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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ustilago maydis der Erreger des Maisbeulenbrandes, ist fir diabliErung einer
kompatiblen Interaktion mit seiner WirtspflanZea maysauf die Sekretion zahlreicher
Effektorproteine angewiesen. Zu solchen Effektogeméren sekretierte LysM-Proteine
phytopathogener Pilze. LysM-Proteine kdnnen essiémirulenzfaktoren sein, indem sie
Chito-Oligosaccharide, welche durch pflanzliche tibasen aus der pilzlichen Zellwand
freigesetzt wurden, abfangen und dadurch eine PABtRittelte Resistenz der Pflanze
unterdriicken. Im Genom vdds. maydiswurde ein fir ein LysM-Protein kodierendes Gen
(um11464% identifiziert und ndher untersucht. Die Deletvmon um11464fiihrte zu einem
hypervirulenten Phanotyp in Pflanze. Eine detatieph&notypische Charakterisierung
eines um11464 Deletionsstammes ergab, dass dieser eine verandéstphologie in
Flissigkultur sowie eine erhohte Sensitivitat geédpem Zellwandstressoren aufwies.
Ferner wirkte sich die Deletion voruml11464 positiv auf die Filament- und
Appressorienbildung aus. Die Penetrationseffizides Stammes SG200m11464 war
hingegen im Vergleich zu SG200 unverandert.

Sekretionsanalysen zeigten, dass das Signalpemid Wm11464 funktionell war.
Um11464 konnte jedoch zu keinem Zeitpunkt in Kulherstanden nachgewiesen werden.
Durch konfokale Laserscanning-Mikroskopie und Immankierungen wurde gezeigt,
dass das Protein in der pilzlichen Zellwand lokelts Es wurde eine C-terminale
Verankerung uber nicht-kovalente Verknipfungen gawehesen. Eine Interaktion mit
Chitin oder anderen pilzlichen Zellwandbestandteilkonnte durch Polysaccharid-
Bindeversuche mit rekombinantem Um11464 nicht lhgst@erden.

Der positive Effekt derum11464 Deletion auf die Differenzierungsprozesse vor der
Penetration sowie die Virulenz vad. maydiskénnte andeuten, dass Um11464 eine
veranderte Pflanzenreaktion hervorruft. Um diesuntersuchen, wurden vergleichende
Mais-Transkriptomanalysen durchgefiihrt. Diese =®eseigt dass eine Vielzahl
abwehrinduzierter Pflanzengene, darunter einigenski@ptionsfaktoren, spezifisch nach
Infektion mit deruml11464Deletionsmutante herunterreguliert wurden, wa® aktive

Unterdrickung der pflanzlichen Abwehr bedeuten kénn



Summary [l

Summary

Ustilago maydis the causal agent of corn smut, depends on thestget of various
effector proteins in order to guarantee the esthbiient of a biotrophic interaction with its
host planZea maysSecreted LysM proteins in phytopathogenic furayienbeen shown to
play an essential role as virulence factors, sitttey are able to sequester chito-
oligosaccarides that were released by plant clsésathereby preventing PAMP-triggered
immunity. In that respect, one genen11464 encoding for a LysM-containing protein
has been identified in the genomelbfmaydis In this study it was shown that the deletion
of uml1464resulted in a hypervirulent phenotyjpe planta A detailed phenotypical
characterization of aruml11464 deletion strain revealed that this strain shows a
morphological phenotype in axenic culture as wsllemhanced sensitivity towards cell
wall stressors. Furthermore, the deletionuail1464was shown to positively influence
filament and appressoria formation, although thenepation efficiency of
SG200 um11464 was not impaired.

Secretion assays revealed that the signal peptidgn@ll1464 is functionally active.
However, Um11464 could never be detected in thienaisupernatant.

Using confocal microscopy and immuno-labelling, U4 could be localized within the
fungal cell wall. It could be shown that the pratéinds non-covalently to the cell wall.
However, polysaccharide binding assays revealeat the attachment might not be
achieved through binding to chitin or any othet e&lll component.

The positive effect of them11464deletion on differentiation and virulence couldicate
that Um11464 might change plant defense respoiisasscriptional profiling of infected
maize plants revealed that several plant genedvieddn defense responses were indeed
significantly induced in response to thm11464deletion strain. This suggests that plant

defense responses are actively suppresseduaitet464deletion.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Das pflanzliche Immunsystem

Pflanzen besitzen ein vielschichtiges Immunsystemn pathogene Organismen zu
erkennen und abzuwehren (Chishadtnal, 2006; da Cunhat al, 2006; de Wit, 2007).
Dabei nehmen sie in einem ersten Schritt die dutlels Pathogen freigesetzten,
konservierten Molekile, die sogenannten MAMPs ddAMPs (jmicrobial/pathogen-
associated molecular patterhWie z.B. das bakterielle Flagellin oder Chitirr gédzlichen
Zellwand, war. Dies geschieht Uber spezifische Mamigzeptoren (PRRs:pattern
recognition receptd) und fuhrt zu einer basalen Abwehr, die sich duemne Erhdhung
der intrazellularen lonenflisse, die Freisetzungktiger Sauerstoffspezies, Callose-
Depositionen und somit Starkung der pflanzlichediwBand sowie durch Aktivierung
intrazellularer MAPK-Kaskaden auf3ert (Ausubel, 2a0infel, 2008). Man spricht hierbei
von einer PAMP-vermittelten Resistenz (PTI) deaRfe (Chisholnet al, 2006; Jones
und Dangl, 2006). Diese kann durch sekretierte Iimzfaktoren des Pathogens, auch
Effektoren genannt, erfolgreich unterdriickt werdemas als ,effector-triggered
susceptibility* (ETS) bezeichnet wird (Jones und Dangl, 2006). Blkanze ist jedoch
haufig in der Lage, diese Effektorproteine zu erneanund den Eindringling durch die
Aktivierung eines sekundaren Immunsystems abzuwehi€Tl: ,effector-triggered
immunity). Hierbei spielen sogenannte ResistenzproteinPr@eine) eine zentrale Rolle,
die neben der Bildung reaktiver Sauerstoffspezietne e Reihe weiterer
Abwehrmechanismen seitens der Wirtspflanze in Gaatgen. Im Falle eines biotrophen
Eindringlings kommt es unter anderem zur Aktiviggueines Salicylat-abhangigen
Signalweges, was zu einer verstarkten hyperseesifReaktion der Pflanze in Verbindung
mit einem lokalen programmierten Zelltod fuhrt (Bamnd Jones, 2009; Glazebrook, 2005).
Im Falle eines nekrotrophen Pathogens, der sich tetem Material ernéhrt, werden
Jasmonat- und Ethylensignalwege induziert (Bari dmes, 2009).

Der stetige Wettstreit um die besten Waffen bedidgss sowohl Effektoren als auch R-
Proteine einem starken Selektionsdruck unterligg¢@eck et al, 2011). Die Erkennung
von MAMPs und PAMPs durch die PRRs und die damitbwedene Aktivierung
intrazellularer Signalkaskaden bestimmt, ob dieafde den Orgamismus abwehrt oder

einen mutualistischen Austausch eingeht (Muller Balik, 2012).
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1.2  LysM Proteine

Das Lysin-Motiv (LysM) ist ein Proteinmotiv, dasnei Lange von 42 — 48 Aminosauren
umspannt und aufRer in Archaeen in allen Organismepgn vorkommt (Buiskt al,
2008). LysMs sind durch ihre hohe Affinitdt zu Hdpglukan, Chito-Oligosacchariden
sowie anderen, strukturell &hnlichen Oligosacclearidjekennzeichnet (de Jonge und
Thomma, 2009; Zhanet al, 2009). Die Tertiarstruktur des Lysin-Motivs wutbisher nur
von zwei bakteriellen Proteinen bestimmt und erglaiss es
eine symmetrische Topologie aufweist, wobei die
beiden -Helices die zwei antiparallel laufenden-
Faltblatter auf einer Seite umschlie3en (Abb. 1atéBhan
und Bycroft, 2000; Bielnickiet al, 2006; Zhanget al,

2007). LysMs verschiedener Proteine sind im Allgerae

Uber die ersten 16 sowie in etwas geringerem MaBe die

Abb. 1: Sekundarstruk tur- . " . . )
Modellierung des Lysin- letzten 10 Aminoséuren konserviert (Bugtal, 2008; de

Motivs  nach Kraulis,
1991. Das Lysin-Motiv weist

eine -Topologie auf. hierbei die hohe Konservierung von vier Cysteirdig, zur

Jonge und Thomma, 2009). Ein besonderes Merkmal ist

Ausbildung von Disulfidbriicken bendétigt werden, dem Protein die notige Stabilitat zu
verleihen (Bateman und Bycroft, 2000). Auch zwens@rvierte Glycine sowie ein hoch
konserviertes Asparagin, welches als Bindestelke ldganden postuliert wird, sind Teil
des Lysin-Motivs (Buistet al, 2008). Die Anzahl der Lysin-Motive in einem LysM-
Protein variiert von einem bis zwolf Wiederholunge®abei kdnnen Proteine
ausschlief3lich LysMs enthalten oder mit anderemktionellen Proteinmotiven kombiniert
sein (de Jonge und Thomma, 2009; Zhahgl, 2009). Die einfachste und am haufigsten
auftretende Protein-Domanenstruktur, bestehenchauginem LysM, kommt sowohl in
Prokaryoten als auch in Eukaryoten vor. Andere Dwnarchitekturen hingegen sind
spezifisch nur in einer Organismengruppe zu findRoteine, bei denen ein oder mehrere
Lysin-Motive mit einer Amidase-Domane kombiniemdi kommen beispielsweise nur in
Bakterien vor, wéhrend Proteine mit LysMs und eieszymatisch aktiven Glycol-
hydro18-Domane nur in Pilzen vertreten sind (Zhanhgl, 2009). Proteine, deren LysMs
mit einer Kinase-Domane gekoppelt sind, findet magderum nur im Pflanzenreich vor
(Zhanget al, 2009). Man geht davon aus, dass die fiur LysMdpnetkodierenden Gene in

den einzelnen Organismengruppen unterschiedlickefuttonseinfliissen unterlagen, was
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zu spezialisierten Domanenarchitekturen sowie eifmktionellen Anpassung der
jeweiligen Proteine gefuihrt haben konnte (Zhahgl, 2009).

1.2.1 Die Funktion von LysM-Proteinen in Bakterien

Das Lysin-Motiv wurde erstmals als Proteindoméand.ysozym des Bakteriophager29
identifiziert, wo es der hydrolytischen Spaltunglkglsidischer Bindungen zwischen N-
Acetylmuraminsdure und N-Acetyl-D-Glukosamin diefGarvey et al, 1986). Die
Mehrheit der bislang identifizierten Lysin-Motive olknten bakteriellen Proteinen
zugeordnet werden (http://smart.embl-heidelbergrdaft/do_annotation) und sind als
Peptidoglukan-bindende Domanen mit zum Teil Zelldvdegradierender Eigenschaft
beschrieben (Buiset al, 2008). Dabei binden LysM-Proteine verschiedenamiéo des
Peptidoglukans und die Kombination mit weiterenktionellen Proteindomé&nen ist auch
hier keine Seltenheit (Steet al, 2003). Die Muramidase AcmA vdractococcus lactis
ssp.cremorisMG1363 z.B. besteht aus einer aktiven hydrolygscBoméane sowie einem
C-terminalen Proteinbereich, der drei konserviestsin-Motive tragt (Steert al, 2005).
Wahrend die Lysin-Motive der Anbindung an die Zaliwd dienen, wird die hydrolytisch
aktive Doméne fur die autolytische Spaltung wahrded stationaren Wachstumsphase
benétigt (Buistet al, 1997; Buistet al, 1995). Ahnlich verhalt es sich fur die
Endopeptidasen Cse Bireptococcus thermophilushd DipM in Caulobacter crescentus
Eine erfolgreiche Zellteilung wird in beiden Orgsmien durch die Kombination aus
Zellwand-bindenden Lysin-Motiven und einer hydragh wirksamen CHAP-Domane im
Falle von Cse (Borgest al, 2006; Layecet al, 2009) bzw. einer Lysostaphin-ahnlichen
Peptidasedoméne im Falle von DipM (M@t al, 2010) gewahrleistet. Einige der
beschriebenen LysM-Proteine in Bakterien werden eaudals Virulenzfaktoren
eingruppiert. Hierzu z&hlt unter anderem die N-Alretiramyl-L-Alanine-Amidase Slel
von Staphylocossuc aureuBieses Protein beherbergt drei N-terminale Lydotive, die
aufgrund ihrer Zellwand-bindenden Eigenschaft dmgend zur Zellteilung beitragen.
Mutationen inslel beeintrachtigen die Zellteilung und fihren zu eiAggregatbildung,
die sich negativ auf den Infektionsverlauf im Mawstall auswirkt (Kajimuraet al, 2005).
Die Tertidrstruktur sowie der Interaktionsmechanisneiises Lysin-Motivs mit
seinem Liganden wurde erstmals am Beispiel der Mureansglykosylase D (MItD) in
Escherichia colimittels Kernspinresonanz aufgezeigt (Bateman uyatddt, 2000). Dabei
wird vermutet, dass ein konserviertes Asparagiriches in der Schleife zwischen dem
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ersten -Faltblatt und der erstenHelix der Doméane positioniert ist, die Liganderthing

Ubernimmt.

