichen Pheromonrezeptoren, die typischerweise
sieben Transmembrandomanen besitzen und an heterotrimere G-Proteine gekoppelt
sind (Bolker et al., 1992). Zusatzlich zu den Pheromon- und Pheromonrezeptorgenen
beinhaltet der a2-Locus die Gene Iga2 und rga2 (siehe Abb. 3) (Mahlert, et al., 2009;
Urban, et al., 1996b). Die Funktion von Lga2 und Rga2 liegt in der Regulation

mitochondrialer Spaltungs- und Fusionsdynamiken, Uber die die uniparentale
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Vererbung mitochondrieller DNA gesteuert wird (Fedler, et al., 2009; Mahlert et al.,
2009). Des Weiteren wurden im a2-Locus Uberreste eines zusatzlichen
Pheromongens identifiziert, was auf eine urspringlich multiallelische Konfiguration des
a2-Locus hindeutet (Urban et al., 1996b). Die Perzeption des Lipopeptidpheromons
durch den Pheromonrezeptor fuhrt zur Ausbildung von Konjugationshyphen, die
entlang des Pheromongradienten aufeinander zuwachsen und an ihren Spitzen
fusionieren (Snetselaar, et al., 1996;

dea Spellig et al., 1994). Gleichzeitig erfolgt

die Arretierung des Zellzyklus in der G2-

/Uqgt\ Phase (Garcia-Muse et al., 2003),
vermutlich um eine synchrone

Entwicklung des Dikaryons zZu

I gewahrleisten. Auf molekularer Ebene
[ Fuz7 ] . -

wird durch die Bindung des Pheromons
K002

an den Rezeptor eine Proteinkinase A

.oo, (PKA) und eine Mitogen-aktivierte
Protein-Kinase = (MAPK)  -vermittelte
/ j \ Signaltransduktionskaskade ausgelost,

die in der differenziellen Phos-
Rbf1 phorylierung des High Mobility Group
(HMG) Transkriptionsfaktors Prf1

mfa| pra (Pheromone response factor 1), dem

I .

zentralen Regulator der Pheromon-
G2 Arrest g

Konjugationshyphen| antwort, kulminiert (Kaffarnik, et al.,
2003). Eine wechselnde Anzahl an Prf1-

Zellfusion

Abbildung 4: Schematische Darstellung der _, . . . .
Pheromonkaskade. Die Bindung des Pheromons Mfa Zielgenen wird in Abhangigkeit des
an den Rezeptor I6st die durch Phosphotransfer . .
vermittelte ~ Signaltransduktionskaskade aus. Kpp4, Phosphorylierungsstatus reguliert
Fuz7 und Kpp2 reprasentieren die zentralen .

Bestandteile ~der MAPK-Kaskade. Der G2- (Kaffarnik et al, 2003; Zarnack, et al.,
Zellzyklusarrest und die Ausbildung von . . .
Konjugationshyphen werden, unabhangig von Prf1, 2008). Zu diesen Zielgenen gehdren,
durch Kpp2 reguliert.

neben prf1 selbst, die a-Locus-Gene mfa

und pra, die b-Locus-Gene bE und bW
(Hartmann, et al., 1996; Urban, et al., 1996a) sowie der C2H2-Zinkfinger
Transkriptionsfaktor Rbf1 (siehe Abb. 4) (M. Scherer, nicht publiziert; Zarnack et al.,
2008). Die verstarkte Expression der a-Locus-Gene fuhrt zur Signalamplifikation
innerhalb der autokrinen Antwort und vermittelt vermutlich das gerichtete, polare
Wachstum der Konjugationshyphen entlang des Pheromongradienten (Hartmann,

1997; Snetselaar et al., 1996). Nach der Fusion haploider Sporidien interagieren
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kompatible bE- und bW-Proteine und bilden einen aktiven Transkriptionsfaktor, das b-
Heterodimer, welches indirekt die Expression von mfa und pra reprimiert und die
weitere Entwicklung des Heterodikaryons steuert (Urban et al., 1996a). Die Expression
von Prf1 ist abhdngig von zwei weiteren Transkriptionsfaktoren, Rop1 und Hap2, deren
Funktion im Gegensatz zu Prf1 nicht essentiell fur die pathogene Entwicklung in
haploiden, solopathogenen Stdmmen ist (Brefort, et al., 2005; Hartmann et al., 1996;
Mendoza-Mendoza, et al., 2009). Durch die konstitutive Expression kompatibler
b-Allele kann der Pathogenitatsdefekt in Aprf1-Stdmmen komplementiert werden
(Hartmann et al., 1996), was die zentrale Rolle des b-Heterodimers fiir die Regulation

der pathogenen Entwicklung von U. maydis unterstreicht.

1.3.2 Der b-Locus kodiert den zentralen Regulator der pathogenen Entwicklung

Der multiallelische b-Locus von U. maydis liegt in mindestens 19 unterschiedlichen
verschiedenen Allelen vor (Kamper, et al., 1995; J. Kdmper, pers. Mitteilung),. Die im
b-Locus enthaltenen Gene bEast (bE) und bWest (bW) sind ca. 200 bp voneinander
getrennt und werden von einer gemeinsamen Promotorregion divergent transkribiert.
Die Proteine umfassen 473 (bE) und 645 (bW) Aminosauren, die trotz geringer
Sequenzhomologien einen ahnlichen Aufbau haben (siehe Abb 5A). Beide Proteine
besitzen einen hochvariablen circa 120 Aminosduren umfassenden N-terminalen
Bereich, dem sich der hochkonservierte C-terminale Bereich anschlie3t. Die
Selbst/Nichtselbst-Erkennung wird durch die N-terminalen variablen Bereiche
gesteuert und vermittelt die Heterodimerisierung von bE- und bW-Proteinen (Gillissen
et al., 1992; Kronstad and Leong, 1990; Schulz et al., 1990), die allerdings nur dann
stattfinden kann, wenn diese von verschiedenen Allelen stammen (siehe Abb. 5B)
(Kamper et al., 1995). Nach der Komplexbildung ist das b-Heterodimer in der Lage,
sequenzspezifisch an DNA zu binden und die Expression von Zielgenen zu induzieren
(Brachmann, et al., 2001; Romeis, et al., 2000). Die DNA-Bindung an die
b-Bindestellen (bbs) wird Uber die Homeodomanen, welche charakteristisch fur eine
Vielzahl zentraler Regulatoren der eukaryotischen Entwicklung sind, vermittelt
(Banerjee-Basu, et al., 1999; Gehring, et al., 1994a; Gehring, et al., 1994b; Liang and
Biggin, 1998; Qian, et al., 1994; Schier and Gehring, 1993; Valentine, et al., 1998;
Vazquez, et al., 1999). Fir die Bildung eines funktionellen Heterodimeres ist sowonhl
die Homeodomane von bE als auch bW essentiell (Romeis, et al., 1997; Schlesinger,
et al., 1997). Die Expression des b-Heterodimeres ist notwendig und ausreichend flr

die pathogene und sexuelle Entwicklung von U. maydis. Haploide Stamme, die



Einleitung

kompatible b-Gene besitzen, sind solopathogen und kénnen ohne Paarung mit einem
kompatiblen Kreuzungspartner den Lebenszyklus vollstdndig durchlaufen (Bélker et al.,
1995; Kdmper et al., 2006).
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Abbildung 5 Der b-Locus in U. maydis. (A) Schematische Darstellung der genomischen Struktur des b-
Locus und der bW- und bE-Proteine. K entspricht den konstanten, V den variablen Bereichen der Proteine.
(B) Allelspezifische Dimerisierung der b-Proteine. Die Homeodoméanen-Proteine  koénnen
heterodimerisieren, wenn sie von verschiedenen Allelen stammen (Abbildung aus Brachmann, 2001).

Allerdings sind diese Stamme (CL13) im Vergleich zu isogenen Stammen, die
zusatzlich kompatible Pheromongene exprimieren (SG200), reduziert virulent, was auf
vermutlich auf die schwache Expression der b-Gene zurtickzufiihren ist. Aufgrund der
direkten Auspragung von Mutationen in diesen haploiden Stdmmen eignen sich diese
hervorragend zur Untersuchung pathogenitatsrelevanter Entwicklungsprozesse. Die
translationelle Fusion von bE und bW fihrt, unabhangig von der allelischen
Kombination, zur Solopathogenitat haploider Stdmme (Romeis et al., 1997). Die
variable Domane beider Proteine ist flir die Funktion des Fusionsproteins nicht

essentiell.

1.4 Die b-vermittelte Genregulationskaskade

Die Expression des b-Heterodimeres induziert den Wechsel vom saprophytischen
Knospungswachstum zum filamentésen Wachstum (Brachmann et al., 2001). Die
Filamentbildung geht mit der Arretierung des Zellzyklus in der G2-Phase einher
(Heimel, et al., 2010; Mielnichuk, et al., 2009; Scherer et al., 2006). Ein ausgepragtes
Spitzenwachstum der Filamente und das Abschniiren leerer septierter Bereiche sind
charakteristisch fur das b-vermittelte filamentése Wachstum. Diese Filamentstruktur
spiegelt die infektiose Form von U. maydis auf der Blattoberflache wieder. Vor der

Etablierung der Microarray-Technologie wurden in verschiedenen Studien insgesamt
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22 b-regulierte Gene identifiziert (Brachmann et al., 2001; Flor-Parra, et al., 2007; Flor-
Parra, et al., 2006; Romeis et al., 2000). Mit Ausnahme der MAP-Kinase Kpp6, die fir
eine effiziente Penetration der Pflanzenoberflache notwendig ist (Brachmann, et al.,

2003), und des C2H2-Zinkfinger

5000 Transkriptionsfaktors Biz1 (siehe nachste

O Q

Seite) ist allerdings keines der identifizierten
Entwicklung von U. maydis. Die Anwendung

der Microarray-Technologie erlaubte die

Gene essentiell fur die pathogene

/ l genomweite Untersuchung der b-

[ Cip1 ][ Rbf1 ] vermittelten Genregulation und flihrte zur
. \4\ Identifizierung von insgesamt 345 b-

( Hdp2 |( Bizt ][ Hdp1 | regulierten Genen. Mit rbf1 (Regulator of b-
flament 1), welches direkt durch das

/ \ b-Heterodimer reguliert wird und fir einen

v C2H2-Zinkfinger Transkriptionsfaktor
Pm"feration%fl:zz'sact)ig?\n Filaﬁztaﬁ{l;ﬁzhng kodiert, konnte der zentrale Regulator

. innerhalb dieser Kaskade ermittelt werden
Pathogene Entwicklung

(siehe Abb. 6). Rbf1 ist notwendig und

Abbildung 6: Die b-abhingige Genregulation. gusreichend flr das b-vermittelte,
Schematische Darstellung der regulatorischen .
Schlisselkomponenten innerhalb der filamentése Wachstum und den b-

b-vermittelten Regulationskaskade. induzierten G2-Zellzyklusarrest. rbf1-
Deletionsstamme bilden keine Appressorien und sind apathogen. Die Expression von
mehr als 90% der b-regulierten Gene ist abhangig von Rbf1. Unter den rbf1-abhangig
regulierten Genen befindet sich das fur einen C2H2-Zinkfinger Transkriptionsfaktor
kodierende biz1 (b-induced zinc finger 1) -Gen und die fir Homeodomanen-
Transkriptionsfaktoren kodierenden hdp1- (homeodomain protein 1) und hdp2-
(homeodomain protein 2) Gene (siehe Abb. 6) (Heimel et al, 2010). biz1-
Deletionsstamme sind apathogen und weisen im Vergleich zum Wildtypstamm SG200
eine stark verringerte Appressorienbildung auf. Die induzierte Expression von biz1
fuhrt zur Repression von clb1, einem mitotischen Zyklin, und induziert filamentoses
Wachstum und einen Zellzyklusarrest im G2-Stadium (Flor-Parra et al., 2006). Die
induzierte Expression von hdp? fuhrt ebenfalls zur Repression von c¢/b1 und
filamentésem Wachstum. Gleichzeitig wird die Expression des PHO85-ahnlichen
Zyklins Pcl12 induziert (Pothiratana, 2008). Die Deletion von hpd1 oder pcl12 fuhrt zu
reduziertem filamentdsen Wachstum, jedoch nicht zu einem Verlust der Pathogenitat

(Flor-Parra et al., 2007; Pothiratana, 2008). Hpd2 ist essentiell fur die pathogene
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Entwicklung von U. maydis, da die Deletion von hdp2 zum vollstandigen Verlust der

Appressorienbildung fiihrt (siehe Abb. 6) (M. Scherer, pers. Mitteilung).

1.5 Clp1 und die Schnallenbildung in U. maydis

clp1 (clampless) wurde in einer genomweiten Expressionsanalyse als ein frih b-
induziertes Gen identifiziert. Durch in silico-Analyse der Promotorsequenz konnten
zwei putative b-Bindestellen (bbs) identifiziert werden (Scherer et al., 2006). Die
Bindung des b-Heterodimeres an die vorhergesagten Bindestellen konnte durch
Chromatin-Immunoprazipitation (ChIP) bestatigt werden (Schuler, 2010). Die
Expression des clp7-Gens ist sowohl in frlhen, als auch in spaten Stadien der
pathogenen Entwicklung detektierbar. Clp1-ahnliche Proteine konnten in allen bislang

sequenzierten Basidiomyzeten-Genomen identifiziert werden.

Das Clp1 Protein aus U. maydis besitzt eine 40%ige Ahnlichkeit zu Clp1 aus
Coprinopsis cinerea. In diesem Basidiomyzeten ist Clp1 notwendig und ausreichend
fur die Schnallenbildung (Inada, et al., 2001). Der komplexe Ablauf dieses
Entwicklungsprozesses erfordert eine ausgekligelte Regulation und Koordination von
polarem Wachstum, Kernwanderung, Zellzyklus und Septierung (siehe Abb.7) und wird
durch die Paarungstyp-Loci gesteuert (Kamada, 2002; Kies, 2000). Die Zellfusion und
der gegenseitige Austausch der Zellkerne stehen unter der Kontrolle des durch den B-
Locus kodierten Pheromon-Rezeptorsystems (ahnlich zum a-Locus von U. maydis).
Nach der Etablierung des Heterodikaryons sind die Kernwanderung, die synchrone
Teilung beider Kerne und die Septierung abhangig von kompatiblen A-Genen, die
analog zu den b-Genen von U. maydis fir Homeodomanen-Tranksriptionsfaktoren

kodieren.

Wahrend der Schnallenbildung erfolgt die mitotische Teilung der Zellkerne in einer
koordinierten Art und Weise. Einer der beiden Zellkerne teilt sich parallel zur
Whuchsrichtung der Hyphe, wohingegen sich der andere Zellkern in einem rlckwarts
gerichteten Primordium (der initialen Schnallenzelle) teilt. Durch die parallel ablaufende
Septierung wird ein apikal gelegenes heterodikaryotisches Kompartiment gebildet. In
der Schnallenzelle und dem subapikalen Kompartiment befindet sich jeweils ein
Zellkern. Durch die Pheromon-vermittelte Verschmelzung der Schnallenzelle mit dem
subapikalen Kompartiment erfolgt die Rekonstitution des heterodikaryotischen
Zustandes (siehe Abb. 7).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Schnallenbildung in C. cinerea. (1) Fusion der
Hyphen und reziproker Austausch der Zellkerne, (2) Paarung der Zellkerne und Bildung der
Schnallenzelle, (3) synchrone Teilung der Zellkerne und Septierung, (4) Fusion der Schnallenzelle mit
dem subapikalen Kompartiment. (Abbildung modifiziert nach Kamada, 2002).

Die Schnallenbildung in U. maydis findet wahrend der biotrophen Entwicklung statt
und erfolgt analog zu der in C. cinerea beschriebenen Art und Weise, allerdings ist die
Fusion der Schnallenzelle lichtmikroskopisch nicht detektierbar. Im Unterschied zu C.
cinerea, bei dem flir diesen Prozess die Aktivitdt beider Paarungstyp-Loci notwendig
ist, kann die Schnallenbildung in U. maydis auch in dem haploiden, solopathogenen
Stamm CL13 (a7 bE1/bW2) beobachtet werden und ist somit unabhangig von einem
aktiven a-Locus (Scherer et al., 2006). Ob sich die Bildung der Schnallenzellen in U.
maydis mechanistisch von der der héheren Basidiomyzeten unterscheidet, ist bislang

ungeklart.

Die Deletion von clp1 in U. maydis fuhrt zum Verlust der Pathogenitat. Wahrend das
Wachstum unter axenischen Bedingungen, das Kreuzungsverhalten sowie das
filamentése Wachstum und die Appressorienbildung durch die Deletion von clp7 nicht
beeintrachtigt werden, erfolgt nach der Penetration der Pflanzenoberflache keine
Schnallenbildung und keine weitere Proliferation der Hyphen. Die Clp1-Expression
unterliegt einer posttranskriptionellen Regulation. Auf transkriptioneller Ebene kann die
Expression von clp1 bereits zwei Stunden nach der induzierten Expression des b-
Heterodimeres beobachtet werden. Die Expression eines Clp1-3eGFP Fusionsproteins
ist wahrend der pathogenen Entwicklung jedoch auf Hyphen beschrankt, die die
Pflanzenoberflache erfolgreich penetriert haben (Scherer et al., 2006). Da die
Expression eines aktiven b-Heterodimeres zu einem G2-Zellzyklusarrest fuhrt, ein

funktionelles b-Heterodimer jedoch Vorraussetzung fiir die biotrophe Entwicklung ist

11
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(Wahl, et al., 2010), liegt der Schluss nahe, dass die Funktion des b-Heterodimeres
modifiziert wird, um eine Proliferation des Heterodikaryons in planta zu ermoglichen.
Der Zeitpunkt der ClIp1-Proteinexpression uberlappt mit der Re-Initiation des
Zellzyklus, weshalb Uber eine modgliche Funktion von Clp1 fir diesen Prozess
spekuliert wurde (Scherer et al., 2006). In C. neoformans ist Clp1 notwendig fur die
Bildung des dikaryotischen Filaments nach der Zellfusion. Ahnlich zur Situation in U.
maydis ist zu diesem Zeitpunkt der Zellzyklus arretiert und clp7-Deletionsmutanten

sind nicht in der Lage zu proliferieren (Ekena, et al., 2008).

In einer Hefe-Zwei-Hybrid Untersuchung wurden bW, Rbf1, die zentralen Regulatoren
der pathogenen Entwicklung von U. maydis, und der bZip-Transkriptionsfaktor Cib1
(Clp1 interacting bZIP) als Clp1-interagierende Transkriptionsfaktoren identifiziert
(Heimel, 2005). Basierend auf diesen Interaktionsstudien konnte gezeigt werden, dass
die induzierte Co-Expression von Clp1 und einem aktiven b-Heterodimer zu dem
Verlust der b-abhangigen Filamentbildung und des b-induzierten G2 Zellzyklusarrestes
fuhrt. Die Expression b-abhangig regulierter Gene wird durch die Co-Expression von
Clp1 unterdriickt (Scherer et al., 2006). Die Deletion von cib1 hat keinen Einfluss auf
das Wachstum unter axenischen Bedingungen, das filamentdése Wachstum und die
Appressorienbildung. Ahnlich wie im Fall von clp7-Deletionsstimmen kann keine
Proliferation der Hyphen in planta und keine Schnallenbildung beobachtet werden.
Wahrend der Proteininteraktion von Clp1 und bW eine mdgliche Funktion zugeordnet
werden kann, ist unklar, welche Funktion die Interaktionen von Clp1 mit Rbf1 und Cib1
haben. Die molekulare Analyse der den Clp1 Protein-Protein-Interaktionen und den der
Schnallenbildung in U. maydis zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen sollte
weitere Einblicke in die Regulation von sexueller und pathogener Entwicklung

ermaoglichen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die pathogene Entwicklung von U. maydis wird durch ein regulatorisches Netzwerk
unter der Kontrolle des b-Heterodimeres gesteuert. Eine zentrale Rolle innerhalb
dieses Netzwerkes erflillt Rbf1, ein C2H2-Zinkfinger Transkriptionsfaktor der notwendig
und ausreichend fiir die b-abhangige Filamentbildung und den G2-Zellzyklusarrest ist.
Dieser Wechsel der Wuchsform ist Voraussetzung fir die Initiation der pathogenen
Entwicklung. Clp1 interagiert mit dem bW-Protein und Rbf1 und ist notwendig fiir das

Wachstum innerhalb der Pflanze. Im Gegensatz zur detailliert beschriebenen
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Einleitung

Regulation der initialen Phase der pathogenen Entwicklung ist Uber die Regulation der
biotrophen Entwicklung von U. maydis wenig bekannt. Ziel dieser Arbeit ist es, die
Auswirkungen der Clp1-Protein-Interaktionen auf die Funktion von bW und Rbf1 als
Transkriptionsfaktor aufzuklaren und deren Rolle in der Regulation des Zellzyklus und
des biotrophen Wachstums von U. maydis zu untersuchen. Darlber hinaus sollte
durch die Charakterisierung des Cib1-Proteins Hinweise auf mdgliche Funktionen

erlangt und Regulationsmechanismen der pathogenen Entwicklung identifiziert werden.
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2 Ergebnisse

Der sexuelle Entwicklungszyklus vieler Basidiomyzeten beinhaltet eine ausgedehnte
dikaryotische Phase. Die korrekte Verteilung der genetisch verschiedenen Kerne
wahrend des Wachstums des dikaryotischen Filaments wird durch die Bildung
sogenannter Schnallenzellen gewahrleistet. Die Schnallenbildung erfordert eine
prazise zeitliche und raumliche Regulation von Kernwanderung, Kernteilung, polarem
Wachstum und Septierung der Hyphen. Die Koordination dieser Prozesse unterliegt
der Kontrolle der Paarungstyp-Loci. In Coprinopsis cinerea und Ustilago maydis konnte
gezeigt werden, dass Clp1 notwendig fir die Schnallenbildung ist (Inada et al., 2001;
Scherer et al., 2006). Im Gegensatz zu U. maydis ist die Expression von Clp1 in C.
cinerea auch ausreichend fir die Induktion dieses Prozesses. Neben Clp1 wurden in
einem Kandidatengen-Ansatz Num1 und Fkh1 als weitere potentielle Regulatoren der
Schnallenbildung identifiziert und eine mogliche Funktion beider Proteine fir diesen

Entwicklungsprozess untersucht.

2.1 Das Num1 Protein in U. maydis

In C. cinerea wurde in Mutagenesestudien das Num1-Protein identifiziert, das fur die
Kernwanderung nach Fusion kompatibler haploider Stdmme und bei der Etablierung
des Heterodikaryons (Paarung) notwendig ist (Makino and Kamada, 2004). Das U.
maydis Gen um01682 kodiert fur ein potentielles Protein, das 41% Identitat und 63%
Ahnlichkeit (E:4,7e-%, MUMDB, (http://mips.helmholtz-
muenchen.de/genre/proj/ustilago/) zu Num1 aus C. cinerea aufweist. Um01682 wird im
weiteren Verlauf dieser Arbeit als Num1 bezeichnet. Das vorhergesagte offene
Leseraster des num1-Gens enthalt kein Intron und kodiert fir ein Protein von 278
Aminosauren (AS), welches die in vielen Eukaryoten konservierte BCAS2 (Breast-
Cancer-Amplified-Sequence 2) Domane enthilt (AS 64 bis 278, E: 1e''°, PFAM),
welche in humanen Zellen eine negative Regulation des Tumorsuppressors p53
vermittelt (Kuo, et al., 2009).
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211 Num1 ist essentiell fiir die pathogene Entwicklung von U. maydis

Fir Num1 wurde eine mdgliche Funktion in der Schnallenbildung in U. maydis
vermutet. Zur Uberprifung dieser Annahme wurde num1 in dem solopathogenen
Stamm SG200 (a7 mfa2 bE1/bW2) (Kamper et al., 2006) und in den kompatiblen
Wildtypstdmmem FB1 (a7 b71) und FB2 (a2 b2) (Banuett and Herskowitz, 1989)
deletiert. Anum1-Stamme zeigten im Vergleich zu den beschriebenen
Ausgangsstammen keine erkennbaren Unterschiede im Wachstum oder
Zellmorphologie unter axenischen Bedingungen. Im Kreuzungsverhalten kompatibler
Anum1-Stamme und in der Filamentbildung auf aktivkohlehaltigem Festmedium konnte
ebenfalls kein Unterschied zu den als Kontrolle verwendeten SG200, FB1 und FB2
Wildtypstdmmen festgestellt werden (nicht gezeigt). In Infektionsstudien mit
SG200Anum1 und SG200 als entsprechender Kontrolle zeigten Pflanzen, die mit
SG200Anum1 infiziert wurden, aufler der Bildung von Chlorosen keine weiteren

sichtbaren Symptome einer Infektion (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Pathogenitat des num1-Deletionsstammes

Stamm Infizierte Pflanzen Chlorosebildung Tumorbildung
SG200Anum1 106 30 (28%) 0 (0%)
SG200 112 104 (93%) 100 (89%)

2.1.2 Num1 ist fiir die Schnallenbildung in U. maydis nicht notwendig

Durch die mikroskopische Untersuchung Chlorazole-Black-E gefarbter Hyphen wurde
untersucht, in welchem Entwicklungsstadium die Anum7-Mutante wahrend der
pathogenen Entwicklung gestort ist. Die mikroskopische Analyse des Blattmaterials,
welches drei bis finf Tage nach Inokulation enthommen wurde, zeigte, dass der
Stamm SG200Anum1 in der Lage ist Schnallenzellen zu bilden (siehe Abb. 8). Der
Verlust der Pathogenitat in Anum7-Stammen ist damit nicht auf die Abwesenheit von
Schnallenzellen zurtckzufiihren, kdnnte jedoch mit einer fehlerhaften Kernverteilung

wahrend des Wachstums innerhalb der Pflanze verknUpft sein.
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Abbildung 8: Untersuchung des Wachstums-
verhaltens von num7-Deletionsstammen
innerhalb der Pflanze. Das Blattmaterial wurde flinf
Tage nach der Inokulation entnommen, mit
Chlorazole-Black-E ~ gefarbt und  anschlieRend
mikroskopisch untersucht. Die Deletion von num1 hat
keine Auswirkung auf die Schnallenbildung. Pfeile
markieren die Schnallenzellen der proliferierenden
Hyphe.

Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde der Stamm UKH94 (a7mfa2 bE1/6W2 Anum1
Pmigz 5:NLS:eGFP Pue:RFP;) verwendet. In diesem Stamm konnen die Zellkerne
wahrend der pathogenen Entwicklung durch Expression eines NLS-eGFP-
Fusionsproteins unter der Kontrolle des in planta induzierten mig2 5 Promotors
visualisiert werden (Scherer et al., 2006). Die Expression eines zytoplasmatisch
lokaliserten RFPs unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven otef-Promotors erlaubte
die Visualisierung der Hyphen. Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung des
Wachstums innerhalb der Pflanze wurden drei Tage nach der Inokulation mit UKH94
RFP-markierte Hyphenkompartimente ohne Zellkerne beobachtet. Mit zunehmender
Infektionsdauer wurde dieser Phanotyp vermehrt beobachtet. Finf Tage nach
Inokulation wurde zuséatzlich in einer Vielzahl von Hyphen eine starke Vakuolisierung
beobachtet (siehe Abb. 9).

16



Ergebnisse

5 dpi

Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von UKH94 wiahrend der pathogenen
Entwicklung von U. maydis. Drei bis finf Tage nach Inokulation wurden Blattproben infizierter Bereiche
entnommen und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. num7-Deletionsstdmme zeigten bereits nach drei
Tagen delokalisierte Kerne. Fiinf Tage nach der Inokulation wurde neben delokalisierten Zellkernen eine
starke Vakuolisierung der Hyphen beobachtet. Pfeile markieren die durch GFP markierten Zellkerne.
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2.2 Das Fkh1'-Protein aus U. maydis

Forkhead-Proteine stellen eine eigene Klasse von Transkriptionsfaktoren dar, die in
vielen eukaryotischen Organismen wichtige Entwicklungsprozesse regulieren
(Carlsson and Mahlapuu, 2002).

In U. maydis wurde in vergleichenden Transkriptomanalysen (M. Vranes, pers.
Mitteilung) das Gen um01523 (fkh1) identifiziert, welches ausschliellich wahrend des
biotrophen Wachstums innerhalb der Pflanze exprimiert wird (siehe Abb. 10) und flr
ein putatives Protein mit Ahnlichkeit zu Forkhead-Proteinen kodiert. Der vorhergesagte
offene Leserahmen umfasst 1410 bp und enthalt ein Intron von 89 bp, welches durch
eine 5- und 3’ RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) -Analyse bestatigt werden
konnte. Der 5’-untranslatierte Bereich (UTR) umfasst 74 bp, wahrend der 3'-UTR 373
bp umfasst. Das aus der cDNA abgeleitete Protein besteht aus 439 Aminosauren und
enthalt eine putative Forkhead Doméne (AS 64 bis 231, E: 9,5 e'®, PFAM).

400 -
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100 A

50 1
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FB1 16h SG200 16h Tumor 5T Tumor 9T Tumor 13T

Abbildung 10: Genexpressionsanalyse von fkh1 wihrend der pathogenen Entwicklung von U.
maydis. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei biologischen Replikaten in
arbitraren Einheiten (a.E.) basierend auf Microarraydaten. Wahrend des filamentésen Wachstums der
Stamme auf der Blattoberflache (FB1 16h und SG200 16h) kann nur eine schwache Expression von
fkh1 detektiert werden. Im Gegensatz dazu ist die fkh1-Expression fiinf Tage nach Infektion deutlich
induziert und kann bis in die spate Phase der pathogenen Entwicklung verfolgt werden
(Expressionsanalyse basierend auf Daten von M. Vranes, nicht publiziert).

1 In an diese Studie anschlieenden Untersuchungen wurde der Name Fkh1 entsprechend der geltenden Nomenklatur
in Fox1 (Forkhead-Box 1) gedndert.
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2.21 Fkh1 ist notwendig fiir die Pathogenitat und Sporenbildung von U. maydis

Um die biologische Funktion ndher zu untersuchen, wurde fkh71 in den Stdmmen
SG200, FB1 und FB2 deletiert. fkh1-Deletionsstdmme zeigten unter axenischen
Bedingungen keine erkennbaren Unterschiede zu den Kontrollstammen SG200, FB1
und FB2 bezlglich Wachstumsverhalten, Morphologie sowie Filamentbildung und
Kreuzungsverhalten auf aktivkohlehaltigem Festmedium (nicht gezeigt). Im Gegensatz
dazu zeigten Afkh1-Stamme in Infektionsexperimenten eine deutlich verringerte
Pathogenitat (siehe Abb. 11A). Die Anzahl und Auspragung der durch Afkh71-Stamme
induzierten Tumore war im Vergleich zu den durch die Kontrollstamme induzierten
Tumoren drastisch reduziert. Zusatzlich wurde in Pflanzen, die mit Afkh1-Stammen
infiziert wurden, eine verstarkte Anthozyanbildung beobachtet. 67% (N=74) der mit
SG200Afkh1 und 79% (N=82) der mit einer Mischung von FB1Afkh1 und FB2Afkh1
infizierten Pflanzen zeigten deutliche Anthozyanbildung, wahrend Infektionen mit
SG200 nur bei 40% (N=25) und mit einer Kreuzung von FB1 und FB2 lediglich bei 34%
(N=32) der infizierten Pflanzen zu einer Anthozyanbildung fuhrten. In Pflanzen, die mit
einer Kreuzung aus FB1 und FB2 infiziert wurden, konnte bereits 14 Tage nach der
Inokulation eine ausgepragte Sporenbildung beobachtet werden. In Pflanzen die mit
Afkh1-Stammen infizierten wurden, konnte selbst 28 Tage nach Inokulation keine
Bildung von Sporen beobachtet werden (siehe Abb. 11B). Die Infektionsstudien

wurden mit jeweils drei unabhangigen fkh1-Deletionsstammen wiederholt (N>80).

A B

100% —— — FB1 x FB2 FB1Afkh1 x FB2Afkh1

Ohne Symptome
50% # Kleine Tumore

® GrofRe Tumore

" Tote Pflanzen

$G200 $G200Afkh1 FB1x FB2 FB1aAfkh1 x FB2Afkh1

Abbildung 11: Pathogenitidt von Afkh1-Stammen. (A) Die Bonitur der infizierten Pflanzen wurde sieben
Tage nach der Inokulation durchgefiihrt. Die Deletion von fkh1 fiihrte zu verminderter Pathogenitat. (B) In
Pflanzen die mit fkh1-Deletionsstdmmen infiziert wurden, konnte keine Sporenbildung, jedoch eine
verstérkte Bildung von Anthozyan beobachtet werden. Die Sporenbildung wurde 14 bis 28 Tage nach der
Inokulation untersucht.
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2.2.3 Fkh1 ist furr die Schnallenbildung in U. maydis nicht notwendig

Die morphologische Untersuchung der pathogenen Entwicklung von Afkh7-Mutanten
erfolgte durch Farbung infizierter Pflanzenteile mit Chlorazole-Black-E (siehe Abb. 12).
Im Vergleich zur Wildtypkontrolle wurde bei Afkh1-Hyphen vier Tage nach Inokulation

kein Unterschied bezuglich Morphologie, Proliferation oder Schnallenbildung

WT

Afkh1

Abbildung 12: Auswirkung der fkh1 Deletion auf das Wachstum innerhalb der Pflanze.
Chlorazole-Black-E-Farbung von infiziertem Blattmaterial. Vier Tage nach der Inokulation ist kein
Unterschied zwischen Kreuzungen von Wildtyp- (WT) und fkh1-Deletionsstdmmen erkennbar. Der fkh1
Deletionsstamm ist in der Lage Schnallenzellen zu bilden (Pfeil). Acht Tage nach Inokulation sind die
Pilzhyphen der Afkh1-Kreuzung im Gegensatz zur Wildtypkreuzung von einer filmartigen Matrix umhillt.
Der GroéRRenstandard entspricht 50 pm.

festgestellt. Acht Tage nach der Inokulation waren die Pilzhyphen von einer
Jilmartigen®, lichtbrechenden Substanz umhiillt und die Dicke der Pflanzenzellwande in
infizierten Bereichen schien erhdht (siehe Abb. 12), was auf eine verstarkte
Pflanzenabwehrreaktion hindeutet. Des Weiteren wurde eine Versteifung infizierter
Pflanzenteile beobachtet. Makroskopisch wurde die verstarkte Pflanzenabwehrreaktion
durch eine gesteigerte Anthozyanbildung (generelle Antwort auf biotischen und
abiotischen Stress) (Duke, et al., 1976; Kohler, et al., 1995; Stapleton and Walbot,
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1994; Taylor and Briggs, 1990) (siehe auch Abb. 10B) evident. Somit ist Fkh1, ahnlich
wie Num1, essentiell fir die pathogene Entwicklung, jedoch nicht fur die

Schnallenbildung von U. maydis.

2.3 Untersuchung von Clp1-Protein-Interaktionen in vitro und
in vivo

In vorangegangenen Studien sind mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid Systems vier putative
Transkriptionsfaktoren als mogliche Interaktionspartner von Clp1 identifiziert worden.
Neben dem bW-Protein und Rbf1 wurden der bZip-Transkriptionsfaktor Cib1 (Clp1
interacting bZip 1) und Um02644, ein Protein mit Ahnlichkeit zum Wc2-Protein (White
collar 2) aus Neurospora crassa, als mogliche Interaktionspartner identifiziert. Fur Cib1
konnte eine essentielle Rolle flr die pathogene Entwicklung von U. maydis gezeigt
werden (Heimel, 2005). Die Deletion von cib1 flihrt zu einem Phanotyp, der bereits bei
der Deletion von clp1 beobachtet werden konnte. cib7 Deletionsstamme sind wahrend
des Wachstums unter axenischen Bedingungen nicht vom Wildtypstamm zu
unterscheiden und in der Lage filamentds zu wachsen und Appressorien zu bilden. Die
Proliferation der Pilzhyphen innerhalb der Pflanze und auch die Bildung von
Schnallenzellen ist jedoch blockiert (Heimel, 2005). Diese Beobachtung legt eine
funktionelle Beziehung von Clp1 und Cib1 nahe. Die Deletion des mit Clp1
interagierenden Transkriptionsfaktors Um02644 (mit Ahnlichkeit zu White collar 2)
zeigte im Vergleich zu den als Kontrolle verwendeten SG200, FB1 und FB2 Wildtyp-
Stammen keine Unterschiede bezuglich des Wachstums und Kreuzungsverhaltens auf
aktivkohlehaltigem Festmedium oder der Pathogenitat in Pflanzeninfektionen (nicht
gezeigt). Aus diesem Grund wurde Um02644 von der weiteren Charakterisierung

ausgeschlossen.

2.3.1 Clp1 interagiert mit bW, Rbf1 und Cib1 in vitro

Die weitere Untersuchung der Clp1-Protein-Interaktionen erfolgte in vitro durch Co-
Immunoprazipitationstudien von Clp1yyc mit bWpa, Rbflya und Cib1pya. Zu diesem
Zweck wurden fur die in vitro Expression von bW und Rbf1 die in der Hefe-Zwei-Hybrid
Untersuchung isolierten Plasmide verwendet. Diese kodieren jeweils fur die C-
terminalen Bereiche der Proteine (bW: AS 309 bis 645, Rbf1: AS 109 bis 404). Clp1
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und Cib1 wurden als Volllangenproteine exprimiert. Die Markierung der Proteine
erfolgte durch biotinylierte Lysyl-tRNAs, Uber die wahrend der Translation biotinyliertes
Lysin in die Proteine inkorporiert und im Anschluss Uber Streptavidin-gekoppelte
alkalische Phosphatase kolorimetrisch nachgewiesen wurde. Nach der Verifizierung
der Proteinexpression wurden die in vitro exprimierten Proteine fir die Co-

Immunoprazipitation verwendet.

Clp1 bW Cib1 Rbf1
110 1P 110 1P 110 IP 110 IP

70— ——0

55— T

45| | — == Bl

35— T -

Abbildung 13: Co-Immunoprazipitation von Clp1 mit bW, Cib1 und Rbf1. Die Immunoprazipitation
erfolgte mittels anti-HA gekoppelter Agarose (Sigma). Clp1 zeigt keine unspezifische Bindung an den anti-
HA Antikérper oder die Agarose und kann mit bW, Cib1 und Rbf1 co-immunoprazipitiert werden.
Proteinmassen: Clp1my. ~48 kDa (21 Lysine), bWna ~40 kDa (7 Lysine), Cib1na ~61 kDA (22 Lysine),
Rbf1lya ~35 kDA (4 Lysine). Unterschiedliche Intensitdten der Banden verschiedener Proteine sind
abhangig von der Markierungs- und (Anzahl der Lysinreste im Protein) Translationseffizienz. Die linke
Spur (1/10) zeigt jeweils 1/10 der fir die Co-Immunoprazipitation eingesetzten Menge an Protein, die
rechte Spur (IP) zeigt jeweils die Immunoprazipitation mit anti-HA-gekoppelter Agarose (Sigma).

In der Negativkontrolle (Clp1 IP) wurde keine unspezifische Bindung von Clp1 an die
anti-HA-gekoppelte Agarose beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde Clp1 mit bW, Rbf1
oder Cib1 co-immunoprazpitiert, was eine physikalische Interaktion von Clp1 mit bW,
Rbf1 und Cib1 zeigt (siehe Abb. 13.). Dabei scheint die Co-Immunoprazipitation von
Clp1 mit Rbf1 weniger effizient als mit bW oder Cib1 zu erfolgen. Diese Daten stehen
im Einklang mit einer im Hefe-Zwei-Hybrid System beobachteten schwéacheren
Interaktion von Clp1 mit Rbf1 im Vergleich zu bW und Cib1 (Heimel, 2005).

2.3.2 Clp1 interagiert mit bW, Rbf1 und Cib1 in vivo

Die bereits im Hefe-Zwei-Hybrid System und in vitro gezeigten Protein-Protein-
Interaktionen von Clp1 mit bW, Rbf1 und Cib1 wurden zur Verifikation mittels

Bimolekularer Fluoreszenzkomplementations-Analyse (BiFC) in U. maydis untersucht.

22



Ergebnisse

Dieser Ansatz beruht auf der funktionellen Rekonstitution eines fluoreszierenden
Proteins (GFP, CFP oder YFP), wenn zwei definierte Fragmente (NG und CG) dieses
Proteins in raumliche Nahe zueinander gebracht werden (Hu, et al., 2002; Hu, et al.,
2006; Hu and Kerppola, 2003; Kerppola, 2006b). Durch eine Fusion der Fragmente an
putativ interagierende Proteine kann eine erfolgte Protein-Protein-Interaktion
fluoreszenzmikroskopisch detektiert und zusatzlich auch lokalisiert werden. Ein
Nachteil dieses Systems besteht darin, dass sich keine Dynamiken von Protein-
Protein-Interaktionen untersuchen lassen, da die Komplexbildung der N- und C-
terminalen GFP-Fragmente nahezu irreversibel ist (Hu et al., 2002; Robida and
Kerppola, 2009). Um eine kontrollierte Expression von Clp1, bW1, Rbf1 und Cib1 zu
gewahrleisten, wurde ein System etabliert, in dem die Expression der Gene unter der
Kontrolle des Arabinose-induzierbaren und Glukose-reprimierbaren crg7-Promotors
steht. Darliber hinaus wurden definierte Integrationsorte verwendet (leu2-Locus und ip-

Locus), wodurch Positionseffekte vermieden werden sollten.

Fir die BiFC-Analyse in U. maydis wurden die offenen Leserahmen von clp?, bW17 und
rbf1 von genomischer DNA und der offene Leserahmen von cib7 von cDNA mittels
PCR amplifiziert. Das N-terminale GFP-Fragment NG (AS 1-154) wurde C-terminal an
das Clp1-Protein fusioniert und in den leu2-Locus integriert. Das C-terminale GFP-
Fragment CG (AS 155-238) wurde C-terminal an bW1, Rbf1, Cib1 und an die zur
Negativkontrolle verwendeten SV40-Kernlokalisationssequenz (NLS) fusioniert. Ein
zytoplasmatisch lokalisierendes C-terminales GFP-Fragment erschien fur die
Untersuchung ungeeignet, da fir alle in der Analyse verwendeten Proteine bereits eine
Kernlokalisation gezeigt wurde (Heimel et al., 2010; Scherer et al., 2006; J. Kdmper,
pers. Mitteilung) und eine rdumliche Trennung der GFP-Fragmente somit keine valide

Interpretation der Hintergrundfluoreszenz erlauben wiirde.

Die induzierte Co-Expression von Clp1NG mit bW1CG, Rbf1CG oder Cib1CG fuhrte
20 h nach Induktion in arabinosehaltigem Medium zu einem deutlichen und
kernlokalisierten GFP-Signal, wohingegen bei der Negativkontrolle lediglich eine
schwache, zytoplasmatische Hintergrundfluoreszenz beobachtet wurde (siehe Abb.
14). Die induzierte Expression des Rbf1CG-Fusionsproteins flhrte, ebenso wie die
Expression des unmodifizierten Rbf1-Proteins, zu filamentésem Wachstum und
Zellzyklusarrest (Heimel et al., 2010), was darauf hindeutet, dass das Rbf1CG-
Fusionsprotein funktionell ist (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu wurde bei der
Co-Expression von CIp1NG und Rbf1CG kein filamentdses Wachstum beobachtet,
was auf eine Inhibition der Rbf1-Funktion durch die Bindung von Clp1 hindeutet. Uber

die biologische Signifikanz dieser Beobachtung kann jedoch kein Rickschluss

23



Ergebnisse

gezogen werden, da die Interaktion von Clp1NG mit Rbf1CG zu einer irreversiblen
Komplexbildung der GFP-Fragmente fuhrt und somit die Assoziations- und

Dissoziationsdynamiken der Clp1/Rbf1-Interaktion stark beeinflusst.

Clp1-NG

bW-CG

Cib1-CG

Rbf1-CG

NLS-CG

Abbildung 14: BiFC-Analyse der Clp1-Protein-Interaktionen. Bei der Co-Expression von Clp1-NG und
bW1-CG, Cib1-CG oder Rbf1-CG, wurde ein kernlokalisiertes GFP-Signal beobachtet, wohingegen in der
Negativkontrolle (Clp1-NG und NLS-CG) nur zytoplasmatische Hintergrundfluoreszenz beobachtet wurde.
Die Expression der Fusionsproteine wurde fir 20 h induziert. Zur Visualisierung der Zellkerne wurden die
Zellen mit DAPI (Vectashield) gefarbt. Der GroRenstandard entspricht 10 pm.

2.3.3 Charakterisierung der Clp1-Interaktionsdoméne

In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Clp1 mit drei
Transkriptionsfaktoren interagiert, die jeweils essentiell fir die pathogene Entwicklung
von U. maydis sind. Um Rickschlisse Uber die Rolle der einzelnen Protein-Protein-
Interaktionen fir die pathogene Entwicklung zu erlangen, wurden die Bereiche des
Clp1-Proteins, die fur eine Proteininteraktion mit bW, Rbf1 oder Cib1 notwendig sind,
mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid Systems kartiert. Sollten individuell unterschiedliche
Domanen von Clp1 flr die Proteininteraktion mit den jeweiligen Transkriptionsfaktoren
verantwortlich sein, kdnnte die Relevanz der einzelnen Clp1-Protein-Interaktion fur die

pathogene Entwicklung von U. maydis untersucht werden.
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Es wurden insgesamt funf N- und finf C-terminal verkirzte Clp1-Versionen hergestellt
und auf ihre Fahigkeit zur Interaktion mit bW, Rbf1 und Cib1 im Hefe-Zwei-Hybrid
System getestet (siehe Abb. 15). Eine Selbstaktivierung der einzelnen Konstrukte
konnte in vorangegangen Studien ausgeschlossen werden (Heimel, 2005). Die
Protein-Protein-Interaktion wurde durch Wachstumstests auf Selektionsmedium (SD -
ade -his -leu -trp) untersucht. Schwache Protein-Protein-Interaktionen fiihren bei dem
verwendeten System zur Rosafarbung der Zellen, da die schwache Expression des
verwendeten Ade2-Reporters (Phosphoribosyl-Aminoimidazole-Carboxylase) zu einer
Akkumulation von AIR (5-Aminoimidazol-Ribonukleotid), einem roten Zwischenprodukt
des Adeninstoffwechsels fihrt. In den Wachstumstests zeigte sich, dass die N-
terminalen 100 AS von Clp1 nicht fur die Interaktion mit bW, Cib1 oder Rbf1 bendtigt
werden. Eine weitere Verklrzung des Clp1-Proteins um 50 AS fihrte zu einem Verlust
der Interaktion mit bW, wohingegen die Interaktion mit Cib1 angesichts der leichten
Rosafarbung der Zellen leicht verringert schien. Die Deletion der AS 418-445 hatte
keinen Einfluss auf die Protein-Protein-Interaktionen, wohingegen eine weitere
Verkirzung um 50 AS zum kompletten Verlust der Protein-Protein-Interaktion mit bW
und Cib1 jedoch nicht mit Rbf1 fuhrte. Ein Verlust der im Vergleich zu bW und Cib1
schwacheren Interaktion von Rbf1 mit Clp1 (Heimel, 2005) wurde bei keinem der
verwendeten Konstrukte beobachtet (siehe Abb. 15). Diese Ergebnisse deuten an,
dass die einzelnen Protein-Interaktionen von jeweils zwei Domanen innerhalb des
Clp1-Proteins vermittelt werden. Die bislang verwendeten Clp1-Versionen erlauben
jedoch keine eindeutigen Rickschlisse auf die Relevanz der einzelnen Clp1-Protein-

Interaktionen.
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Abbildung 15: Bestimmung der Clp1-Interaktionsdoméanen. N- oder C-terminal verkiirzte Varianten
des Clp1-Proteins wurden auf Interaktion mit bW, Cib1 und Rbf1 im Hefe-Zwei-Hybrid System getestet.
Die Clp1-Varianten sind schematisch von N- nach C-terminal dargestellt, Nummern reprasentieren die
Bereiche des Clp1-Proteins in Aminosauren. Die Clp1-Konstrukte wurden nach Klonierung in pGBKT7
(Clontech) jeweils mit pGAD-bW, pGAD-Cib1 oder pGAD-Rbf1 co-transformiert. Transformanten wurden
nach Selektion auf Anwesenheit der Plasmide (SD -leu -trp) auf Selektionsmedium (SD -ade his -leu -trp)
Uberstrichen und fur 3 Tage bei 28°C inkubiert. Als Positivkontrolle (+) wurde das vollstandige Clp1-
Protein (AS 1- 445) verwendet.

2.4 Das Cib1-Protein in U. maydis

2.4.1 Cib1 ist posttranskriptionell reguliert und lokalisiert im Zellkern

Die Untersuchung der cib-1 Genexpression durch Ustilago maydis Microarrays liel3
eine hohe und konstitutive Expression des cib?7 Gens in allen untersuchten
Entwicklungsstadien von U. maydis vermuten (M. Scherer, M. Vranes, pers.
Mitteilung). Ubereinstimmend mit diesen Daten wurde in fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen des Reporterstammes UKH140 (FB1 P.»::eGFP) wahrend des
Wachstums in axenischer Kultur ein starkes GFP-Signal (siehe Abb. 16A) unabhangig

vom Wachstumsstadium der Zellen beobachtet.

Im Gegensatz dazu wurde bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung des
Stammes USA1 (aifmfa2 bE1/bW2 cib1:3eGFP) trotz eines funktionellen

26



Ergebnisse

Fusionsproteins kein GFP-Signal wahrend des Wachstums in axenischer Kultur
beobachtet (Adler, 2007). Eine mdgliche posttranskriptionelle Regulation des Cib1-
Proteins im Rahmen der pathogenen Entwicklung wurde in Spritzinfektionen mit dem
Stamm USA1 untersucht. 24 h nach Inokulation der Maispflanzen erfolgte die
Entnahme der Blattproben, welche zur Visualisierung der Pilzhyphen auf der
Pflanzenoberflache mit Calcofluor gefarbt wurden. In Hyphen, die die
Pflanzenoberflache penetriert hatten, wurde in fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen ein kernlokalisiertes GFP-Signal beobachtet, das wahrend des
filamentésen Wachstums auf der Pflanzenoberflaiche vor der Penetration der
Pflanzenoberflache nicht detektierbar war (siehe Abb. 16B). Die Expression von Cib1
scheint somit ahnlich wie im Fall von Clp1 posttranskriptionell reguliert und auf

postpenetrative Entwicklungsstadien der Hyphen beschrankt zu sein.

A B

Calcofluor

Cib1-GFP

Calcofluor + GFP

Abbildung 16: Untersuchung der cib1-Promotoraktivitdt und subzellulare Lokalisation des Cib1-
3eGFP Fusionsproteins. (A) Der cib1-Promotor ist wahrend des Wachstums in axenischer Kultur aktiv.
(B) Die Expression des Cib1-3eGFP Fusionsproteins konnte ausschlieBlich in Zellen beobachtet werden,
die bereits die Pflanzenoberflache penetriert hatten. Zur Visualisierung von Appressorien wurden die
Pilzhyphen mit Calcofluor gefarbt. Der GréRenstandard entspricht 20 ym.

27



Ergebnisse

2.4.2 Die posttranskriptionelle Regulation von cib1 beruht auf alternativem
SpleiRen

Der fir das cib7-Gen vorhergesagte offene Leserahmen umfasst 1790 bp und besteht
aus 2 Exons, die von einem 31bp umfassenden Intron getrennt sind (MUMDB). In einer
5’-3'-RACE-Analyse wurde ein offener Leserahmen von 1740 bp isoliert. Dieser wird
von einem 45 bp 5’-UTR und einem 196 bp 3'-UTR flankiert. Als Ausgangsmaterial fiir
die Analyse wurde RNA des haploiden FB1 Stammes, welcher in Minimalmedium
kultiviert wurde, verwendet. Das durch die cDNA kodierte Protein umfasst 574 AS
(vorhergesagt: 585 AS). Die vorhergesagte Exon-Intron-Struktur wurde falsifiziert. Die
Vollangen-cDNA lasst auf ein 65 bp umfassendes Intron schlieBen (siehe Abb. 17A),
welches nicht der bekannten GU/AG-Regel folgt. Die Erkennung derartiger, nicht
konventioneller Intron-Grenzen wird oftmals durch alternative Spleil3faktoren
verwirklicht und stellt einen bekannten Mechanismus der posttranskriptionellen
Genregulation dar (Black, 2003; Hiller and Platzer, 2008). Da durch die
vorangegangenen Lokalisations- und Promotor-GFP-Studien eine posttranskriptionelle
Regulation der Cib1-Proteinexpression via 3’- oder 5-UTR ausgeschlossen werden
konnte, wurde eine mdgliche Regulation der Cib1-Proteinexpression durch alternatives
Spleillen untersucht. Zu diesem Zweck wurde das Expressionsniveau der gespleifldten
und der putativen ungespleiBten und somit verklrzten cib7-Variante mittels
quantitativer Realtime (QRT)-PCR untersucht. Dabei wurde RNA von U. maydis, die zu
verschiedenen Entwicklungsstadien isoliert wurde, als Ausgangsmaterial fiir die cDNA
Synthese verwendet. Die verwendeten Primerpaare ermdglichen die Diskriminierung
von gespleildter und ungespleiiter cib7 mRNA (siehe Abb. 17B, 17C).

Die relative Expression der unterschiedlichen cib? mRNA-Varianten wurde im Verlauf
der pathogenen Entwicklung untersucht. Die Expression des ungespleilten
Transkriptes ist zu allen untersuchten Entwicklungsstadien von U. maydis detektierbar
und ist nicht differenziell reguliert. Im Gegensatz dazu konnte eine deutliche Induktion
des gespleildten cib1-Transkriptes wahrend der pathogenen Entwicklung beobachtet
werden (8,3-fach, 8 dpi) (siehe Abb. 18A). Die relative Abundanz der verschiedenen
Transkripte  zueinander wurde durch die absolute Quantifizierung der
Transkriptmengen mittels definierter Eichproben untersucht (siehe Abb 18B) (Leong, et
al., 2007).
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Abbildung 17: Struktur des cib1 Gens. (A) Schematische Darstellung des cib1 Locus. Als schwarzer
Pfeil ist der transkribierte Bereich des cib1 Gens dargestellt, als gestrichelter Pfeil der putative, offene
Leserahmen ohne SpleiRen. (B) Ubersicht tiber die cDNA-Struktur nach 5-3'RACE Analyse. Der blaue
Pfeil markiert den fir die quantitative qRT-PCR Analyse verwendeten Forward-Primer (bindet an den
Intron/Exon Ubergéngen), der rote Pfeil den Reverse-Primer. (C) Ubersicht (iber den putativen, offenen
Leserahmen ohne SpleiRen. Der blaue Pfeile markiert den fir die quantitative qRT-PCR Analyse
verwendeten Forward-Primer (bindet im Intron), der rote Pfeil den Reverse-Primer.

Dabei wurden verschiedene Variablen wie beispielsweise unterschiedliche Effizienzen
der verwendeten Primerpaare berlcksichtigt, um eine mdglichst genaue Analyse zu
ermdglichen. Wahrend des vegetativen Wachstums in Flissigmedium und wahrend
des filamentésen Wachstums auf aktivkohlehaltigem Festmedium betragt das
Verhaltnis von ungespleiter zu gespleildter cib?7 mRNA 20:1, beziehungsweise 21:1
(siehe Abb. 18B). Im Gegensatz dazu wurde das Verhaltnis von ungespleilter zu
gespleilRter cib7-mRNA wahrend der pathogenen Entwicklung 2, 4 und 8 dpi mit
1:0,77; 1:0,43 und 1:0,58 bestimmt (siehe Abb. 18B). Es wurden keine Unterschiede in
der cib1-Promotoraktivitat zu verschiedenen Entwicklungsstadien beobachtet (Daten
nicht gezeigt) und eine posttranskriptionelle Regulation der Cib1-Proteinexpression via
5’- oder 3’-UTR konnte durch die vorangegangenen Studien ausgeschlossen werden.
Zusammen mit der deutlichen Induktion der gespleildten cib7-mRNA im Gegensatz zur
ungespleilten cib7-Variante lassen diese Beobachtungen auf eine posttranskriptionelle

Regulation der Cib1-Proteinexpression durch reguliertes Spleilen schlieen.
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Abbildung 18: Untersuchung der cib7-Expression. (A) qRT-PCR-Analyse der Expression der
alternativen cib1-Transkripte. Die gespleite Form der cib7-mRNA ist im Gegensatz zur
ungespleillten Form wahrend der pathogenen Entwicklung verstarkt exprimiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus zwei technischen Replikaten. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung (SD) dar.
Die Berechnung der Genexpression erfolgte relativ. zum geringsten Expressionswert. Die
Normalisierung der relativen Genexpression erfolgte durch Verwendung von Aktin (um11232) und dem
eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor 2b (elF2b um04869) als Referenzgene. (B) Absolute
Quantifizierung der Genexpression. Dargestellt ist das Verhaltnis von ungespleifiter zu gespleiliter
cib1-mRNA. Wahrend unter axenischen Wachstumsbedingungen bis zu 21-fach mehr Molekiile
ungespleildter cib7-mRNA im Verhaltnis zur gespleiRten Variante in der Zelle vorhanden sind, kehrt
sich das Verhaltnis ungespleillt/gespleil’t wahrend der pathogenen Entwicklung um und es befinden
sich doppelt so viel Molekiile gespleifiter wie ungespleillter cib7-mRNA in der Zelle. (CC=Charcoal).
Alle Experimente wurden mindestens dreifach wiederholt, mit 8hnlichen Ergebnissen. Gezeigte Werte
szind reprasentativ. (Eichgerade ungespleiite cib7-mRNA r?=0,969; Eichgerade gespleifdte cib7-mRNA
r’=0,975).
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2.4.3 Cib1 ist fiir den Kernimport des Clp1-Proteins nicht notwendig

Da in der Aminosaurensequenz des Clp1-Proteins keine Kernlokalisationssequenz
identifiziert werden konnte, es jedoch im Zellkern lokalisiert, wurde die Mdglichkeit

eines Cib1-vermittelten Kernimports von Clp1 untersucht.

Der sogenannte ,Huckepack“- oder ,Piggyback®-Mechanismus beruht auf einem durch
Protein-Protein-Interaktion  vermittelten Kernimport. Im Stamm UMS84 (a2
PrarbE1/6W2 Pgg:clp1) fihrt die induzierte Co-Expression von Clp1 und dem b-
Heterodimer zu einer Repression der b-Funktion, die vermutlich durch eine direkte
Interaktion von Clp1 und bW vermittelt wird. Eine mégliche Beteiligung von Cib1 an der
Repression der b-Funktion wurde durch Deletion von cib1 in diesem Stamm Uberpruft.
Die gleichzeitige Induktion von clp7 und dem b-Heterodimer bewirkte sowohl im
Stamm UMS84 als auch im Stamm UMS84Acib1 die Repression des filamentésen
Wachstums und des b-induzierten G2 Zellzyklusarrests (Daten nicht gezeigt). Somit ist

Cib1 nicht notwendig flr die Clp1-vermittelte Inhibition der b-Funktion.

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde untersucht, ob die Deletion von cib1
Auswirkungen auf die Lokalisation des Clp1-Proteins hat. Auch hier zeigte sich kein
Unterschied zwischen dem Ausgangsstamm UMS10 (a2 Pcrg:bE1/bW2 clp1:eGFP)
und UMS10Acib1 (Daten nicht gezeigt).

In einem komplementaren Ansatz wurde im Stamm SG200Acib1 das Clp1-Protein mit
einer Kernlokalisationssequenz (NLS) und eGFP fusioniert. Sollte die alleinige
Funktion von Cib1 der Kernimport von Clp1 sein, ware eine Komplementation des
Acib1-Phanotyps zu erwarten. Es wurde jedoch in Infektionsexperimenten keine
Komplementation des Acib7-Phanotyps beobachtet (Daten nicht gezeigt).
Zusammenfassend zeigen die verschiedenen Ansatze Ubereinstimmend, dass Cib1

nicht fiir den Kernimport von Clp1 bendétigt wird.

2.4.4 Cib1 ist nicht an der Genregulation auf der Pflanzenoberflache beteiligt

Um mdgliche Zielgene von Cib1 zu identifizieren, wurde eine vergleichende
Transkriptomanalyse mittels DNA-Microarrays durchgefihrt. Sieben Tage alte
Maispflanzen wurden mit dem solopathogenen Stamm SG200 und dem Acib7-Derivat
infiziert. Nach 16 h erfolgte die Isolierung der Pilzzellen von der Pflanzenoberflache mit
Hilfe von flussigem Latex (Vranes, 2006). Bei dieser Methode wurde die

Probenvorbereitung fir die Microarray-Analyse in einem Zwei-Schritt-Verfahren
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durchgefuhrt (siehe Material und Methoden 4.6). Im Vergleich von SG200 zu
SG200Acib1 wurde mit Ausnahme von cib1 kein Gen als differenziell reguliert
identifiziert. FUr Cib1 konnte somit keine Funktion in der differenziellen Genregulation
wahrend des filamentdsen Wachstums auf der Pflanzenoberflache gezeigt werden. Die
Funktion des Cib1-Proteins scheint folglich auf postpenetrative Entwicklungsvorgange

beschrankt zu sein.