1.2.2 Die Funktion von LysM-Proteinen in Pilzen

Neben ihrem Vorkommen in bakteriellen Proteinendearmehr und mehr LysM-Proteine
auch im Reich der Pilze beschrieben. Das erstdiidearte, pilzliche LysM-Protein war
eine sekretierte Chitinase der HeKuyveromyces lactjsdie Untereinheiten eines
Killertoxins enthalt und dadurch das Wachstum gesmsiHefen inhibiert (Stark und Boyd,
1986). Anders als in Bakterien bindet das Lysin4iMdh Pilzen vorwiegend Chito-
Oligosaccharide (Chitin) und dessen Derivate. [Randeisten LysM-Proteine in Pilzen ins
Medium sekretiert werden, fungieren sie vorwiegesd Virulenzfaktoren mit der
Eigenschaft, die Abwehrsysteme ihres Wirtes zu rdniieken bzw. diesen zu schadigen
(Bolton et al, 2008; Buistet al, 2008). Der mycoparasitare Pilzichoderma atroviride
beispielsweise sekretiert Chitinasen, welche neddeer Chitin-Bindedoméne auch Lysin-
Motive enthalten konnen (Grubeet al, 2011). Das Vorhandensein von LysM-
enthaltenden Proteinen in mycoparasitaren Pilzeimt $tn Einklang mit ihrem Lebensstil,
denn die Anbindung dieser Proteine an das Chitinzeélwand kann sowohl dem Schutz
der eigenen Zellwand als auch dem erleichterteraAkmmplexer Chitinverbindungen in
den Zellwanden anderer Pilze dienen (Grudeal, 2011). AuchCladosporium fulvum
der Erreger der Braunfleckenkrankheit in Tomatejstvein LysM-Protein in seinem
Sekretom auf. Dieser LysM-Effektor, Ecp6, bindet it@AMonomere, die durch
pflanzliche Chitinasen aus der pilzlichen Zellwdreigesetzt wurden und verhindert damit
die Elizitierung einer Chitin-vermittelten Resisteseiner Wirtspflanze Tomate (Bolt@h
al., 2008; de Jonget al, 2010). Dabei wurde gezeigt, dass Ecp6 aussciteRlhitin
bindet (de Jongeet al, 2010). Zwei Ecp6-ahnliche Proteine addycosphaerella
graminicola, MglLysM und Mg3LysM, binden das Chitin der pilzien Zellwand und
Uben hiertiber eine Schutzfunktion der Pilzhyphegegéber Chitinasen aus. Zusatzlich ist
Mg3LysM in der Lage, losliche Chitin-Fragmente zimden und somit die pflanzliche
Immunabwehr erfolgreich zu unterdriicken (Marskealal, 2011). Ahnlich verhalt es sich
mit dem sekretierten Effektorprotein Slpl1Muagnaporthe oryzaeDieser LysM-Effektor
enthalt zwei Lysin-Motive und ist in der Lage, aier pilzlichen Zellwand freigesetzte
Chitin-Monomere zu binden. Dabei zeigt Slpl einesewlich hohere Affinitat zu Chitin-

Oligosacchariden als der LysM-Plasmamembran-RerepEBIiP und vermag dadurch
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eine Chitin-vermittelte Resistenz seiner WirtspflanOryza sativazu unterdriicken
(Mentlak et al, 2012). Die Kombination eines Lysin-Motivs mit wexien Proteindomanen
ist in pilzlichen LysM-Proteinen relativ selten (denge und Thomma, 2009). Generell gilt
jedoch, dass sie durch ihre hohe Affinitat zu Cli@osacchariden entscheidend Einfluss
auf den Infektionsverlauf und die damit verbundarfieulenz des Pathogens nehmen

kdnnen.

1.2.3 Die Rolle von LysM Proteinen im pflanzlichen Immungstem

In Pflanzen Ubernehmen LysM-Proteine eine wichtigektion im Zuge der Abwehr
gegenuber phytopathogener Organismen. Die ChitinAsen Pteris ryukyuensis
beispielsweise besitzt neben einer katalytischvaktiDomane im C-Terminus zwei N-
terminale Lysin-Motive, welche die Anbindung an d&sitin pilzlicher Zellwande
entscheidend beeinflussen und somit wesentlich Aktivitat des Proteins beitragen
(Ohnumaet al, 2008; Onaga und Taira, 2008). Das Lysin-Motiypflanzlichen Proteinen
ist jedoch haufig auch mit einer Kinase-Domé&ne gelklt. Diese Kombination, auch
LysM-Rezeptor-Kinase oder LYK-Protein genannt, &hdchan ausschlief3lich im Reich der
Pflanzen vor (Bateman und Bycroft, 2000; Zhastgal, 2009). LYK-Proteinen kommt
eine essentielle Rolle in der Perzeption von PAMBwie der Signalweiterleitung zu
(Zhanget al, 2007). CERK1 (Chitin-Elicitor Rezeptor-Kinase)ne Rezeptorkinase mit
drei extrazellularen LysM-Doméanen israbidopsis thalianaund Oryza sativa bindet
neben Chitin auch das Chitin-Derivat Chitosan uitaitf nach Aktivierung intrazellularer
Signal-Kaskaden zu einer PAMP-vermittelten Resstgizasaet al, 2010; Miyaet al,
2007; Warnet al, 2008). Dabei werden alle drei LysM-Domanen fig digandenbindung
bendtigt, wobei die Affinitat stark vom Polymerigatsgrad des Chito-Oligomers abhangt
(Petutschniget al, 2010). Das Plasmamembran-verankerte Glykoprd@&siP (Chitin-
Elicitor-binding Protein) in der Reispflanze besittn Vergleich zu CERK1 keine
intrazellulare Kinase-Domane (Kalat al, 2006; Shimizuet al, 2010). Man geht davon
aus, dass CEBIP und CERK1 einen Rezeptor-Kompleghddie Interaktion ihrer LysM-
tragenden extrazellularen Domanen bilden und gesaeirfir eine durch Chitin induzierte
basale Immunabwehr sorgen (Shimizet al, 2010). CEBiP-ahnliche Proteine
vergleichbarer Funktion finden sich unter anderem Gerste K. vulgare und
SchneckenkleaM. truncatulg (Fliegmanret al, 2011; Tanakat al, 2010).
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LysM-Proteine in Pflanzen sorgen jedoch nicht niir flie Erkennung und Abwehr
pilzlicher Eindringlinge. In Leguminosen beispietige verhelfen sie der Etablierung
einer mutualistischen Beziehung zu Knéllchenba&tedurch die Perzeption sogenannter
Nod-Faktoren. Diese bestehen in ihrer Grundstruatig -1,4-verknipften N-Acetyl-D-
Glukosaminen (Lerouget al, 1990) und &hneln damit stark dem GrundgerusCdhisns.
Die Perzeption solcher Nod-Faktoren fihrt zu eik@iimmung des Wurzelhaares,
worilber die Kndéllenbakterien (Rhizobien) in die \&&lr eindringen kdnnen. AulRerdem
bewirken sie eine vermehrte Zellteilung im Wurzereéx, was zur Bildung
knotchenartiger Wurzelverdickungen, den sogenanméanzelkndllchen® fihrt. In diesen
fixieren die Rhizobien molekularen Stickstoff )Nund reduzieren ihn zu Ammoniak
(NH3), welcher von der Pflanze aufgenommen werden kamnGegenzug erhalten die
Rhizobien organische Kohlenstoffverbindungen unds¥éa Beispiele fir solche Nod-
Faktor-Rezeptoren sind die LysM-Serine/Threonindpear-Kinasen NFR1 und NFRS5 in
Lotus japanicugMadsenet al, 2003; Radutoiwet al, 2003), NFP irMedicago truncatula
(Mulder et al, 2006) oder SYM2 ifPisum sativunfLimpenset al, 2003).

1.3  Der Maisbeulenbrand Ustilago maydis

Ustilago maydisein dimorpher Basidiomycet, gehort zur Abteiludey Brandpilze und ist
der Erreger des Maisbeulenbrandes. Diese Pflanaekikeit auf3ert sich durch das
verbrannte Aussehen der massiv mit schwarzen Ppelies gefillten Tumore, welche an
allen oberirdischen Pflanzenteilen auftreten
kénnen (Abb. 2). Zum Wirtsspektrum vad.
maydis gehdren Mais 4ea mayp und Teosinte,
die Wildform von Mais. Da Mais nicht nur als
Futterpflanze, sondern auch zur
Energieversorgung und als Nahrungsmittel vor

allem in Lateinamerika und Afrika angebaut wird,

sind die durchHJ. maydiserzeugten Schaden von

Abb. 2: Symptome des
Maisbeulenbrandes. Die schwarzen

okonomischer Schwere (Christensen, 1963).
Tumore verleihen der Pflanze ein
verbranntes Aussehen. Foto

aufgenommen und zur Verfigung Tumore auch als Delikatesse, vorwiegend in der
gestellt von S. Krombach.

Allerdings werden die durct. maydiserzeugten

mexikanischen Kuche, gehandelt (Juarez-Montiel

et al, 2011; Ruiz-Herrera und Martinez-Espinoza, 1998).
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U. maydis eignet sich aufgrund seiner Kaultivierbarkeit ineaischer Kultur, der
genetischen Zuganglichkeit sowie seines relatizénrLebenszykluses von zwei bis drei
Wochen hervorragend als Modellorganismus fur Studie biotrophen, phytopathogenen
Pilzen. Zudem wurde das Genom komplett entschiiisa@mperet al, 2006), was nicht
nur bioinformatische Analysen erleichtert, sondauch vergleichende Analysen mit den
neuerdings veroffentlichten Genomsequenzen der natveandten Brandpilz&. hordei
(MUHDB; http://mips.helmholtz-muenchen.de/genrejfiiJHDB/) und S. reilianum
(MSRDB; http://mips.helmholtz-muenchen.de/genrg/ppmrisorium/) ermaoglicht.

1.3.1 Der Lebenszyklus vonU. maydis

Als fakultativ biotropher Pilz ist die pathogenet®&imcklung von U. maydiseng an die
Entwicklung seiner Wirtspflanze Mais gekoppelt. Babeginnt sein Lebenszyklus mit
haploiden, saprophytisch wachsenden Sporidien, sith asexuell durch hefeartige
Knospung vermehren (Abb. 3A). Erst die Fusion zweporidien unterschiedlichen
Paarungstyploci leitet die biotrophe und damit pgéne Entwicklung vot. maydisein
(Rowell, 1955; Rowell und DeVay, 1954). Dabei codaer bi-allelischea-Lokus fur ein
Pheromon/Pheromon-Rezeptor-System, was die Erkgnmum Zellfusion ermdglicht
(Bolker et al, 1992). Die Perzeption von Pheromon fihrt zur @&ig unseptierter
Konjugationshyphen (Abb. 3B), die entlang des Pimemgradienten aufeinander
zuwachsen und an den Spitzen miteinander fusioni@eetselaar und Mims, 1992). Das
so entstandene dikaryotische Filament (Abb. 3Qk stie infektiose Form vortJ. maydis
dar und bedarf eines zweiten, multi-allelischeisiPaarungstyplokus (Holliday, 1961;
Rowell, 1955). Dieser Lokus codiert fur zwei TramgionsfaktorenpE undbW, die erst
dann einen aktivem-Protein-Komplex bilden, wenn sie von unterschigwdn Allelen
stammen (Banuett und Herskowitz, 1996; Gillisséml, 1992; Yee und Kronstad, 1993).
Das dikaryotische Filament zeigt Spitzenwachstuwhev distale Hyphensegmente durch
Septierungen von der Cytoplasma-gefillten Spitzénadgetrennt werden (Christensen,
1963; Freitaget al, 2011).

Der Kontakt zur pflanzlichen Oberflache spielt eiressentielle Rolle fir die
Differenzierungsprozesse ib. maydis (Apoga et al, 2004). Die Bildung septierter
Filamente und  Appressorien wird durch  physikalischestimuli  wie
Oberflachenbeschaffenheit und Hydrophobizitat imelizund kann durch chemische

Signale wie epicuticulare Waxe und Cutinmonomersitpostimuliert werden (Abb. 3D)
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(Mendoza-Mendozat al, 2009). Jene Vorgange kdnnen auchvitro nachvollzogen
werden. Die Zugabe von Fettsauren (16-Hydroxy-Raisdure, HPS) fuhrt in axenischer
Kultur zur Bildung Cytoplasma-gefullter Filamentéhn@ Appressorien. Hydrophobe
Oberflachen wie Parafilm induzieren ebenfalls dielig septierter Filamente, die zudem
bereits Appressorien ausbilden. Die Effizienz d@pressorienbildung kann auf Parafilm
durch einen Fettsaurestimulus zusatzlich erhéhtlarer Die Appressorien ib. maydis
zeichnen sich durch eine leichte Verdickung der hyspitze aus und die Appressorien
sind nicht, wie bei vielen anderen, phytopathogePiren, melanisiert (Bell und Wheeler,
1986; Tucker und Talbot, 2001). Somit erfolgt dienftration der Pflanzenoberflache
nicht tber mechanischen Druck, sondern bedarf dereBon lytischer Enzyme (Heilet
al., 1993; Kamperet al, 2006). Die penetrierende Hyphe wird anschliel3eod der
Cytoplasmamembran der Wirtszelle umgeben (Abb. HS).entsteht eine sogenannte
biotrophe Interaktionszone, die der ,Kommunikatiam/ischen Pilz und Pflanze sowie der
Nahrstoffversorgung vokJ. maydisdient. Durch die Sekretion von Effektoren in diese
apoplastischen Raum gelingt & maydis die pflanzliche, durch PAMPs ausgeldste
Immunantwort zu unterdriicken und eine biotropheraktion herzustellen (Doehlemann
et al, 2008).

Konjugationshyphen D Appressorienbildung

I T

Haplonde Sporidien ; Dikaryotisches Filament Penetration der
A Epidermis

\

Proliferation

Abb. 3: Schematische Darstellung des Lebenszyklus v on U. maydis . Der Lebenszyklus von
U. maydis lasst sich in ein saprophytisches (A-C) und ein biotrophes Stadium (D-F) unterteilen.
Néahere Angaben zu den einzelnen Phasen finden sich im Text. Modifiziert nach Kaémper et al.
(2006).

Nach erfolgreicher Penetration wachstmaydiszunachst intrazellular in Epidermiszellen.
Obwohl die Hyphen spater bis in tiefere Zellschechdes Mesophylls vordringen und
massiv proliferieren (Abb. 3F), bleibt das Pflangewebe intakt und eine Immunantwort
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der Pflanze kann vorerst nicht beobachtet werdema B Tage nach Infektion setzt unter
Gewéchshausbedingungen eine Tumorentwicklung esich& mit einer durckd. maydis
induzierten, UbermaRigen Zellteilung und VergroRgrer Pflanzenzellen einhergeht
(Callow, 1975). Im Tumorgewebe selbst findet dierygamie statt. Die Hyphen
fragmentieren, runden sich ab und reifen zu digoidleliosporen, welche in eine
gallertige Matrix eingebettet sind (Banuett und s$temvitz, 1996) (Abb. 3G). Nach
Freisetzung der Sporen werden diese durch WindeiReder Tiere verbreitet und keimen
unter geeigneten Bedingungen zu einer Probasidieiawer die Meiose stattfindet und
von welcher sich haploide Zellen abschniren (Gémstn, 1963). Durch die Bildung
haploider Sporidien wird der Lebenszyklus gescldnss

1.3.2 Die Rolle sekretierter Effektoren imU. maydis/ Z. maysPathosystem

U. maydisist aufgrund seiner biotrophen Lebensweise daeagfewiesen, dass seine
WirtspflanzeZ. maysuberlebt und ihn stetig mit Nahrstoffen verso@thadigungen des
pflanzlichen Gewebes, was eine direkte Immunantdertrflanze zur Folge hatte, missen
somit vermieden werden. Letztlich garantiert dietdgdriickung der Immunreaktion und
ein erfolgreiches Umprogrammieren des pflanzlichMatabolismus die Etablierung einer
kompatiblen biotrophen Interaktionl. maydis steht dafir ein grof3es Arsenal
verschiedener, sekretierter Effektoren zu Verfugudigse konnen ihre Wirkung entweder
in der apoplastischen Interaktionszone oder abesh narfolgter Translokation im
Cytoplasma der Pflanzenzelle entfalten (Djarekial, 2011; Doehlemanmet al, 2009;
Hemetsbergeet al, 2012).