2.5 Die Interaktion von Clp1 und bW

Das b-Heterodimer ist der zentrale Regulator der pathogenen Entwicklung in U.
maydis. Die induzierte Expression in axenischer Kultur fluhrt zu filamentésem
Wachstum und einem G2-Zellzyklusarrest (Heimel et al., 2010; Mielnichuk et al., 2009;
Scherer et al., 2006). In einer genomweiten Expressionsanalyse wurden 345 Gene als
b-abhangig definiert. Innerhalb dieser Gruppe ist clp1 eines von 12 Genen, die direkt
durch das b-Heterodimer und unabhangig von Rbf1 reguliert werden (Heimel et al.,
2010; Scherer et al., 2006). Eine entkoppelte und gleichzeitige Induktion von clp? und
einem aktiven b-Heterodimer verhindert das filamentdse Wachstum und den G2-
Zellzyklusarrest. Zusatzlich kann keine Regulation b-abhangig induzierter oder
reprimierter Gene unter diesen Bedingungen beobachtet werden (Scherer et al., 2006).
Die induzierte Expression von clp7 in Stdmmen ohne aktives b-Heterodimer hat keine
Auswirkung auf das Genexpressionsprofil (Scherer et al., 2006). Basierend auf der im
Hefe-Zwei-Hybrid System gezeigten Interaktion von Clp1 und bW wurde eine Inhibition
der b-Funktion durch die Clp1-Interaktion vermutet. Die Repression der b-Funktion
kann dabei auf verschiedene Arten erfolgen. Neben einer Veranderung der DNA-
Affinitat oder -Spezifitat erscheint eine Maskierung der Transaktivierungsdomane, eine
Kompetition von Clp1 und bE um die Bindung von bW wie auch eine veranderte

Stabilitat des bE/bW-Komplexes nach der Bindung von Clp1 mdglich.

2.5.1 Die C-terminale Doméne des bW2-Proteins ist ausreichend fiir die
Interaktion mit Clp1 und fiihrt zur Inhibition des Kon8-Proteins in vivo.

Nach der Expression kompatibler bEast (bE) und bWest (bW) -Gene flihrt die
Heterodimerisierung der Genprodukte zur Bildung eines aktiven Transkriptionsfaktors.
Die Spezifitat der bE- und bW-Proteine wird Uiber die N-terminalen, variablen Bereiche

der Proteine vermittelt (Gillissen et al., 1992; Kronstad and Leong, 1990; Schulz et al.,
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1990). Diese Bereiche enthalten grole Mengen hydrophober Aminosauren, so dass
man von einer durch hydrophobe Wechselwirkungen vermittelten Interaktion von bE
und bW ausgeht (Kamper et al., 1995). Mit in vitro synthetisierten bE1- und bW2-
Proteinen sollte der Einfluss von Clp1 auf die Heterodimerisierung der b-Proteine

untersucht werden.

Da bei dem verwendeten System keine erfolgreiche Expression der Volllangenproteine
erreicht werden konnte, wurde in den weiteren Studien das Kon8-Protein verwendet.
Dabei handelt es sich um ein Fusionsprotein aus bE1 und bW2, bei dem alle Bereiche,
die nicht fur eine biologische Funktion notwendig sind, deletiert wurden (siehe Abb. 19)
(Grandel, et al., 2000; Romeis et al., 1997; Schlesinger et al., 1997). Fur bE1 konnte
gezeigt werden, dass die Homeodomane und angrenzende Bereiche der konstanten
Region (AS 110-332) fur die biologische Funktion notwendig sind. Die bei bW2
notwendigen Bereiche beinhalten ebenfalls die Homeodomane und einen
angrenzenden Teil der konstanten Region (siehe Abb. 19). Der C-terminale Bereich
des bW2 Proteins (AS 567-645) ist nicht notwendig fir die Funktion als
Transkriptionsfaktor, aber essentiell flr die biologische Funktion des Fusionsproteins
(Grandel et al., 2000).

Da dieser Bereich mit dem Proteinfragment Uberlappt, fir das eine Protein-Protein-
Interaktion mit Clp1 im Hefe-Zwei-Hybrid System gezeigt werden konnte (AS 339-645),
wurde untersucht, ob dieser C-terminale Bereich des bW2 Proteins (AS 567-645) fur
eine Interaktion mit Clp1 ausreichend ist und ob eine zeitgleiche Expression von Clp1
und Kon8 die Funktion des Kon8-Proteins stort. Wirde eine Inhibition des Kon8-
Proteins durch Clp1 beobachtet werden, kdnnte eine Inhibition der b-Funktion durch

Beeinflussung der bE/bW-Heterodimerisierung ausgeschlossen werden.

Fir die Untersuchung einer mdglichen Protein-Protein-Interaktion zwischen Clp1 und
Kon8 wurde das Hefe-Zwei-Hybrid System verwendet. Der fiir den C-terminalen
Bereich (AS 567-645) des bW2-Proteins kodierende Genabschnitt wurde mittels PCR
amplifiziert und in den Hefe-Zwei-Hybrid Beutevektor pGAD-DS (Dualsystems Biotech)
integriert. Als zusatzliche Kontrolle wurde das in dem Hefe-Zwei-Hybrid Screen
isolierte bW-Fragment (AS 339-645) verwendet. Nach der Co-Transformation von
pGAD-bW2s47.645 und pGBKT7-Clp1, welches den gesamten offenen Leserahmen des
clp1-Gens enthalt, und dreitagiger Inkubation bei 30°C auf synthetischem Drop-Out
(SD) Medium (-leu-trp) wurden jeweils drei Transformanden auf Selektivmedium (SD-
leu-trp-his-ade) Uberstrichen und fir weitere drei Tage bei 30°C inkubiert. Das

Wachstum der Transformanden weist auf eine Interaktion zwischen Clp1 und bW2se7.
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sa5 hin. Im Vergleich zur verwendeten Kontrolle bW2334.645 ist das Wachstum jedoch
reduziert, was auf eine vergleichsweise schwache Interaktion des verkirzten bW2s;.
sas-Fragmentes hindeutet (siehe Abb. 20A).

bE1 bW2
Iiw M
110 332 149 226 567 645
Kon8 [k [l ]
339 645

Y2H LK

Abbildung 19: Schematische Darstellung der b-Proteine und Ubersicht iiber die in Kon8-
enthaltenen Proteindomanen. Variable Bereiche (gelb V) sind ausschlieflich fir die
Heterodimerisierung von bE1 und bW2 notwendig. Im Kon8-Fusionsprotein werden ausschlieBlich
Bereiche der konstanten Regionen (rot K) inklusive der Homeodomanen (schwarze Balken) fir die
biologische Funktion bendétigt. Der im Hefe-Zwei-Hybrid Screen isolierte Teil des bW2-Proteins (AS
339-645) Uberlappt mit dem C-terminalen Bereich (AS 567-645), der fiir die biologische Aktivitat von
Kon8 bendtigt wird.

Zur Untersuchung einer moglichen Clp1/Kon8-Interaktion in vivo wurden die Stamme
UKH125 (a2 b2 Pyarkon8 Peg:clp?) und UKH 155 verwendet. Beide Stamme enthalten
das Kon8 Gen unter der Kontrolle des Nitrat-induzierbaren nar7-Promotors, welches in
den IP-Locus (Brachmann et al., 2001) integriert wurde. Im Stamm UKH125 wurde
zusatzlich das clp7-Gen unter der Kontrolle des Arabinose-induzierbaren crg1-
Promotors in den b-Locus integriert. FUr die Untersuchungen wurde aktivkohlehaltiges
Nitrat-Minimalmedium (NM) verwendet, dem entweder Glukose (Glu) oder Arabinose
(Ara) als Kohlenstoffquelle zugesetzt wurde. Dabei fuhrt Glukose zur Repression und
Arabinose zur Induktion der clp1-Expression. Das filamentdse Wachstum der Stdmme
auf aktivkohlehaltigem NM-Glu Medium weist auf ein funktionelles Kon8-Protein hin.
Die induzierte Expression von Kon8 im Stamm UKH155 fiihrte zu einer deutlichen
Filamentbildung unabhangig von der verwendeten Kohlenstoffquelle (siehe Abb. 20B).
Im Gegensatz dazu flhrte die gleichzeitige Induktion von clp7 und kon8 im Stamm

UKH125 zu keiner sichtbaren Filamentbildung.
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>
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Abbildung 20. Hefe Zwei-Hybrid Untersuchung der Clp1/bW2-Interaktion und Untersuchung des
Kon8-abhéangigen filamentésen Wachstums. (A) Der C-terminale Bereich von bW2s67.645 ist
ausreichend fir eine Interaktion mit Clp1. Das im Vergleich zur Kontrolle bW2339.645 verringerte
Wachstum auf SD-Selektionsmedium (-leu-trp-his-ade) weist auf eine schwachere Interaktion des
verkirzten bW2-Fragmentes hin. Als Positivkontrolle (+) wurde pGBKT7-p53 + pGADT7-SV40, als
Negativkontrolle (-) pGBKT7-Lam + pGADT7-SV40 (Clontech) verwendet. (B) Untersuchung auf
filamentdses Wachstum. Die Stamme UKH125 (FB2 Ab::Pcrg:clp1 Pnar:kon8) und UKH155 (FB2
Pnar:kon8) zeigen filamentéses Wachstum nach Induktion des kon8-Gens (Glu). Die Arabinose-
induzierte Expression (Ara) von clp7 im Stamm UKH125 filhrt zum Verlust des filamentdsen
Wachstums.

Die Inhibition der Kon8-Funktion durch Clp1 deutet auf eine Protein-Protein-Interaktion
in vivo hin und zeigt daruber hinaus, dass die Inhibition der Funktion des b-

Heterodimeres keine Clp1-vermittelte Trennung der beiden Untereinheiten bendtigt.

2.6 Die Interaktion von Clp1 und Rbf1

Der C2H2-Zinkfinger Transkriptionsfaktor Rbf1 ist der zentrale Regulator innerhalb der
b-induzierten Regulationskaskade. Die  Deletion von rbff  fihrt in
Infektionsexperimenten zum Verlust der Pathogenitat und zum Verlust des b-
abhangigen filamentdsen Wachstums. Die induzierte Expression von rbf1 ist
ausreichend, um das filamentése Wachstum und einen G2-Zellzyklusarrest zu
induzieren. Fur die Expression von mehr als 95 % (334 von 345) aller b-abhangig
regulierten Gene ist rbf1 notwendig oder ausreichend (Heimel et al., 2010), was die
zentrale Rolle von Rbf1 fir die Regulation von Pathogenitat, Zellzyklusarrest und
Dimorphismus in U. maydis unterstreicht. Die Co-Expression von Clp1 und einem

aktiven b-Heterodimer fuhrt zum Verlust der b-Funktion (Scherer et al., 2006). Hierbei
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ist der Verlust der rbf1-Expression unter diesen Bedingungen vermutlich ausreichend,

um einen Zellzyklusarrest und filamentdses Wachstum zu verhindern.

2.6.3 Die Co-Expression von rbf1 und clp1 fiihrt zur spezifischen Repression der
Pheromonvorlaufer- (mfa1) und Pheromonrezeptorgene (pra1)

Da eine mdgliche Funktion von Clp1 bei der Aufhebung des Zellzyklusarrestes nach
erfolgter Penetration der Pflanzenoberflache diskutiert wurde (Scherer et al., 2006),
stellt sich die Frage, welche biologische Funktion die Protein-Protein-Interaktion von
Clp1 und Rbf1 besitzt, und ob beziehungsweise wie die Funktion von Rbf1 nach

Bindung von Clp1 verandert wird.

Die Expression von rbfl wird durch filamentéses Wachstum evident und wurde
lichtmikroskopisch quantifiziert. In den Stammen UKH156 und UKH164 kann die
Expression von rbf1 durch Wechsel der Stickstoffquelle (von Glutamin zu Nitrat)
induziert werden. Der Stamm UKH164 enthalt zusatzlich ein Arabinose-induzierbares
clp1-Gen. Die Co-Induktion von clp? und rbf1 im Stamm UKH164 flihrte zu einer
vierfach reduzierten Filamentbildung im Vergleich zum Stamm UKH156, der unter
identischen Bedingungen inkubiert wurde (siehe Abb. 21). Diese Beobachtung lasst

auf eine Repression der Rbf1-Funktion durch Bindung von Clp1 schlieRen.

100%
80%
60%

40%

Relative Filamentbildung

20%

0%

UKH156 UKH164
rbf1 an rbf1 an
clp1 aus clp1 an

Abbildung 21: Quantifizierung der relativen Filamentbildung in Abhangigkeit von rbf1- und clp1-
Induktion. Die Quantifizierung erfolgte 20 h nach Induktion von rbf1 beziehungsweise rbf1 und clp1.
Fur jeden Stamm wurden mindestens 600 Zellen ausgezahlt.
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In einer vergleichenden Transkriptomanalyse der Stamme UKH156 (a1 Ab::P..:rbf1),
UKH164 (a1 Ab::Pnarirbfl, Pgg:clp1) wurde der Einfluss von Clp1 auf die Rbf1-
abhangige Genregulation mittels Microarrays untersucht. Die Stamme wurden in zwei
biologischen Replikaten fiir 12 h in NM-Arraymedium mit Arabinose inkubiert. Nach der
Isolation der Gesamt-RNA erfolgte deren weitere Prozessierung tber cDNA zu cRNA,

die fur die Hybridisierung der Affymetrix-Microarrays verwendet wurde.

Im Vergleich der Stamme UKH156 und UKH164 war ausschlieBlich das fir den
Pheromonvorlaufer Mfa1 kodierende Gen (um2382) signifikant reguliert. Die Co-
Induktion von rbf1 und clp? im Stamm UKH164 fihrt im Vergleich zur alleinigen
Induktion von rbff im Stamm UKH156 zu einer 48-fachen Repression der mfa1-
Genexpression (adjusted P-value: 2.49E-04) und einer 3,7-fachen Repression des
Pheromonrezeptorgens pra?. Auf Grund einer Irtumswahrscheinlichkeit (adjusted P-
value) von 2.86E-01 wurde diese Regulation jedoch als statistisch nicht signifikant
eingestuft. Die in der Microarray-Analyse beobachtete Regulation von mfa7 und pra1
wurde mittels qRT-PCR in den Stdammen JB1 (a7 Ab), UKH156 und UKH164 verifiziert.
Wahrend die Expression beider Gene in den Kontrollstdammen JB1 und UKH156 auf
konstantem Niveau war, wurde durch die Co-Induktion von rbf1 und clp7 im Stamm

UKH164 die Expression von mfa1 und pra1 deutlich reprimiert (siehe Abb. 22).

Fir die Expression von mfa1 wurde im Vergleich von UKH156 zu UKH164 eine mehr
als 2000-fache (siehe Abb. 22A) und fur prat eine mehr als 10-fache Verringerung der
Genexpression beobachtet (siehe Abb. 22B). Durch Verwendung der im Vergleich zur
Microarray-Analyse sensitiveren Nachweismethode der gqRT-PCR wurde gezeigt, dass
sowohl die mfa71-Genexpression als auch die pra7-Genexpression durch Co-Induktion

von rbf1 und clp1 reprimiert wird.
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Abbildung 22: qRT-PCR Analyse der mfa1 und pra1 Genexpression. (A) Untersuchung der relativen
mfa1 (A) und pra1-Genexpression (B) in den Stammen JB1, UKH156 und UKH164. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus zwei technischen Replikaten. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung (SD) dar. Die
Berechnung der Genexpression erfolgte relativ zum geringsten Expressionswert. Die Normalisierung der
relativen Genexpression erfolgte durch Verwendung von Aktin (act?1, um11232) und dem eukaryotischen
Translationsinitiationsfaktor 2b (elF2b, um04869) als Referenzgene.

2.6.4 Clp1 blockiert die Pheromon-induzierte Konjugationshyphenbildung und
den Pheromon-induzierten G2-Zellzyklusarrest.

In der vorangegangenen Genexpressionsanalyse wurde die Repression der basalen
Expression der a-Locus-Gene mfal und pra? durch die gleichzeitig induzierte

Expression von rbf1 und clp1 beobachtet.
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Die Expression der Pheromon- und Pheromonrezeptorgene wird durch die Bindung
von kompatiblem Pheromon an den Pheromonrezeptor stark induziert. Die
Signaltransduktion erfolgt dabei zum einen Uber einen Proteinkinase A vermittelten und
zum anderen Uber einen MAPK vermittelten Signalweg (zusamengefasst in Brefort et
al., 2009). Die Aktivierung beider Signalwege fuhrt zur differenziellen Phosphorylierung
des HMG Transkriptionsfaktors Prf1 (Kaffarnik et al, 2003), welcher zur
Signalverstarkung sowohl die Expression der Pheromon- und Pheromonrezeptorgene
als auch die eigene Expression durch Bindung an PREs (Pheromone Response
Element) induziert (Hartmann et al., 1996; Urban et al., 1996a). Prf1 ist der zentrale
Regulator der Pheromon-induzierten Genexpression. Zu den weiteren Zielgenen
gehoren die Gene des b-Locus und rbf1 (Hartmann et al., 1996; Urban et al., 1996a;
Zarnack et al.,, 2008). In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die
induzierte Expression von c¢lp?1 nicht nur die basale, sondern auch die
pheromoninduzierte Expression der a-Locus Gene reprimiert. Da die Expression von
rbf1 durch Pheromon induziert wird (Zarnack et al., 2008), wurde auf eine Expression
von rbf1 unter der Kontrolle des nar7-Promotors verzichtet und der Stamm UVO151
(@1 Ab Pyg:clp1) (Scherer et al., 2006) verwendet. In diesem Stamm wurde der b-Locus
deletiert und ein Arabinose-induzierbares clp7-Allel in den jp-Locus integriert. Als
Kontrollstamm wurde JB1 (a7 Ab) (Scherer et al., 2006) verwendet. Dartber hinaus
wurde mit dem Stamm UVO151Arbf1 (a1 Ab Pggclp? Arbf1) eine mogliche
Abhéangigkeit von rbf1 auf clp1-vermittelte Anderungen der Genexpression untersucht
(siehe Abb. 23B). Da die Expression von mfa1 und pral auch in Abhangigkeit der
Kohlenstoffquelle differenziell reguliert ist, wurden alle Experimente unter gleichen
Bedingungen durchgefuhrt (Nitrat-Minimalmedium mit Arabinose als
Kohlenstoffquelle). Die mikroskopische Untersuchung der pheromonstimulierten Zellen
zeigte, dass in den Stammen JB1 und UVO151Arbf1 mehr als 80% der Zellen
Konjugationshyphen ausbildeten, wohingegen im Stamm UVO151 die Ausbildung von
Konjugationshyphen in weniger als 2% der Zellen beobachtet werden konnte (siehe
Abb. 23A).
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Abbildung 23: Die ektopische Expression von cip7 blockiert die Pheromonantwort in Abhangigkeit
von rbf1. (A) Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase (ODgpo=0.25) wurden mit 2,5 pg/ml
(Endkonzentration) synthetischem a2-Pheromon fir 6 h stimuliert. Die Bildung der Konjugationshyphen
wurde mikroskopisch untersucht. Als Kontrolle wurde DMSO verwendet (Losungsmittel des Pheromons).
In den Stdammen JB1 und UVOArbf1 wurde bei mehr als 80% der Zellen die Bildung von
Konjugationshyphen beobachtet. Im Stamm UVO151 bildeten unter identischen Bedingungen weniger als
2% der Zellen Konjugationshyphen. GrofRenstandard = 15 uM. (B) Analyse der mfa1-, prai-, prf1-, und
rbf1-Expression mittels qRT-PCR. Gezeigt sind die Mittelwerte von zwei technischen Replikaten sowie
deren Standardabweichung (SD). Die Berechnung der Genexpression erfolgte relativ. zum geringsten
Expressionswert. Die Normalisierung der relativen Genexpression erfolgte durch Verwendung von Aktin
(act1, um11232) und dem eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor 2b (elF2b, um04869) als
Referenzgene.
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Der Einfluss von Clp1 auf die durch Pheromon induzierte Expression von mfa1-, prai-,
prf1- und rbf1- wurde durch gRT-PCR analysiert. Mfal und Prail stellen den
Ausgangspunkt, Prf1 den zentralen Regulator und rbf1 ein Prf1-abhangig reguliertes
Zielgen innerhalb der pheromoninduzierten Signalkaskade dar. Im Stamm JB1 wurde
eine deutliche Induktion der mfa1-, pra1-, prf1- und rbf1-Genexpression in Folge der
Pheromonstimulation beobachtet. Im Gegensatz dazu fihrte die Pheromonstimulation
im Stamm UVO151 nicht zu einer erhéhten Expression der untersuchten Gene. Nach
Deletion von rbf1 im Stamm UVO151 wurde, ahnlich wie im Stamm JB1, eine deutlich

induzierte Expression von mfa1, prat, prf1 und rbf1 festgestellt (sieche Abb. 23B).

Somit kann gefolgert werden, dass die induzierte Expression von clp1 die Aktivierung
des Pheromonsignalwegs in Abhangigkeit von rbf1 unterdrickt. Auf diese Weise wirkt
Rbf1, vermutlich im Komplex mit Clp1 reprimierend auf die eigene Pheromon-

induzierte Expression.

2.7 Clp1 ist notwendig fiir die b-abhangige Repression der

Pheromonantwort

Die sexuelle Entwicklung von U. maydis wird durch die a- und b-Paarungstyp-Loci
kontrolliert, wobei der a-Locus die Zell/Zell-Erkennung und Fusion reguliert (Bélker et
al., 1992) und der b-Locus notwendig und ausreichend fiir die Regulation aller weiteren
Schritte der sexuellen und pathogenen Entwicklung ist (Bolker et al., 1995; Gillissen et
al., 1992). Die Aktivierung des a-Signalweges durch Pheromon fiihrt zur Expression
der bE- und bW-Gene. Nach der Heterodimerisierung kompatibler (allelisch
unterschiedlicher) bE- und bW-Proteine wird die Expression der Gene des a-Locus
reprimiert. Diese Repression wurde nach 48-stindiger Inkubation einer Kreuzung der
Stamme FB1 und FB2 auf aktivkohlehaltigem Festmedium beobachtet. Die
Abwesenheit von b-Bindestellen im mfa- und pra-Promotor lie dabei auf eine indirekte

Repression der a-Locus-Gene schlieRen (Hartmann et al., 1996).

Um zu testen, ob die b-abhangige Repression der Pheromonantwort durch Cip1
vermittelt wird, wurde die Expression von mfal, pral und prf1 in Kreuzungen der
kompatiblen Stamme FB1 und FB2 und deren Aclp1-Derivaten bestimmt. Die Deletion
von clp1 fuhrt im Gegensatz zur Deletion von rbf1 zu keiner Beeintrachtigung der b-

abhangigen Filamentbildung (Kamper et al., 2006), was einen direkten Vergleich der
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Genexpression von Wildtypstdmmen und Aclp1-Derivaten erlaubt. Im Vergleich der
Kreuzung FB1Aclp1 x FB2 Aclp1 zur Kreuzung FB1 x FB2 wurde eine vierfach erhohte
Expression der a-Locus-Gene mfat und prat beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde
keine Veranderung der prf1f Expression beobachtet (siehe Abb. 24).
Zusammenfassend zeigen die vorhandenen Daten, dass die b-abhangige Repression

von mfa1 und pra1 durch Clp1 vermittelt wird.

[l FB1Acip? x FB2 Acip1

[ ] FB1xFB2

Relative Expression

mfal prat prf1

Abbildung 24: Die b-vermittelte Repression der Pheromonantwort durch c/p1. Untersuchung der
Genexpression von mfal, pra1 und prf1 in der Kreuzung kompatibler FB1 und FB2-Stamme sowie
deren Aclp1 Derivate mittels qRT-PCR. Gezeigt sind Mittelwerte von zwei technischen Replikaten sowie
deren Standardabweichungen (SD). Die Berechnung der Genexpression erfolgte relativ zum geringsten
Expressionswert. Die Normalisierung der relativen Genexpression erfolgte durch Verwendung von Aktin
(um11232) und dem eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor 2b (elF2b, um04869) als
Referenzgene.

2.8 Die Regulation der pathogenen Entwicklung durch Rbf1 und
Clp1

Die Paarungstyp-Loci als Kontrollinstanzen der sexuellen und pathogenen Entwicklung
von U. maydis stehen in einem komplexen Geflecht regulatorischer Wechselwirkungen
untereinander in Verbindung. Basierend auf den in vorangegangenen Experimenten
gewonnenen Daten wurde eine zentrale Funktion von Rbf1 und Clp1 in der Regulation

pathogenitatsrelevanter Entwicklungsprozesse vermutet. Beide Faktoren
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reprasentieren unter den 12 Genen, die direkt von b- und unabhangig von Rbf1-
reguliert sind, die einzigen mit einer essentiellen Funktion fir die pathogene
Entwicklung von U. maydis. Ein Verlust der Pathogenitat nach Deletion des b-Locus
kdnnte somit ausschliellich in dem Verlust der rbf1- und clp1-Expression begriindet

sein.

Um diese Annahmen zu Uberpriufen, wurden die Stamme UKH184 (a7 Ab::P\ga2:rbf1)
und UKH186 (a2 Ab::P\ga2:rbf1) generiert, in denen der b-Locus deletiert und zusatzlich
zum endogenen rbf1-Gen eine weitere rbf1-Kopie unter der Kontrolle des Iga2-
Promotors in den b-Locus integriert wurde (rbf1: b-Locus) (siehe Abb. 25 A). Die
Expression von Iga2 wird zum einen direkt durch das b-Heterodimer induziert (Romeis
et al., 2000) und kann dartber hinaus, unabhangig von b durch eine induzierte
Expression von rbf1 oder durch Pheromonbehandlung ausgelést werden (Heimel et al.,
2010; Urban et al., 1996b; Zarnack et al., 2008). Auf diese Weise steht die rbf1-
Expression in den generierten Stdmmen in einer positiven Rickkopplungsschleife
(siehe Abb. 25A). Durch Zugabe von Pheromon sollte eine Aktivierung des Systems
erfolgen und dadurch eine hohe Expression von rbf1 in Abwesenheit eines aktiven b-
Heterodimeres gewahrleistet sein. In den Stdmmen UKH178 (a1 Ab::P\gap:rbf1
Pigaz:clp1) und UKH180 (a2 Ab::P\ga2:rbf1 Pigaz:Clp 1) steht zusatzlich die Expression von
clp1 unter der Kontrolle des /ga2-Promotors (siehe Abb. 25B) (Integration von cip7: ip-
Locus). Die Interaktion von Clp1 und Rbf1 flhrt zur Repression der Pheromonantwort.
Auf diese Weise wird die pheromonabhangige Expression des endogenen rbf1-Gens
reprimiert und eine negative Rickkopplungsschleife etabliert (sieche Abb. 25B (4+5)).
Ahnlich zu der in Wildtypstdmmen beobachteten negativen Autoregulation von Clp1
und dem b-Heterodimer (siehe Diskussion 3.3) sollte dadurch eine Hyperaktivierung
des regulatorischen Netzwerkes vermieden und die Re-Initiation des Zellzyklus und

das dikaryotische Wachstum innerhalb der Pflanze ermdglicht werden.
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Abbildung 25: Ubersicht der regulatorischen Verkniipfungen in den Stimmen (A) UKH184, UKH186
und (B) UKH178, UKH180. (1) Die Aktivierung des Pheromonsignalweges durch die Zugabe von
kompatiblem Pheromon fiihrt zur Expression von Rbf1. (2) Darauf folgend wird die Expression von rbf1 (in
A und B) und cip1 (in B) unter der Kontrolle des Iga2-Promotors induziert. (3) Auf diese Weise wird eine
positive Autoregulation der rbff-Expression etabliert. (4) Die Expression des Clp1-Proteins ist
posttranskriptionell reguliert und erfolgt erst nach der Penetration der Pflanzenoberflache. (5) Die
Interaktion von Clp1 und Rbf1 fiihrt zur Repression der mfa1-Expression wodurch eine Hyperaktivierung
des regulatorischen Netzwerkes verhindert und die Re-Initiation des Zellzyklus in planta vermittelt werden
sollte. WeiRe Markierungen (1 bis 3) stellen die Regulation auf der Pflanzenoberflache, griine
Markierungen (4 und 5) die Regulation in planta dar.

2.8.1 Die initiale Phase der pathogenen Entwicklung wird durch Rbf1 gesteuert

Die Fahigkeit der generierten Stamme zur Initiation der pathogenen Entwicklung wurde
in Pflanzeninfektionen getestet. Alle Experimente wurden mit mindestens zwei
unabhangigen Transformanden wiederholt, was zu identischen Ergebnissen flhrte. Die
im Folgenden gezeigten Ergebnisse sind als reprasentativ zu betrachten. Maispflanzen
wurden mit UKH184 (a7 Ab::Piga2:rbf1) und UKH186 (a2 Ab::Pga2:rbf1) jeweils einzeln,
mit Addition kompatiblen Pheromons (2,5 pg/ml) und einer Mischung beider Stamme
infiziert. Als Kontrollstamm wurde JB2 (a2 Ab) verwendet, der vor der Inokulation

ebenfalls mit kompatiblem Pheromon behandelt wurde.

Sechs Tage nach Infektion wurden deutliche Infektionssymptome beobachtet. Die
Infektion mit einer Mischung beider Stdmme zeigte eine ahnlich hohe Infektionsrate
wie die mit Pheromon behandelten Einzelstdmme. Die Inokulation des

Kontrollstammes JB2 mit kompatiblem Pheromon flihrte unter identischen
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Bedingungen zur Ausbildung von leichten Infektionssymptomen (lokale Nekrosen an
der Injektionsstelle) (siehe Abb. 26A).

Zur Visualisierung der initialen pathogenen Entwicklung auf der Pflanzenoberflache
wurden 2 dpi Blattproben entnommen und mit Calcofluor gefarbt. Bei der
mikroskopischen Analyse zeigte sich, dass die Zellen der Stamme UKH184 und
UKH186, sowie die Mischung beider Stdmme in der Lage waren, filamentds zu
wachsen und Appressorien zu bilden (siehe Abb. 26B). Im Gegensatz zu den
Stdmmen UKH184 und UKH186 wurde bei dem Stamm JB2 keine
Appressorienbildung beobachtet. Diese Daten weisen darauf hin, dass die Aktivierung
des regulatorischen Netzwerkes durch Pheromon zu einer erhdhten Infektionsrate

fuhrt. Die Virulenz der Stdamme steigt offensichtlich proportional zur rbf1-Expression.

Im Gegensatz zu einer Infektion mit Stammen mit kompatiblen b-Genen fuhrte die
Infektion mit UKH184 und UKH186 zu keiner Tumorbildung. Zur Untersuchung der
pilzlichen Morphologie und der Proliferation in planta wurden 4 dpi Blattproben
entnommen und mit Chlorazole-Black-E gefarbt (siehe Abb. 26C). Es wurden keine
morphologischen Unterschiede zwischen den verschiedenen Ansatzen (Einzelstamme
oder Mischung) beobachtet. Bei der mikroskopischen Untersuchung der Blattproben
wurde in allen Ansatzen eine groRe Anzahl ballonartig vergréRerter Zellen beobachtet.
Diese Aufwdlbung erfolgte zumeist direkt nach der Appressorienbildung (siehe Abb.
26B2). Es wurde in den meisten Fallen keine weitere Proliferation in planta beobachtet.
Im Falle einer Proliferation beschrankte sich diese auf nicht mehr als zwei
Pflanzenzellen und flhrte in jedem Fall zur einer ballonartigen Aufwdélbung der
terminalen Pilzzelle (siehe Abb. 26C). Ahnliche Verdickungen der Zellen wurden nach
der Inaktivierung eines temperatursensitiven b-Heterodimeres wahrend des
pathogenen Wachstums in planta beobachtet. Dieser Phanotyp trat bereits 9 h nach
Inaktivierung des b-Heterodimeres auf. Es wurde vermutet, dass der Verlust der clp7-
Expression ursachlich fur diesen Phanotyp ist (Wahl et al., 2010). Diese sind isogen zu
UKH184 und UKH186, zusatzlich wurde das Plasmid pRWnIsGFP (Wahl et al., 2010)
ektopisch integriert, wodurch die Visualisierung der Zellkerne wahrend des Wachstums
innerhalb der Pflanze ermdéglicht wurde. In Infektionsexperimenten mit einer Mischung
beider Stdmme wurde die pilzliche Entwicklung Uber einen Zeitraum von drei Tagen
mikroskopisch untersucht. Dabei zeigte sich, dass die verwendeten Stamme in der

Lage sind, Dikaryen auf der Pflanzenoberflache zu bilden (siehe Abb.27.)
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UKH184
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Zur Untersuchung der Kernteilung wahrend der Entwicklung in planta wurden die Stamme UKH192
(@1 ADb::Piga2:rbfl  Puigz 5:NLS:3xeGFP) und UKH194 (a2 Ab::Piga2:rbf1 Pmig2_5:NLS:3xeGFP)
verwendet. Abbildung 26: Pathogenititstest der Stamme UKH184 (a7 Ab::Piga2:rbf1) und UKH186
(a2Ab::Piga2:rbf1). (A) Blattproben wurden 6 dpi entnommen. Leichte Infektionssymptome wie Chlorosen
und lokale Nekrosen wurden bei allen Versuchsansatzen beobachtet. Die Pheromon-induzierte
Aktivierung der rbf1-Expression in den Stdmmen UKH184 und UKH 186 flihrte zu einer deutlichen
Verstarkung der Infektionssymptome. (B) Untersuchung des filamentésen Wachstums und der
Appressorienbildung (Pfeile markieren die Appressorien). Der GroRenstandard entspricht 20 pm. (B1)
Calcofluor-Farbung 2 dpi. UKH184 und UKH186 sind in der Lage Appressorien zu bilden. (B2) Chlorazole-
Black-E-Farbung 4 dpi. Verdickung und Aufwoélbung der Appressorien. (C) Chlorazole-Black-E-Farbung 4
dpi. Optische Schnitte beginnend von der Pflanzenoberfliche in 5 um Abstdnden. Penetration der
Pflanzenoberflache und ballonartige Aufwélbung nach kurzer Proliferation der Pilzhyphe (Pfeile markieren
den Penetrationspunkt und die weitere Proliferation der Pilzhyphe). Der GréRenstandard entspricht 50 pm.
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Calcofluor

Abbildung 27: Bildung eines Dikaryons auf der
Pflanzenoberflache.  Calcofluor-Farbung  nach
Inokulation mit einer Mischung aus UKH192 (a1
Ab::Pigaz:rbf1 Ppige 5:NLS:3xeGFP) und UKH194 (a2
Ab::Pigaz:rbf1  Prigz 5:NLS:3xeGFP) (1 dpi). Pfeile
markieren die haploiden Sporidien. Ausgehend von
diesen wurde durch Fusion der
Konjugationshyhphen die Bildung eines Dikaryons
beobachtet. Der GréRRenstandard entspricht 20 um.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Chlorazole-Black-E Farbung wurde nach
der Penetration der Pflanzenoberflache keine weitere Proliferation der Hyphen,
sondern die Bildung ballonartiger Zellen beobachtet. Innerhalb dieser Zellen wurden
sowohl ein als auch zwei Zellkerne beobachtet (siehe Abb. 28), was auf die Infektion
von Mono- oder Dikaryen zurickzufihren ist. Es wurde auch zu spateren Zeitpunkten
(bis 3 dpi) keine weitere Proliferation der Pilzhyphen beobachtet. Zusammenfassend
zeigen diese Untersuchungen, dass die Expression von rbff ausreichend fir die

Appressorienbildung und die Penetration der Pflanzenoberflache ist.

Calcofluor

r‘

Calcofluor

Abbildung 28: Rbf1-induzierte Pflanzeninfektion als Mono- oder Dikaryon. Die Stdmme UKH192 (a1
Ab::Piga2:rbf1  Prigz 5:NLS:3xeGFP) und UKH194 (a2 Ab::Piga2:rbf1  Prige 5:NLS:3xeGFP) sind als
Monokaryon (oben) oder Dikaryon (unten) infektionskompetent. In beiden Fallen erfolgte direkt nach der
Penetration der Pflanzenoberflache die Bildung ballonartig aufgeblahter Zellen, in denen sich ein (oben)
oder zwei (unten) Zellkerne befanden. Die Probennahme erfolgte 2 dpi. Zur gleichzeitigen Visualisierung
des Wachstums auf der Pflanzenoberflache (Calcofluor) und in planta (GFP) sind die Aufnahmen als
Maximalprojektion von Z-Stapeln dargestellt. Der GrofRenstandard entspricht 20 pm.
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2.8.2 Rbf1 und Clp1 steuern die Appressorienbildung, die Penetration der
Pflanzenoberflache und die Proliferation in planta

Die in dem vorangegangen Versuchsansatz gewonnenen Ergebnisse zeigten, dass die
Expression von rbf1 ausreichend flir die Appressorienbildung und Penetration der
Pflanzenoberflache ist, jedoch keine weitere Proliferation der Pilzhyphen erlaubt. Durch
Pflanzeninfektionsexperimente mit den Stammen UKH178 (a1 Ab::P\ga2:rbf1 Pigaz:Clp 1)
und UKH180 (a2 Ab::Pigao:rbf1 Pgapiclp) (siehe 2.8) wurde Uberprift, ob die Co-
Expression von clp7 und rbf1 unter der Kontrolle des /ga2-Promotors ausreichend ist,
um eine mogliche Hyperaktivierung des regulatorischen Netzwerkes zu verhindern.
Sollte dies der Fall sein, wiirde analog zur Clp1/bW-Regulation auch hier eine negativ
autoregulatorische Feedbackschleife etabliert werden die eine Re-Initiation des
Zellzyklus und die Proliferation innerhalb der Pflanze ermdglichen sollte. Die
Infektionsexperimente wurden analog zum vorangegangenen Versuchsansatz
durchgefihrt und analysiert. Sechs Tage nach der Inokulation wurden in allen
Ansatzen deutliche Infektionssymptome wie die Bildung ausgepragter Chlorosen und
lokaler Nekrosen beobachtet. Auch bei der Inokulation der Stamme UKH178 und
UKH180 ohne Pheromon wurden Infektionssymptome in abgeschwachter Form
beobachtet (siehe Abb. 29A). Bei der mikroskopischen Analyse Calcofluor-gefarbten
Pflanzenmaterials 2 dpi zeigte sich, dass die mit Pheromon behandelten Stamme
UKH178 (a1 Ab::Piga2:rbf1 Pigaa:clp1) und UKH180 (a2 Ab::Piga:rbf1 Pigao:clp?) in der
Lage waren, filamentds zu wachsen und Appressorien zu bilden (siehe Abb. 29B1). Im
Gegensatz zu den Stammen UKH184 (a1 Ab::Piga:rbf1) und UKH186 (a1 Ab::Piga:rbf1)
wurde zusatzlich ein deutliches Wachstum der Hyphen innerhalb der Pflanze
beobachtet. Die erhohte Autofluoreszenz infizierter Pflanzenzellen deutet dabei auf
eine Pflanzenabwehrreaktion hin (siehe Abb. 29B2). Beziglich der Morphologie waren
keine Unterschiede zwischen den mit Pheromon behandelten haploiden Stdmmen
oder einer Mischung derer zu erkennen. Schnallenzellen wurden im Vergleich zu dem
als Kontrolle verwendeten Stamm SG200 nicht beobachtet. Vielmehr zeigten sich bei
einer grolRen Anzahl der Hyphen ballonartige Aufwdlbungen der apikalen
Zellkompartimente (siehe Abb. 29C). Im Gegensatz zu den Stammen UKH184 (af
Ab::Pigap:rbf1) und UKH186 (a2 Ab::Pg.:rbf1), bei denen jeweils eine grof3e terminale
Aufwolbung der Pilzhyphen wahrend oder direkt im Anschluss an die Penetration der
Pflanzenoberflache beobachtet wurde, traten in den Stdmmen UKH178 (af
Ab::Pigap:rbf1 Pigaz:clp 1) und UKH180 (a2 Ab::Pigap:rbf1 Pigaz:clp 1) haufig mehrere dieser
Aufwdlbungen besonders in oder in der Nahe von Leitblindelscheiden auf (siehe Abb.
290C).

48



Ergebnisse

A UKH178
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Abbildung 29: Pathogenitatstest der Stamme UKH178 (a7 Ab::Piga2:rbf1 Piga2:clp?) und UKH180 (a2
Ab::Piga2:rbf1 Piga2:clp1). (A) Die Entnahme der Blattproben erfolgte 6 dpi. Pfeile markieren nekrotische
Bereiche unterhalb der Injektionsstellen. (B) Visualisierung des filamentdsen Wachstums auf der
Pflanzenoberflache durch Calcofluorfarbung. Die Blattentnahme erfolgte 2 dpi. (B1) UKH178 und UKH180
sind in der Lage Appressorien zu bilden. Pfeile markieren Appressorien. (B2a) Verstarkte Autofluoreszenz
infizierter Pflanzenzellen. (B2b) Uberlagerung von B2a und lichtmikroskopischer DIC-Aufnahme. (C)
Chlorazole-Black-E-Farbung des infizierten Blattmaterials. Die Probenentnahme erfolgte 4 dpi. Der als
Kontrolle verwendete Stamm SG200 (WT) zeigt eine ausgepragte Proliferation. Pfeile markieren
Schnallenzellen. Bei der Inokulation mit den Stdmmen UKH178 und UKH180 oder einer Mischung aus
beiden Stdmmen wurde keine Bildung von Schnallenzellen beobachtet. Pfeile markieren ballonartige
Aufwdlbungen der Hyphen. Der Grofienstandard entspricht 50 ym.
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Zur Visualisierung der Kernteilung in planta wurde das Plasmid pRWnIsGFP (Wahl et
al., 2010), analog zum vorherigen Versuchsteil, verwendet. Eine Mischung der
generierten Stamme UKH188 (a1 Ab::Piga2:rbf1 Piga:clp1 Prige 5:NLS:3xeGFP) und
UKH190 (a2 Ab:Pigairbf1  Piga2iclp?  Prigz 5:NLS:3xeGFP) wurde fur die
Infektionsexperimente  verwendet.  Ubereinstimmend mit  vorangegangenen
Untersuchungen wurde die Bildung von Appressorien und die Penetration der
Pflanzenoberflache beobachtet. Im Gegensatz zu den Stdmmen UKH192 (af
Ab::Pigaz:rbf1 Prige 5:NLS:3xeGFP) und UKH194 (a2 Ab::Pigap:rbf1 Prmig2 5:NLS:3xeGFP)
fUhrte dies nicht unmittelbar zur Ausbildung der ballonartigen Zellen (siehe Abb. 30, 1
dpi). 2 dpi wurde ausgepragtes filamentéses Wachstum mit einer normalen Septierung
(nicht gezeigt) der Zellen beobachtet. Auffallig war hierbei die oftmals ungerade Anzahl
an Zellkernen, die zusatzlich in ungewoOhnlich kurzen Abstanden zueinander
angeordnet waren (siehe Abb. 30, 2 dpi, 3 dpi). Diese Beobachtung deutet eine
asynchrone Kernteilung an und steht im Kontrast zu Wildtypzellen bei denen eine
synchrone Kernteilung (gerade Anzahl an Zellkernen) beobachtet wurde (Scherer et
al., 2006). Im weiteren Infektionsverlauf (2-3 dpi) wurde ein zunehmender Verlust des
polaren Wachstums und die Bildung ballonartiger, grof3tenteils unseptierter Strukturen
beobachtet, innerhalb derer sich zumeist mehrere Zellkerne befanden (siehe Abb. 30,
2 dpi, 3 dpi). Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Daten, dass die Expression
von rbff und clp?1 ohne aktives b-Heterodimer ausreichend fir die
Appressorienbildung, die Penetration der Pflanzenoberflache, die Re-Initiation des
Zellzyklus und die Proliferation in planta ist. Diese Beobachtungen verifizieren das
zuvor postulierte Modell der pathogenen Entwicklung und unterstreichen die zentrale
Rolle von Rbf1 und Clp1 in der Regulation von polarem Wachstum, Zellzyklus und der

biotrophen Entwicklung von U. maydis.
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Calcofluor

Abbildung 29: Die Expression von Rbf1 und Clp1 erlaubt die Proliferation von U. maydis in planta.
Die Stdmme UKH188 (a1 Ab::Piga2:rbf1 Pigaz:clp1 Pmigz 5:NLS:3xeGFP) und UKH190 (a2 Ab::Piga2:rbf1
Piga2:clp1 Pmigz2 5:NLS:3xeGFP) kdnnen Appressorien bilden, innerhalb der Pflanze filamentés wachsen
und sind fahig zur Re-Initiation des Zellzyklus und damit zur Kernteilung. Zur Visualisierung des pilzlichen
Wachstums auf der Pflanzenoberflaiche wurden die Blattproben 1 dpi mit Calcofluor gefarbt.
Postpenetrative Entwicklungsstadien sind durch GFP markiert. Im Verlauf der Infektion ist die
zunehmende Anhaufung von Zellkernaggregaten deutlich erkennbar. Diese Anhaufung geht mit dem
Verlust des polaren Wachstums einher und fiihrt zur Bildung ballonartig aufgeblahter Zellstrukturen. Zur
Verbesserung der Tiefenscharfe sind die Aufnahmen als Maximalprojektionen von Z-Stapeln dargestellt.
Der GroéRRenstandard entspricht 50 pm.
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3 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden neue Einsichten in die komplexen Verknipfungen
regulatorischer Netzwerke wahrend der sexuellen und pathogenen Entwicklung von U.
maydis gewonnen. Die pathogene Entwicklung von U. maydis wird durch ein
komplexes transkriptionelles Netzwerk unter der Kontrolle des b-Heterodimeres
gesteuert. Ein zentraler Schalter innerhalb dieser Regulationskaskade ist der C2H2-
Zinkfinger Transkriptionsfaktor Rbf1, der sowohl notwendig als auch ausreichend ist
die initialen Schritte der pathogenen Entwicklung, wie filamentéses Wachstum, G2-
Zellzyklusarrest, Appressorienbildung und die Penetration der Pflanzenoberflache
einzuleiten. Fir die weitere Proliferation des Heterodikaryons wahrend der biotrophen
Entwicklung wird Clp1 bendtigt. Clp1 interagiert mit dem bW-Protein und inhibiert b-
induziertes filamentéses Wachstum, Zellzyklusarrest und die b-abhangige
Genregulation vollstandig. Im Gegensatz dazu fihrt die Interaktion mit Rbf1 zur
spezifischen Repression von mfa1. Somit werden durch Clp1 sowohl die a- als auch
die b-abhangigen Signalwege reprimiert und die Entwicklung in planta gesteuert.
Interessanterweise wird flir das biotrophe Wachstum von U. maydis mit Cib1 ein
weiterer mit Clp1 interagierender  Transkriptionsfaktor  benétigt, dessen
Proteinexpression durch alternatives SpleiRen auf die biotrophe Entwicklung von U.

maydis beschrankt ist.

3.1 Num1 und Fkh1 sind essentiell fur die pathogene Entwicklung,

aber nicht fur die Schnallenbildung

Die Zellkernverteilung wahrend des heterodikaryotischen Wachstums von U. maydis
erfolgt mit Hilfe von Schnallenzellen (Scherer et al., 2006). Voraussetzung fur die
Bildung dieser Strukturen ist die prazise Koordination komplexer zelluldrer Prozesse
wie  polares  Wachstum, Zellkernwanderung, -teilung und  -sortierung,
Zellzykluskontrolle und Septierung (Kamada, 2002; Kozubowski and Heitman, 2009;
Kies, 2000). Mit Num1, dessen Homolog in C. cinerea notwendig fir die
Zellkernverteilung ist, und Fkh1, welches spezifisch zum Zeitpunkt der
Schnallenbildung exprimiert wird, wurden zwei potenzielle Regulatoren der
Schnallenbildung untersucht. Beide Faktoren sind in U. maydis notwendig flir die

Pathogenitat, jedoch nicht fir die Schnallenbildung.
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Fir Num1 wurde eine mdgliche Funktion bei der Zellkernverteilung wahrend des
dikaryotischen Wachstums von U. maydis vermutet. Tatsachlich wurden bei der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung von Anumi1-Stdmmen wahrend des
Wachstums in planta Hyphenkompartimente ohne Zellkern beobachtet, was auf eine
defekte Kernverteilung hindeutet. Die prazise Positionierung des Zellkernes wird durch
das Motorprotein Dynein (Dyn1) vermittelt und ist Voraussetzung flr ausgepragtes
polares Wachstum (Fuchs, et al., 2005). Die Lokalisierung von Dynein am Zellapex ist
dabei abhangig vom konventionellen Kinesin 1 (Kin1) (Lenz, et al., 2006), fir das in
Hefe-Zwei-Hybrid Untersuchungen eine Interaktion mit Num1 gezeigt wurde (Kellner,
2009). Ahnlich wie die Deletion von kin1 beeinflusst die Deletion von num1 das b-
abhangige filamentése Wachstum und flhrt zur fehlerhaften Septierung der
Pilzhyphen. Diese Beobachtungen sind ein starkes Indiz fir eine funktionelle Kopplung
von Kin1 und Num1. Der Verlust der Pathogenitat in Anum7-Stammen kénnte somit die
Konsequenz eines defekten Zellkerntransportes oder einer fehlerhaften Septierung
sein. Im Gegensatz zur Deletion von num1 fuhrt die Deletion von kin1 jedoch nicht zum
vollstandigen Verlust der Pathogenitat (Lehmler, et al., 1997). Folglich scheinen
weitere Kin1-unabhangige Funktionen von Num1 notwendig fur die pathogene

Entwicklung von U. maydis zu sein.

Auch fir das pflanzenspezifisch exprimierte fkh1-Gen konnte keine Funktion bei der
Schnallenbildung nachgewiesen werden. Die Deletion von fkh1 fuhrt zu einer drastisch
reduzierten Virulenz, welche vermutlich in einer verstarkten Pflanzenabwehrreaktion
begriindet ist. Neben dem Einschluss der Pilzhyphen durch eine aus Callose und
Zellulose bestehende Matrix wurde eine starke Akkumulation von H,0O; in infizierten
Pflanzenzellen in und um die Pilzhyphen herum beobachtet (A. Zahiri, pers. Mitteilung).
Der Einschluss von Pilzhyphen durch derartige pflanzliche Matrizes ist eine in anderen
Pathosystemen bekannte Pflanzenabwehreaktion, wurde im U. maydis/Mais—
Pathosystem jedoch bisher nicht beobachtet (Hickelhoven, 2007). Das biotrophe
Wachstum  phytopathogener Pilze erfordert die Unterdrickung derartiger
Abwehrreaktionen. Die Etablierung einer kompatiblen Pilz-Pflanzen-Interaktion wird
durch sekretierte Proteine, sogenannte Effektoren vermittelt (Doehlemann, et al., 2009;
Kamper et al., 2006; O'connell and Panstruga, 2006; Schulze-Lefert and Panstruga,
2003) und ist Voraussetzung fir biotrophes Wachstum phytopathogener Pilze. Die
Funktion dieser Effektoren ist neben der aktiven oder passiven Unterdriickung von
Pflanzenabwehrreaktionen die Umleitung von Nahrstoffstromen um optimale
Bedingungen fir das Wachstum des Pathogens innerhalb der Pflanze zu schaffen

(Doehlemann, et al., 2008a). Der nach Deletion von fkh1 beobachtete Phanotyp liefls
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eine mogliche Funktion von Fkh1 in der Regulation von sekretierten Effektorproteinen
vermuten. In einer vergleichenden Transkriptomanalyse wurde in Ubereinstimmung mit
dieser Annahme eine Vielzahl von Genen, die flr potentielle Effektoren kodieren als
dereguliert identifiziert. Darunter befinden sich einige in Clustern angeordnete Gene,
die fUr potentiell sekretierte Effektoren kodieren und fir die bereits eine Rolle in der
pathogenen Entwicklung von U. maydis gezeigt wurde (A. Zahiri, pers. Mitteilung;
Kaéamper et al., 2006). Die durch Afkh1-Stamme ausgeldste Pflanzenabwehrreaktion ist

daher vermutlich in der Deregulation dieser Effektorproteine begrindet.

Unklar ist, ob der Verlust der Pathogenitat von Afkh7-Stammen ausschlie3lich in der
Pflanzenabwehrreaktion begrindet ist oder ob darlber hinaus weitere Faktoren zum

vollstandigen Stopp der pilzlichen Entwicklung fGhren.

3.2 Clp1 interagiert mit essentiellen Regulatoren der pathogenen

Entwicklung in vitro und in vivo

Das Hefe-Zwei-Hybrid System ist die am haufigsten verwendete Methode zur
Untersuchung von unbekannten Protein-Protein-Interaktionen (Van Criekinge and
Beyaert, 1999). Ein oftmals beschriebenes Problem bei der Verwendung des Hefe-
Zwei-Hybrid Systems ist das Auftreten von ,falsch positiven“ Resultaten (Serebriiskii, et
al., 2000). Zur Verifikation der im Hefe-Zwei-Hybrid System beobachteten Protein-
Protein-Interaktionen von Clp1 mit bW, Rbf1 und Cib1 wurden zwei komplementéare
Ansatze gewahlt. Durch Co-Immunprazipitation der zellfrei exprimierten Myc-,
beziehungsweise HA-markierten Proteine konnte eine physikalische Interaktion von
Clp1 mit bW, Rbf1 und Cib1 in vitro gezeigt werden. Fir die Expression von bW und
Rbf1 wurden die in vorangegangen Studien im Hefe-Zwei-Hybrid isolierten
Proteinfragmente verwendet, da die vollstindigen bW und Rbfl Proteine nicht
erfolgreich in vitro exprimiert werden konnten. Ein moglicher Grund dafir kdnnte im
Fall von bW in der Haufung hydrophober Aminosauren im N-terminalen variablen
Bereich liegen, die zu einer verminderten Loslichkeit des Proteins flhren (Tonnis,
2002). Ahnliche Beobachtungen wurde beim Versuch der heterologen Expression der

b-Proteine in Escherichia coli gemacht (Tonnis, 2002).

Zur Uberpriifung der Protein-Protein-Interaktionen in U. maydis wurde die BiFC-
Analyse angewandt. Diese Methode wurde in humanen Zelllinien etabliert (Hu et al.,
2002; Hu et al., 2006; Kerppola, 2006b; Robida and Kerppola, 2009) und wird

mittlerweile standardmaRig in einer groRen Anzahl verschiedener Organismen zur
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Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen eingesetzt (Atmakuri, et al., 2003;
Blondel, et al., 2005; Blumenstein, et al., 2005; Bracha-Drori, et al., 2004; Hoff and
Kick, 2005; Marrocco, et al., 2006; Tsuchisaka and Theologis, 2004; TZfira, et al.,
2004). Im Gegensatz zur Co-Immunoprazipitation bedarf es bei dieser Methode einer
geringeren Proteinkonzentration um eine Interaktion zwischen 2zwei Proteinen
detektieren zu kénnen (Kerppola, 2006a; Kerppola, 2006b). Dartber hinaus erfolgt
auch eine raumliche Auflésung der Protein-Protein-Interaktion. Ein Nachteil dieser
Methode liegt zum einen in der langen Zeit die fir eine korrekte Faltung und
Assemblierung der Proteine bendétigt wird (bis zu 8 h) und zum anderen, dass nach
erfolgter Assemblierung eines fluoreszierenden Komplexes eine Dissoziation
verhindert wird. Aus diesem Grund ist es mit der BiFC- im Gegensatz zur FRET-
Analyse (Forster Resonance Energy Transfer) nicht moglich, zeitliche und raumliche
Dynamiken von Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen (Hu et al., 2002;
Kerppola, 2008a; Kerppola, 2008b).

Die Abwesenheit des filamentdésen Wachstums nach Co-Expression des Clp1-NG und
des Rbf1-CG Fusionsproteins deutet auf eine Inhibition der Rbf1-Funktion durch Clp1
hin. Im Gegensatz dazu flhrte die Expression von Rbf1-CG zu ausgepragtem
filamentésen Wachstum, was zeigt, dass das Rbf1-CG Fusionsprotein an sich
funktionell ist (Daten nicht gezeigt). Die Starke der Protein-Protein-Interaktion zwischen
Clp1 und Rbf1 wurde im Hefe-Zwei-Hybrid System als schwach kategorisiert, was auf
eine transiente, dynamische Interaktion beider Proteine hindeutet (Heimel, 2005).
Biologisch signifikante Funktionen von Proteinkomplexen werden oftmals Uber
Assoziations- und Dissoziationsdynamiken von schwachen Protein-Wechselwirkungen
gesteuert. Die im BiFC-System erfolgte Inhibition dieser Dynamiken kdnnte somit
ursachlich fur den Verlust der Rbf1-Funktion sein (Hu et al., 2002; Kerppola, 2006c).
Ubereinstimmend mit dieser Annahme wurde nach der induzierten Co-Expression von
nicht markiertem Clp1 und Rbf1 im Vergleich zur induzierten Expression von Rbf1
keine vollstandige Inhibition der Filamentbildung beobachtet (siehe Abb. 21 und
Diskussion 3.4).
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3.3 Mechanismus der Clp1-vermittelten Inhibition der b-Funktion

Die Expression des b-Heterodimers fuhrt zur Arretierung des Zellzyklus in der G2-
Phase und induziert filamentdéses Wachstum (Heimel et al., 2010; Mielnichuk et al.,
2009; Scherer et al., 2006). Dieser Wechsel der Wuchsform reprasentiert den
Ubergang vom saprophytischen Knospungswachstum zur pathogenen, filamentésen
Wuchsform von U. maydis. Durch die induzierte Co-Expression von Clp1 werden
filamentdses Wachstum und der G2-Arrest unterbunden (Scherer et al., 2006). Die
Untersuchung des Transkriptoms nach Co-Induktion von Clp1 und dem b-Heterodimer

zeigt eine globale Repression der b-Funktion durch Clp1.

In C. cinerea fuhrt der Funktionsverlust des HMG-Proteins Pcc1 zur Schnallenbildung
unabhangig von aktiven A- oder B-Loci. Aus diesem Grund wurde flr Pcc1 eine
Funktion als Repressor der Schnallenbildung vermutet (Murata, et al., 1998). Da Clp1
in C. cinerea notwendig und ausreichend fir die Schnallenbildung ist, wurde fiir Clp1
eine Funktion als Repressor von Pcc1 diskutiert (Inada et al., 2001; Kamada, 2002). Es
scheint somit moéglich, dass die Funktion von Clp1 als Repressor entwicklunsspezifisch

exprimierter Transkriptionsfaktoren in U. maydis und C. cinerea konserviert ist.

Die Clp1-abhangige Inhibition der b-Funktion wird durch eine direkte Protein-Protein-
Interaktion mit bW vermittelt. Um weitere Einblicke in den Mechanismus der Clp1-
vermittelten Inhibition der b-Funktion zu erlangen, wurde das Kon8-Protein verwendet,
welches die minimalen fur eine biologische Funktion notwendigen Bereiche von bE und
bW als Fusionsprotein enthalt und die Funktion des b-Heterodimeres wahrend der
pathogenen Entwicklung vollstandig ersetzen kann (Grandel et al., 2000; Romeis et al.,
1997; Schlesinger et al., 1997). Die Bindung von Clp1 an bW kdénnte zu einer
veranderten Sequenzspezifitdt, Stabilitat, DNA-Affinitat des bE/bW/Clp1 Komplexes
oder zu einer Maskierung transaktivierender Domanen des b-Heterodimeres flihren.
Die Inhibition des Galdp-Transkriptionsfators der Backerhefe S. cerevisiae durch
Bindung von Gal80p ist ein gut dokumentiertes Beispiel flr einen derartigen
Regulationsmechanismus (Lohr, et al., 1995). Dartber hinaus kdnnte die Bindung von
Clp1 an bW die Fahigkeit der bE/bW-Heterodimerisierung beeinflussen und demnach
einen kompetitiven Charakter besitzen. Da die Kon8-abhangige Filamentbildung auf
aktivkohlehaltigem Medium durch Co-Expression von Clp1 unterdrickt wird, kann eine
Inhibition der b-Funktion durch eine Clp1-vermittelte Trennung des b-Heterodimeres
jedoch ausgeschlossen werden. Eine Veranderung der Sequenzspezifitdt durch
Protein-Protein-Interaktionen ist fir die Homeodomanenproteine a2 und al in S.

cerevisiae beschrieben. Die Heterodimerisierung beider Proteine flihrt zur Repression
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haploid-spezifischer Gene. Die Bindung des MADS-Box-Proteins MCM1 an a2 fuhrt zu
einer Anderung der Sequenzspezifitit und der damit verbundenen Repression
Paarungstyp-a spezifischer Gene (Herskowitz, 1989). Der Mechanismus der Clp1-
vermittelten Inhibtion des b-Heterodimeres koénnte durch eine gekoppelte auf
Chromatin-Immunoprazipitation (ChlP) (zur Untersuchung der DNA-Bindung) und
Hefe-Ein-Hybrid (zur Untersuchung der Transaktivierungsfunktion) basierende
Untersuchung aufgeklart werden. Daruber hinaus koénnte in ,Pulse-Chase-
Experimenten® mit Epitop-markierten b-Proteinen der Einfluss der Clp1-Interaktion auf

die Stabilitat der b-Proteine untersucht werden.