Das Genom voiJ. maydisist im Vergleich zu anderen, phytopathogenen Rilng 20,5
Mb recht klein (Kampeet al, 2006). Es umfasst in etwa 6900 Protein-kodierebdre.
Davon werden 426 Proteine potentiell sekretiedo@h ist die Funktion der meisten bisher
unbekannt, da sie keine konservierten Domanen IédiarFunktion enthalten. Ein
Grol3teil der fur diese Proteine kodierenden Gesgtt in Clustern im Genom vor und die
Genexpression wird spezifisch wahrend der biotrapRbase induziert (Kampet al,
2006). Deletionsanalysen ergaben, dass 5 der 12l@ter eine Veranderung der Virulenz
bewirkten, wobei neben einem vdlligen Pathogenigitast bis hin zu einem
hypervirulenten Phanotyp alle Symptome beobachtden konnten (Kampeet al,
2006).
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Fur einige U. maydis Effektoren konnte bereits gezeigt werden, dass die
Pflanzenabwehr direkt modulieren. Der apoplastidetiektor Pepl z.B. ist essentiell fur
die Etablierung einer biotrophen Interaktiqgmepl Deletionsmutanten sind zwar fahig,
Appressorien auszubilden und zu penetrieren, atigsd rufen sie eine starke
Pflanzenabwehrreaktion hervor (Doehlematral, 2009). Spétere Studien belegten, dass
Pepl direkt Einfluss auf die Virulenz vadd. maydis nimmt, indem dieser Effektor
pflanzliche Peroxidasen inhibiert und somit die h&l Immunantwort der Pflanze
unterdrickt (Hemetsbergeet al, 2012). Ein weiterer Effektor mit apoplastischem
Wirkungsort ist Pit2. Zusammen mit dem Transmemiatein Pitl ist der sekretierte
Effektor Pit2 Teil eines Genclusters und wird fiinee erfolgreiche Unterdrickung der
Pflanzenabwehr bendtigt (Doehlemaeinal, 2011; Muelleret al, 2013). Die sekretierte
Chorismatmutase Cmul wird durch einen bisher univeien Mechanismus in die
Pflanzenzelle aufgenommen und bewirkt dort eine tbg@ammierung des
Pflanzenmetabolismus zugunsten vbh maydis (Djamei et al, 2011). Durch das
Zusammenspiel mit der cytosolisch wirksamen Maisi@@matmutase ZmCmu2
verringert defJ. maydisEffektor Cmul die Chorismat-SubstratkonzentratiorPlastiden
und unterdriickt somit die Synthese von Salicylsanrdiesem Kompartiment. Um das
manipulative Ausmal3 ded. maydis Sekretoms im Ganzen zu verstehen, gilt es, den

Wirkungsort und die Funktion aller sekretiertenektbren zu untersuchen.

1.4  Fragestellung dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollte der Virulenzphanotyp vem11464Mutanten untersucht und durch
Komplementations- und Uberexpressionsanalysen ergiverden. Eine detaillierte
phanotypische Charakterisierung derum11464 Deletionsmutante sowie
Lokalisationsstudien sollten Aufschluss tber dienl&ion dieses Effektors wahrend der
Entwicklung von U. maydis geben. Dies sollte durch die heterologe Expression
Um11464 und weiterfiuhrende biochemische Analyservolistandigt werden. Eine
veranderte Pflanzenreaktion auf dimm11464Mutante sollte durch vergleichende Mais-

Transkriptionsanalysen néher untersucht werden.
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2 Ergebnisse

2.1  Domanenarchitektur des LysM-Proteins Um11464

Das Genuml11464befindet sich auf Chromosom 5 im Genom wwnmaydisund codiert
far ein 316 Aminosauren langes Protein (http://nfipbnholtz-
muenchen.de/genre/proj/ustilago/). Dieses besitzpatatives N-terminales Signalpeptid
(SignalP; http://cbs.dtu.dk/services/SignalP/) Wi zZwel LysM-Domanen
(http://smart.embl-heidelberg.de/), welche eine WAwosAureidentitat von 22% teilen.
Neben drei putative N-Glycosylierungsstellen (Abb. 4) (NetOGlyc;
http://cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) sowie einerorhergesagten -site an der
Aminosaureposition 291 im C-terminalen Bereich (Ad) (BIG-P1 Fungal Predictor;
http://mendel.imp.ac.at/gpi/fungi_server.html), e eine Glycosylphosphatidylinositol
(GPI)- Verankerung des Um11464 Proteins in der Mamlzur Folge haben kénnte,
konnten keine weiteren funktionellen Domé&nen duk&rwendung bioinformatischer

Vorhersageprogramme identifiziert werden.

Urn11464 1|nralsvllsavtllplltrapfhsintactrhytvgpgdtedkiggktlestygilatnlldagadeytleigsr lelgrygndegfvhgesegdteesi
Uh-03469 1|nrissallsa-allplavrapfhgndtjactrhytvgaddtedkiggktltstygilatnllnagadeytleigsrlelgrygndegfvhgetngdteesi
Ssci_00044 1|mrvisallsaaallplltrapfhgndtactrhytvgagdtedkiggktltstygilatnlldagancytleigsklelgrygndegfvhgetdgdteesi
Sr_13312 1|nrvisallsttsllpllarapfh ﬂ ctrhytvgsgdtedkiggktltstygilatnlldagadeyt leigsklelgrygndegfvhagetdgdteesi
Unl11464 101 anaysittehlqsnnpsldcdquglmlcvsags1rppadssiadvkaarekarqmwl ----------- tkgiand----- hfsaphstkatkgian
Uh-03469 100 anayritterlgsnnpsldentvyeglmlevsagsirppadgsipatdvkvaregargnwlnger iknpdadnkkegkdkhhhahttskggtshkkghhh
Ssci_00044 101 anaygittgrlgsnnpsldedivydglmlevsagsirppad atdakvareqgarcuwl akgpa qvpgp--asrhksk
Sr_13312 101 anaygittgrlgsnnpsldenivygglmlevsagsirppadssinatdvkaaregarcuwl akgppkd gpasahktk----
Un11464 185 dhfsaphstkatkhsshp-------- shadkhhghaptaksnhkssahnad lpgav---vekg---=----
Uh-03469 200 ahttskg kkchhhaht tskggtshkeghgghhhagkhshrsgkgskdgkksgkpdakghivrpgsgnpst lvagdssppavgggiekpghshohga
Ssci_00044 179 shha-—h@khtsh ————————— ghacghlkh

Sr_13312 179 shhahshsoo! hhhkh sdkphahh aap tkega
Un11464 238 ———pspqu————wppreshqa——pssssaqdlevlvidnlynsaplmmpnhndnnppthptshrrhrslssrsy—hqrs ————— htp--
Uh-03469 300 harpagdga----appggrvgasgpsaahtdelehnfidgilpaavtggnhyp-ppaggp--------- qrrhrsl%}:shshrrs ----- hil--
Ssci_00044 206 ---gsgkgs----ykphsgaaa--pstk pscghgrsidvesfs--sgksrkifihtvdr
Sr_13312 218 ---ppghgrsvevgesssslti--erstssgstdelfidslltsaplggnhygpnlser-------- ptlhrrh%ssrsh-qqrs ----- htp--

Abb. 4: Aminosauresequenzvergleich von Um11464 und orthologen Proteinen verwandter
Brandpilze. Das U. maydis Protein Um11464 zeigt eine Aminosaureidentitat von 51%, 54% und
64% zu den orthologen Proteinen von U. hordei (Uh-03469), S. scitamineum (Ssci_00044; G.
Mannhaupt, pers. Mitteilung) und S. reilianum (Sr_13312). Alle Proteine besitzen ein
Signalpeptid (rot umrandet) sowie zwei LysM-Doménen (schwarz unterstrichen). Putative N-
Glycosylierungsstellen wurden schwarz umrandet, vorhergesagte -sites wurden durch eine
blaue Umrahmung hervorgehoben.

Ein Aminoséuresequenzvergleich von Um11464 zu tytfem Proteinen nahe verwandter
Brandpilze ergab, bezogen auf die Proteingesand|deme Identitdt von 51% flu.

hordei (Laurieet al, 2012), 54% fuS. scitamineuniG. Mannhaupt, pers. Mitteilung) und
64% fur S. reilianum (Schirawskiet al, 2010) (Abb. 4). Vor allem der N-terminale
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Bereich, welcher die LysM-Domanen tragt, ist ireallvier Proteinen hoch konserviert und
konnte demnach eine entscheidende Rolle fir di&tlanalitat dieser Proteine spielen.

2.2  Regulation derum11464Expression wahrend des Lebenszyklus
von U. maydis

Das Expressionsmuster eines Gens liefert hilfreictiermationen dariber, in welchem
Entwicklungsstadium des Pilzes das Gen eine wiehtRplle spielen kénnte. Die
Regulation derum11464Expression wahrend des Lebenszyklus whnmaydiswurde
mittels quantitativer ,real-time* PCR (gPCR) untghkt. Hierfir wurde cDNA
unterschiedlicher Wachstumsphasen prapariert. keir sdprophytische Phase wurden
exponentiell gewachsene Sporidien tlesmaydisStammes SG200 nach Kultivierung in
YEPS geerntet, eiron plantaZeitpunkt wurde mit 19 h nach Infektion gewahltit den
Zeitpunkten 2, 3, 4, 6, 8, und 12 Tagen nach Imdekivurde die Expressionsanalyse von
umll464wahrend der biotrophen Wachstumsphase abgedeskurdl 1464Expression
wurde relativ zur Gesamtmenge des eingesetzterm®&uxials, welches durch das
konstitutiv exprimierte Referenzgeppi ermittelt wurde, bestimmt. Zur statistischen
Absicherung wurde die Analyse mit drei unabhangigeiologischen Replikaten

durchgefuhrt.

Relative um11464 Expression
SO P N W » O O N 0O ©

ax. 19hpi 2dpi 3dpi 4dpi 6dpi 8dpi 12dpi
Kultur

in planta

Abb. 5: Expressionsanalyse von um11464 mittels gPCR. Die RNA aus axenischer Kultur
sowie infizierten Blattmaterials 19 h bzw. 2, 3, 4, 6, 8 und 12 Tage nach Infektion (dpi) wurde flr
eine Expressionsanalyse mittels gqPCR verwendet. Die um11464 Expression wurde relativ zum
konstitutiv exprimierten ppi Gen ermittelt. Es wurden drei biologische Replikate durchgefihrt. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.
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Es zeigte sich, dassn11464in axenischer Kultur nur sehr schwach exprimiardwAbb.
5). 19 Stunden nach SG200-Infektion hingegen weisi1464ein bereits leicht erh6htes
Transkript auf, welches zu spateren Zeitpunktenzhig-fach weiter zunimmt (Abb. 5).
Die um11464Expression wird somit auf der Pflanzenoberflaaiduziert. Dies steht im
Einklang mit Transkriptom-Daten zur Genexpressiah laydrophoben Oberflachen, wo
umll464unabhangig von einem Fettsaurestimulus leichty algmifikant hochreguliert

wurde (D. Lanver, pers. Mitteilung).

2.3  Die Rolle von Um11464 wéahrend der saprophytischen
Wachstumsphase

Um die Funktion von Um11464 wahrend des saproptiytis Wachstums zu untersuchen,
wurde eine Deletion des Gensml11464 in dem solopathogenen Stamm SG200
vorgenommen. Dabei konnte kein Unterschied in deloiiemorphologie auf Minimal-
und Vollmedienplatten sowie der Wachstumsrate ienegcher Kultur zwischen der
Deletionsmutante SG200m11464 und dem Referenzstamm SG200 beobachterenverd
(nicht gezeigt). Dennoch wurden Sporidien den11464Deletionsmutante hinsichtlich
ihrer Morphologie in Flissigmedium mikroskopischtamsucht sowie der Einfluss von

Um11464 auf Stresssensitivitat getestet.

2.3.1 Um11464 beeinflusst die Zellmorphologie in axenisen Kultur

Sporidien von SG200 und SG200m11464 wurden wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase mikroskopisch analysiert. Dabeiteaigh ein deutlicher Unterschied
hinsichtlich ihrer Zellmorphologie. Neben dem ineakscher Kultur zu erwartenden
hefeartigen Wachstum mit apikaler Knospung wiesuiel 1464Deletionsmutante einen
signifikant hoheren Anteil an Sporidien mit lateraKnospung auf (Abb. 6A und B).
Ebenfalls haufiger, wenn auch nicht signifikant\argleich zum Referenzstamm SG200,
konnte fir SG200um11464 die Bildung von Zellketten und bipolar kpesden Zellen
beobachtet werden (Abb. 6A und B).
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Abb. 6: Morphologischer Phanotyp der um11464 Deletionsmutante in axenischer Kultur.

A: Sporidien des Referenzstammes SG200 sowie der um11464 Deletionsmutante wurden
wahrend der exponentiellen Wachstumsphase in YEPS, mit dem Membran-impermeablen
Reagenz NHC-LS-Biotin behandelt und nach weiteren 2 Stunden Wachstum mit einem an das
Biotin  bindende, TRITC-konjugierte Avidin  detektiert. ~Die entsprechende DIC-
Durchlichtaufnahme ist in der oberen Reihe gezeigt. Der Ldngenmafistab entspricht 15 pum. B:
Quantifizierung der morphologischen Verdnderung in SG200 uml11464. Es wurden drei
unabhéngige Kulturen betrachtet, die Werte gemittelt und prozentual zur Gesamtzahl der Zellen
(n) dargestellt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. Signifikante Unterschiede (**p<
0,005) sind durch Sternchen gekennzeichnet.

Um zu beweisen, dass es sich bei dem beobachtbetamo®p um bipolare bzw. laterale
Knospungen handelte, wurde eine von Boéhmeeral. (2008) publizierte Methode
verwendet. Diese beruht darauf, dass Zellwandpretexponentiell wachsender Sporidien
irreversibel biotinyliert werden und das Biotin aunach mehreren Teilungsvorgangen
noch mittels ExtrAvidin-TRITC detektiert werden kan Nach Biotinylierung der
Zellwandproteine in knospenden Sporidien von SGRAE SG200um11464, welche
anschlielend fir weitere 2 Stunden wachsen duditeherst dann mit fluoreszierendem
ExtrAvidin-TRITC behandelt wurden, war zu beobacoht@ass lediglich die Mutterzellen,
nicht aber die daraus resultierenden Tochterzgjeféarbt waren (Abb. 6A, unten). Dabei
wies derum11464 Deletionsstamm im Vergleich zu SG200 mehrere, tngpbfarbte
Tochterzellen auf (Abb. 6A, unten).

2.3.2 Um11464 wird fir eine effiziente Septenbildung bertigt

Die veranderte Zellmorphologie dem11464Deletionsmutante in axenischer Kultur lief3
vermuten, dass die Septenbildung der Zellen gegerddm Referenzstamm beintrachtigt
sein konnte. Die Ausbildung eines primaren und sisekundaren Septums ist essentiell

fur eine erfolgreiche Teilung vod. maydisSporidien (Weinzierket al, 2002). Um die
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Septenbildung zu visualisieren, wurde eine Calaofirbung exponentiell wachsender
Sporidien vorgenommen. Dabei zeigte sich, dassimti#l464Deletionsmutante durchaus
beide Septen ausbilden kann, dies jedoch signikelténer vorkam als in Sporidien des
Referenzstammes SG200 (Abb. 7B). Stattdessen kommiteerhdhter Frequenz ein

sogenanntes ,zentrales" Septum in der Deletionsmeiaeobachtet werden (Abb. 7A und
B). Es ist davon auszugehen, dass die Ausbildumgseizentralen Septums die
Teilungsfahigkeit der Zellen wenn tberhaupt, dannmafig beeintrachtigt, da wie schon
erwahnt kein vermindertes Wachstum fur SG20011464 zu verzeichnen war.

A B
n=176 n=152
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__ 80 1
§
)
*% 60 1 @ zentrales Septum
»n
$G200Aum11464 5
© Oprimares und
§ 407 " sekundares Septum
P *
< *
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Abb. 7: Septenbildung in haploiden Sporidien von SG 200 und SG200 um11464.

A: Sporidien des Referenzstammes SG200 sowie der uml11464 Deletionsmutante wurden
wahrend der exponentiellen Wachstumsphase in YEPS, mit Calcofluor-White behandelt und
anschlielend mikroskopisch analysiert. Septen sind nach der Farbung deutlich zu erkennen. Ein
.Zzentrales* Septum in SG200 um11464 wurde durch einen Pfeil hervorgehoben. Der
GrolRenmalfistab betragt 15 um. B: Quantifizierung des Septenvorkommens in SG200 und
SG200 um11464. Es wurden drei unabhéngige Kulturen betrachtet, die Werte gemittelt und
prozentual zur Gesamtzahl der Zellen (n) dargestellt. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung an. Signifikante Unterschiede (*p<0,05; ***p<0,0005) sind durch Sternchen
gekennzeichnet.

2.3.3 Die Deletion vonum11464erhoht die Sensitivitat gegeniber
Zellwandstressoren

Um die Bedeutung von Um11464 unter Stressbedingurayetesten, wurden SG200,
SG200 um11464 und SG20m11464-11464, ein Komplementationsstamm, in dem
umll464unter Kontrolle des nativen Promotors in Einzelkoph denip-Lokus des
Deletionsstammes integriert wurde, diversen Stredggn ausgesetzt. Die verwendeten

Substanzen zur Induktion von osmotischem Stres€I(N&orbitol) oder oxidativem Stress
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(H20,) hatten keine Auswirkung auf das Wachstum dersgeten Stamme (nicht gezeigt).
Dahingegen zeigte die@m11464 Deletionsmutante eine erhdhte Sensitivitat auf CM-
Medium, welches mit Kongorot oder Calcofluor versetvurde (Abb. 8). Dieser
Wachstumsdefekt konnte durch Integration voaml11464 in den ip-Lokus des

Deletionsstammes vollstadndig komplementiert wer@dib. 8).

CM Calcofluor [50 pg/mi] Kongorot [70 pg/ml]

Abb. 8: Stresssensitivitait der  um11464 Deletionsmutante. Serielle Verdinnungen der
Stdmme SG200 (1), SG200 um11464 (2) und SG200 um11464-11464 (3) wurden auf CM-
Medium mit oder ohne Stressoren getropft und fur drei Tage bei 28°C inkubiert.
Wachstumsdefekte deuten eine Sensitivitat an.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Um11464 bereits mdildies saprophytischen Wachstums
einen Einfluss auf die Zellmorphologie und die Sésensitivitéat hat. Ob dies zugleich
Auswirkungen auf die pathogene Entwicklung wdnmaydishat, soll nun im Folgenden

naher untersucht werden.

2.4  Die Rolle von Um11464 wahrend der pathogenen Entvkiung
von U. maydis

Um die Bedeutung von Um11464 wahrend der pathogEnéricklung vonU. maydiszu
testen, wurden die Stamme SG200 und SGAR6UL1464 hinsichtlich ihrer Virulenz
getestet. Zusatzlich wurde der Virulenzphanotyp einem weiteren solopathogenen
Stamm, CL13, verifiziert. Diesem Stamm fehlt eintodwines Pheromon/Pheromon-
Rezeptor-System (Bolkeet al, 1995), weshalb er nur sehr schwach filamentdses
Wachstum auf PD-Aktivkohle zeigt und im Vergleich 3G200 weniger virulent ist (Di
Stasio et al, 2009). Geringe Virulenzunterschiede treten in ELdeutlicher zum
Vorschein. Die Analysen wurden durch Komplementetexperimente in beiden
solopathogenen Stammen abgesichert und durch Ulressionsanalysen sowie einer

Komplementation mit einem orthologen Protein erergit
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2.4.1 Um11464 wirkt sich negativ auf die Virulenz aus

Sieben Tage alte Maispflanzen wurden mittels Spfgktion mit den Zellsuspensionen
von SG200, SG20um11464 sowie dem Komplementationsstamm SGQOG0ML1464-

um11464, welcheum11464in Einzelkopie tragt, infiziert und die Pflanzengytome

zwolf Tage nach Infektion quantifiziert. Alle Starmam wiesen vergleichbare
Filamentbildung auf aktivkohle-haltigem Medium a(&bb. 9A). Im Vergleich zum

Referenzstamm SG200 zeichnete sich fir anel1464 Deletionsmutante jedoch ein
hypervirulenter Phanotyp ab, welcher sich durcmiflgant mehr tote Pflanzen, deutlich
starkere Tumorbildung mit Achsenkrimmung sowie ifikgnt weniger kleineren

Tumoren aulBerte (Abb. 9B). Der Komplementationsstarreigte eine zu SG200
vergleichbare Virulenz (Abb. 9B).

" Q00 Boan
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@ GroRe Tumore
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B Tote Pflanzen
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Symptome der infizierten Pflanzen

10% f
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" SG200 Aum11464 Aum11464- CL13  Aum11464 Aum11464- Aum11464-
um11464 um11464 um11464
A32-132
Abb. 9: Virulenz von um11464 Mutanten und Komplementationsstdmmen in SG200 und
CL13-Hintergrund. A: Filamentbildung der unter B angegebenen Stdmme auf Aktivkohle-
haltigem Medium. B: Zellsuspensionen der angegebenen Stimme wurden mittels Spritzinfektion
in sieben Tage alte Maispflanzen injiziert. Pflanzensymptome wurden zwdlf Tage nach Infektion
quantifiziert und je nach Stéarke in verschiedene Kategorien unterteilt (Kamper et al., 2006). Es
wurden mindestens drei unabhangige Infektionen vorgenommen, deren Werte gemittelt und
prozentual zur Gesamtzahl der infizierten Pflanzen (n) dargestellt. Signifikante Unterschiede
(*p<0,05) sind durch Sternchen gekennzeichnet.

Zur Verifizierung des Phanotyps wurde der Virulesttzudem mit den Stdmmen CL13
und CL13 um11464 wiederholt. Auch in diesem Fall wiesen mdémn, die mit der
umll1464Deletionsmutante infiziert wurden, signifikant mejro3e Tumore auf (Abb.

9B). Fir die Komplementation wurdenl11464unter Kontrolle des nativen Promotors und
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einem C-terminalen HA-Epitop in dep-Lokus von CL13um11464 integriert. Es zeigte
sich fur diesen Stamm eine zu CL13 vergleichbarel®inz (Abb. 9B). Allerdings konnte
der Virulenzphénotyp nicht komplementiert werderenwum2l11464ohne seine LysM-
Doméanen (Aminosauren 32-132) in dignaLokus des Deletionsstammes integriert wurde
(Abb. 9B). Dies deutet an, dass Um11464 die Virmleon U. maydisnegativ beeinflusst
und dass dieser Effekt auf die LysM-Domanen zurifikzren ist.

2.4.2 Die Uberexpression vorum11464reduziert die Tumorbildung in
Pflanze

Um zu Uberprifen, ob sich der hypervirulente Phgmater um11464Deletionsmutante
durch Uberexpression umkehren lasst, wurdel 1464unter Kontrolle des sehr staitk
plantainduziertencmul Promotors (Djameet al, 2011) in Mehrfachkopie in dep-Lokus
des Stammes SG200m11464 integriert. In Infektionen mit SG20@mM11464-Rnur
11464HA zeigte sich eine im Vergleich zum Refertarnsn SG200 und demm11464
Deletionsstamm  signifikant  verminderte ~ Tumorbildung(Abb.  10). Die
Uberexpressionsversuche lassen demnach vermusUtal1464 moglicherweise direkt
oder indirekt als Elicitor fungiert und eine verkta pflanzliche Abwehrreaktion
induzieren kénnte.
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100% 1
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60% A OKleine Tumore

50% A B Einzeltumore

40% - BGrof3e Tumore
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B Starke Tumorbildung /
Kriimmung

B Tote Pflanzen

Symptome der infizierten Pflanzen

20% A
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SG200 um11464 um11464- um11464-
umlidé4  Pgp,umlid64

Abb. 10: Virulenz des Uberexpressionsstammes SG200 um11464-P ., -11464HA. Sieben
Tage alte Maispflanzen wurden wie in Abb. 9 beschrieben mit den angegebenen U. maydis
Stammen infiziert und Pflanzensymptome zw6lf Tage nach Infektion quantifiziert. Nach
mindestens drei unabhéngigen Infektionen wurden die Werte gemittelt und prozentual zur
Gesamtzahl der infizierten Pflanzen (n) dargestellt. Signifikante Unterschiede (*p<0,05;
**p<0,005) sind durch Sternchen gekennzeichnet.
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2.4.3 Der umll464Virulenzphanotyp kann durch dassS. reilianum
Ortholog partiell komplementiert werden

Aufgrund der Aminsauresequenz-Ubereinstimmung vdeo &wischen den orthologen
Volllangeproteinen Um11464 vad. maydisund Sr13312 vors. reilianum(vgl. Kapitel
2.1) lag die Vermutung nahe, dass beide Proteineh agine &hnliche Funktion
tubernehmen. Um dies zu Uberprifen, wurdeSlasilianum Gensrl13312unter Kontrolle
des nativeruml11464Promotors in einfacher Kopienzahl in dgnLokus desum11464
Deletionsstammes integriert und der resultierendam& fur Pflanzeninfektionen
verwendet. Wahrend der Komplementationsstamm SQ20Q01464-11464HA eine zu
SG200 vergleichbare Virulenz zeigte, liel3 sich lagservirulente Phanotyp dem11464
Deletionsmutante inU. maydis nur partiell durch das ortholog8. reilianum Gen
komplementieren (Abb. 11).
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Abb. 11: Virulenz von SG200, SG200 um11464 sowie den Komplementationsstdmmen
SG200 um11464-11464HA und SG200 uml11464-sr13312HA.  Zellsuspensionen der
angegebenen Stdmme wurden mittels Spritzinfektion in sieben Tage alte Maispflanzen injiziert.
Pflanzensymptome wurden zwolf Tage nach Infektion quantifiziert. Die Werte von mindestens
drei unabhangigen Infektionen wurden gemittelt und prozentual zur Gesamtzahl der infizierten
Pflanzen (n) dargestellt.

2.4.4 Die Kolonisation von Pflanzengewebe wird durch Um1464 nicht
beeinflusst

Aufgrund des beobachteten Virulenzphanotyps derl1464 Deletionsmutante wurde
vermutet, dass eine erhdhte Kolonisierung des Bélagewebes im Vergleich zum
Referenzstamm SG200 vorliegen kénnte. Um dies gterte kamen zwei verschiedene

Methoden zum Einsatz. Zum einen wurde das drittattBinfizierter Maispflanzen
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prapariert, indem ein 2 cm langes Stick etwa 1 amerbalb der Infektionsstelle
ausgeschnitten wurde. Blattproben wurden zu urttegdlichen Zeitpunkten der
biotrophen Entwicklung vokl. maydisgeerntet, Gesamt-DNA extrahiert und die pilzliche
Biomasse mittels quantitativerreal time¢ PCR (qPCR) bestimmt. Dabei wurde die
Transkriptmenge des pilzlichen hquse-keepiig Gens ppi in Relation zur
Transkriptmenge des pflanzlichen G&APDH gesetzt.