Der C-terminale Bereich des bW-Proteins (AS 567-645) ist nicht notwendig fur die
Funktion des Kon8-Proteins als Transkriptionsfaktor, jedoch essentiell flr die
Regulation der pathogenen Entwicklung von U. maydis (Grandel et al., 2000). Die
Beobachtung, dass diese Domane ausreichend fur die Interaktion mit Clp1 ist, deutet
eine essentielle Funktion der Clp1/bW-Interaktion fir die pathogene Entwicklung an
und steht im Einklang mit der Annahme, dass die Clp1 vermittelte Proliferation

innerhalb der Pflanze durch eine Inhibition der b-Funktion realisiert wird.

Da die Expression von Clp1 direkt durch das b-Heterodimer reguliert ist, wirde eine
negative Ruckkopplungsschleife etabliert werden (siehe Abb. 31). Die Steuerung von
komplexen Entwicklungsvorgangen durch negativ autoregulatorische Schaltkreise ist
ein haufig beschriebener Regulationsmechanismus. Die Etablierung dynamischer
Schaltkreise, welche durch verschiedene Stimuli wie Licht, Wachstumsfaktoren oder
Metabolitkonzentrationen reguliert werden, erlaubt eine effiziente Anpassung an
wechselnde Umweltbedingungen (Aulehla and Pourquie, 2008; Dunlap and Loros,
2006; Goldbeter and Pourquie, 2008; Holtz and Keasling; Kageyama, et al., 2007a;
Kageyama, et al., 2007b; Loros, et al., 2007; Zordan, et al., 2007). Die Expression von
Clp1 ist auf Proteinebene vermutlich durch ein Pflanzensignal induziert/reguliert
(Scherer et al., 2006). Somit kdonnte in Abhangigkeit dieses Pflanzensignals eine
Adaption der Genregulation von U. maydis an verschiedene pflanzliche Umgebungen

und Gewebetypen vermittelt werden.
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Abbildung 31: Modell der negativen Autoregulation der b-Funktion und Clp1-Expression. Die
Funktion des b-Heterodimeres steht in einem negativ-autoregulatorischen Verhaltnis zur Clp1-Expression.
In Abhangigkeit des zur Expression von Clp1 notwendigen Pflanzensignals kann die Stérke der Clp1-
abhangigen Repression der b-Funktion gesteuert werden und somit eine Anpassung an verschiedene
pflanzliche Umgebungen und/oder Nahrstoffverfigbarkeiten erfolgen. Eine starke Repression wirde zu
einer verstarkten Proliferation und Teilungsaktivitat fiihren. Eine schwache Repression wiirde dagegen zu
verstarktem filamentésen Wachstum fiihren und die Kolonisierung anderer Pflanzenbereiche ermdglichen.

3.4 Die Auswirkung der Clp1/Rbf1-Interaktion auf die Genregulation

und das filamentose Wachstum von U. maydis

Rbf1 stellt den zentralen transkriptionellen Regulator innerhalb der durch das b-
Heterodimer induzierten Regulationskaskade dar. Phanotypisch fuhrt die Deletion von
rbf1 zum Verlust der Appressorienbildung und damit der Pathogenitat. Aufgrund der
grofien Anzahl rbf1-abhangig regulierter Gene ist davon auszugehen, dass Rbf1 auch
in spateren Phasen der pathogenen Entwicklung eine wichtige Funktion ausilibt. Rbf1
ist ausreichend und notwendig fir b-abhangiges filamentéses Wachstum und den b-
induzierten G2-Zellzyklusarrest (Heimel et al., 2010). Die Expression von rbf1 wird
direkt durch Bindung des b-Heterodimeres an den Promotor von rbf1 (Schuler, 2010)
induziert. DarUber wurde eine pheromonabhangige Expression von rbf1 beobachtet,
die wahrscheinlich durch die Bindung von Prf1 an drei putative PREs (Pheromone
Response Element) im Promotor von rbf1 induziert wird (Zarnack et al., 2008). Die
Deletion von rbfl hat jedoch keinen Einfluss auf die Ausbildung von
Konjugationshyphen, den a-induzierten G2-Zellzyklusarrest oder die
pheromonabhangige Expression der b-Gene (Heimel et al., 2010). Die biologische
Funktion der durch Pheromon induzierten rbf1-Expression kann somit in der

Sicherstellung des nahtlosen Uberganges von der a- zur b-abhangigen Entwicklung,
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der Aufrechterhaltung der filamentésen Wuchsform und des G2-Zellzyklusarrestes
vermutet werden. Auf die Weise kdnnte die Zeitspanne zwischen der Perzeption eines
kompatiblen Partners und der Infektion der Wirtspflanze minimiert und dieser Prozess

somit aullerst effizient gestaltet werden.

Die Expression von rbf1 induziert filamentéses Wachstum und den damit gekoppelten
G2-Zellzyklusarrest. Nach Co-Induktion von rbf1 und clp1 wurde im Vergleich zur rbf1-
Expression unter identischen Bedingungen eine reduzierte Filamentbildung
beobachtet. Bei der vergleichenden Transkriptomanalyse (rbf1 vs. rbf1 + clp1) wurde
jedoch ausschliel3lich mfa1 als differenziell reguliert identifiziert, was eine Repression
der Filamentbildung auf transkriptioneller Ebene unwahrscheinlich macht. Folglich
scheint die durch Clp1 vermittelte Repression des filamentésen Wachstums auf
posttranskriptioneller Ebene stattzufinden. Interessanterweise wurden bei der Hefe-
Zwei-Hybrid Untersuchung mehrere mit Clp1-interagierende Proteine identifiziert, die
eine mogliche Funktion im polaren Wachstum, der Septierung oder der Aktinregulation
haben kénnten. Neben Cdc15, welches in U. maydis notwendig flr die Zytokinese und
eine korrekte Zellkernverteilung ist (Béhmer, et al., 2009), wurden Proteine mit
Ahnlichkeit zu Bzz1p und Mob1p aus Saccharomyces cerevisiae als Clp1-
interagierend identifiziert. Bzz1p ist Bestandteil des Myo5p-Las3p-Vrp1p-Komplexes,
der fir die Aktinpolymerisation in vitro ausreichend ist (Soulard, et al., 2002), ein
Prozess der in U. maydis notwendig fur die Zell-Zellfusion und polares Wachstum ist
(Weber, et al., 2003). Des Weiteren wurden fir Mob1p und homologe Proteine aus
Neurospora crassa und Candida albicans wichtige Funktionen wahrend der
Zytokinese, des polaren Wachstums und innerhalb der Zellzykluskontrolle gezeigt
(Luca, et al., 2001; Luca and Winey, 1998; Maerz, et al., 2009; Song, et al., 2008;
Weiss, et al., 2002). Die Protein-Interaktionen von Clp1 mit Cdc15, Bzz1 oder Mob1
kénnten somit eine Rolle in der Inhibition filamentdsen Wachstums spielen und lassen
daruber hinaus weitere Funktionen der Proteine wahrend der biotrophen Entwicklung

vermuten.

Nach Pheromonstimulation wurde bei gleichzeitiger Expression von cip1 der Verlust
der Konjugationshyphenbildung, des G2-Zellzyklusarrestes und der Pheromon-
induzierten Expression von mfa1, pral, prf1 und rbff beobachtet. Diese Faktoren
reprasentieren drei regulatorische Ebenen innerhalb der Pheromon-Signalkaskade,
was auf eine vollstandige Repression der Pheromonantwort durch Clp1 schlieRen
lasst. Da rbf1 notwendig fir die Clp1-vermittelte Repression der Pheromonantwort ist,

ist es denkbar, dass der Rbf1-Clp1-Komplex diese Repression vermittelt.
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Die Expression von rbff kann sowohl a-abhangig, durch Stimulation der Zellen mit
kompatiblem Pheromon, als auch durch die Expressison eines aktiven b-
Heterodimeres induziert werden. Die Clp1-vermittelte  Repression der
Pheromonantwort wirde wahrend der pathogenen Entwicklung jedoch ausschlieRlich
zur Repression der a-abhangigen rbf1-Expression fihren. Diese wirde unter
natirlichen Umstanden nach der Penetration der Pflanzenoberflache erfolgen, da dies
der erste Zeitpunkt der Clp1 Expression ist. Es scheint darlber hinaus méglich, dass
eine Clp1-vermittelte Inaktivierung der a- und b-abhangigen Signalwege
Voraussetzung fir dikaryotisches Wachstum und die |Initiation der biotrophen

Entwicklung ist.

Ein méglicher Mechanismus der mfa7-Repression kdnnte eine durch die Bindung von
Clp1-vermittelte veranderte Sequenzspezifitdt von Rbf1 sein. Diese konnte zur
Rekrutierung des Rbf1-Clp1-Komplexes an den mfa1-Promotor und dadurch zur
Repression von mfa1l fuhren. Diese Vermutung wird unterstutzt durch die
Beobachtung, dass die induzierte Expression von clp? und rbf1 in Abwesenheit von
Pheromon zur spezifischen Repression der (basalen) mfa7-Expression fihrt und
ansonsten keine weiteren Auswirkungen auf die Rbf1-vermittelte
Transkriptionsregulation oder die Expression anderer Faktoren des

Pheromonsignalweges hat (siehe oben).

Die in der vorliegenden Studie gewonnenen Daten lassen vermuten, dass der
Clp1/Rbf1-Komplex die b-abhangige Repression des Pheromonsignalweges vermittelt.
Ubereinstimmend mit diesem Modell wurde nach der Inaktivierung eines
temperatursensitiven b-Heterodimeres wahrend des biotrophen Wachstums in planta
ein Verlust der clp7-Expression, nicht aber der rbf1-Expression beobachtet (Wahl et
al., 2010).

3.5 Die Funktion und Regulation von Cib1

Die Deletion von cib7 in U. maydis hat keinen Einfluss auf das Wachstum unter
axenischen Bedingungen, die Paarungskompetenz und die Filamentbildung. Ahnlich
wie die Deletion von clp1 fihrt die cib1-Deletion jedoch zum vollstandigen Verlust der
Pathogenitat. Basierend auf der phanotypischen Ahnlichkeit zu Aclp? Stdmmen und
der Protein-Protein-Interaktion von Cib1 mit Clp1 wurde eine funktionelle Beziehung
beider Proteine vermutet. Ahnlich wie Clp1 wird die Expression des Cib1-Proteins

posttranskriptionell reguliert und erfolgt in Analogie zu Clp1 nach der Penetration der
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Pflanzenoberflache. Aus diesem Grund wurde fir Cib1 eine Funktion in der
Genregulation wahrend der biotrophen Entwicklungsphase von U. maydis vermutet.
Die vergleichende Transkriptomanalyse der Stdmme SG200 und SG200Acib1 wurde
zu einem friheren Zeitpunkt wahrend der pathogenen Entwicklung auf der
Pflanzenoberflache durchgefuhrt. Dieser Zeitpunkt wurde als ideal fur die
Untersuchung der Rbf1-, Biz1- und Hdp2-abhdngigen Genregulation auf der
Pflanzenoberflache bestimmt (M. Vranes, M Scherer, pers. Mitteilung), fiihrte jedoch im
Fall von Cib1 nicht zur Identifizierung von differenziell regulierten Genen. Da Cib1 im
Gegensatz zu diesen Transkriptionsfaktoren jedoch erst nach der Penetration der
Pflanzenoberflache exprimiert wird, erscheint eine Probenentnahme zu einem spateren
Zeitpunkt (24-36 h nach Inokulation) sinnvoll. Durch die Anwendung von Laser-
Mikrodissektion kénnten Pilzhyphen nach erfolgter Penetration angereichert werden

und somit eine detaillierte Auflésung der Cib1-abhangigen Genregulation ermdglichen.

Eine weitere mogliche Funktion fir Cib1 wurde in einem Cib1-vermittelten Kernimport
von Clp1 vermutet, was jedoch in drei unabhangigen experimentellen Ansatzen (siehe
Ergebnisse 2.4.3) ausgeschlossen werden konnte. Zusammenfassend weisen
Proteinstruktur, Lokalisation und die Beschrankung der Proteinexpression auf
postpenetrative Entwicklungsstadien auf eine fir die pathogene Entwicklung
essentielle Funktion von Cib1 als Transkriptionsfaktor hin und erklaren den nach

Deletion von cib1 beobachteten Phanotyp.

Die Expression des Cib1-Proteins wird ahnlich wie die Expression des Clp1-Proteins
vermutlich in Abhangigkeit eines Pflanzensignals induziert. Im Gegensatz zu Clp1
beinhaltet der offene Leserahmen von Cib1 ein Intron. Durch cDNA-Analyse konnte
gezeigt werden, dass die Intron/Exon-Grenzen nicht der gangigen GU/AG-Regel folgen
(vergleiche MUMDB um03509 und um11782), was eine Regulation der Cib1-
Expression durch alternatives Spleifden nahelegt. In U. maydis konnte in extensiven
EST-Analysen eine Vielzahl durch alternatives SpleiRen entstandener mRNAs
dokumentiert werden. Als haufigste Variante wurde dabei das sogenannte ,intron
retaining“ oder regulierte Spleilen beschrieben (Ho, et al., 2007). Bislang konnte
jedoch fir keines der Gene in U. maydis eine durch alternatives Spleilen vermittelte
biologische Funktion gezeigt werden (Feldbriigge, et al., 2008). In gqRT-PCR Analysen
konnte gezeigt werden, dass neben der gespleiten cib1-Variante eine ungespleilite
Variante transkribiert wird und deren relatives Verhaltnis entwicklungsspezifisch
reguliert ist. Wahrend des axenischen Wachstums in Flussigkultur oder auf

aktivkohlehaltigem Festmedium betragt das molare Verhaltnis von ungespleildter zu

61



Diskussion

gespleiliter cib7-mRNA etwa 20:1. Wahrend der biotrophen Entwicklung wird dagegen
doppelt soviel gespleiite wie ungespleite cib7-mRNA exprimiert. Im Gegensatz zur
posttranskriptionellen Regulation der Clp1-Expression konnte der Mechanismus der
posttranskriptionellen Regulation von Cib1 auf entwicklungsspezifisch reguliertes

alternatives SpleiRen zurtckgefuhrt werden.

Die Erkennung nicht kanonischer Splei3stellen, wie sie im Fall von cib1 vorliegen,
erfolgt haufig durch alternative Spleil3faktoren oder wird durch die Bindung
regulatorischer Proteine gesteuert (Black, 2003; Hiller and Platzer, 2008). In
Drosophila melanogaster wird in somatischen Zellen durch die Bindung des PSI-
Proteins an regulatorische Bereiche der fir die Transposase des P-Elementes
kodierenden RNA das Spleilen des dritten Introns und damit die Expression einer
funktionellen Transposase verhindert. In weiblichen Keimzellen wird PSI nicht
exprimiert, was zur Expression der Transposase flihrt und eine zelltyp-spezifische
Transposition des P-Elementes vermittelt (Adams, et al., 1997; Siebel, et al., 1995)
(Labourier, et al., 2002). Ein Beispiel fir die differenzielle Expression von snRNPs
(small nuclear Ribonucleoprotein) ist das 70K-U1 Protein aus Arabidopsis thaliana,
welches durch alternatives Spleilen in zwei Isoformen vorkommt. Die relative
Abundanz dieser Isoformen ist organspezifisch reguliert und zeigt gro3e Varianzen

innerhalb der verschiedenen Pflanzenorgane (Golovkin and Reddy, 1996).

Die durch das alternative SpleiRen der cib7-mRNA entstehenden Proteine sind bis zur
AS 273 identisch und beinhalten die potentiell fir die DNA-Bindung und die Homo-
oder Heterodimerisierung des Proteins notwendige bZIP-Domane (AS 97-161).
Interessanterweise ist der fir eine Interaktion mit Clp1 notwendige Bereich (AS441-
474) ausschlielllich in dem durch die gespleildte cib7-Variante kodierten Protein
enthalten (siehe Abb. 32). Ein Homodimerisierung konnte fir die mit Clp1
interagierende Cib1-Variante bereits gezeigt werden (Adler, 2007). Die durch die
ungespleildte cib7-mRNA kodierte Proteinvariante kdnnte somit auch eine kompetitive
regulatorische Funktion erflllen und so eine Feinabstimmung der Cib1-abhangigen
Genregulation in der friihen biotrophen Phase vermitteln. Ausgehend von der
Vermutung, dass die Bindung von Clp1 zu einer Veranderung Cib1-Aktivitat fuhrt,
kénnte durch die verstarkte Expression der ungespleif3ten Proteinvariante der Einfluss
von Clp1 auf die Cib1-abhangige Genregulation verringert werden, da Clp1 nicht an die
ungespleifte Cib1-Variante binden kann. Ein ahnlicher regulatorischer Mechanismus
wurde fiur den bZIP-Transkriptionsfaktor CREM (cAMP Responsive Element
Modulator) beschrieben, der in der cAMP-abhangigen Genregulation wahrend der

Spermatogenese in Saugetieren involviert ist und in verschiedenen durch alternatives
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Spleillen generierten Isoformen existiert (Foulkes, et al., 1992). Die gewebsspezifische
Expression der einzelnen Isoformen flhrt zur Bildung verschiedener Homo- oder
Heterodimere in unterschiedlichen Zelltypen. Diese Dimere kénnen in Abhangigkeit der
einzelnen Untereinheiten jeweils die Rolle eines Aktivators oder Repressors
Ubernehmen. Dabei werden unabhangig von der aktivierenden oder reprimierenden
Funktion dieselben Zielgene reguliert, da die Sequenzspezifitdt dieser Homo- oder
Heterodimere nicht durch die Dimerisierungsdynamiken beeinflusst wird (Don and
Stelzer, 2002; Foulkes et al, 1992). Der fur eine normale murine
Embryonalentwicklung notwendige bZIP-Transkriptionsfaktor TCF11 ist ein weiteres
Beispiel fir die Steuerung von Proteinfunktionen durch Homo- und
Heterodimerisierungsdynamiken. Die Homodimerisierung von TC11F vermittelt die
Fahigkeit zur Transaktivierung, wohingegen eine Heterodimerisierung mit einer
verkurzten Isoform des Proteins zu einem Verlust der Transaktivierung und somit zur
Inhibition der TCF11-Funktion (Husberg, et al., 2001) flhrt. Ein ahnlicher Mechanismus
ware auch im Fall von Cib1 denkbar und kénnte darliber hinausgehend durch eine
Bindung von Clp1 beeinflusst werden. Die Komplementation von Acib7-Stdmmen
durch die Expression von GFP-markierten, gesplei3ten oder ungespleifdten cib1-
Varianten kdnnte weiteren Aufschluss Uber die biologische Funktion der kodierten
Proteine geben. Durch diesen Versuchsansatz kdnnte auflerdem die Fragestellung
untersucht werden, ob die ungespleilRte Variante der cib7-mRNA translatiert oder

abgebaut wird.

A

1 97 161 441 474 574
B
1 161 273 436

97
°H oz I

Abbildung 32: Struktur potentieller Cib1-Isoformen. (A) Schematische Darstellung des durch das
gespleilte Transkript kodierten Cib1-Proteins. (B) Schematische Darstellung der potentiellen durch das
ungespleilte cib1-Transkript kodierten Cib1-Isoform. Die verschiedenen Doménen sind durch Farben
kodiert: dunkelgrau (AS 55-58) NLS; blau (AS 97-161) bZIP-Doméane; rot (AS 273-436) zu (A)
unterschiedlicher Bereich; grin (AS 441-474) Clp1-Interaktionsdoméane. Die Angaben der AS sind
ausgehend vom N-Terminus (1) zum C-Terminus des Cib1-Transkriptionsfaktors (574 oder 436).

Lange untranslatierte 3’-Bereiche alternativ gespleiter mRNAs, wie sie im Fall der

ungespleilten cib71-Variante zu erwarten sind, kbnnen zum Abbau dieser mRNA durch

63



Diskussion

NMD (nonsense mediated decay) fuhren. Diese Mdglichkeit erscheint allerdings eher
unwahrscheinlich, da der Abbau von mRNAs, die durch alternatives Splielen generiert
wurden, entgegen initialer Vermutungen nicht weit verbreitet, sondern eher eine
Ausnahme ist (Green, et al., 2003; Lewis, et al., 2003) (Pan, et al., 2006) und NMD in
U. maydis erst ab einer 3’-UTR-Lange von 1000 bp induziert wird (J. Freitag, pers.
Mitteilung). Gegen den durch NMD-vermittelten Abbau der ungespleiten cib7-mRNA
spricht ferner, dass sich das Intron der gespleifdten cib7-mRNA nicht im 3’-UTR,
sondern im kodierenden Bereich der ungesplei3ten cib7-mRNA befindet. Die erste
Runde der Translation (Pionierrunde) wirde zur Ablésung des EJC (Exon-Junction-

Complex) fihren, wodurch NMD verhindert wiirde.

3.6 Regulationskaskaden wahrend der pathogenen Entwicklung von
U. maydis (ABC-Modell)

Die Initiation der pathogenen Entwicklung von U. maydis erfolgt durch eine
sequenzielle Aktivierung verschiedener Entwicklungsprogramme, die durch die a- und
b-Paarungstyploci gesteuert werden. Die a- und b-abhangigen Signalwege sind durch
positive und negative Ruckkopplungsschleifen miteinander verknlpft (siehe Ab. 33).
Innerhalb der a-vermittelten Regulationskaskade erfolgt, wie vormals beschrieben, eine
Signalamplifikation durch eine gegenseitige Stimulation der mfa, pra und prfi1-
Genexpression (siehe Abb. 33A) (Hartmann et al.,, 1996). Darliber hinaus fiihrt die
phosphorylierungsabhangige Aktivierung von Prf1 zu einer verstarkten Expression des
prf1-Gens und der MAP-Kinase Kpp2, welche wiederum Prf1 phosphoryliert und
dadurch aktiviert (Kaffarnik et al., 2003). Die induzierte Expression von rbf1 fuhrt zu
einer verstarkten Expression der b-Gene (M. Scherer, pers. Mitteilung). Somit steht die
rbf1- und die b-Genexpression ebenfalls in einer positiven Rickkopplungsschleife. Des
Weiteren wird Ober den Rbfl-abhdngig exprimierten Homeodoméanen-
Transkriptionsfaktor Hdp1 die basale Expression von rop?1 (Regulator of Prf1 1)
(Pothiratana, 2008) und dadurch wiederum die Expression von prf1 reguliert (Brefort et
al., 2005).

Clp1 ist ein negativer Regulator dieser Schaltkreise, der basierend auf
Proteinwechselwirkungen mit Rbf1 und bW antagonistisch zur Aktivitdt der a- und b-
abhangigen Signalkaskaden wirkt (siehe Abb. 33C). Durch die b-abhangige Expression
von clp1 wird eine negative Rickkopplungsschleife etabliert, die eine vollstandige

Repression der b-Funktion verhindert und somit die pathogene Entwicklung sichert.
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Abbildung 30: Genregulation wahrend der pathogenen Entwicklung von U. maydis (ABC-Modell).
(A) Die Konjugationshyphenbildung und die Zellfusion werden durch den a-Locus gesteuert. Die
posttranslationelle Aktivierung des Prf1-Transkriptionsfaktors durch Phosphorylierung konservierter Serin-
und Threoninreste fihrt zu einer erhéhten Expression von mfa und pra und damit zur autokrinen
Stimulation. Die Expression von bE, bW und rbf1 erlaubt nach der Zellfusion ein schnelles Umschalten der
Entwicklungsprogramme. (B) Das filamentése Wachstum, die Aufrechterhaltung des G2-
Zellzyklusarrestes und die Appressorienbildung wird durch den b-Locus in Abhangigkeit von Rbf1
gesteuert. (C) Nach der Penetration der Pflanzenoberflache erfolgt die Clp1-vermittelte Repression der a-
und b-abhangigen Signalwege, was zu einer verminderten Expression von rbf1 fihrt und die Aufhebung
des Zellzyklusarrestes ermdglicht. Die weitere Proliferation innerhalb der Pflanze wird vermutlich tUber eine
Balance der Rbf1 und Clp1-Aktivitat vermittelt. Ein direkter Einfluss auf dieses Gleichgewicht kdnnte durch
die posttranskriptionelle Regulation von Clp1 erfolgen und eine Anpassung an verschiedene
Pflanzengewebe ermdglichen.

Durch die Clp1/Rbf1-Interaktion wird Signalspezifitdt vermittelt, das heillt, dass durch

diese Interaktion die a-abhangige, nicht aber die b-abhangige Expression von rbf1
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unterdrickt wird. Es scheint moéglich, dass die biotrophe Entwicklung von U. maydis die
vollstdndige Repression rbf1-Expression erfordert. Zu diesem Zweck mussten sowohl
die a- als auch die b-abhangigen Signalwege nach der Penetration der

Pflanzenoberflache reprimiert werden, was durch Clp1 vermittelt werden kénnte.

3.7 Die Kontrolle der pathogenen Entwicklung durch Rbf1 und Clp1

Durch die Verwendung von Stammen, in denen eine dauerhafte und hohe Expression
von rbfl ohne aktives b-Heterodimer erfolgt, wurde erstmalig die Bildung von
Appressorien und die Penetration der Pflanzenoberflache unabhangig von einem
aktiven b-Heterodimer gezeigt. Innerhalb der Gruppe der rbff-abhangig regulierten
Gene befinden sich viele, die flir die Appressorienbildung notwendig sind und deren
Regulation durch Rbf1 im Einklang mit dem beobachteten Phanotyp der Stamme
UKH184 und UKH186 steht. Neben biz1 ist kpp6 notwendig fiur eine effiziente
Appressorienbildung und Penetration der Pflanzenoberflache (Brachmann et al., 2003;
Flor-Parra et al., 2006). Dartber hinaus ist hdp2 essentiell fir die Appressorienbildung

(M. Scherer, pers. Mitteilung).

Die Expression von rbf1 ist ausreichend fur die Bildung von Appressorien und die
Penetration der Pflanzenoberflache, fuhrt jedoch auch zur Arretierung des Zellzyklus
wodurch eine Proliferation in planta verhindert wird. Flir das weitere Wachstum
innerhalb der Pflanze wird zusatzlich die Expression von clp1 benétigt. Die durch Clp1-
Protein-Interaktionen vermittelte negative Regulation der Paarungstyp-Loci ist sowohl
notwendig als auch ausreichend fur die Re-Initiation des Zellzyklus nach der
Penetration der Pflanzenoberflache. Folglich vermittelt Rbf1 die Initiation der
pathogenen Entwicklung und Clp1 koordiniert die pathogenitatsrelevanten Signalwege,

um die Kernteilung und Proliferation innerhalb der Pflanze zu vermitteln.

Wahrend die beobachtete starke Autofluoreszenz infizierter Zellen auf ein verstarktes
Zellwandwachstum hindeutet und auch bei Infektionen mit Wildtypstdmmen beobachtet
wurde (Doehlemann, et al.,, 2008b), zeigt die Bildung von Nekrosen, dass keine
kompatible biotrophe Interaktion etabliert wurde. Die Inaktivierung des b-
Heterodimeres wahrend des Wachstums in planta fihrt zum Expressionsverlust
verschiedener direkt b-regulierter Gene, deren individuelle Deletion keinen Einfluss auf
die Pathogenitat von U. maydis hat (Heimel et al., 2010; Wahl et al., 2010). Der
gleichzeitige Expressionsverlust dieser Gene konnte jedoch einen kumulativen Effekt

haben und zum Verlust der Pathogenitdt fihren. Eine kompatible Pilz/Pflanzen-
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Interaktion wird unter anderem durch die Funktion sekretierter Effektorproteine
vermittelt (Doehlemann et al., 2009; Doehlemann et al., 2008b; Kéamper et al., 2006).
Das b-Heterodimer ist dartber hinaus wahrend der biotrophen Entwicklung notwendig
fur die Expression verschiedener potenziell sekretierter Effektorproteine (Wahl et al.,
2010). Folglich kdnnte der gemeinsame Expressionsverlust dieser Gene die verstarkte
Pflanzenabwehrreaktion nach Infektion mit UKH178 und UKH180 erklaren.

clp1-Deletionsstamme sind nicht in der Lage, die dikaryotische Proliferation innerhalb
der Pflanze zu induzieren. Die Expression verschiedener Effektoren ist an definierte
Entwicklungsstufen von U. maydis gekoppelt (M. Vranes, pers. Mitteilung).
Interessanterweise wurden bei einer vergleichenden Transkriptomanalyse der Stamme
SG200 und SG200Aclp? wahrend der pathogenen Entwicklung auf der
Pflanzenoberflache (16 hpi) eine Vielzahl fir putativ sekretierte Effektoren kodierende
Gene als differenziell reguliert identifiziert (M. Scherer, pers. Mitteilung). Folglich
konnte die Pflanzenabwehrreaktion nach Infektion der Stamme UKH178 und UKH180
auch in der Unfahigkeit dieser Stdmme zur Ausfiihrung eines bestimmten

Entwicklungsprogrammes begrindet sein.

Da die Stdmme UKH178 und UKH180 nicht die vollstandige pathogene Entwicklung
durchlaufen, keine Schnallenzellen bilden und eine aberante Septierung zeigten,
scheint die b-abhangige Genregulation neben der Unterdrickung von
Pflanzenabwehrreaktion notwendig flir diese Entwicklungsprozesse zu sein. Zusatzlich
kdnnte auch die synchrone Teilung der Zellkerne abhangig von der Anwesenheit eines
b-Heterodimeres sein. Da die Bildung eines aktiven b-Heterodimeres die Genprodukte
beider Zellkerne bendtigt, wirde auf diesem Weg automatisch eine synchrone

Entwicklung und Teilung der Zellkerne gesichert werden.