Zum anderen wurde die Proliferation in Pflanze Hukonfokale Mikroskopie tberprift.
Hierfir wurde das infizierte Gewebe des drittent®s mit WGA-AF488 / Propidium-
lodid (PI) gefarbt, wobei die Pflanzenzellwand duiel rot, der Pilz durch das AF488-
konjugierte Lectin WGAWheat germ agglutiningriin gefarbt wurde. Zwei, vier und acht
Tage nach Infektion konnte weder durch qPCR noaichdkonfokale Mikroskopie ein
signifikanter Unterschied in der Pilzproliferatiawischen SG200 und SG200m11464
beobachtet werden (Abb. 12).
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Abb. 12: Kolonisation des Pflanzengewebes durch SG2 00 und SG200 uml11464. A:
Quantifizierung der pilzlichen Biomasse durch qPCR. Die infizierten Bereiche des dritten Blattes
wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geernet, zur Gesamt-DNA-Isolation und
anschlieBender gPCR verwendet. Blattbereiche uninfizierter Pflanzen dienten als Kontrolle.
Gezeigt sind die Mittelwerte von drei unabhéngigen Experimenten, in denen jeweils 10 Blatter
pro Stamm analysiert wurden. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. B: Proliferation
von SG200 und SG200 um11464 im Pflanzengewebe. Die infizierten Bereiche des dritten
Blattes wurden zu gleichen Zeitpunkten wie in A geerntet, mit WGA-AF488/PI gefarbt und mittels
konfokaler Mikroskopie analysiert. Die Pflanzenzellwand ist durch PI rot, die Pilzhyphen durch
WGA-AF488 grin dargstellt. Der GréRenmalfistab ist in den jeweiligen Abbildungen angegeben.
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2.5 Die Rolle von Um11464 bei der Bildung von Infektioastrukturen

Um zu untersuchen, ob Um11464 bereits in einemefmistadium der pathogenen
Entwicklung, namlich wahrend der Ausbildung von ektfonsstrukturen, eine
entscheidende Rolle spielt, wurde die Reaktion derl1464 Deletionsmutante auf
Pflanzenstimuli wie Hydrophobizitat und Fettsaurgetestet. Hierzu wurde das von

Mendoza-Mendozat al. (2009) etabliertén vitro Differenzierungssystem verwendet.

2.5.1 Dieumll464Mutante zeigt eine verstarkte Reaktion auf Hydroxy
Fettsauren

Um die Reaktion deuml11464Deletionsmutante auf den Fettsdurestimulus 16-biydr
Palmitinsaure (HPS) unabhangig von einer hydrophobberflache zu testen, wurde
SG200 und SG20Wwm11464 in 2% YEPS mit 100 pM HPS induziert und die
Filamentbildung nach 18 h quantifiziert. Es warlkmobachten, dass die Filamentbildung
der um11464 Deletionsmutante im Vergleich zum Referenzstamnm2@Gsignifikant
erhoht war (Abb. 13B).
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Abb. 13: Morphologische Reaktion der uml11464 Deletionsmutante auf Hydroxy-
Fettsduren. A: Die Filamentbildung in SG200 und SG200 um11464 wurde durch Inkubation der
Stamme in 2% YEPS,_ mit 100 uM HPS fiur 18 h induziert. Der GréRenmafistab betragt 15 um.
B: Quantifizierung der Filamentbildung. Sporidien der angegebenen Stamme wurden wie in A
beschrieben mit HPS induziert. Es wurden drei unabhangige Kulturen betrachtet und der
prozentuale Anteil an Filamenten zur Gesamtzellzahl (n) ermittelt. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung an. Signifikante Unterschiede (*p<0,05) sind durch Sternchen
gekennzeichnet.
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2.5.2 Dieumll464Mutante bildet verstarkt Appressorien auf der
Blattoberflache

Im Folgenden wurde der Effekt einer hydrophobenr@ehe in Kombination mit einem
Fettsdurestimulus auf die Appressorienbildung néaletersucht. Hierfir wurden die
Stamme SG200 und SG200m11464mit dem Plasmid pAM1Appressorial marker Y1
transformiert (Mendoza-Mendozzat al, 2009). Dieses fuhrt zur Expression vore@ip
durch denum01779Promotor, welcher spezifisch in den Hyphenspit2@pressorien-
bildender Zellen induziert wird (Abb. 14A). Die GHoreszenz erleichtert die
Erkennung von Appressorien.
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Abb. 14: Appressorienbildung der um11464 Deletionsmutante auf Parafilm und auf

Maisblattern.  A: Appressorien-bildende Filamente auf Parafim. SG200-AM1 und
SG200 uml11464-AM1 wurden in 2% YEPS, zu einer OD von 0,2 aufgenommen und nach
Zugabe von 100 uM HPS mittels Spruh-Inokulation auf einen mit Parafilm ausgekleideten
Objekttrager aufgebracht. Nach 18-stiindiger Inkubation wurden die Filamente mit Calcofluor
(CFW) gefarbt (links). Das GFP-Signal in den Spitzenzellen visualisiert die Appressorienbildung
(rechts). B: Sporidien von SG200-AM1 und SG200 um11464-AM1 wurden wie in A beschrieben
behandelt und auf Parafilm gespriiht. Nach 18-stiindiger Inkubation bei 28°C wurde die Anzahl
Appressorien-bildender Filamente zur Gesamtzahl aller Filamente (n) mikroskopisch bestimmt.
Zusatzlich wurden Maispflanzen mit den angegebenen Stammen infiziert und Appressorien 18 h
nach Infektion wie beschrieben quantifiziert. Es wurden mindestens drei unabhéangige
Experimente fur die in vitro und in vivo-Analyse durchgefihrt. Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler an. Signifikante Unterschiede (*p<0,05) sind durch Sternchen gekennzeichnet.

Fur diein vitro Quantifizierung von Appressorien wurden die ergspenden Stamme in
2% YEPS zu einer OD von 0,2 aufgenommen und die Suspems&oh Zugabe von HPS
mittels Spruh-Inokulation auf einen mit Parafim geldeideten Objekttrager aufgebracht.
Nach Inkubation bei 28°C fur 18 h wurde die Anzdéi Filamente mit Appressorium zur
Gesamtzahl aller Filamente mikroskopisch bestinidabei konnte kein Unterschied in der
Appressorienbildung zwischen deml11464Deletionsmutante und dem Referenzstamm
beobachtet werden (Abb. 14A und B). Die Quantifizigy von Appressorien 18 h nach
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Maisinfektion hingegen ergab eine im Vergleich z280 signifikant erhdhte
Appressorienbildung fur diem11464Deletionsmutante (Abb. 14B). Der Unterschied zur
in vitro-Analyse lasst vermuten, dass ein weiterer, bishebekannter Reiz der

Pflanzenoberflache die Appressorienbildunguted 1464Deletionsmutante beginstigt.

2.5.3 Die Penetration der Pflanzenoberflache wird durch Wn11464 nicht
beeinflusst

Nachdem eine erhdhte Appressorienbildung derl1464 Deletionsmutante auf der
Pflanzenoberflache beobachtet wurde, war es imdnrolgn interessant zu analysieren, ob
diese auch mit erhdhter Effizienz penetrierten.\Damrde das jeweils dritte Blatt von mit
SG200-AM1 und SG20um11464-AM1 infizierten Maispflanzen mikroskopisch
analysiert. Appressorien-bildende Hyphen konntemcldudie GFP-Expression in der
Hyphenspitze identifiziert werden. Zusatzlich wurddie Pilzhyphen mit Calcofluor
gefarbt. Da dieses nicht in die Pflanzenzelle aufgemen wird, konnte zwischen
penetrierten Hyphen und solchen, die sich ausdtifldieauf der Blattoberflache befanden,

unterschieden werden.
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SG200- uml1464-
AM1 AM1

Abb. 15: Quantifizierung der Penetrationseffizienz von Appressorien der uml11464
Deletionsmutante. Maispflanzen wurden in drei unabhangigen Infektionen mit SG200-AM1 und
SG200 um11464-AML1 infiziert und 20 h nach Infektion mikroskopisch analysiert. Dabei wurde
der prozentuale Anteil penetrierter Appressorien zur Gesamtzahl aller Appressorien-bildender
Filamente (n) bestimmt. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an.
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Eine Quantifizierung der Penetrationsereignissé& 2ach Maisinfektion mit SG200-AM1
und SG200um11464-AM1 ergab eine fur digml1464Deletionsmutante leicht erhéhte

Penetrationseffizienz, welche jedoch nicht sigmifikwar (Abb. 15).

2.5.4 Die Oberflachenhydrophobizitat von Hyphen wird durch Um11464
nicht beeinflusst

Da nicht nur pflanzliche Stimuli, sondern auch dseschaffenheit der pilzlichen
Zellwand/Oberflache selbst Einfluss auf die Diffezrierung, Adhasion und somit dem
Pathogenitatsverlauf eines phytopathogenen Pilatsnan (Tucker und Talbot, 2001;
Wessels, 1996), sollte im Folgenden untersucht everdob eine veranderte
Oberflachenhydrophobizitat filamentdser Koloniemv®G200 und SG20@m11464far
den Virulenzunterschied in Pflanze verantwortlidmgcht werden kann. Hierfur wurde
nach einer leicht modifizierten Version von Mulletr al (2008) vorgegangen. Zunachst
wurden Zellsuspensionen von SG200, SG20011464 sowie Kreuzungen der
kompatiblen Wildtyp-Stamme FB1 und FB2 und derehum3 repl Derivate auf
Aktivkohle-haltiges CM-Festmedium getropft und f##8 h bei 28°C inkubiert.
Anschlieend wurde ein Tropfen 0,25% Evans-Blue ubgs auf die filamentds
gewachsenen Kolonien gegeben. Neben der Analysérdpfenform wurde auch die Zeit
gestoppt, die es fur die Absorption des Tropfengbgte. Zur genaueren Bestimmung der
Oberflachenhydrophobizitat wurde zudem eine Kontakielberechnung nach
Doehlemanret al. (2006) vorgenommen.

Fur die beiden Wildtyp-Stamme SG200 und FB1xFB2 alsh fur SG200um11464
zeigte sich eine runde Tropfenform (Abb. 16), welbis zu 72 h zur Absorption bendétigte
(nicht gezeigt). Alle drei Stamme wiesen eine hdbieerflachenhydrophobizitat mit
Kontaktwinkeln von 120,8° (SG200), 121,1° (SG20Mm11464 und 104,9° (FB1xFB2)
auf. Das sofortige Ausbreiten des Tropfens auf ddfolonie des
FB1 hum3 replxFB2 hum3 repl Kreuzungsstammes in Kombination mit einem sehr
niedrigen Kontraktwinkel von 3,99° kennzeichnetengeigen eine stark verminderte
Hydrophobizitat der pilzlichen Oberflache (Milletral, 2008) (Abb. 16).
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QO 0 0 O

Abb. 16: Bestimmung der pilzlichen Oberflachenhydro phobizitat. Die auf Aktivkohle-
haltigem Medium filamentés gewachsenen Stdmme SG200, SG200 um11464, die Kreuzungen
der kompatiblen Wildtyp-Stamme FB1 und FB2 sowie deren hum3 repl Derivate wurden mit
einem Tropfen Evans-Blue Lésung versehen. Die runde Tropfenform bzw. die Ausbreitung und
das Einziehen des Tropfens geben erste Hinweise auf die pilzliche Oberflachenhydrophobizitat.

2.6  Transkriptionelle Reaktion der Pflanze auf Infektion mit der
umll464Mutante

Aus den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit geldrvan, dass uml11464
Deletionsmutanten verstéarkt Appressorien auf P#apilden. Um herauszufinden, ob die
vermehrte Bildung von Infektionsstrukturen alleierdGrund fir den in Pflanze zu
beobachtenden hypervirulenten Phanotyp ist odeJwi1464 aktiv in die pflanzliche
Genexpression wahrend dieser frihen InfektionsphaseU. maydiseingreift, wurden
vergleichende Transkriptomanalysen von mit SG208 &G200um11464 infizierten
Pflanzen durchgefihrt. Da die Appressorienbilduregelts 12 h nach Maisinfektion
initiilert wird, wurden Blattproben dieses frihenfektionsstadiums geerntet, die RNA
daraus isoliert und mittels RNASeq analysiert. Datgrden drei biologische Replikate
angefertigt. Anderungen der Genexpression wurdéativezu mit Wasser infizierten
Pflanzen normalisiert.

Fur einen globalen Uberblick tiber die Menge defedinziell regulierten Pflanzengene
wurde zwischen hoch- und herunterregulierten Gendferenziert und nur jene
differenziell regulierten Gene als signifikant laeintet, deren Irrtumswahrscheinlichkeit
(FDR, ,false discovery rate} < 5% war. MittelsR und unter Verwendung der Funktion

.get venh (Skript siehe CD im Anhang) wurden diese Gene Rorm eines
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Mengendiagramms veranschaulicht. Dabei zeigte siahs beim direkten Vergleich der
Genexpression zwischen SG200 und SG20011464 unter den gegebenen Bedingungen
kein Genkandidat als signifikant differenziell régtt eingestuft werden konnte (Abb. 17).

Abb. 17: Mengendiagramm zur Veranschaulichung derd  urch SG200 und SG200 um11464
differenziell regulierten Pflanzengene.  SG200 und SG200 um11464-infiziertes Blattmaterial
wurde 12 h nach Infektion fur eine vergleichende Transkriptomanalyse mittels RNASeq
verwendet. Dabei diente mit Wasser infiziertes Blattmaterial der Normalisierung der
Expressionsdaten. Differenziell regulierte Gene wurden als signifikant betrachtet, wenn ihre
Irrtumswabhrscheinlichkeit < 5% war. Mittels R und unter Verwendung der Funktion ,get venn*“
wurden diese Gene in hoch- (A) und herunterregulierte Gene (B) unterteilt und in Form eines
Mengendiagramms veranschaulicht.

Da ein direkter Vergleich zwischen SG200 und. SG2M0011464 zur Detektion
differenziell regulierter Gene nicht moglich war,unde sich im Folgenden auf die
individuell duch SG200 oder SG200m11464 regulierten Gene konzentriert. Dabei fiel
auf, dass die herunterregulierten Gene in dieseh$dg-Analyse stark unter-repréasentiert
waren (Abb. 17). Wahrend 63 Gene nach SG200-ldektund 187 Gene nach
SG200 um11464-Infektion hochreguliert wurden, waren es Gubzw. 26 signifikant
differenziell herunterregulierte Gene unter gleith®nalysebedingungen (Abb. 17). Es
schien aul3erdem interessant der Frage nachzugekérhe dieser Gene nach SG200-
Infektionen, nicht aber in SG200m11464-Infektionen signifikant induziert werdemnbz
welche Gene spezifisch nur nach Infektion mit demll464Deletionsstamm induziert
werden. Hierfir wurden neue Stringenzbedingungestgétegt, wobei differenziell
regulierte Gene erst dann als signifikant betrachteden, wenn ihr ,bereinigter* p-Wert
(,adj. P-value®) unter 20% lag und die Irrtumswahrscheinlichk€DR, ,false discovery
rate”) < 5% war. Eine hierarchische Cluster-Analyse i{@ksiehe CD im Anhang) unter
diesen Stringenzbedingungen ergab, dass nach ibriekiit SG200 8 Gene signifikant in
ihrer Expression hochreguliert waren, nach Infektnit SG200um11464 hingegen 19



Ergebnisse 27

Gene induziert wurden (Abb. 18A). Im Falle der mtewregulierten Gene waren nur 3

signifikant differenziell nach SG200-Infektion rdigut, wahrend 19 Gene nach Infektion
mit SG200 um11464 herunterreguliert wurden (Abb. 18B). Teibgewar hierbei eine

relativ grof3e Varianz der Genexpressionswerte hwiscden einzelnen biologischen
Replikaten zu beobachten (Abb. 18A und B), was ailgr gPCR-Analysen ausgewahlter

Gene bestéatigt werden konnte (nicht gezeigt).

Abb. 18: Hierarchische Cluster-Analyse der durch SG 200 und uml11464 signifikant
regulierten Pflanzengene 12 h nach Maisinfektion. SG200 und SG200 umll464-infiziertes
Blattmaterial wurde wie in Abb. 17 beschrieben analysiert. Dabei wurden nur jene Gene in
Betracht gezogen, die spezifisch entweder nach SG200-Infektion oder SG200 um11464-
Infektion signifikant differenziell reguliert wurden. Ein Gen galt als signifikant differenziell
reguliert, wenn sein bereinigter p-Wert unter 20% lag. Mittels R und unter Verwendung der
Funktion ,heatmap 2" (basierend auf Mortazavi et al., 2008) wurde eine hierarchische Cluster-
Analyse dieser Gene firr die einzelnen biologischen Replikate durchgefiihrt. Diese Funktion
beinhaltet eine Normalisierung gegen die Transkriptlange sowie die Gesamtmenge der
sequenzierten ,reads“. A: Hierarchische Cluster-Analyse der durch SG200 und
SG200 uml11464 signifikant hochregulierten Gene. Die Irrtumswahrscheinlichkeit zur Detektion
der Genkandidaten lag bei < 1%. Die Farbskalierung zum Expressionswert eines jeden Gens
erfolgte manuell, um gegen die Varianz zwischen den biologischen Replikaten sowie der
durchschnittlichen Genexpression pro Replikat zu normalisieren. Die durchschnittlichen
Expressionswerte der Wasserkontrolle sind grin dargestellt. Zunehmende Expressionwerte
(negatives Vorzeichen) wurden durch die Farbabstufungen von gelb, Uber orange bis rot
dargestellt. Die Accession-Nummern der jeweiligen Gene sind rechts angegeben. Sternchen
kennzeichnen jene Gene, die durch SG200, jedoch nicht durch SG200 um11464 signifikant
reguliert wurden. B: Hierarchische Cluster-Analyse der durch SG200 und SG200 um11464
signifikant herunterregulierten Gene. Die Irrtumswahrscheinlichkeit zur Detektion der
Genkandidaten lag bei < 5%. Die Farbskalierung der Expressionswerte erfolgte wie in A
beschrieben. Die durchschnittlichen Expressionswerte der Wasserkontrolle sind rot dargestellt.
Abnehmende Expressionwerte (positives Vorzeichen) wurden durch die Farbabstufungen von
orange, Uber gelb bis griin dargestellt. Die Accession-Nummern der jeweiligen Gene sind rechts
angegeben. Sternchen kennzeichnen jene Gene, die durch SG200, jedoch nicht durch
SG200 um11464 signifikant reguliert wurden.
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Eine Annotation der spezifisch nach SG20M11464-Infektion induzierten Maisgene
ergab, dass es sich im Vergleich zu SG200 vorwiegen induzierte Abwehrgene, Gene
zur Modifikation der pflanzlichen Zellwand sowieténessanterweise um Gene handelte,
die fir DNA- und RNA-bindende Proteine kodieren wride Rolle in Transkription und
Translation Gbernehmen (Tab. 1). Die Expression M@mskriptionsfaktoren in einem so
frihen Infektionsstadium ist dabei neu und spiegjeh nicht in den bereits veroffentlichen
Microarray-Analysen von Maispflanzen nach Infektimit SG200 wider (Doehlemaret

al., 2008).

Tab. 1: Detektierte Maisgene, die spezifisch nur na  ch SG200-Infektionen bzw. nur nach
SG200 uml11464-Infektionen induziert wurden

»adj. P-value* »adj. P-value*
SG200 um11464

Genname Annotation *

Hochregulierte Gene, die nur nach SG200 -Infektion en induziert wu rden

AC234160.1_FG003 mdgliche O-Glucosyl-Hydrolase 0.005 0.697
Aktivitat

GRMZM2G026143 unbekanntes Protein 0.006 0.355

GRMZM2G046733 unbekanntes Protein 0.009 0.261

GRMZM2G106650  &hnlich zu Cytochrome P450 (A. 0.003 0.950
thaliana)

GRMZM2G151476 -Ketoacyl-ACP-Synthase | 0.007 0.773

GRMZM2G384755 hypothetisches Protein 0.003 0.415

GRMZM2G420812 SAUR31, Auxin-responsive SAUR 0.006 0.232
Protein

GRMZM5G847669  Serine-type Endopeptidase-Inhibitor 0.003 0.322

AC225718.2_FG006 EF-hand Ca**-bindendes Protein 0.329 6.049e-05
CCD1

GRMZM2G014392  9-cis-Epoxycarotenoid-Dioxygenase-

o 0.498 0.004

Aktivitat

GRMZM2G025895 &hnlich zu WRKY Transkriptionsfaktor  0.200 0.002
(A. thaliana)

GRMZM2G030688 unbekanntes Protein 0.377 0.007

GRMZM2G037685 unbekanntes Protein 0.829 0.007




Protein
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GRMZM2G050234 mdogliche Oxidoreduktase-Aktivitat 0.240 0.009
GRMZM2G076307  ahnlich zu Glycosyl-Transferase (O. 0.239 0.006
sativa)
GRMZM2G089231 unbekanntes Protein 0.527 0.004e-01
GRMZM2G114552  ahnlich zu Bowman-Birk Trypsin- 0.485 0.002
Inhibitor (O. sativa)
GRMZM2G119864 Pektinesterase 0.738 0.002
GRMZM2G121312 Polygalacturonase Inhibitor 0.528 2.888e-05
GRMZM2G149756 AP2-Domanen Transkriptionsfaktor 0.245 0.005
GRMZM2G339645 Cellulose Synthase 0.215 0.002e-01
GRMZM2G382379 Peroxidase Aktivitat 0.503 0.006
GRMZM2G420870 unbekanntes Protein 0.498 8.275e-05
GRMZM2G425798 AP2-Domaéanen Transkriptionsfaktor 0.323 0.003
GRMZM5G879872  unbekanntes Protein 0.205 6.445e-05
GRMZM5G894016 -Ketoacyl-ACP-Synthase | 0.402 0.004
GRMZM5G898755  nicht-spezifisches Lipid-Transfer- 0.336 0.002

GRMZM2G000874

GRMZM2G083875

GRMZM2G336583

unbekanntes Protein

unbekanntes Protein

RNA-bindendes Protein

0.024

0.024

0.037

0.429
1,000

0.288

AC149829.2 FG003 Nucleoporin Autopeptidase

EF517601.1_FGO014

GRMZM2G021303

GRMZM2G054380
GRMZM2G086066
GRMZM2G089517

GRMZM2G092232

unbekanntes Protein

ahnlich zu TPR-like Protein (A.
thaliana)

Histone-lysine N-methyltransferase
Metallionen-bindendes Protein
unbekanntes Protein

ahnlich zu Kinesinmotor-Doméanen

enthaltendes Protein (O. sativa)

0.395
0.338

1,000

0.222
1,000
0.499

0.949

0.031

0.044

0.040

0.025

0.042

0.022

0.0168




Ergebnisse 30

GRMZM2G097618 unbekanntes Protein 0.485 0.002
GRMZM2G103740 Replikationsfaktor C 2 0.240 0.007
GRMZM2G164340 Nitrilase-assoziiertes Protein 0.895 0.046
GRMZM2G177165 Chromatin Komplex Untereinheit A101 0.300 0.047
GRMZM2G181081 CBL-interacting Proteinkinase 1,000 0.030
GRMZM2G325783 &hnlich zu Xklp2-targeting Protein (A.  0.445 0.036
thaliana)
GRMZM2G349193  &hnlich zu PPR-like Protein (O. sativa) 1,000 0.011
GRMZM2G392918 unbekanntes Protein 0.237 0.011
GRMZM2G436344  &hnlich zu C2H2-type Zinkfinger 0.276 0.033

Protein (A. thaliana; O. sativa)
GRMZM2G440831 unbekanntes Protein 0.638 0.021

GRMZM2G703442 &hnlich zu C2H2-type Zinkfinger 0.255 0.043

Protein (A. thaliana; O. sativa)

GRMZM5G899787 ahnlich zu RRM-enthaltendes Protein  0.217 0.041

(O. sativa)

! Die Annotation wurde durch BLAST Analysen und unter http://www.maizegdb.org ermittelt

2.7  Heterologe Expression von Um11464

Um Um11464-Protein fur biochemische Analysen zuigeen, wurde das prokaryotische
Expressionssyster. coli sowie die eukaryotischen Expressionssyst&@meastorisund
N. benthamianagetestet. Auch eine Uberproduktion . maydis selbst wurde
herangezogen, um Um11464 in ausreichendem Mal3ewunmmen. Im Folgenden werden
jene Expressionssysteme néher erlautert, die derdh@gen Synthese von Um11464 am

dienlichsten waren.

2.7.1 Rekombinante Proteinsynthese irkE. coli und Gewinnung polyklonaler
Antikdrper

Fur die rekombinante Synthese von Um11464£.rcoli wurden zahlreiche Vektoren mit
unterschiedlichsten Fusions-Tags (GST, Strep, Blisjie verschiedenste. coli BL21-

Derivate zur Expression herangezogen. Auch die dSgonsbedingungen wie
Temperatur, Dauer und IPTG-Konzentration zur Indwktder Proteinexpression wurden
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variiert, um eine Optimierung zu erzielen. Unten dggebenen Expressionsbedingungen
akkumulierte Um11464 jedoch stets in der unléslicheaktion als Einschlusskérperchen
(inclusion bodies so dass nach Aufreinigungsversuchen kein natResein in der
I6slichen Fraktion erhalten werden konnte (nichtzeygt). Zur Gewinnung von
Antikdrpern wurde Um11464 daher unter denaturieearidedingungen durch Zugabe von
8 M Harnstoff aus inclusion bodies solubilisiert. Hierzu wurde zunachst dam11464
Gen ohne N-terminale Signalpeptidsequenz in dentdrghET SUMO kloniert, was zu
einer N-terminalen 6xHis-SUMO-Proteinfusion fuhriéusatzlich wurdeum11464mit
einem C-terminalen HA-Tag versehen, um eine aref8bhide Detektion in Western-
Analysen zu erleichtern. Das ca. 50 kDa grol3e Rgpimtein wurde in denk. coli
Derivat BL21 (DE3)pLysS hergestellt und nach Zalyunter Zugabe von Harnstoff Uber
Ni-NTA-Affinitatschromatographie aufgereinigt. Tetvereinzelter Degradationsbanden

konnte so eine ausreichende Proteinausbeute exerden (Abb. 19A).

Abb. 19: Heterologe Expression und Aufreinigung von Um11464 zur Gewinnung
polyklonaler Antikbrper. A:  Um11464 wurde als N-terminales 6xHis-SUMO-Fusionsprotein in
E. coli BL21 (DE3)pLysS produziert. Die Expression erfolgte nach Zugabe von 1 mM IPTG fur
18 Stunden bei 20°C. Das Fusionsprotein 6xHis-SUMO-11464HA wurde anschlieBend unter
denaturierender Reinigung aus ,inclusion bodies" solubilisiert und konnte als ca. 50 kDa groR3e
Bande in Coomassie-gefarbten SDS-Gelen detektiert werden (E1, durch Sternchen
gekennzeichnet). Zusatzlich wurde das Fusionsprotein einem SUMO-Protease-Verdau
unterzogen (E2). Das erhaltene Protein Um11464HA (E2, durch Sternchen gekennzeichnet)
wurde aus Coomassie-gefarbten SDS-Gelen ausgeschnitten und fir die Antikdrpergewinnung
verwendet. Das 6xHis-SUMO-11464HA Fusionsprotein sowie die einzelnen Spaltprodukte nach
SUMO-Protease-Verdau sind durch Pfeile markiert. Der GroRenstandard (kDa) ist links gezeigt.
B: Kreuzreaktion des polyklonalen anti-Um11464HA Antikdrpers in Proteinextrakten von E. coli
BL21 (DE3)pLysS, U. maydis SG200 und Z. mays. Die Expression von 6xHis-SUMO-11464HA
in Proteinextrakten aus E. coli wurde entweder nicht induziert (Ul) oder fur vier Stunden mit 1
mM IPTG induziert (I). Die Proteinextrakte aus Mais stammen von uninfizierten (Ul) oder mit
SG200-infizierten (I) Pflanzen. Alle Proteinextrakte wurden in Western-Analysen mit dem aus
Kaninchen gewonnenen polyklonalen anti-Um11464HA beprobt. Der Antikérper wurde dabei in
einer Verdinnung von 1:10.000 eingesetzt. Die erwarteten Um11464-Fusionsproteine in den
einzelnen Lysaten sind durch Sternchen gekennzeichnet. Der GréRenstandard (kDa) ist links
gezeigt.
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Da es sich bei dem SUMO Protein um ein Ubiquitindéhes Protein handelt, welches in
Eukaryoten zahlreich vertreten ist, war im Folgendae Abspaltung der 6xHis-SUMO-
Fusion unentbehrlich, um das synthetisierte Prdigireine anschlieRende Immunisierung
von Kaninchen zur Gewinnung polyklonaler Antikérpeinzusetzen. Daher wurde das
aufgereinigte Um11464-Fusionsprotein einem SUMQdage-Verdau unterzogen, um die
N-terminale 6xHis-SUMO-Fusion zu entfernen. Danadlwr die SUMO-Protease, das
6xHis-SUMO-Spaltprodukt als auch das gewlnschte L#84HA-Fusionsprodukt im
Coomassie-gefarbten SDS-Gel sichtbar (Abb. 19A)tzteees wurde aus dem Gel
ausgeschnitten und fur die Immunisierung von Kamemceingesetzt (vgl. Kapitel 4.6.6.5).
Das erhaltene anti-Um11464HA Serum aus Kaninchemdevwiderum in Western-
Analysen hinsichtlich der Reaktion und SpezifitdiZelllysaten aug. coli, U. maydisund

Z. mays getestet. Dabei wurde der Antikorper in verschieme Konzentrationen
eingesetzt. Eine 1:10.000 Verdinnung war hierbsteachend, um eine Immunreaktion in
SG200 auszulésen (Abb. 19B). Fur ProteinextrakgeEalcoli erwies sich der Antikdrper
jedoch als unbrauchbar, da neben der Um11464-sgdwh Bande bei etwa 50 kDa,
welche zudem recht schwach war, ein hohes Hintedgignal entstand (Abb. 19B). In
Maisproteinextrakten wurde kein Um11464HA-Signdladten (Abb. 19B).