In der vorliegenden Studie konnte erstmalig die Bildung von Appressorien, die
Penetration der Pflanzenoberflache und die Proliferation von U. maydis innerhalb der
Pflanze ohne b-Heterodimer gezeigt werden. Durch die Etablierung eines artifiziellen
regulatorischen Netzwerkes unter der Kontrolle von Rbf1 und Clp1 wurden die
biologischen Funktionen der Proteine untersucht, das zuvor postulierte Modell verfiziert
und neue Einblicke in die dynamischen Wechselwirkungen regulatorischer Schaltkreise

wahrend der pathogenen Entwicklung von U. maydis erlangt.
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4. Material und Methoden

4.1 Material und Bezugsquellen

4.1.1 Chemikalien, Enzyme, Kits, Medien und L6sungen

Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waren p.a. Qualitat und wurden von den
Firmen Ambion, Sigma-Aldrich, Merck, Fluka, Riedel-de-Han, Gerbu, Seakem,
Duchefa, Difco, Serva, BioRad, Amersham, Pharmacia, Invitrogen und Carl-Roth

bezogen. Fur weitere Einzelheiten: siehe (Brachmann, 2001).

Puffer und Losungen
Standard-Puffer und Losungen wurden nach (Ausubel, et al., 1987) und
(Sambrook, et al., 1989) hergestellt. Spezielle Puffer und Lésungen sind unter den

jeweiligen Methoden aufgefihrt.

Enzyme

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Enzyme

Name Hersteller

Albumin (aus Rinderserum) Sigma

Antarktische Phosphatase New England Biolabs
E.coli DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment) New England Biolabs
Lysozym (aus Hihnerei) Boehringer

Novozym 234 Novo Nordisc
Phusion DNA-Polymerase New England Biolabs
Restriktionsenzyme New England Biolabs
Ribonuklease A (aus Rinderpankreas) Boehringer

T4 DNA-Ligase New England Biolabs
T4 DNA-Polymerase New England Biolabs
Tag-Polymerase eigene Herstellung

Verwendete Kits

RNeasy Kit (Qiagen) zur Praparation hochreiner Gesamt-RNA, QiaQuick PCR
Purification Kit (Qiagen) zur Aufreinigung von PCR-Produkten, Qiaprep Spin Miniprep
Kit (Qiagen) zur Praparation hochreiner Plasmid-DNA, JETsorb Gel Extraction Kit
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(Genomed) zur Aufreiningung von DNA aus Gelfragmenten, TOPO TA Cloning Kit
(Invitrogen) zur Klonierung von PCR-Produkten, GeneRacer Kit (Invitrogen) fur die
cDNA Isolierung, BioArray-HighYield-RNA Transcript Labelling Kit (Enzo) und
MEGAscript T7-HighYield Transcription Kit (Ambion) fir die Markierung und
Expression von cRNA fir Microarrays, GeneChip Expression 3’-Amplification Two-
Cycle cDNA Synthesis Kit (Affymetrix), SuperScript® Il First-Strand Synthesis
SuperMix (Invitrogen) fir die Erststrang cDNA-Synthese, TurboDNase Kit (Ambion) fr
die Aufreinigung von RNA fir gRT-PCR, MesaGreen gPCR MasterMix for SYBR Assay
Kit (Eurogentech) fir gRT-PCR, NEBIot Kit (NEB Biolabs) zur radioaktiven Markierung
von DNA-Fragmenten, DIG-High Prime (Roche) zur Digoxigeninmarkierung von DNA-
Fragmenten, BigDye Kit (ABI) zur fluoreszenzmarkierten Sequenzierung, Microspin S-
300 Saulen (Amersham Pharmacia Biotech) zur Aufreinigung von radioaktiv markierten
DNA-Sonden. TNT Quick Coupled Kit (Promega) zur Proteinexpression in vitro,
Transcend™ Non-Radioactive Translation Detection Kit (Promega), zur Markierung
und zum Nachweis in vitro exprimierter Proteine. DIG High-Prime Kit (Roche) zur

Herstellung DIG-markierter Sonden fir Southern Blots.

Medien und Lésungen

Medien fiir die Kultivierung von

E. coli

LB-Medium

(Sambrook et al., 1989)

10 g Bacto Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

mit H.Ong auf 1L auffillen und
autoklavieren; fir Festmedium 15 ¢

Bacto Agar zufiigen.

YT-Festmedium
(Sambrook et al., 1989)
8 g Bacto Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl
15 g Bacto Agar
mit HgObid_auf 1L

autoklavieren.

auffullen

dYT-Fliissigmedium
(Sambrook et al., 1989)
16 g Bacto Trypton

10 g Hefeextrakt

5 g NaCl

mit  H,Opgauf 1L

autoklavieren.

auffullen

und

und
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Medien fir die Kultivierung von
S. cerevisiae

YEPDA

10 g Hefeextrakt

20 g Bacto Pepton

0,003% (w/v) Adeninhemisulfat

fur Festmedium 15 g Bacto Agar
zufigen, mit H,Oyq auf 980 ml aufflllen
und autoklavieren. Nach dem
Autoklavieren 2% (v/v) 50% Glukose
(1% f.c.) zuflgen.

5x SC-LTHA
6,7 g Yeast Nitrogen Base

1,7 g ,Drop out additive® —Leu/-Trp/-
His/-Ade

in 200 ml HyOpiq l10sen
mit 760 mi

(Flussigmedium) oder

sterilem H5O0big

760 ml autoklaviertem 2% Bacto Agar
(Festmedium) und 40 ml 50% (w/v)

Glukose auffillen.

5x SC-LT

6,7 g Yeast Nitrogen Base

1,7 g ,Drop out additive® -Leu/-Trp/-
His/-Ade

76 mg Histidin,

76 mg Adeninhemisulfat zufligen, in
200 ml HyOpig I16sen mit 760 ml sterilem
H;Opig (FlUussigmedium) oder 760 mi
autoklaviertem 2%  Bacto  Agar
(Festmedium) und 40 ml 50% (w/v)

Glukose auffillen.

5x SC-T

6,7 g Yeast Nitrogen Base

1,7 g ,Drop out additive® —Leu/-Trp/-
His/-Ade

76 mg Histidin,

76 mg Adeninhemisulfat

in 200 ml H,Opqg losen mit 760 ml
sterilem H,Oyq4 (Flissigmedium) oder
760 ml autoklaviertem 2% Bacto Agar
(Festmedium) und 40 ml 50% (w/v)

Glukose auffullen.

Medien fiir die Kultivierung von

U. maydis

CM-Flussigmedium
Herskowitz, 1989; Holliday, 1974)

(Banuett and

1,5 g NH;sNO;

2,5 g Casaminosauren

0,5 g Heringssperma DNA

1 g Hefeextrakt

10 ml Vitamin-Lésung (s.u.)

62,5 ml Salz-Lésung (s.u.)

mit HoOpiq auf 980 ml auffullen

Mit NaOH auf pH 7,0 einstellen, mit
H>Opiq.auf 1L
autoklavieren. Nach dem Autoklavieren
20 ml (viv) 50% Glukose (1% f.c.)

zufugen.

auffullen und

Fir CM-Festmedium 20 g Bactor Agar

vor dem Autoklavieren hinzufugen.
Array-Minimalmedium (Scherer et al.,

2006):

62,5 ml Salz-Lésung (s. unten)
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30 mM L-Glutamin oder 3,8 g KNO;
mit H,O auf 980 ml aufgefullt pH-Wert
auf 7,0 mit NaOH eingestellt und
sterilfiltriert. Nach dem Sterilfiltrieren:
20 ml 50% (w/v) Glukose-Lésung (f.c.
1%) bzw. 40 ml 25% Arabinose-Lésung
(f.c. 1%) hinzuftgen.

Salz-Lésung

16 g KH,PO,

4 g Na,SO,

8 g KCI

4 g MgSO, x 7 H,O
1.32 g CaCl, x H,O

8 ml Spurenelement Lésung

(Holliday, 1974)

mit in HyOug auf 1L auffillen und

sterilfiltrieren.

Spurenelement-Lésung
1974)

(Holliday,

47 mg NaMoQO, * 2 H,O

140 mg FeCl3 * 6 H,O

557 mg CuSO, * 5 H,O

mit in H,Oug auf 1L auffillen und
sterilfiltrieren.
Vitamin-Lésung (Holliday, 1974)
100 mg Thiamin

20 mg Calciumpanthothenat

50 mg p-Aminobenzoesaure

20 mg Nikotinsaure

20 mg Cholinchlorid

40 mg myo-Inositol

50 mg Folsaure

mit  HsOpigaus 1L auffillen  und

sterilfiltrieren.

NSY-Glyzerin (Einfriermedium)

8 g Nutrient Broth

1 g Hefeextrakt

5 g Sukrose

800 ml 87% Glyzerin

mit H,Oqy auf 1L auffillen und

autoklavieren.

PD-Festmedium

24 g Potato Dextrose Broth

20 g Bacto Agar

mit H.Oug auf 1L auffillen und

autoklavieren.

Regenerationsagariigh: (Schulz et al.,
1990)
a) Top-Agar:
15 g Bacto-Agar
182,2 g Sorbitol
10 g Hefeextrakt
4 g Bacto Pepton
4 g Saccharose
mit HoOpig. auf 1L auffillen und
autoklavieren
b) Bottom-Agar
wie a), zusatzlich Antibiotikum zugeben

(s.u.)

YEPSigni-Flissigmedium (Tsukuda, et
al., 1988)

10 g Hefeextrakt

4 g Bacto Pepton

4 g Saccharose

mit H,Opgauf 1L auffillen und

autoklavieren
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Die verschiedenen Antibiotika wurden
nach dem AbkuUhlen der Medien auf

60°C in folgenden Endonzentrationen

zugegeben:

Carboxin 2 pg/mil (f.c.),
Nouseothricin (ClonNat) 75 pg/ml (f.c.),
Hygromycin 200 pg/ml (f.c.).

4.1.2 Oligonukleotide

Alle in dieser Studie verwendeten Oligonukleotide wurden wUber MWG Eurofins

bezogen.

Primer/Funktion

Sequenz 5'- 3'-Richtung

num1 Deletion
01682_Lb_se
01682_Lb_as
01682_Rb_se
01682_RB_as
01682_nested_se
01682_nested_as
01682_PCR_se
01682_PCR_as
fkh1 Deletion
01523LB_a
01523LB _i
01523RB_i
01523RB_a
015230RFPCr_s
015230RFPCr_as
01523nested_LB
01523nested_RB
fkh1 RACE
01523 5'RACE
01523_3'RACE

Hefe Zwei-Hybrid Analyse

Clp1_Nde
Clp1_Bam
pGAD-DS for
pGAD-DS rev
Y2G_bW567_Sfi_f
Y2G_bWe645_Sfi r
cib1 Deletion
cib1_Iba

cib1_lbi

cib1_rbi

cib1_rba

GACGCCGTACATGTCCCAGATTTC
GTTGGCCATCTAGGCCTGGATGGAGTAGCAGCGGCTTTC
GTTGGCCTGAGTGGCCGCAGTGATGCGGTTCATGTGTCG
TCCCACAGGGGACTCGAAGAATC
GTACCAGTCTGCGGATCGGAAGAC
TTGCGGCAGATTCTTCCAACTCC
AACACCTTGGCTGCCACATCGAC
CTGTTGGAAATTGGACAGCCTCC

CTCTAACCCTATCTCGAGGCGTTAG
GTTGGCCATCTAGGCCGATGTTTGGGTCTGGCAGTGTGAC
GTTGGCCTGAGTGGCCGCCTGGGTTTCAGTTTGCTTGCGA
CTCCACTCGATTGGTTCGGACAGG
AAGTCCCACGACTTGGTTTCCTCC
CCGACGAAGATGGATTGCTGTGAG
GCGGTCGAGCACAACTCGAGA ATC
CACCTTCTTTCGCAGGCTTGAGC

GAGCTCTGAGCCAGCGAAGTGGGT
GCATTTTGAAGCGACCCGAGGGAA

CATATGTCACCCCGTCACCAG
GGATCCTCACTCGAGTTTGGTGGATTG
TACGACTCACTATAGGGCGAGCGCC
TGGTGCACGATGCACAGTTGAAGTG
GTGGGCCATTACGGCCAACATGCAAAGCTTTGAGGAGATCGA
GTGGGCCGAGGCGGCCTCAGGCAAGCGAGAAAGAGTTCGA

AGCTTGGACTAGTAAATGGGACCG
GTTGGCCATCTAGGCCGAGGAGAAGGGATGCGAAGTG
GTTGGCCTGAGTGGCCATGTTGAACACGTGCGTCAGTCC
ATTATCCCTTCGCCTTCCCCTTC
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cib1_orf f
cib1_orf_r
cib1_nested_f
cib1_nested_r
um02664 Deletion
um02644 |ba
um02644 _|bi
um02644_rbi
um02644 rba
um02644_orf_f
um02644 _orf_r
um02644 nested_f
um02644 nested r
cib1 RACE
cib1_cDNA_3'
cib1_cDNA_5'
cib1 GFP Fusion
CibGFP_Lb_f
CibGFP_Lb r
CibGFP_Rb_f
CibGFP_Rb_r
NLS in pMS72
NLS_SFI_FOR
NLS_SFI_REV
Pcib1 GFP Fusion
LB_as_Pcib1GFP
cib1_Iba
CibGFP_Rb_f
CibGFP_Rb_r

In vitro Expression
Y2H_cib1_f
Y2H_cib1_r

BiFC Analyse
SplitGFPN5_Nde
SplitGFPN3
SplitGFPC5_Nde
SplitGFPC3
Leu2_Ib_a
Leu2_Ib i
Leu2 rb a
Leu2 rb |
Clp1_Nde
Clp1_Sfi
Cib1_Nde
Cib1_Sfi
bW1_Nde
bW1_Sfi

rbf1_Nde

rbf1_Sfi

NLS_f

NLS r
link1f

link1r

link2f

link2r

gqRT PCR
RT_cib1_spliced_f
RT_cib1_unspliced_f
RT _cib1_r

TGTCAGAGACTCCTGTCAAGCAAG
GGGATTAGAGGAAGATGGGAGGG
ACGCCTGAATCGATGCAAAACTG
CAATCTCATTTCGTGTTTCCGCC

ATCCGCTACTCGCCACTGCTCATC
GTTGGCCATCTAGGCCTCTCGAGTTGAAGTGCAGTGCAAG
GTTGGCCTGAGTGGCCTCGACCTCATCATCCTGGCGTATC
GAAGAAGGCAACAATGGGAATGC
AAAGCATGTTGCAAGGCAATGTG
ATCTGCATAGGATTGATGGGCGC
ATCCAAACGCCGAATCACGAATAC
TTCTGGTCATACTCTGCGAGGTGG

CCCTCCCATCTTCCTCTAATCCC
ATAGCCCTCGCCCACAGATACAG

CAATCCTCAAATGAAGGCGTTCGC
GTGGGCCGCGTTGGCCGCAGCGACGATTGAGGCCATCAGAC
CACGGCCTGAGTGGCCTGTTGAACACGTGCGTCAGTCCC
CTCGCCACCTGTAGACAAACAAG

GTCGAGCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCGAATTCGGGCGGCCAACG
TGGCCGCCCGAATTCGACCTTTCTCTTCTTTTTTGGAGGCTCGACCGT

GGTGGCCGCGTTGGCCGTCATGATGAGAGACGAACGTGAA
AGCTTGGACTAGTAAATGGGACCG
CACGGCCTGAGTGGCCTGTTGAACACGTGCGTCAGTCCC
CTCGCCACCTGTAGACAAACAAG

GGCCATTACGGCCATGACTAGCACCACCACGTCAACG
GGCCGAGGCGGCCAGCGACGATTGAGGCCATCAGA

GTGCATATGGGGACGTCGGCGGCCAACGCGGCCATG
GCCGGCGCGCCGGCCGCTTTAGGCCATGATATAGAC
GTGCATATGGGGACGTCGGCGGCCAACGCGGCCGAC
GCCGGCGCGCCGGCCGCTTTAC
CCAACCATTGATGTAACCCTCTC

GCTGGCGATTGACGAGGC

GCATCGGATCCGAATGGTACG
TAGCTTGTTACTTGCTCACTTTATCAC
CATATGTCACCCCGTCACCAG
GTGGGCCGCGTTGGCCGCCTCGAGTTTGGTGGATTGGAGC
GGGCATATGACTAGCACCACCACGTCAAC
GTGGGCCGCGTTGGCCGAGCGACGATTGAGGCCATCAGAC
GGGCATATGACGCTACCACCACTACCAAG
GTGGGCCGCGTTGGCCGGGCAAGCGAGAAAGAATTTGAGTAG
GGGCATATGGACATCTTGGGTAAGTCCAAG
GTGGGCCGCGTTGGCCGGGCGCTCTGCAGTTGAGAGGAC
TATGGTCGAGCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCGAATTCGGCGGCCAAC
TGGCCGCCGAATTCGACCTTTCTCTTCTTTTTTGGAGGCTCGACCA

CGGCCCGCCCCGCCTGCAAGATCCCCAACGACCTCAAGCAGAAGGTGATG
AACCACAACG

TGTGGTTCATCACCTTCTGCTTGAGGTCGTTGGGGATCTTGCAGGCGGGGC
GGGCCGCGT

CGGCCCGCAGCATCGCCACCAACG

TGGTGGCGATGCTGCGGGCCGCGT

GCCTCCCTGCAGCGGATGC

GGCGACCTGCTCTGATGCACC
CATCGACGTTGTTTCCGGCCT
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RT_mfa1_f ATGCTTTCGATCTTCGCTCAGAC

RT_mfal_r TAGCCGATGGGAGAACCGTTG

RT_prai1_f AACCGAAGGCATCTGCACTGC

RT_pral_r CCCGCATGTCGATGTCAGACT

RT_prf1_f TCGGTAGAACGAGCTGTGATG

RT_prf1_r CTGTTGGACGATGTTGGAGTTG

RT_rbf1_f AGTACGAGCTACGACGGATTC

RT_rbf1_r GGGTAGGTGTTGGACACATTC

RT_elF2b_f ATCCCGAACAGCCCAAAC

RT_elF2b_r ATCGTCAACCGCAACCAC

RT_actin_f CATGTACGCCGGTATCTCG

RT_actin_r CTCGGGAGGAGCAACAATC

rbf1 Deletion

Ib5' CGACTTGTACCACAATGAGGC

Ib3' CACGGCCTGAGTGGCCTCACGATTCGTGATTCGGTG

rb5' GTGGGCCATCTAGGCCTCGACACCGCATCTCGCC

rb3' TCCGAGTCCGACGACAGC

Clp1-Interaktionsdoméane

Clp1_1100_rev GGCCGAGGCGGCCTGACATGGATTCTACAATGTCCTG

Clp1_1252_rev GGCCGAGGCGGCCTGAGCGAGCGACCATGGCACCG

Clp1_151_for GGCCATTACGGCCAAGCAGCTCATCTCTGAAGAAAAG

Clp1_301_for GGCCATTACGGCCTGGCACAGAAAACTGCGCTCGTCT

Clp1_451_for GGCCATTACGGCCCCCTATCCTCGCCTCAGACCCAAC

CLp1_55_for GGCCATTACGGCCATGACTGTCGCTGGATCTTCGAGG

Clp1_661_for GGCCATTACGGCCTTGCTCTCGCAAGTGATCCCAGGT

Clp1_661_rev GGCCGAGGCGGCCAGTAGTCTTTGTTCGCCGAGAGAA

Clp1_802_rev GGCCGAGGCGGCCGGCATACAGCGTTGCAGCTTCTCG

Clp1_952_rev GGCCGAGGCGGCCGCGCACGATCGTGTTAAAGTGCGA

Clp1atg_sfi GGCCATTACGGCCATGTCACCCCGTCACCAGCCAGAT

Clp1stop_sfi GGCCGAGGCGGCCTCACTCGAGTTTGGTGGATTGGAG

Plga2-abhangige Expression

Plga2_EcoRV_5' GGGTGATATCCGAAGGACTTACTCATCAAAGCGA

Plga2_Ndel_3' GGGGTCATATGGTTTCAGAGGAAAGGGAGGGAT
4.1.3 Stamme

Escherichia coli-Stamme

Far sédmtliche Klonierungen wurde der Stamm TOP10 (Invitrogen) verwendet, bei dem
es sich um ein Derivat des E.coli-Stammes DH10B mit folgenden genetischen Markern
handelt: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recA1 araD139
A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str) endA1 A. Die Nomenklatur von E. coli-

Stammen richtet sich nach (Demerec, et al., 1966).

Saccharomyces cerevisiae-Stamme

Fir das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde der Stamm AH109 verwendet. Der Stamm
hat den Genotyp MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200 gal4A, gal80A,
LYS2::GAL1yas-GAL17aTaA-HIS3, GAL2as-GAL21aTA-ADE2, URA3::MEL1yas-MEL11aTA-
lacZ (James, et al., 1996; Holtz, A., nicht verdffentlicht).
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Ustilago maydis-Stamme

Tabelle 3: Ausgangsstamme

Stamm Genotyp Resistenz Referenz

FB1 al b1 - Banuett and Herskowitz, 1989
FB2 a2 b2 - Banuett and Herskowitz, 1989
SG200 a1 mfa2 bE1bW2 Phleo® Kamper et al., 2006

JB1 atl Ab Hyg" Scherer et al., 2006

UMS10 a2 Pcrg:bE1/bW2 clp1:eGFP Phleo®, Hng M. Scherer, unverdffentlicht
UVvO161 a1 b1 Aclp1 Hyg" Scherer et al., 2006

UvVO162 a2 b2 Acip1 Hyg" Scherer et al., 2006

USA1 a1l mfa2 bE1bW2 cib1:3eGFP Phleo®, Hng S. Adler, unveréffentlicht
USA2 a1 mfa2 bE1bW?2 cib1:3eGFP Phleo, Hyg" S. Adler, unveréffentlicht
UMS84 a2 Pnar1:bE1/6W2 ip" Pcrg1:clp1 ip® Hyg®, Cbx"® Scherer et al., 2006

UVO151 a1 Ab ip’ Pcrg1:clp1 ip® Hyg, Cbx® Scherer et al., 2006

Die homologen Rekombinationsereignbisse wurden

in allen in dieser Arbeit

hergestellten Stdmmen, wenn nicht anders beschrieben, mittels Southern-Blot Analyse

und/oder analytischer PCR verifiziert.

Tabelle 4: In dieser Arbeit hergestellte Stimme

Stamm Genotyp Resistenz Ausgangsstamm
UKH11 almfa2 bE1 bW2 Anum1 Hyg" SG200
UKH12 a1mfa2 bE1 bW2 Anum1 Hyg" SG200
UKH17 a2 Pnar1:bE1/bW2 ip" Pcrg1:clp1 ip° Acib1 #5 Hyg® UMS84
UKH50 a2 b2 leu2::Pcrg1:clp1:NG Hng FB2
UKH71 a2 b2 leu2::Pcrg1:clp1:NG ip” Perg1:bW1:CG ip°  Hyg® Cbx® UKH50
UKH73 a2 b2 leu2::Pcrg1:clp1:NG ip” Perg1:cib1:CG ip® Hyg™ Cbx"® UKH50
UKH74 a2 b2 leu2::Pcrg1:clp1:NG ip" Perg1:rbf1:CG ip® Hyg® Cbx® UKH50
UKH75 a2 b2 leu2::Pcrg1:clp1:NG ip” Pcrg1:NLS:CG ip°  Hyg® Cbx" UKH50
UKH85 almfa2 bE1 bW2 Afkh1 #1 PhleoR,HygR SG200
UKH86 almfa2 bE1 bW2 Afkh1 #2 PhleoR,HygR SG200
UKH87 almfa2 bE1 bW2 Afkh1 #7 PhleoR,HygR SG200
UKH88 a1 b1 Afkh1#10 Hyg" FB1
UKH89 a1 b1 Afkh1 #14 Hyg® FB1
UKH90 a1 b1 Afkh1 #15 Hyg" FB1
UKH91 a2 b2 Afkh1 #19 Hyg" FB2
UKH92 a2 b2 Afkh1 #12 Hyg" FB2
UKH93 a2 b2 Afkh1 #13 Hyg" FB2
UKH94 almfa2 bE1 bW2 Anun;ﬂ ip" Hyg™ Cbx®, Nat® UKH12
Pmig2 5:NLS:eGFP ip° GFP Potef-2Rfp*
UKH100 a2 Perg1:bE1/bW2 clip1 eGFP Acib1 #5 Hyg® Nat® UMS10
UKH125 a2 Ab::Pcrg1:clp1 ip” Pnar1:kon8_1ip° HygR, Cbx® UKH155
UKH140 a1 b1 Pcib1::3eGFP Hyg" FB1
UKH155 a2 b2 ip" Pnar1:kon8_1ip° Cbx® FB2
UKH156 a1 Ab::Pnar:rbf1 Hng FB1
UKH164 al Ab::Pnar:rbf1 ip” Pcrg1:clp1 ip® Hng, Cbx® UKH156
ﬂfggfr oy a1Abio Porgliclpt ip® Arbf1 Hyg® Cbx®, Nat®  UVO151
UKH176 a1 b1 ip’ Plga2:clp1ip® CbxR FB1
UKH177 a2 b2 ip” Plga2:clp1ip® CbxR FB2
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UKH178 at ip’ Plga2:clp1ip® Ab::Plga2:rbf1 CbxR, HygR UKH176
UKH179 at ip" Plga2:clp 1ipS Ab::Plga2:rbf1 CbxR, HygR UKH176
UKH180 a2 ip*PIgaz2:clp1ipS Ab::Plga2:rbf1 CbxR, HygR UKH177
UKH181 a2 ip"Plga2:cip1ip® Ab::Plga2:rbf1 CbxR, HygR UKH177
UKH184 a1l Ab::plga2:rbf1 HygR FB1
UKH185 a1 Ab::plga2:rbf1 HygR FB1
UKH186 a2 Ab::plga2:rbf1 HygR FB2
UKH187 a2 Ab::plga2:rbf1 HygR FB2
a1 ip" Plga2:cip1ip® Ab::Plga2:rbf1 HygR, CbxR,
UKH188 Pmi52_5?le:3€egFP* I PhIBOR UKH179
a1 ip" Plga2:cip1ip® Ab::Plga2:rbf1 HygR, CbxR,
LRl Pmi52_5?le:3§egFP* 7 PhiBoR T
a2 ip’ Plga2:clp1ip® Ab::Plga2:rbf1 HygR, CbxR,
UKH190 PmZ;Z_Sg:NIs:s’pxel();FP* ’ PhiBoR UKH180
a2 ip’ Plga2:clp1ip® Ab::Plga2:rbf1 HygR, CbxR,
U PmZ)2_g.'le.'§xe%FP* ’ PI}:%OR IR
UKH192 a1 Ab::plga2:rbf1 Pmig2_5:Nis:3xeGFP* HygR, PhleoR UKH185
UKH193 a1 Ab::plga2:rbf1 Pmig2_5:Nls:3xe GFP* HygR, PhleoR UKH185
UKH194 a2 Ab::plga2:rbf1 Pmig2_5:Nis:3xeGFP* HygR, PhleoR UKH186
UKH195 a2 Ab::plga2:rbf1_Pmig2_5:Nls:3xeGFP* HygR, PhleoR UKH186
*Ektopische Integration wurde durch PCR Uberprift.
4.1.4 Plasmide
Tabelle 5: Ausgangsplasmide
Name Kurzbeschreibung Resistenz Referenz
pGBKT7 Y2H-Kdédervektor Kan®/T rp+ Clontech
pGAD-DS Y2H-Beutevektor Amp~/Leu+ Dualsystems Biotech
pCR2.1 TOPO Klonierung von PCR-Produkten Amp~ Invitrogen
pRU11 —Not6474 crg1-kontrollierte Expression AmpR/Cbe K. Papenfort, unveroffentlicht
pCR-b-KO Deletion des b-Locus Amp~/Hyg" Kémper, 2004
pGAD-Cib1 Y2H-Cib1 Vollangenkonstrukt Amp~/Leu+ S. Adler, unveroéffentlicht
pRU-ATG1 Pcrg1:clp1 Konstrukt Amp~/Cbx® Scherer et al., 2006
pRU4-kon8 Pnar1:kon8 Konstrukt Amp~/Cbx® A. Brachmann, 2001
pPmig2_5:NLS_GFP Kernmarkierung in planta Amp~/Cbx® Scherer et al., 2006
pRFP2-NatR Zytoplasmatisches RFP unter Otef Amp~/Nat® M. Scherer, unverdéffentlicht
pMS72 clp1:eGFP AmpT/Nat® M. Scherer, unveréffentlicht
pMS83 Pcrg1:rbf1 Konstrukt AmpR/Cbe M. Scherer, unverdffentlicht
pMS81 Deletion von rbf1 Amp~/Hyg® M. Scherer, unverdffentlicht
Visualisierung der Zellkerne in
pRWnIsGFP planta AmpF/Phleo®  Wahl et al., 2010
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In dieser  Arbeit hergestelite

Plasmide:

Alle Klonierungsschritte wurden durch
Restriktionsanalyse  Uberprift, alle
eingebrachten PCR-Amplifikate

sequenziert.
pGBKT7-Clp1-TNT

Hefe-Zwei-Hybrid (Y2H) Kodervektor
mit 1,4 kb (Ndel-BamHI) Clp1 offenem
Leserahmen. FUr eine verbessserte
Translationseffizienz wahrend der in
vitro-Expression wurde ein PolyAgyy-
Trakt in die singulare BamHI-
Schnittstelle  durch
eingefugt.
pNG-Leu-Clp1
pRU12-Derivat (Brachmann, 2001).
Enthalt das N-terminale 0,5 kb eGFP
Fragment (AS 1-154) als C-terminale
Fusion mit dem clp7-Gen (1,4 kb Ndel-

Sfil-Fragment) unter der Kontrolle des

Oligoinsertion

crg1-Promotors. Fur eine gerichtete
Integration in den Leu2-Locus wurde
die PCR-amplifizierte 1 kb linke Flanke
nach partiellem Nofl-Verdau und
Auffiillen der Uberhange, blunt End
integriert. Die PCR-amplifizierte 1 kb
rechte Flanke des Leu2-Locus wurde in
Hindlll-Schnittstelle

Hygromyzin-

die singulare
integriert. Die

Resistenzkassette wurde in die

singulare Nofl-Schnittestelle als 1,9 kb

Notl-Fragment integriert.

pCG-Cbx-bW1

pRU11-Derivat (Brachmann, 2001).
Enthadlt das C-terminale 0,3 kb eGFP
Fragment (AS 155-238) als C-terminale
Fusion mit dem bW17-Gen (2,2 kb Ndel-
Sfil-Fragment) unter der Kontrolle des

crg1-Promotors.

pCG-Cbx-rbf1

pRU11-Derivat (Brachmann, 2001).
Enthalt das C-terminale 0,3 kb eGFP
Fragment (AS 155-238) als C-terminale
Fusion mit dem rbf1-Gen (2,0 kb Ndel-
Sfil-Fragment) unter der Kontrolle des

crg1-Promotors.

pCG-Chx-cib1

pRU11-Derivat (Brachmann, 2001).
Enthalt das C-terminale 0,3 kb eGFP
Fragment (AS 155-238) als C-terminale
Fusion mit dem cib7-Gen (1,8 kb Ndel-
Sfil-Fragment) unter der Kontrolle des

crg1-Promotors.

pCG-Cbx-NLS

pRU11-Derivat (Brachmann, 2001).
Enthalt das C-terminale 0,3 kb eGFP
Fragment (AS 155-238) als C-terminale
Fusion mit der SV40-NLS unter der

Kontrolle des crg7-Promotors.
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pPcib1:GFP

Plasmid zur Integration in den cib1-
Locus. Die Integration fuhrt zur Deletion
von cib1 und gleichzeitiger Fusion des
cib1-Promotors an 3eGFP. Enthalt 1kb
des cib1-Promotors, ein 55 kb
3xeGFP-HygR (aus pUMa647,
M.Feldbrigge unveréffentlicht) — Sfil-
Fragment und einen 1 kb umfassenden
Bereich stromabwarts des cib7-Gens
im pCR2.1 TOPO Rickgrat.

pPCR-b-KO:Pnar:rbf1

Vektor zur Integration in den b-Locus
und der gleichzeitigen Deletion
dessen. Derivat von pPCR-b-KO
(Kédmper, 2004). In die singuldre Stul-
Restriktionsschnittstelle wurde in einer
Drei-Fragment Ligation ein 1 kb
Hpal(blunt)-Ndel
fragment aus pRU4 (Brachmann, 2001)
und ein 2,3 kb Ndel-EcoRI(blunt) rbf1-
nosT-Fragment aus pMS83 (M.