2.7.2 Rekombinante Proteinsynthese irfN. benthamiana

Aufgrund der Tatsache, dass natives, rekombinaRtetein Um11464 nicht irE.coli
produziert werden konnte und auch Expressionsveesua P. pastoris und eine
Um11464-Uberproduktion itJ. maydisselbst erfolglos blieben (nicht gezeigt), wurde im
Folgenden auf das eukaryotische Expressionssy®erbenthamianazurickgegriffen.
Durch die Expression in dem eukaryotischen Systeolites post-translationale
Modifikationen und somit eine ausreichende Faltumgl Funktionalitdt des Proteins
sichergestellt werden.

Fur die Proteinexpression wurdenl11464mit einem N-terminalerStrepTag fusioniert
und in den Vektor pBIN19AN kloniert. Nach Transfation in derA. tumefacienStamm
GV3101 erfolgte eineA. tumefaciensermittelte, transiente Transformation IN.
benthamianaDas nach 5 Tagen in Tabak exprimierte, ca. 34 ¢nd&e Strep-Um11464-
Fusionsprotein wurde mittelStrepTag Affinitdtschromatographie tber eine Strep-iract
Sepharose aufgereinigt und im SDS-Gel nach Coom&ssbung visualisiert (Abb. 20).
An dieser Stelle muss jedoch erwahnt werden, da®d1464 versehentlich ohne
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Signalpeptid-Sequenz in den Vektor pBIN19AN klohiemrde. Die Proteinexpression

erfolgte demnach wieder ohne die Gewahrleistungrfpasslationaler Modifikationen.

Abb. 20: Heterologe Expression von Um11464 durch A. tumefaciens -vermittelte
Transformation in  N. benthamiana . A. tumefaciens wurde mit dem Strep-Um11464-
Fusionskonstrukt transformiert und zur Infiltration von N. benthamiana verwendet. Finf Tage
nach Infiltration wurden die Blatter geerntet, lysiert und das Pflanzenlysat mittels Strep-tag
Affinitditschromatographie aufgereinigt. Das 34 kDa grolle Strep-Um11464-Fusionsprotein
konnte danach in Western-Analysen mit Strep-Taktin-HRP in den einzelnen Fraktionen detektiert
werden. L: Lysat; FT: Flow-through; E1: Elution 1; E2: Elution 2. Der GroRenstandard (kDa) ist
links gezeigt.

2.7.3 Heterolog exprimiertes Um11464 Protein interagiernicht mit
Polysacchariden

Das in N. benthamiana produzierte Strep-Um11464-Fusionsprotein wurde flr
Polysaccharid-Bindeversuche eingesetzt. Da Um1X4é4 LysM-Domanen besitzt, lag
die Vermutung nahe, dass es, typisch fir LysM-Hmetecine hohe Affinitat zu diversen
Polysacchariden aufweisen sollte (Anéteal, 2008; de Jonget al, 2010; Petutschnigt
al., 2010). Aufgereinigtes Protein wurde daher nachden Burget al. (2006) mit leichten
Modifikationen (vgl. Kapitel 4.6.7) mit den unldsien Polysacchariden Chitin, Chitosan,
Curdlan (3-1,3 Glucan), Cellulose, Pektin und Xylakubiert und nach zentrifugaler
Trennung in I6sliche (Uberstand) und unloslichekBoa (Polysaccharide) in Western-
Analysen mittels Strep Taktin-HRP detektiert. Dab&igte sich, dass Strep-Um11464 mit
keinem der getesteten Polysaccharide co-prazigt{@&bb. 21). Dies steht im Gegensatz
zu bereits veroffentlichten Studien Gber LysM-Pirmeéephytopathogener Pilze, welche die
pilzlichen Zellwandbestandteile wie Chitin oder tosan abfangen, um so die Erkennung
durch die Pflanze und die damit einhergehende Bélaabwehr zu unterbinden (de Jonge
et al, 2010).
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Abb. 21: Polysaccharid-Bindeversuche mit aufgereini gtem Um11464. Die Polysaccharid-
Bindeversuche wurden nach van den Burg et al. (2006) durchgefiihrt, wobei leichte
Abweichungen vom Protokoll vorgenommen wurden (vgl. Kapitel 4.6.7). Das aus Tabak
gewonnene, aufgereinigte Fusionsprotein Strep-Um11464 (E) wurde mit den unléslichen
Polysacchariden Chitin, Chitosan, Cellulose und Curdlan fir 4 h bei 4°C inkubiert und der
Reaktionsansatz durch Zentrifugation in die unlosliche Pellet und lésliche Uberstandsfraktion
separiert. Die unlésliche Fraktion wurde erst mit 1% SDS (2), danach in 5x SDS-Gelladepuffer
(1) gekocht und zusammen mit der I6slichen, TCA-gefallten Uberstandsfraktion (3) in Western-
Analysen mit Strep-Taktin-HRP untersucht. Der GréRenstandard (kDa) ist links gezeigt.

2.8 Lokalisationsstudien zu Um11464

Bioinformatische Analysen ergaben, dass Um11464 seiitr hoher Wahrscheinlichkeit
Uber den kanonischen Weg durch das EndoplasmatiReti&ulum (ER) und Golgi

Apparat sekretiert wird. Dies soll nun im Folgen@siperimentell belegt werden.

2.8.1 Verifizierung der Funktionalitat des N-terminalen Signalpeptids von
Um11464

Zur Uberpriufung, ob das Um11464 Signalpeptid eirfiziente Proteinsekretion
ermdglicht, wurde auf das f(B. cerevisiaeetablierte System der Hefesignalsequenzfalle
(YSST) zurlckgegriffen (Catanzarigt al, 2006; Leeet al, 2006). Hierbei bedient man
sich eines Invertase-defizienten Hefestammes, digriand fehlender Zuckertransporter
fur Di- und Trisaccharide nicht auf MinimalmediumitnSaccharose wachsen kann. Er
bendtigt demnach eine sekretierte Invertase zult8wader Saccharose in Fruktose und
Glukose, was durch Transformation mit dem Plasmf&p-O erreicht werden kann.
Dieses codiert fir eine sekretierte Invertase (SYJ@&8r jedoch fiur die Expression das
Startcodon und das Signalpeptid fehlen. Eine Kompl#ation der Invertasedefizienz ist
demnach nur mdglich, wenn vor die Invertasesequeinz DNA-Abschnitt mit den
geforderten Funktioneim framekloniert wird. Im Falle vorum11464wurden die Sequenz
des Volllange-Gens (pYST-@m11464 sowie eine verkirzte Version (pYST-
O _um11464°°319 inseriert. Als Positivkontrolle diente eine verkie Genversion von
pepl(pYST-O pepl 17§ welches fiir ein bereits bekanntes, sekretiePresein inU.
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maydiscodiert (Doehlemanet al, 2009). Die Transformation mit dem Leervektor p¥ST
O diente als Negativkontrolle.

A g, B 10
SD + Glukose SD + Saccharose

8 - 9 1

71 87

6 [
o o 61 —4—pYST-0
3 °7 S
8 A Q 51 —B—pYST-O_pepl 140-178

O 4 —4—pYST-O_11464 60-316
3 B
31 —e—pYST-0_11464

2 2

1 - 14

0 B T T T 1 O A T T T 1

0 8 24 31 0 8 24 31
Zeit[h] Zeit[h]

Abb. 22: Signalpeptid-Funktionalitdt von Um11464 Ub er die Hefesignalsequenzfalle
(YSST). Der Invertase-defiziente Hefestamm Y02321 wurde mit dem Leervektorplasmid pYST-O
bzw. den Plasmiden pYST-O_um11464, pYST-O_um11464 °>**° und pYST-O_pepl ****"® zur
Komplementation der Invertase-Expression transformiert. A: Die jeweiligen Hefetransformanten
wurden in Glukose-haltigem Kontrollmedium kultiviert und die Zelldichte zu unterschiedlichen
Zeiten des Wachstums photometrisch bestimmt. B: Die jeweiligen Hefetransformanten wurden
in Saccharose-haltigem Minimalmedium kultiviert und die Zelldichte wie in A beschrieben
bestimmt.

Wachstumsanalysen der jeweiligen Hefetransformanteigten eine vergleichbare
Wachstumsrate aller Stdmme in Glukose-haltigem #odmedium (Abb. 22A). In
Saccharose-haltigem Medium hingegen waren nur jdegestamme zum Wachstum
befahigt, in denen der Invertase-ORF durch die tuztken und Volllange-Gensequenzen
von um11464und pepl ergénzt wurden (Abb. 22B). Das Um11464 Signalpei
demnach funktionell und sollte eine effiziente &¢ikon des Proteins tber den kanonischen
Weg ermoglichen.

Um herauszufinden, ob das Signalpeptid wichtigfist die Funktion von Um11464,
wurden im weiteren Verlauf Deletions- und Kompletagionsanalysen durchgefihrt.
Hierzu wurde das Signalpeptid von Um11464 im Sta®®200 um11464-114642
deletiert oder aber durch das Signalpeptid desetekien Proteins Cmul (Djamet al,
2011) im Stamm SG200im11464-11464"%-SP,, substituiert. Die generierten Stamme
wurden zusammen mit dem Referenzstamm SG200, detetidsmutante
SG200um11464 sowie dem Komplementationsstamm SGAR60L1464-11464HA
hinsichtlich ihres Wachstums auf dem Zellwandstreséongorot getestet (vgl. Kapitel
2.3.3). Es war zu beobachten, dass lediglich dd@n8te wuchsen, welche Um11464 mit
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dem eigenen oder dem Signalpeptid von Cmul expriteme(Abb. 23). Eine Deletion des
Um11464 Signalpeptids resultierte in einem zwml11464 Deletionsmutante

vergleichbaren Wachstumsdefekt auf dem getesteteissdr (Abb. 23). Dies zeigt, dass
ein funktionelles Signalpeptid Voraussetzung fig Bunktionalitdt des Um11464 Proteins

ist.

Abb. 23: Ein funktionelles Signalpeptid ist Vorauss etzung fir die Funktion von Um11464.
Serielle Verdinnungen der Stamme SG200 (1), SG200 um11464 (2), SG200 um11464-
11464HA (3) sowie zwei unabhénigen Stdmmen von SG200 um11464-11464 L2 (4) und
SG200 um11464-11464 “*-SP ., (5) wurden auf CM-Medium mit oder ohne Stressor getropft
und fur drei Tage bei 28°C inkubiert. Wachstumsdefekte deuten eine Sensitivitat an.

2.8.2 Analyse der Um11464 Sekretion in Sporidien und b-di@ngigen
Filamenten

Zur Analyse der Um11464 Sekretion in axenischertiduwlvurden Stamme generiert, in
denen um11464 mit einem C-terminalen HA-Tag und unter Kontroldkes nativen
Promotors bzw. des starkemtef Promotors in denip-Lokus des Deletionsstammes
SG200 um11464 integriert wurde. Zusatzlich wurde das U#G¥tHA Fusionsprotein in
dem haploiden FB2-Derivat AB33 exprimiert, bei wedmn die Bildung b-abhangiger
Filamente durch Aktivierung des Nitrat-induzierbare nar Promotors in
Nitratminimalmedium induziert werden kann (Brachmagt al, 2001). AB33-Filamente
des Stammes AB33-uml11464HA als auch Sporidien derijigen SG200-Stamme
(SG200 um11464-11464HA bzw. SG200m11464-B.11464HA) wurden durch
Zentrifugation vom Kulturiiberstand separiert. Inndeberstand sekretierte Proteine
wurden durch TCA-Prazipitation stark ankonzentri&ellpellet- und Uberstandsfraktion
wurden anschlieBend hinsichtlich der Um11464 Sekretunter Verwendung HA-
spezifischer Antikdrper in Western-Analysen untehdu Dabei fiel auf, dass Um11464

weder im Kulturiberstand haploider Sporidien, nach Kulturtiberstand b-abhangiger
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AB33-Filamente detektiert werden konnte (Abb. 24#dB). Auch die Expression unter
Kontrolle des starken, konstitutivesief Promotors liel3 keine Detektion des sekretierten
Um11464HA-Proteins zu (nicht gezeigt). In den Zelligifraktionen hingegen konnte
Um11464 abhangig davon, wie oft es in dpfLokus des jeweiligen Referenzstammes
integriert wurde, als unterschiedlich starke Bandehgewiesen werden (Abb. 24A und
B). Jedoch fiel auf, dass die detektierte Bande wbma 42 kDa die vorhergesagte
Proteinmasse von 36 kDa leicht Gbertraf (Abb. Z4)ist demnach anzunehmen, dass das
Um11464-HA-Fusionsprotein post-translationale Mikdifionen besitzt.