Pnar1-Promotor-

Scherer, unveroffentlicht), integriert.

pPCR-b-KO:Pcrg:clp1

Vektor zur Integration in den und
gleichzeitigen Deletion des b-Locus.
Derivat von pPCR-b-KO (Kamper
2004). In die

Restriktionsschnittstelle wurde in einer

singulare  Stul-

Drei-Fragment Ligation ein 2,7 kb
BstXl(blunt)-Notl Pcrg1-Promotor-cip1
Fragment und ein 0,3 kb Ndel-
EcoRI(blunt) nosT-Fragment aus pRU-
ATG1, integriert.

PGAD-bW25¢7.645

Hefe-Zwei-Hybrid Beutevektor. Derivat
von pGAD-DS (Dualsystems Biotech).
Enthalt den C-terminalen Bereich des
bW2-Gens (AS567-645) als 0,3 kb Sfil-

Fragment.

pMS72NLS

Derivat von pMS72 (M. Scherer,
unverodffentlicht). Enthalt ein clp1-eGFP
Fusionskonstrukt zur Integration in den
clp1-Locus. In die singulare Sfil-
Restriktionsschnittstelle wurde durch
Oligoinsertion eine SV40-
Kernlokalisationssequenz zwischen
dem offenen Leserahmen von cip7 und

eGFP inseriert.

pPGBKT7-Clp115.445

Hefe-Zwei-Hybrid Kdédervektor. Derivat
von pGBKT7-Clp1. Enthalt ein N-
terminal verkirztes 1285 bp Sfil-
Fragment des offenen Leserahmens

von clp1.

pPGBKT7-Clp1s0.445

Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Derivat
von pGBKT7-Clp1. Enthalt ein N-
terminal verklrztes 1185 Sfil-Fragment

des offenen Leserahmens von cip1.

pPGBKT7-Clp1100.445

Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Derivat
von pGBKT7-Clp1. Enthalt ein N-
terminal verkirztes 1035 bp Sfil-
Fragment des offenen Leserahmens

von clp1.
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pPGBKT7-Clp1150.445

Hefe-Zwei-Hybrid Koédervektor. Derivat
von pGBKT7-Clp1. Enthalt ein N-
terminal verkirztes 885 bp Sfil-
Fragment des offenen Leserahmens

von cip1.

pPGBKT7-Clp1222.445

Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Derivat
von pGBKT7-Clp1. Enthalt ein N-
terminal verkirztes 669 bp Sfil-
Fragment des offenen Leserahmens

von clp1.

pPGBKT7-Clp11.417

Hefe-Zwei-Hybrid Koédervektor. Derivat
von pGBKT7-Clp1. Enthalt ein C-
terminal verklrztes 1251 bp Sfil-
Fragment des offenen Leserahmens

von cip1.

pPGBKT7-Clp14.367

Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Derivat
von pGBKT7-Clp1. Enthalt ein C-
terminal verklrztes 1101 bp Sfil-
Fragment des offenen Leserahmens

von clp1.

pGBKT7-Clp14.317

Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Derivat
von pGBKT7-Clp1. Enthalt ein C-
terminal verkirztes 951 bp Sfil-
Fragment des offenen Leserahmens

von clp1.

PGBKT7-Clp11.267

Hefe-Zwei-Hybrid Kddervektor. Derivat
von pGBKT7-Clp1. Enthalt ein C-
terminal verklrztes 801 bp Sfil-
Fragment des offenen Leserahmens

von cip1.

pGBKT7-Clp11.220

Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Derivat
von pGBKT7-Clp1. Enthalt ein C-
terminal verkurztes 660 bp Sfil-
Fragment des offenen Leserahmens

von clp1.

pPlga2-cip1

pRU-ATG1-Derivat (Scherer et al,
2006). Zur Expression von cilp1 unter
der Kontrolle des Iga2-Promotors. Ein
1kb lga2-Promotorfragment
(EcoRV/Ndel) wurde in den Pvull/Ndel
gedffneten Vektor integriert wodurch
der crg1-Promotor gegen den Iga2-

Promotor ausgetauscht wurde.

pPlga2:rbf1
pMS83-Derivat (M.

unveroéffentlicht). Zur Expression von

Scherer,

rbf1 unter der Kontrolle des Iga2-
Promotors. Ein 1kb Iga2-
Promotorfragment (EcoRV/Ndel) wurde
in den Pwull/Ndel geoffneten Vektor
integriert wodurch der crg1-Promotor
gegen den Iga2-Promotor ausgetauscht

wurde.
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pb-KO:Plga2-rbf1 Restriktionsschnittstelle wurde in ein 3
Vektor zur Integration in den und kb Plga2:rbf1tnosT-Fragment
gleichzeitigen Deletion des b-Locus. (Bglll/EcoRI-blunt) aus pPlga2:rbf1
Derivat von pPCR-b-KO (Kéamper integriert.

2004). In die singulare  Stul-

4.2 Mikrobiologische, genetische, zellbiologische Methoden

4.2.1 Kultivierung von E. coli

E. coli-Stamme wurden entweder als Schittelkulturen bei 200 Upm oder auf
Festmedien unter aeroben Bedingungen bei 37°C kultiviert. Ubernachtkulturen wurden
von YT-Amp-Festmedien angeimpft. Die bei -80°C gelagerten Glyzerinkulturen wurden

vor weiteren Arbeiten auf YT-Amp-Festmedien ausgestrichen.

Bestimmung der Zelldichte bei E. coli

Die Zelldichte von Flissigkulturen wurde photometrisch in einem Novospec I
Photometer (Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineare Abhangigkeit
sicherzustellen, wurden fir die Messung der ODgoo die Kulturen durch entsprechende
Verdinnung auf einen Wert unterhalb von 0,8 verdinnt. Als Nullwert wurde die ODggo
des jeweiligen Kulturmediums verwendet. Eine ODgy von 1,0 entspricht etwa 10°

Zellen/ml.

RbCI-Transformation von E. coli

Dieses Protokoll ist modifiziert nach (Cohen, et al., 1972). Zur Herstellung
transformationskompetenter Bakterienzellen wurden 100 ml LB-Medium, dem je 10
mM MgCl, und MgSO, zugesetzt war, mit 1 ml einer frischen TOP10-Ubernachtkultur
angeimpft und bis zu einer ODgg = 0,5 bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Die Zellen
wurden fir 15 min bei 3.000 Upm und 4°C pelletiert und in 33 ml eiskalter RF1-Lésung
resuspendiert. Nach 30 bis 60 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut
abzentrifugiert (15 min, 3.000 Upm, 4°C), der Uberstand abgenommen, die Zellen in 5
ml eiskalter RF2-L6sung resuspendiert und 15 min inkubiert. Die Zellsuspension wurde
zu je 100 pl aliquotiert, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, jeweils 50 pl mit 10 pl

Plasmidldsung (1-5 ng Plasmid) bzw. Ligationsansatz versetzt und 5-30 min auf Eis
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inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 30s bei 42°C wurde der Transformationsansatz
zur phanotypischen Expression der durch das eingebrachte Plasmid vermittelten
Antibiotika-Resistenz mit 500 pyl dYT-Medium versetzt und 30 min bei 500 Upm und
37°C in einem Eppendorf-Warmeblock inkubiert. 200 ul des Transformationsansatzes
wurde auf YT-Platten mit 100 pug/ml Ampicillin ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C
inkubiert. Auf diese Weise konnte eine Transformationsrate von 10° Transformanden

pro 1 ug eingesetzter Plasmid-DNA erreicht werden.

RF1-Lésung: RF2-L6ésung:

100 mM RbCI 10 mM MOPS

50 mM MnCI2 x 4 H.O 10 mM RbCI

30 mM K-Acetat 75mMCaClx2H.0

10 mM CaCl, x 2 H.0 15% (v/v) Glyzerin

15% (v/v) Glyzerin in H2Opjg. in HyOpig. mit NaOH

mit Essigsaure auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrieren. auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrieren

4.2.2 Kultivierung von S. cerevisiae

S. cerevisiae-Stamme wurden standardmaRig als Schuttelkulturen bei 200 Upm oder
auf Festmedien unter aeroben Bedingungen bei 28°C oder 30°C kultiviert.
Ubernachtkulturen wurden entweder aus Glyzerinkulturen (bei -80°C eingelagert) oder
von bewachsenen YEPD-Platten bzw. entsprechenden Selektionsplatten, die weniger

als zwei Monate bei 4°C gelagert waren, angeimpft.

Transformation von S. cerevisiae nach (lto, et al., 1983)

Von einem Verdinnungsausstrich auf YEPD-Platten ausgehend wurden 25 ml
YEPDA-Medium mit einigen AH109-Einzelkolonien inokuliert und bis zur stationaren
Wachstumsphase (ODgoo > 1,5) bei 30°C und 250 Upm inkubiert. Diese Vorkultur
wurde ca. 1:50 in 50 ml YEPDA-Medium auf eine ODggg = 0,1 verdiinnt und weitere 4-6
h bei 28°C und 250 Upm bis zu einer ODgy = 0,4-0,6 inkubiert. Um die Zellen zu
ernten wurde die Kultur in 50 ml Greiner-Réhrchen Uberflihrt und (in einer Heraeus
Biofuge stratos bei 3 min, 2.000 Upm und Raumtemperatur) abzentrifugiert. Die Zellen
wurden dann einmal mit 15 ml sterilem H,O und anschlieRend mit 10 ml SORB-LAsung
gewaschen. Nach der Pelletierung wurden die kompetenten Zellen in 360 ul SORB-
Lésung aufgenommen und 40 pl Lachssperma-DNA (Invitrogen) wurde zugeben. Der
Ansatz wurde fir 10 min bei 100°C in einem Eppendorf-Warmeblock denaturiert und
anschlielend sofort auf Eis gekuhlt. An diesem Schritt kdnnen die Zellen in 50 pl
Aliquots bei -80°C eingefroren werden. Fur die Transformation wurden 50 pl der

kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit 2 ul Plasmid-DNA versetzt und gemischt.
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Anschlie3end wurde das 6-fache Volumen steriler LIT-PEG-L&sung zugefigt, gemischt
und der Ansatz fir 30 min bei 30°C inkubiert. Nach einem Hitzeschock fir 15 min bei
42°C wurden die Zellen 3 min bei 2.000 Upm in einer Heraeus Biofuge pico
abzentrifugiert, einmal mit YEPDA-Medium gewaschen und in 100 pl TE-Puffer
resuspendiert, bevor der Ansatz auf einer entsprechenden Selektionsplatte

ausgestrichen wurde.

SORB: Lit/PEG:

100 mM LiAc 50 g PEG-3500

10 mM Tris-Cl, pH 8,0 10 ml Lithium-Acetat-Losung (100 mM)
1 mM Na,-EDTA, pH 8,0 in 100 ml H,Oyiq, sterilfiltriert

1 M Sorbitol

in HzOpig,

4.2.3 Kultivierung von U. maydis

U. maydis-Stamme wurden entweder als Schuttelkulturen bei 200 Upm oder auf
Festmedien unter aeroben Bedingungen bei 28°C kultiviert, sofern nicht anders
vermerkt. Ubernachtkulturen wurden von Kulturen auf Festmedien, die weniger als
einen Monat bei 4°C gelagert wurden angeimpft. Die bei -80°C gelagerten
Glyzerinkulturen wurden vor weiteren Arbeiten immer zuerst auf Festmedien

ausgestrichen.

Bestimmung der Zelldichte bei U. maydis

Die Zelldichte von Flussigkulturen wurde photometrisch in einem Novospec I
Photometer (Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineare Abhangigkeit
sicherzustellen, wurden flr die Messung der ODgoo die Kulturen durch entsprechende
Verdinnung auf einen Wert unterhalb von 0,8 verdinnt. Als Nullwert wurde die ODggo
des jeweiligen Kulturmediums verwendet. Eine ODgg von 1,0 entspricht etwa 1-5 x 10’

Zellen/ml.

Induktion von U. maydis-Stammen

Die Stamme wurden aus Vorkultur in Flissigmedium angeimpft, das reprimierende
Bedingungen bot (im Fall des crg7-Promotors mit Glukose als einziger
Kohlenstoffquelle, im Fall des narf-Promotors mit Glutamin als einziger
Stickstoffquelle) und bis zu einer ODgyo = 0,5 bei 28°C und 200 Upm inkubiert. Die
Zellen wurden daraufhin abzentrifugiert (3.000 Upm, 5 min, 28°C, Heraeus Multifuge 4

KR), der Uberstand abgenommen und die Zellen im gleichen Volumen H,;Opyq.
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resuspendiert. Nach nochmaliger Pelletierung (3.000 Upm, 5 min, 28°C, Heraeus
Multifuge 4 KR) wurden die Zellen in Flissigmedium resuspendiert, das induzierende
Bedingungen bot (im Fall des crg7-Promotors Arabinose als einziger Kohlenstoffquelle,
im Fall des nar1-Promotors mit Nitrat als einziger Stickstoffquelle). Die Kulturen wurden
bei 28°C und 200 Upm fiir die erforderliche Zeit inkubiert. Fir die Probenentnahme
wurden jeweils 50 ml Kultur in 50 mI-Réhrchen (Greiner) abzentrifugiert (3.000 Upm, 5
min, 28°C, Heraeus Multifuge 4 KR), der Uberstand dekantiert und die Zellpellets in
flussigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.

Transformation von U. maydis

Dieses Protokoll ist modifiziert nach (Schulz et al., 1990) und (Gillissen et al., 1992).
Von einer auf Platte wachsenden Kultur wurde eine 4 ml YEPS-Flussigkultur angesetzt
und fir 8-10 h bei 28°C geschlittelt. Diese Vorkultur wurde anschliessend 1/300 in 50
ml frischem YEPSL- Medium verdiinnt und bei 28°C bis zu einer Zelldichte von 1-2 x
107 Zellen/ml (bis maximal ODgoy = 1,0) geschittelt. Nach Erreichen des optimalen
Zelltiters wurden die Zellen durch zentrifugiert (3.200 Upm, 10 min, 4°C), mit 25 ml
SCS gewaschen und in 5 ml SCS resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml SCS mit 2,5
mg/ml Novozym erfolgte der Zellwandverdau. Die in diesem Puffer bei
Raumtemperatur ablaufende Protoplastierung kann mikroskopisch verfolgt werden, da
die zigarrenféormigen Zellen nach Lyse der Zellwand eine kugelige Form einnehmen.
Waren etwa 1/3 der Zellen abgerundet (nach 3-8 min), wurden 10 ml eiskaltes SCS
zugegeben und die Protoplasten durch zehnminitige Zentrifugation bei 2.300 Upm
(4°C) pelletiert. Um das Novozym vollstandig zu entfernen, wurde dieser Waschgang
zweimal wiederholt. Anschliessend wurde mit eiskaltem 10 ml STC gewaschen und
das Pellet danach in einem Volumen von 0,5 ml eiskaltem STC aufgenommen. Die so
behandelten Protoplasten kénnen 3-4 h auf Eis oder aliquotiert bei -80°C mehrere
Monate aufbewahrt werden.

Zur integrativen Transformation wurden 100 ul Protoplasten mit 1-5 pl linearisierter
Plasmid-DNA (3-5 pg) und 1 ul Heparin-Lésung fur 10 min auf Eis inkubiert. Nach
Zugabe von 0,5 ml STC/PEG folgte eine weitere Inkubation von 15 min auf Eis.
Anschliessend wurde der gesamte Transformationsansatz auf einer kurz zuvor mit
Top-Agar Uberschichteten Regenerationsagarplatte ausgestrichen. Nach 2 bis 5 Tagen
Inkubation bei 28°C wurden die gewachsenen Kolonien mit Zahnstochern auf

antibiotikahaltigen PD- oder CM-Platten vereinzelt.
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SCS: STC: STC/PEG:
20 mM Na-Citrat, pH 5,8 10 mM Tris-Cl, pH 7,5 15 ml STC
1 M Sorbitol 100 mM CaCl, 10 g PEG4000
in HyOyiq,, sterilfiltriert. 1 M Sorbitol in  HyOpq.
sterilfiltriert.

Test auf filamentéses Wachstum

U. maydis-Stamme wurden in CM-Flissigmedium bei 28°C bis zu einer ODgoo = 0,5
angezogen. Die Zellen wurden pelletiert (13.000 Upm, 1 min, RT) und in H;Opq.
aufgenommen, und die Zelldichte auf eine ODgg = 1,0 eingestellt. Bei Ko-Inokulationen
wurden gleiche Volumina beider Kreuzungspartner in einem Eppendorf-
Reaktionsgefald gemischt. Von jedem Ansatz wurden 3-5 pl auf eine CM-CC-Platte
getropft. Die Platte wurde mit Parafilm versiegelt und fur 24-48 h bei 22°C inkubiert.

Pheromonstimulation in Fliissigkultur

Fur die Behandlung mit synthetischem Pheromon wurden die Zellen in MM-
Nitrat/Arabinose Fllissigmedium bis zu einer ODgy = 0,3 angezogen. Jeweils 3 ml
Kultur wurden in einem 15 ml-Réhrchen (Greiner) pelletiert (8.500 Upm, 5 min, RT)
und in 3 ml frischem MM-Nitrat/Arabinose Medium mit 2,5 pg/ml synthetischem
Pheromon (in DMSO) bzw. 0,1 % (v/v) DMSO resuspendiert. Die Inkubation erfolgte
fur 6 h bei 28°C und 20 Upm auf einem Drehrad (Eppendorf).

Pflanzeninfektionen

Fur Pathogenitatstests wurde eine Spritzinfektion verwendet, bei der 300 pl einer
Pilzsuspension in das Innere des Blattwirtels sieben Tage alter Maispflanzen (Early
Golden Bantam) injiziert wurden. Die entsprechenden Stdamme wurden in YEPSL-
Flussigmedium bis zu einer ODgy = 0,8 angezogen, durch Zentrifugation (3000 Upm, 5
min, RT) pelletiert und in H,0,4 aufgenommen (OD600 = 3,0). Die kompatiblen
Stamme wurden vor der Infektion 1:1 gemischt. Die Bonitur erfolgte 7 Tage nach

Infektion.

Calcofluor-Farbung

20-50 ul Zellen (auch on planta) wurden mit einer 1:100-Verdinnung einer
Calcofluorfarbelésung (Stockldsung: 10 mg/ml in DMSO) Uberschichtet. Die Praparate
wurden zwei Minuten bei RT inkubiert und anschlielend einmal mit PBS (pH 7,2)

gewaschen.
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Chlorazol Black E-Farbung

Drei bis acht Tage nach der Pflanzeninfektion wurden die Blatter ca. 1 cm unter der
Injektionsstelle abgetrennt. Es folgte eine Entfarbung der Blattschnitte fur 3 bis 4 Tage
in 100% Ethanol. Nachdem die Schnitte in H,Oq gewaschen wurden erfolgte die
Inkubation in 10%-iger KOH bei 90°C (max. 6 Stunden). Danach wurde die KOH-
Lésung vorsichtig abpipettiert und die Chlorazol Black E -Lésung aufpipettiert. Es folgte
eine Inkubation UN bei 60°C und danach die Entnahme der Farbelésung. Die
Praparate kénnen in 50% Glyzerin aufbewahrt werden.

Chlorazol Black E-Lésung:

0,03% f. c. Chlorazol (Sigma) in H2Op;g.,

Glyzerin und Milchsaure im Mischverhaltnis 1:1:1.

DAPI-Farbung

Um Zellkerne anzufarben wurden den zu untersuchenden Zellen etwa 20 ul einer 4, 6-
Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Farbelésung (Vectashield) zugegeben. Fur die
fluoreszenzmikroskopische Betrachtung der Zellkerne wurde ein Filter mit einem
Anregungsspektrum von 358 nm und einem Emissionsmaximum von 461 nm

eingesetzt.

Mikroskopie und Bildverarbeitung

Die zellmorphologische Betrachtung von U. maydis erfolgte an einem Lichtmikroskop
(Axiophot oder Axiolmager Z1, ZEISS) mittels Nomarski-Optik. 3,5 ul einer exponentiell
wachsenden Kultur (ODggo = 0,3-0,5 ) wurden zur Analyse auf Agarose-beschichtete
Objekttrager getropft. Fir die Fluoreszenz-Mikroskopie wurden Filter mit folgendem
Anregungs- und Emissionsspektrum eingesetzt: GFP, 450-490 nm und 515-565 nm.
Digitale Aufnahmen wurden mit einer hochauflésenden CCD-Kamera (CoolSNAP-HQ,
Photometrics), bzw. einer Axiocam MRm (Zeiss) aufgenommen, welche durch das
Programm MetaMorph (Universal Imaging) oder durch die Axiovison-Software (Zeiss)
gesteuert wurde. Die Nachbearbeitung der Bilder (Bildausschnitt, Kontrastverstarkung,

Mafstabsskalierung) erfolgte mit der Axiovison-Software (Zeiss).

Bimolekulare Fluoreszenzkomplementationsanalyse (BiFC) (Hu et al., 2002)

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen in U. maydis wurde die BiFC-
Anaylse verwendet. Auf eine Interaktion zu testende Proteine wurden an die N- oder C-
terminalen Fragmente des eGFP-Proteins fusioniert. Das N-terminale Fragment (NG)
besteht aus den AS 1-154, das C-terminale Fragment (CG) aus den AS 155-238. Alle
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verwendeten Protein-N(C)G-Fusionen waren C-terminal. Die Expression der
Fusionsproteine stand unter der Kontrolle des crg7-Promotors und wurde nach
Prainkubation der Kulturen in CM-Glukose bis zu einer ODggpo= 0.2-0.4, 20 h mit

Arabinose induziert.

4.3 Molekularbiologische Standard-Methoden

Standardtechniken, wie z.B. Aufreinigung, Fallung und elektrophoretische Auftrennung
von DNA, oder Klonierungstechniken sind bei (Ausubel et al., 1987) und (Sambrook et
al., 1989) beschrieben.

4.3.1 Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde photometrisch bestimmt. Bei einer
Schichtdicke von 1 cm entspricht ODys = 1 einer Konzentration von 50 ug/ml
doppelstrangiger DNA, 33 ug/ml einzelstrangiger DNA, bzw. 40 ug/ml RNA. Als Mal}
fur die Reinheit der Desoxyribonukleinsauren diente der Quotient aus A260 zu A280.
Fur reine DNA und RNA sollte er bei etwa 1,8 liegen. Niedrigere Werte weisen auf
Verunreinigungen mit Proteinen hin, héherere Werte auf Verunreinigungen mit Salzen
oder Zuckern. Die Messungen erfolgten in einem BioSpec UV-Spektralphotometer

(Amersham) bzw. NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop-Technologies).

4.3.2 Die Isolierung von Nukleinsduren

Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung erfolgte mittels "Lyse durch Kochen* nach (Sambrook et al., 1989). 1,5
ml einer E. coli-Ubernachtkultur wurden pelletiert (13.000 Upm, 1 min, RT). Das
Zellpellet wurde in 300 ul STET resuspendiert, nach Zugabe von 20 ul Lysozym-
Losung kraftig geschattelt und anschlieRend 90 sec bei 95°C in einem Eppendorf-
Heizblock inkubiert. Die lysierten Zellenreste und die denaturierte genomische DNA
wurden 10 min bei 9.000 Upm abzentrifugiert und danach mit einem sterilen
Zahnstocher aus der wassrigen Losung entfernt. Die Reinigung der Plasmid-DNA
erfolgte durch Fallung mit 30 ul 3 M Na-Acetat, pH 5,3 und 500 pl Isopropanol bei RT
fur 5 min und anschliessender Zentrifugation fir 5 min bei 13.000 Upm. Das Pellet

wurde mit 70% Ethanol gewaschen und nach Trocknen in 100 pl TE-Puffer mit 20
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pg/ml RNase A aufgenommen. Mit dieser Methode gelang es routinemafig, aus 1,5 ml

Ubernachtkultur etwa 15 ug Plasmid-DNA zu isolieren.

STET: Lysozym-L6sung:
10 mM Tris-Cl, pH 8,0 10 mg/ml Lysozym
100 mM NaCl 10 mM Tris-Cl, pH 8,0
1 mM Naz-EDTA in Hzobid,

5% (v/v) Triton X-100

in HzOpig,

DNA-Isolierung aus U. maydis

Diese Methode ist maodifiziert nach (Hoffman and Winston, 1987).

Dabei wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur in YEPSL-Flissigmedium zusammen mit
0,3 g Glasperlen in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefald pelletiert (13.000 Upm, 30
sec, RT), der Uberstand abgegossen und das Pellet in 400 pl Ustilago-Lysispuffer und
500 ul TE-Phenol/Chloroform aufgenommen. Die Proben wurden fir 10 min auf einem
Vibrax-VXR Schuttler geschittelt. Nach Phasentrennung (13.000 Upm, 5 min, RT)
wurden 400 pl des Uberstands in ein neues Eppendorf-Gefal tberfiihrt und mit 1 ml
Ethanol gefallt. Nach Zentrifugation (13.000 Upm, 30 sec, RT) wurde das Pellet in 50 pl
TE mit 20 pg/ml RNAse A aufgenommen, bei 50°C resuspendiert und bei -20°C

aufbewahrt.

Ustilago-Lysispuffer: TE-Phenol/Chloroform:

50 mM Tris-Cl, pH 7,5 Mischung aus gleichen Teilen

50 mM Na,-EDTA Phenol (mit TE- Puffer aquilibriert)
1% (w/v) SDS in H;Opq. und Chloroform.

RNA-Isolierung nach der Trizol -Methode

Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Invitrogen und wurde zur
Praparation von Gesamt-RNA aus U. maydis-Flissigkulturen verwendet.

A) Aus pheromonstimulierten U. maydis Zellen: 2 ml Zellkultur (ODgy = 0,3-0,5)
wurden pelletiert (13.000 Upm, 5 min, RT), der Uberstand verworfen und das Pellet in
fliussigem Stickstoff schockgefroren (ggf. Aufbewahrung bei -80°C).

B) Aus U. maydis Flussigkultur: 50 ml Zellkultur (ODgyo = 0,5) wurden pelletiert
(3.500 Upm, 5 min, RT), der Uberstand verworfen und das Pellet in flissigem Stickstoff
schockgefroren (ggf. Aufbewahrung bei -80°C).

C) Aus U. maydis Kulturen, die auf aktivkohlehaltigen Festmedien gewachsen
sind: Auf das in flissigem Stickstoff tiefgefrorene und zu feinem Pulver gemorserte
Pilzmaterial wurden pro 1 gr 10 ml Trizol gegeben, gut gemischt und fir 10 min bei RT
inkubiert.

Auf das tiefgefrorene Zellpellet wurde A) 1 ml B) 2 ml Trizol pipettiert, dieser Ansatz
kurz gevortext und nach Zugabe von ca. 0,3 g Glasperlen fur 5 min auf einer Retsch-

Kugelmuhle bei 30 Hz aufgeschlossen. Nach Inkubation bei RT fur 5 min wurden pro
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ml Trizol 200 pl Chloroform zugegeben. Alle weiteren Angaben sind pro ml
eingesetztem Trizol.

Die Ansatze wurden anschliefiend kurz gevortext und 2-3 min bei RT inkubiert. Nach
Zentrifugation (13.000 Upm, 4°C, 15 min) wurde die wassrige Phase abgenommen, in
ein frisches Reaktionsgefall Gberfiihrt und nach Zugabe von 500 pl Isopropanol 10 min
bei RT geféllt. Nach erneuter Zentrifugation (13.000 Upm, 4°C, 10 min) wurde die
pelletierte RNA mit 75% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (13.000 Upm,
4°C, 5 min). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet fiir 5 min bei RT
getrocknet, anschliessend in 50 pl Nuclease-freiem H,O (Ambion) aufgenommen und
fir 10 min bei 55°C resuspendiert. Eine Quantitats- und Qualitatskontrolle erfolgte
durch photometrische Messung am NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer sowie

durch Analyse auf einem Agilent 2100-Bioanalyzer (siehe Angaben des Herstellers).

RNA-Isolierung aus pilzlichem Material von der Blattoberfliche (Latex-Methode)
nach (Vranes, 2006)

Diese Methode dient der RNA-Isolierung aus pilzlichem Material von der
Blattoberflache. Infizierte Blatter (i. d. R. das innerste dritte Blatt) wurden ca. 2-3 cm
unterhalb der Injektionsstelle abgeschnitten und mittels doppelseitigem Klebeband
(Scotch-Pressure Sensitive Tape) auf einem Objekttrager fixiert. Anschlieend wurde
ein dunner Film aus flissigem Latex (R.A.H. Limited, Fantasy Liquid Latex, Orion-
Fachgeschaft Marburg) mittels einer 10 pl Pipettenspitze aufgebracht und mit einem
Haartrockner (Kaltstufe) 1-2 min lang getrocknet. Die Latexschicht wurde mit einer
Pinzette vorsichtig abgezogen und in flissigem Stickstoff eingefroren. Fur einen
Ansatz wurde Material von 6-8 Pflanzen zusammengegeben. Das mit Hilfe von
flussigem Stickstoff zu einem feinen Pulver gemodrserte Latexmaterial wurde
zusammen mit 1 ml RLT- Puffer + R-Mercaptoethanol (RNeasy Mini-Kit, Qiagen) in ein
2 ml Reaktionsgefal® Uberfihrt. Nach Zugabe von ca. 0,3 g Glasperlen wurden die
Proben mit Hilfe einer Schwingmuihle (MM200; Retsch) homogenisiert (5 min, 30 Hz).
Der Uberstand wurde nach fiinfminitiger Zentrifugation bei 13.000 Upm (RT) (Biofuge;
Heraeus) in ein neues Reaktionsgefal tberfuhrt und das 0,5 fache Volumen an 100%
Ethanol zugesetzt. Die weitere Aufreinigung der RNA folgte dem RNeasy Mini Kit-
Protokoll (Qiagen) zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenzellen und
filamentésen Pilzen. Alle weiteren Einzelheiten gehen aus dem Herstellerprotokoll

hervor.
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4.3.3 Auftrennung und Nachweis von Nukleinsduren

Transfer von DNA (Southern-Blot)

Diese Methode ist modifiziert nach (Southern, 1975). Der Transfer der aufgetrennten
DNA-Fragmente aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran erfolgte mittels
Kapillar-Blot. Hierbei wird die Transfer-Loésung (20x SSC) aus einem Pufferreservoir
Uber Kapillarkrafte durch das Gel hindurch in einen auf dem Gel platzierten Stapel
Papierhandticher gesaugt. Die DNA-Fragmente werden durch den Pufferstrom aus
dem Gel eluiert und binden an die daruberliegende Nylonmembran (Hybond-N+,
Amersham Pharmacia Biotech). Vor dem Transfer wurde das Agarosegel fir jeweils 15
min in 0,25 M HCI, DENAT- und RENAT-L6sung inkubiert, um u.a. einen Teil der
Purine abzuspalten und damit den Transfer groRer DNA-Fragmente zu erleichtern. Der
Kapillar-Blot erfolgte in der Regel Uber Nacht, mindestens jedoch fur 4 h. Anschliel3end

wurde die Membran 15 min getrocknet und die DNA durch UV-Bestrahlung fixiert.

Der spezifische Nachweis immobilisierter Nukleinsauren (DIG-Protokoll):
Genspezifische Sonden wurden durch den Einbau von Digoxigenin-11-dUTP (DIG) in
0,5 — 1 ug Sonden-DNA (in 16 pl DNA + 4 ul DIG High Prime) mit dem DIG High-Prime
Kit (Roche) hergestellt. Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte bei 37°C Uber
Nacht. Nach Fallung der Sonden-DNA mit 2,5 yl 4M LiCl und 75 pl EtOH wurde das
Pellet im 1 ml Hybridisierungspuffer gelést und anschlieBend fur 5 min bei 95°C
denaturiert. Die Hybond-N+-Membranen (Amersham Pharmacia Biotech) wurden zur
Absattigung der unspezifischen Bindungsstellen mit Southern-Hybridisierungspuffer fur
20 min bei 62°C prainkubiert. Nach Wechsel der Hybridisierungslésung wurde die
denaturierte Sonde zugegeben und Uber Nacht bei 65°C hybridisiert. Im Anschluf}
wurden die Filter fir je 15 min bei 62°C mit 2xSSPE+0,1%SDS, 1xSSPE+0,1%SDS
und 0,1xSSPE+0,1%SDS gewaschen.

Fir die Detektion wurde die Membran bei Raumtemperatur unter langsamem
Schwenken in folgenden Lésungen inkubiert: 5 min DIG-Waschpuffer, 30 min DIG2-
Losung, 30 min DIG2-Antikérper-Losung (1:15.000 Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmente
(Roche) in DIG2- Lésung) und zweimal 20 min in DIG-Waschpuffer. Danach wurde die
Membran fir 5 min in DIG3-Lésung Aaquilibriert und anschlieBend fir 5 min in
Chemilumineszenz-Lésung (1:100 CDP-Star (Roche) in DIG3-Lésung) inkubiert. Die
Membran wurde luftblasenfrei in einen Plastikbeutel eingeschweil’t und gemeinsam mit
einem Film in einer lichtdichten Kassette verschlossen. Nach einer Expositionszeit von

durchschnittlich 1-30 min wurde der Film entwickel.
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4.4 Biochemische Methoden

4.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen

Hierfir ~wurde die Methode der diskontinuierlichen  SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet (Laemmli, 1970). Als Laufkammer wurde
eine Mini Protean Il Apparatur (Biorad) benutzt. Die Auftrennung erfolgte bei 20 mA
(pro Gel) fur 25-30 min bis die Auftragspufferbande die Trenngelschicht erreicht hatte.
Die Auftrennung im Trenngel erfolgte bei 40 mA (pro Gel) flir 45 min oder bei 30 mA
(pro Gel) fir 60 min.

Als Grolkenstandard fir Proteingele wurde der peqGOLD Protein Marker IV (Peglab)
verwendet.

4.4.2 Nachweis von immobilisierten Proteinen - Western Blot (Towbin, et al.,
1979)

Der Transfer der Proteine aus SDS-Polyacrylamid-Gelen auf eine Nitrozellulose
Membran (Hybond-P, Amersham) erfolgte mittels Elektro-Blot in einer Semi-Dry-
Blotter-Apparatur fir 1 h mit 1 mA pro cm? Nitrozellulose-Membran. Der Aufbau des
Blots von der Kathode in Richtung Anode geschah folgendermal3en:

drei Lagen Whatman 3MM (in Kathodenpuffer getrankt)

SDS-Polyacrylamid-Gel (fur 10 min in Kathodenpuffer aquilibriert)

Nitrozellulose-Membran (10 sec in Methanol gewaschen, mit H>O gespiilt und

fir 10 min in Anodenpuffer 2 aquilibriert)

eine Lage Whatman 3MM (in Anodenpuffer 2 getrankt)

zwei Lagen Whatman 3MM (in Anodenpuffer 1 getrankt)

4.4.3 In vitro Transkription und Translation von Proteinen

Fur die in vitro Transkription und Translation von Proteinen wurde das TNT®Quick
Coupled Transcription / Translation System (Promega) verwendet. Fir die Reaktion
wurden 40 ul des TNT®T7 Master Mix (enthalt ein Hasen-Retikulozyten-Lysat), 1 pl 1

dTM

mM Methionin, 2,5 ul Transcen Biotin-Lysyl tRNA und insgesamt 2 ug der Plasmid-
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DNA in 6,5 pl Nuklease-freiem H,O gemischt und fir 90 min bei 30°C in einem
Warmeblock inkubiert.

Um zu Uberprifen, ob die Proteine erfolgreich exprimiert wurden, wurden 1,5 pl des
Reaktionsgemischs mit 20 yl 1x SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95°C inkubiert
und anschlieBend auf einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem
Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran (s.o0.) wurden die Proteine mit

dem Transcend™

Colorimetric Detection System (Promega) detektiert. Dazu wurde die
Membran zunachst fur eine Stunde mit TBST-Puffer geblockt. Nach dem Blockieren
wurde die Membran eine Sunde in 10 ml TBST-Puffer + 4 ul der Streptavidin-
gekoppelten alkalischen Phosphatase rotierend inkubiert. Nach zweimaligem Waschen
in TBST-Puffer flir je 1 min und zwei weiteren Waschschritten in H,O wurde die
Membran in 3 ml Western Blue® Stabilized Substrate fur AP inkubiert. Nach etwa 2
min wurden die ersten Banden sichtbar. Die Reaktion wurde abschlieRend durch

Waschen mit H,O gestoppt.

4.4.4 Co-Immunoprazipitation

Je 15 yl der in vitro exprimierten Proteine wurden gemischt und mit Co-IP-Puffer bis zu
einem Gesamtvolumen von 150 pl aufgeflllt. Dieses Gemisch wurde fir 30 min bei RT
inkubiert, um die Komplexbildung zwischen den beiden Interaktionspartnern zu
gewahrleisten. Nach Zugabe von 10 ul Anti-HA-gekoppelter Agarose erfolgte die
Immunoprazipitation (IP) Uber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad. Nachdem
viermaligem Waschen mit je 1 ml Co-IP-Puffer, wurde das Pellet mit 20 yl 2x SDS-
Probenpuffer versetzt und fir 3-5 min bei 95°C in einem Warmeblock inkubiert. Nach
Zentrifugation (1 min 13.00 Upm) wurde der Uberstand auf ein 10 %-iges
Polyacrylamidgel aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde eine IP-Reaktion mit dem
Clp1-Protein und plasmidfreiem Retikulozytenlysat durchgefiihrt. Als Inputkontrolle

wurde jeweils 1/10 der fur die IP eingesetzten Proteinmenge aufgetragen.

Co-IP-Puffer:

25 mM HEPES

100 mM NaCl

12.5 mM MgCl,

0.1 mM Na,-EDTA

10 % (v/v) Glyzerin

0.1 % (v/v) NP-40
1mMDTT in Hzobid”
pH-Wert auf 7,5 einstellen
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4.5 PCR-Methoden

4.5.1 Standard-PCR-Ansétze

Die Methode ist modifiziert nach (Innis, et al., 1990). Ein typischer PCR-Ansatz enthielt
etwa 10 ng Template-DNA, die beiden Oligonukleotide in einer Endkonzentration von 1
MM, dNTPs in einer Endkonzentration von 200 uM (d. h. je 200 uM dATP, dCTP, dGTP
und dTTP) in PCR- Puffer. Standardmaflig wurden die Reaktionen in einem Volumen
von 50 pl mit Hot-Start durchgefuhrt, zur Vermeidung von Kontaminationen wurden
Pipettenspitzen mit Filtereinsatz benutzt. Bei Verwendung der aufgefiihrten
Oligonukleotide und einer Amplifikatldange von unter 1 kb sah ein typisches Protokoll
folgendermallen aus:

Denaturierung bei 94°C flir 2 min, Zugabe von 1-2 U Taq DNA-Polymerase (Hot-Start),
Denaturierung bei 94°C fir 1 min,

30 Zyklen mit jeweils

30 s Denaturierung bei 94°C,

1 min Annealing bei 65°C und

1,5 min Elongation bei 72°C,

mit einer abschlieflenden Elongationsphase von 5 min bei 72°C.

Die Hybridisierungstemperatur bzw. Elongationszeit wurde entsprechend der
verwendeten Oligonukleotide und AMplifikatlangen entsprechend angepasst. Die
Reaktionen erfolgten im Thermocycler (PTC 100 oder PTC 200, MJ Research).

PCR-Ansatze mit der PhusionTM High-Fidelity DNA Polymerase erfolgten nach

Angaben des Herstellerprotokolls.

4.5.2 PCR-Generierung von Gen-Deletions- Konstrukten fiir U. maydis

Mit dieser Methode (Kamper, 2004) konnen gezielt offene Leserahmen von Genen
bekannter Sequenz in U. maydis deletiert werden. Man bedient sich herbei des
Mechanismus der homologen Rekombination Uber die angrenzenden genomischen
Flanken. Eine Klonierung der Fragmente ist dabei nicht notwendig. Prinzipiell erfolgt
eine PCR-Amplifikation des 5'- und 3'- gelegenen Bereichs des zu deletierenden Gens.
Die Fragmente haben dabei etwa eine Lange von 1 kb. Uber geeignete PCR-Primer
wurden an den dem offenen Leseraster zugewandten Enden der Amplifikate Sfil-

Restriktionsschnittstellen eingebracht. Nach Restriktion der PCR-Produkte wird Uber
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die  Sfil-Restriktionsschnittstellen eine Sfil-geschnittene Hygromyzin-
Resistenzkassette aus pBS-hhn direkt zwischen die amplifizierten Flanken ligiert. Mit
einer weiteren PCR mit den jeweiligen Aufienprimern fur die Flanken wird das
komplette Deletionskonstrukt amplifiziert, aufgereinigt und fur die Transformation in U.
maydis verwendet. Fur alle PCR-Amplifikationen wurde PhusionTM High-Fidelity DNA
Polymerase nach dem Herstellerprotokoll verwendet. Alle Anderungen im Bezug auf
den in (Kamper, 2004) publizierten Ablauf sind im folgenden dargestellt.
PCR-Amplifikation der Flanken: Amplifikation der linken Flanke (left border. Ib): Ein
Aulenprimer Ib1 und ein Innenprimer b2 mit Sfil-Restriktionsschnittstelle werden
zusammen mit genomischer DNA von U. maydis als Matrize in einer PCR-Reaktion
eingesetzt. Die Produkte werden auf einem Agarosegel Uuberprift und das
gewlnschten DNA-Fragment, d. h. die linke (5-) genomische Flanke des zu
deletierenden Gens, uber QiaQuick PCR Purification Saulen (Qiagen) aufgereinigt.
Amplifikation der rechten Flanke (right border. rb): Ein Auflenprimer rb1 und ein
Innenprimer rb2 mit Sfil-Restriktionsschnittstelle werden zusammen mit genomischer
DNA von U. maydis als Matrize in die PCR-Reaktion eingesetzt. Die Produkte werden
auf einem Agarosegel Uberprift und das gewlnschten DNA-Fragment, d. h. die rechte
(3'-) genomische Flanke des zu deletierenden Gens, Uber QiaQuick PCR Purification
Saulen (Qiagen) aufgereinigt.

Fir die PCR wurden Bedingungen gewahlt, die sich aus den Parametern des
Herstellerprotokolls und der Primer ergeben (i.d.R. 15 s/kb Extensionszeit, 30-35
Zyklen). Die eluierten Flanken wurden anschlieRend mit Sfil nachgeschnitten. (20
Units; 2 h, 50°C, Gesamtvolumen: 20-50 ul). Hiernach folgte eine Aufreinigung der
restingierten Flanken Uber QiaQuick PCR Purification MinElute-Saulen (Qiagen). Im
Anschluf3 erfolgte die Ligation der Flanken mit der mit Sfil-restringierten
Resistenzkassette. Nach zweistliindiger Ligation bei RT wurde der Ligationsansatz
Uber ein 0,8%iges TBE-Agarosegel aufgetrennt, die 4 kB-Banke aufgereinigt und als
Matrize in die abschlieRende PCR eingesetzt. Hierbei wurden Nested-Primer
verwendet um eine effiziente Amplifikation des Deletionskonstruktes zu gewahrleisten.
Nach der Fallung des PCR-Reaktionsgemisches wurde die DNA in 10 uyl TE

resuspendiert und anschliefend fiir die Transformation eingesetzt.

4.5.3 DNase I-Behandlung und Reverse Transkription (fiir Real-Time-PCR)

Fir die reverse Transkription wurde zunachst die isolierte Gesamt-RNA mit Turbo
DNase | (Ambion) behandelt, um DNA-Kontaminationen zu entfernen. Hierbei wurde

nach Herstellerprotokoll vorgegangen (siehe Herstellerprotokoll TURBO DNA-freeTM-
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Kit). Fur die Reverse Transkription wurde das SuperScript® Il First-Strand Synthesis
SuperMix-Kit von der Firma Invitrogen nach Herstellerprotokoll verwendet. Fur die
reverse Transkription von Gesamt-RNA, die aus Pilzkulturen und Tumormaterial
extrahiert wurde, wurden 0,5-1 yg DNase-behandelter RNA eingesetzt und zusammen
mit Oligo(dT)20-Primern, den entsprechenden Puffern und Enzymgemischen (Details,
siehe Herstellerprotokoll) fir die Erststrang-cDNA-Synthese bei 50°C fir 50 min
inkubiert.

4.5.4 Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Real-time PCR wurden mit Hilfe des MESA GREEN gPCR Mastier Mix plus for SYBR
Assay +Fluorescein (Eurogentech) verwendet und nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Fir die PCR Reaktion wurden 2-5 pl der synthetisierten cDNA eingesetzt
(s.0.). Die Reaktionen erfolgten auf einem Bio-Rad-iCycler-System unter der Ver-
wendung des folgendes Programms:

95°C fUr 7 min, 45 Zyklen flir 30 s bei 95°C, 20 s bei 60°C und 40 s bei 72°C. Im
Anschlufd hieran wurde die Spezifitdt der Amplifikation anhand einer Schmelzkurve am
BioRad-iCycler-System uberpruft. Zur Kalkulation des CT-Wertes (Threshold Cycle), der
den Wert bzw. Zyklus beschreibt, bei dem die Fluoreszenz zum ersten Mal signifikant
Uber die Hintergrundfluoreszenz steigt, wurde die BioRad-Software Version 3.0a
verwendet. Die Berechnung der relativen Expressionswerte erfolgte mit dem Program

Bio-Rad Gene Expression Macro der Firma Biorad.

Absolute Quantifizierung der Genexpression nach (Leong et al., 2007)

Zur absoluten Quantifizierung der cib1-Genexpression wurden Eichlésungen erstellt, die
aus einem 1:1 molaren Gemisch PCR-amplifizierter cib7 cDNA und aus PCR-amplizierter
genomischer  cib7-DNA  bestand. Dieses Gemisch wurde in  10-fachen
Reihenverdunnungen fur die Erstellung der Eichkurven eingesetzt. Die Eichkurven fur die
spezifischen Primerpaare basieren auf der Verwendung des Mittelwertes technischer
Triplikate. Die Genexpression in den verwendeten Proben mit unbekannter Menge Ziel-
DNA befand sich in dem, durch die Eichkurven ermittelten, linearen Amplifikationsbereich

und wurde in Duplikaten ermittelt.

4.5.5 cDNA-Isolierung

Die Isolierung der cDNAs erfolgte mit dem GeneRacer Kit (Invitrogen) nach

Herstellerangaben. Als Matrize wurde fiir die Untersuchung der cib7-cDNA RNA aus
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dem Stamm FB1 verwendet. Fur die Isolierung der fkh1-cDNA wurde RNA aus
Tumorgewebe 5 dpi (freundlicherweise von M. Vranes zur Verfligung gestellt),
verwendet. Nach der Amplifikation der cDNA wurde diese auf einem Agarosegel
aufgetrennt, distinkte Banden im Bereich der erwarteten Grof3e wurden aufgereinigt, in
pCR2.1 TOPO (Invitrogen) kloniert und sequenziert.

4.6 Transkriptomanalyse

RNA-Aufreinigung nach RNeasy-Protokoll

100 pl geléste RNA wurde mit 350 pl Puffer RLT und 250 pl 100% EtOH gemischt. Dieser
Ansatz wurde auf eine RNeasy-Saule pipettiert und fir 15 sec bei 10.000 Upm und RT
zentrifugiert. Nach Zugabe von 500 pl Puffer RPE wurde die Saule erneut fur 15 sec bei
10.000 Upm, RT zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Anschliellend
wurde die Saule zur Trocknung der Matrix erneut bei 2 min, 10.000 Upm zentrifugiert. Zur
Elution der RNA wurden 30 ul RNase-freies Wasser (Ambion) auf die Matrix pipettiert und
die Saule fir 1 min bei 10.000 Upm zentrifugiert. Das Eluat wurde flr eine Wiederholung
dieses Schrittes eingesetzt. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Qiagen;

die genaue Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

cDNA-Synthese nach dem Affymetrix-Protokoll

Alle nachfolgenden Schritte der Ein-Schritt-Amplifikation und Zwei-Schritt-Amplifikation
sind im ,GeneChip® Expression Analysis Technical Manual” der Firma Affymetrix naher
beschrieben. Soweit nicht anders angegeben, wurde nach Herstellerprotokol

vorgegangen.

Ein-Schritt-Amplifikation

Zur Synthese eines cDNA-Erststranges wurden 5 ug gereinigte RNA (nach photo-
metrischer Konzentrationsbestimmung) und 100 pmol T7(dT)-Primer in einem Volumen
von 20 pl fir 10 min bei 70°C inkubiert. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde der
Ansatz auf Eis gestellt, mit 4 pl 5x Erststrangpuffer, 2 pl 0,1 M DTT und 1 pl 10 mM
dNTP-Mix versetzt und fir 2 min bei 42°C inkubiert. Nach Zugabe von 2 pl SuperScript

II RT (Invitrogen) wurde die Mischung fiir 1 h bei 50°C inkubiert.

Zur Zweitstrangsynthese wurde der oben beschriebene Ansatz mit 91 pl H,O, 30 ul 5x
Zweitstrangpuffer, 3 yl 10 mM dNTP-Mix, 1 pl E. coli DNA-Ligase (10 U/ml), 4 pl E. coli-
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DNA-Polymerase | und 1 pl E. coli RNaseH versetzt und fir 2 h bei 16°C inkubiert.
Anschliessend wurden 2 ul T4-DNA-Polymerase zugegeben, der Ansatz fur weitere 5 min
bei 16°C inkubiert und die Reaktion mit 10 yl 0,5 M EDTA gestoppt. Diese Methode
orientiert sich an den Protokollen der Firmen Affymetrix und Invitrogen; die genaue

Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem jeweiligen Protokoll hervor.

cDNA-Aufreinigung

600 ul cDNA-Bindepuffer wurden zu 162 yl cDNA gegeben, der Ansatz kurz gevortext
und auf eine cDNA-Reinigungssaule aufgetragen. Nach Zentrifugation flr 1 min bei
10.000 Upm, RT wurde die Saule mit 750 ul cDNA-Waschpuffer gewaschen und
erneut flr 1 min bei 10.000 Upm, RT zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluates wurde
die Saule fur 5 min bei 13.000 Upm, RT zentrifugiert. Die Elution der cDNA erfolgte mit
14 ul cDNA-Elutionspuffer und einminttige Zentrifugation bei 13.000 Upm, RT. Eine
Qualitatskontrolle der cDNA erfolgte auf einem Agilent 2100-Bioanalyzer®. Diese
Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Qiagen; die genaue Zusammensetzung

der verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

cRNA-Synthese — in vitro-Transkription

Die in vitro-Transkription erfolgte mit dem BioArray-HighYield-RNA Transcript Labelling
Kit (Enzo). Dabei wurde die Gesamtmenge der verfugbaren cDNA (12 pl) mit 4 pl 10x
HY-Puffer, 4 pyl 10x Biotin-markierter Ribonukleotide, 4 pl 10x DTT, 4 uyl 10x RNase-
Inhibitoren und 2 pl 20x T7- RNA-Polymerase in einem Gesamtvolumen von 40 pl
versetzt. Die Komponenten wurden kurz gevortext, abzentrifugiert und anschlielRend bei
37°C fur 16 h inkubiert. Nach jeweils 30 min wurde der Ansatz bei 750 Upm fur 30 sec
geschuttelt. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Enzo; die genaue

Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem Herstellerprotokoll hervor.

cRNA-Aufreinigung

60 pl H2O wurden zum Gesamtvolumen der in vitro-Transkriptions-Reaktion pipettiert
und fir 3 sec gevortext. Der Ansatz wurde mit 350 ul IVT-cRNA Bindepuffer versetzt
und erneut fur 3 sec gevortext. AnschlieRend wurden 250 yl 100% EtOH zugegeben
und die Losung durch Pipettieren gemischt. Dieser Ansatz wurde auf IVT-cRNA-
Saulen aufgetragen und fiir 15 sec bei 10.000 Upm, RT zentrifugiert. Nach Zugabe von
500 ul IVT-cRNA Waschpuffer wurden die Saulen erneut fiir 15 sec bei 10.000 Upm,
RT zentrifugiert. Es wurden dann 500 pl 80% EtOH zugegeben und die Saule erneut
fur 15 sec bei 10.000 Upm, RT zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluates wurde die
Saule fur 5 min bei 13.000 Upm, RT zentrifugiert. Zur Elution der cRNA wurden 11 pl
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H,O auf die Matrix pipettiert, die Saule flr 1 min bei RT inkubiert, flir 1 min bei 13.000
Upm, RT zentrifugiert, erneut mit 10 pyl H,O versetzt, erneut fir 1 min bei RT inkubiert
und far 1 min bei 13.000 Upm, RT zentrifugiert. Eine Qualitdtskontrolle der cRNA
erfolgte auf einem Agilent 2100- Bioanalyzer® und durch photometrische Messung.
Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Qiagen; die genaue

Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

cRNA-Fragmentierung

20 ug cRNA wurden fir eine cRNA-Fragmentierungsreaktion eingesetzt, die sich am
Protokoll der Firma Affymetrix orientiert. 20 yg cRNA wurden dafiir mit 8 pl Mg,'-
haltigem 5x Fragmentations-Puffer und H,O in einem Gesamt- volumen von 40 pl
gemischt. Dieser Ansatz wurde 35 min bei 94°C inkubiert und anschlieRend auf Eis
gehalten. Eine Qualitatskontrolle der fragmentierten cRNA erfolgte auf einem Agilent
2100-Bioanalyzer®. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Affymetrix;

die genaue Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

Zwei-Schritt-Amplifikation

Dieses Protokoll wurde zur Transkriptom-Analyse der Stdmme SG200 und
SG200Acib1, die auf der Pflanzenoberflache inkubiert wurden, verwendet. Hierbei
wurde folgende Modifizierung des Protokolls vorgenommen: Im Anschlufd an die Zweit-
Strang cDNA-Synthese der zweiten Runde erfolgte die in vitro-Transkription mit dem
BioArray-HighYield-RNATranscript Labelling Kit (Enzo) (s. Abschnitt cRNA-Synthese in

vitro-Transkription). Alle weiteren Einzelheiten gehen aus dem Protokoll hervor.

Array-Hybridisierung

15 pg fragmentierte cRNA wurden mit 5 pl Kontrolloligo B2, 15 pl 20x Hybridisierungs-
kontrollen, 3 pl Heringssperma-DNA (10 mg/ml), 3 pl BSA und 150 ul 2x
Hybridisierungpuffer in einem Gesamtvolumen von 300 ul gemischt. Dieser Cocktail
wurde fur 5 min bei 99°C erhitzt, dann fur 5 min bei 45°C inkubiert und 5 min bei
13.000 Upm, RT abzentrifugiert. 200 yl davon wurden in den Microchip pipettiert, der
zuvor mit 200 ul 1x Hybridisierungspuffer bei 45°C flir 10 min aquilibriert wurde. Nach
Verschlielten der Chip-Septen mit Klebeband wurde der Chip bei 45°C und 60 Upm fir
16-18 h hybridisiert. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Affymetrix;
die genaue Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem

Herstellerprotokoll hervor.
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Array-Detektionsreaktionen

Nach der Hybridisierung wurde der Chip entleert und mit 300ul Waschpuffer A befllit.
Die Nachweisreaktionen wurden mit einem SAPE-Mix, bestehend aus 300 pl 2x MES-
Puffer, 24 pl BSA (50 mg/ml) und 6 pl Streptavidin-Phycoerythrin (1 mgl/ml) in einem
Gesamtvolumen von 600 pl, sowie einer Antikdrper-Mischung, bestehend aus 300 ul
2x MES-Puffer, 24 pl BSA (50 mg/ml) und 6 pl Ziegen-IgG (10 mgl/ml) und 3,6 pl
biotinylierterm Antikdrper (0,5 mg/ml) in einem Gesamtvolumen von 600 pl
durchgefiihrt. Es wurde das EuGE-WS2v4-Programm fiir samtliche Wasch- und
Detektionsschritte verwendet. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma
Affymetrix; die genaue Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem

Herstellerprotokoll hervor.

Datenanalyse

Nach Abschluf der Wasch- und Markierungs- schritte wurden die Arrays mit Hilfe eines
GeneArray Scanners (Agilent/Affymetrix) bzw. eines Affymetrix GeneChip Scanners
(Affymetrix) eingelesen. Das resultierende Bild wurde zunachst durch Verwendung des
Programms AFFYMETRIX MICROARRAY SUITE 5.0, bzw. 5.1 (Affymetrix) ausgewertet,
normalisiert und die Expressionswerte kalkuliert. Die anschlieRende Datenanylse wurde
wurde mit dem Programm R  (Bioconductor) zur Berechnung der
Irtumswahrscheinlichkeit (adjusted P-value) und dem Program dChip durchgefihrt.
Dabei wurde ein Expressionsunterschied >100 eine mehr als zweifache Anderung der

Genexpression und ein adjusted P-value <0.01 als signifikant eingestuft.

4.7 Sequenzanlyse

Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte durch einen kommerziellen Anbieter (MWG

Eurofins).
Sequenz- und Strukturanalyse
Folgende Programme wurden fur die Sequenz- und Strukturanalyse verwendet:

VectorNTlI 10.0 (Invitrogen) Zur Sequenzanalyse, virtuellen Klonierung und
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Bearbeitung von Plasmid- und genomischen Sequenzen, Primerdesign, Alignments
von DNA und Proteinen

BLAST2 (Altschul, et al., 1990; Altschul, et al., 1997; Gish and States, 1993) zur
Identifikation ahnlicher Proteine oder DNA-Sequenzen in den Offentlichen
Datenbanken.

SMART (Schultz, et al., 1998) zur Identifikation konservierter Domanen in Proteinen,
bzw. zur Identifikation von Proteinen mit ahnlichen Domanen oder &hnlicher
Domanenstruktur.

PSORT2 (Nakai and Kanehisha, 1992) zur Vorhersage der subzellularen Lokalisierung
von Proteinen.

PFAM (Sonnhammer, et al., 1997) zur Vorhersage konservierter Proteindomanen bzw.
zur Identifikation von Proteinen mit ahnlichen Doméanen oder ahnlicher
Domanenstruktur.

CLUSTALW (Eddy, 1997) und CLUSTALX (Heringa, 1999) zum Vergleich mehrerer
Protein- oder DNA-Sequenzen.

CLONEMANAGER (Version 7 und Version 8; Sci Ed Central) zur Erstellung und
Bearbeitung von Plasmid- und genomischen Sequenzen, zum Erstellen von Primern

und zeichnen von genetischen Karten.

MFOLD (Zuker, 2003) (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/) zur Bestimmung
von Sekundarstrukturen in gPCR-Amplifikaten und mRNAs.
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