Abb. 24: Western-Analysen zum Nachweis von Um11464 in Zellpellet- und
Kulturiiberstanden. A:  Sporidien von SG200 (SG) und zwei unabhangigen SG200 um11464-
11464HA Stdmmen mit entweder Einfach- (1) bzw. Mehrfachkopie (2) von um11464 im ip-Lokus
des Deletionsstammes SG200 um11464 wurden wahrend der exponentiellen Wachstumsphase
in YEPS, durch Zentrifugation in Zellpellet- und Kulturiiberstand separiert. Nach TCA-Fallung
des Kulturiiberstandes (vgl. Kapitel 4.6.3) wurden beide Fraktionen unter Verwendung HA-
spezifischer Antikdrper in Western-Analysen hinsichtlich der Um11464 Sekretion untersucht. Der
GrolRenstandard (kDa) ist links angegeben. B: Nach 5-stiindiger Induktion des filamentésen
Wachstums von AB33 und AB33-um11464HA (1) durch den Wechsel von Ammonium- zu
Nitratminimalmedium wurden die Zellen wie in A beschrieben vom Kulturiiberstand getrennt und
fir Western-Analysen mit HA-spezifischen Antikdrpern eingesetzt. Der GréRenstandard (kDa) ist
links angegeben.

Um die Sekretion von Uml11464 weitergehend zu arels, wurde ein Kolonie-
Sekretionstest durchgefuhrt. Hierzu wurden ZellenYEPS kultiviert und nach dem
Auftropfen auf eine Nitrozellulosemembran tiber Nabki 28C inkubiert. Sekretierte
Proteine, welche auf die Membran Ubergegangen sindgden Uber HA-spezifische
Antikdrper detektiert. Es war zu beobachten, dadbss unter Verwendung des stark
konstitutiven otef Promotors keine Um11464 Sekretion detektierbar (&b, 25).
Sekretion aufgrund von Zelllyse wurde durch einerontfollstamm, welcher
cytoplasmatischesicherryHA exprimierte, ausgeschlossen (Abb. 25). Der Ste®®200-
PotedtMsb2HA hingegen diente als Positivkontrolle undgteeiein deutliches Signal
aufgrund der Msb2 Sekretion (Abb. 25).
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Abb. 25: Kolonie-Sekretionstest. Zellsuspensionen von SG200 (1), SG200 um11464-
Potefl1464HA (2), SG200-Pyeimsb2HA (3) und SG200-PyeimCherryHA (4) wurden nach
Kultivierung in YEPS, auf eine Nitrozellulosemembran getropft und iiber Nacht bei 28°C
inkubiert (oben). Sekretierte Proteine wurden nach Entfernung der Kolonien mittels HA-
spezifischer Antikorper nachgewiesen (unten).

2.8.3 Untersuchungen zur Modifikation von Um11464

Sekretierte Proteine werden auf ihrem Weg in denragellularraum zumeist post-
translational durch das Anhangen einer oder mehrelovalent gebundener
Kohlenhydratketten modifiziert. Dies geschieht eser N-glykosidisch im
Endoplasmatischen Retikulum oder O-glykosidischQoigi-Apparat. Danach werden sie
als Glykoproteine bezeichnet.

Da laut bioinformatischer Analyse drei putative MNAK®sylierungsstellen in der
Proteinsequenz von Um11464 vorhergesagt wurden Keglitel 2.1), sollte im Folgenden
untersucht werden, ob das Um11464-HA-Fusionspratatch Deglykosilierung im SDS-
Gel bei niedrigerer Molekularmasse migriert. Dazurden Sporidien des Stammes
SG200 um11464-11464HA wahrend der exponentiellen Wachspinvase geerntet und
das Zelllysat mit der N-Deglykosidase PNGase F, @ebeglykosidase Endo-N-
Acetylgalactosaminidase sowie beiden Deglykosidageen gleichzeitig behandelt. Es
zeigte sich nach allen drei Behandlungen eine mgerte Molekularmasse im Vergleich
zum nicht-deglykosylierten Protein Um11464 (Abb.).26Allerdings wurde die
vorhergesage Proteinmasse von 36 kDa nicht erreacith wenn beide Deglykosidasen
gleichzeitig eingesetzt wurden (Abb. 26). Dies heee dass Um11464 entweder ein
unnormales Laufverhalten in SDS-Gelen aufweist calsgr weitere post-translationale
Modifikationen tragt.
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Abb. 26: Nachweis N- und O-glykosidischer Modifikat ionen von Um11464.
SG200 um11464-11464HA wurde wahrend der exponentiellen Wachstumsphase in YEPS,
geerntet und das Zelllysat mit der N-Deglykosidase PNGase F, der O-Deglykosidase Endo- -N-
Acetylgalactosaminidase sowie beiden Deglykosidase-Typen gleichzeitig behandelt. Die
Detektion nicht-deglykosilierten und deglykosilierten Proteins erfolgte mittels Western-Analyse
unter Verwendung HA-spezifischer Antikorper. Der GrofRenstandard (kDa) ist links angegeben.

2.8.4 Um11464 lokalisiert in der pilzlichen Zellwand

Die bisherigen Ergebnisse hinsichtlich der Umll4bdkalisation lie3en keinen
Ruckschluss auf eine eventuelle Sekretion des iRsoiie den Kulturtiberstand zu, obwohl
das Signalpeptid von Um11464 experimentell als tionial eingestuft werden konnte (vgl.
Kapitel 2.81). Aufgrund dessen wurden im Folgenden mCherryehgsn generiert, um
Um11464 durch Fluoreszenzmikroskopie zu lokalisiefes wurden N- und C-terminale
Um11464-mCherryHA-Fusionen erstellt und unter Koltgrdes nativen Promotors sowie
zur Erhohung der Expression unter Kontrolle deskstanstitutiv exprimiertenotef
Promotors in einfacher Kopienzahl in dgmLokus des Stammes SG20im11464
integriert. Die Stdmme, welche die Fusionsprotainéer Kontrolle destef Promotors
exprimierten, wurden fur mikroskopische Analysemwendet. Dabei zeigte sich, dass
Um11464-mCherryHA und mCherryHA-Um11464 sowohl ipo8dien als auch in
Hyphen (nicht gezeigt) in zellularen Strukturen digierte, die dem pilzlichen ER
entsprechen konnten (Abb. 27A). Die Stamme, wettbd-usionsproteine unter Kontrolle
des nativen Promotors exprimierten, wurden fur r2#minfektionen verwendet. Hierbei
wurde getestet, ob die generierten Fusionsproteirter Lage sind, den hypervirulenten
Phanotyp deuml11464Deletionsmutante zu komplementieren. Am Beispesd 8tammes
SG200 um11464-um11464mCherryHA wird gezeigt, dass einenglementation der
Hypervirulenz mdglich ist, das heil3t, die Symptakndes Referenzstammes SG200 kann
wieder hergestellt werden. (Abb. 27B). Somit duritee C-terminale Um11464-

mCherryHA-Fusion ein funktionelles Protein ergebaben.
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Abb. 27: Lokalisierung von Um11464 in haploiden Spo ridien. A: N- und C-terminale
Um11464-mCherryHA-Fusion unter Kontrolle des stark konstitutiv exprimierten otef Promotors.
Sporidien der Stdamme SG200 uml11464-PymCherryHA-11464 und SG200 uml11464-
Poerl 1464mCherryHA wurden wahrend der exponentiellen Wachstumsphase in YEPS, geerntet,
in Wasser auf OD 1,0 aufgenommen und mikroskopisch analysiert. Die Fluoreszenzsignale der
N- und C-terminalen mCherryHA-Fusionen sind rechts abgebildet. Die entsprechende DIC-
Durchlichtaufnahme ist links gezeigt. Der Ladngenmalistab betragt 10 pum. B: Virulenz des
Stammes SG200 um11464-11464mCherryHA. Zellsuspensionen der angegebenen Stamme
wurden mittels Spritzinfektion in sieben Tage alte Maispflanzen injiziert. Pflanzensymptome
wurden zwolf Tage nach Infektion quantifiziert. Die Werte von drei bzw. im Falle des Stammes
SG200 uml11464-11464mCherryHA nur zwei biologischen Replikaten wurden gemittelt und
prozentual zur Gesamtzahl der infizierten Pflanzen (n) dargestellit.

Die Lokalisierungsstudien von Um11464 wurden im dgeodden durch
Immunfluoreszenzmikroskopie van vitro generierten Filamenten ergéanzt (vgl. Kapitel
4.7.4). Hierzu wurde nach Banuett und Herskowit20@) vorgegangen, wobei leichte
Abwandlungen vom Protokoll getatigt wurden (vgl. pial 4.7.4). Der Stamm
SG200 um11464-Be.mCherryHA11464, welcheum11464als N-terminale mCherryHA-
Fusion unter Kontrolle des konstitutiventef Promotors exprimierte, wurde zur
Filamentbildung auf Parafilm gespriiht und nach bation Uber Nacht bei 28 mit
primaren anti-HA und sekundéaren, AF488-gekoppehatikbrper behandelt. Es zeigte
sich ein AF488-Fluoreszenzsignal in der Zellperipheer Hyphen (Abb. 28). Zusatzlich
wurde im mCherry-Kanal ein Signal innerhalb der Hempzelle detektiert (Abb. 28). Als
Kontrolle fur eine unspezifische Bindung sowie Blsleg der Membranimpermeabilitat
des sekundaren Antikorpers wurde der Stamm SG2@f€herryHA hinzugezogen,
welcher cytoplasmatischescherrfHA exprimiert. In diesem Fall war kein AF488-Signal
detektierbar (Abb. 28).
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Abb. 28: Immunfluoreszenzmikroskopie zur Lokalisier ung von Um11464 in Filamenten.
Die Stamme SG200 um11464-PyemCherryHA-11464 und SG200-P,mcherryHA wurden in
YEPS, kultiviert, in 2% YEPS, zu einer OD von 0,2 aufgenommen und mittels Sprih-Inokulation
auf Parafilm gespriht. Die Filamente wurden ohne vorherige Permeabilisation der
Plasmamembran mit primarem anti-HA sowie sekundarem, AF488-gekoppeltem Antikdrper
markiert. Zusatzlich zur Immunfluoreszenz wurde eine Calcofluor White-Farbung vorgenommen
(links). Der Langenmalf3stab betragt 7,5 pum.

Die fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse lassemwen, dass es sich bei Um11464
um ein sekretiertes Protein handelt, was in delpgepherie akkumuliert und von auf3en
fur den Antikdrper zuganglich ist. Zur genauereffifddenzierung, ob es sich hierbei um
eine Plasmamembran- oder Zellwandlokalisierung alindurde eine Immunmarkierung
mit anschlielBender Elektronenmikroskopie vorgenomnges wurde in Kooperation mit
Dr. Andreas Klingl durchgefihrt. Hierzu wurden Sdan von SG200, SG20@m11464,
SG200 um11464-11464HA sowie des Uberexpressionsstammef0®Gm11464-
Pomal 1464StrepHA unter hohem Druck gefroren und kryeftx AnschlieRend wurde eine
Gefrierbruch/Gefrieratzung nach Klingt al. (2011) vorgenommen und die Probe mit
primarem anti-Um11464 (vgl. Kapitel 2.7.1) sowiksedarem, Gold-gekoppeltem anti-
Kanichen Antikorper inkubiert. Um11464 konnte ddhawi in der pilzlichen Zellwand,
welche sich durch die Préparationsmethode teilweme der Pilzzelle abgelost hatte,
detektiert werden (Abb. 29A, C, D).
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Abb. 29: Immunmarkierung von Um11464 in Sporidien. Sporidien von SG200 (A),
SG200 uml11464 (B), SG200 uml11464-11464HA (©) und SG200 uml11464-
Pomal1464StrepHA (D) wurden hochdruckgefroren, kryofixiert und einer
Gefrierbruch/Gefrieratzung unterzogen. AnschlieBend wurde mit primarem anti-Um11464
Antikérper sowie sekundarem, Gold-gekoppeltem anti-Kaninchen beprobt und die fertigen
Praparate mit einem Transmissions-Elektronenmikroskop (JEOL JEM 2100, Tokyo) untersucht.
Eine Inkubation der Proben nur mit sekundarem anti-Kaninchen Antikérper wies keine
Goldmarkierung auf und schliet eine Unspezifitat des sekundaren, Gold-gekoppelten
Antikorpers aus. Der LAngenmalf3stab entspricht 500 nm. Pfeile kennzeichnen die 10 nm grof3en
Goldpartikel im ER und der Zellwand. Die vergroerten Ausschnitte in B und C dienen der
Differenzierung zwischen Ribosomen bzw. Goldpartikeln. ZW: pilzliche Zellwand

Neben der Zellwand wurden Goldpartikel zusatzlmhER vorgefunden (Abb. 29A, C, D).
Diese Lokalisation verstarkte sich aufgrund der rdkpression voum11464im Stamm
SG200 um11464-Bn.11464StrepHA (Abb. 29D), da dies anscheinend zuerein
Akkumulation des Proteins im ER fuhrte. Dian11464 Deletionsmutante widerum,
welche das Epitop nicht besitzt, zeigte keine Galdaerungen (Abb. 29B). Wie in der
VergroRerung deutlich wird, handelt es sich bei denbeobachtenden Strukturen um
Ribosomen (siehe Abb. 29B), welche aufgrund ihobmgicheren Kontrastierung deutlich
von den 10 nm grofRen Goldpartikeln (siehe Abb. 28Cunterscheiden sind (A. Klingl,
pers. Mitteilung). Eine Unspezifitat des sekundar&ntikdrpers konnte durch die
Inkubation der Proben mit sekundarem, Gold-gekdppelanti-Kaninchen Antikorper
ausgeschlossen werden, denn auch hierbei wurde Kaatdmarkierung detektiert (Abb.
29E).

Parallel zur Immunmarkierung wurden elektronennskapische Oberflachenaufnahmen
der um11464 Mutante durchgefuhrt. Hierzu wurden Sporidien a@es exponentiellen
Wachstumsphase nach Kultivierung in YEP8nter hohem Druck gefroren und
kryofixiert. Durch Gefrierbruch / Gefrierdtzung vder die rasch gefrorene Probe entlang
von Schwachstellen gebrochen und somit innere Zsbwie Oberflachenstrukturen
exponiert (Abb. 30). Dabei fielen Unterschiede ar dellwandstruktur zwischen SG200
und SG200um11464 auf. Mithilfe eines Messtools der Kameragsafe wurde die
Zellwanddicke von mehr als 10 Sporidien beider St&mngemessen. Die Messungen
ergaben, dass die Zellwand denll1l464Deletionsmutante mit 40 — 55 nm dicker ausfallt
als die des Referenzstammes SG200 mit 30 — 45 it @ezeigt).
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Abb. 30: Oberflachen-Strukturaufnahmen haploider Sporidien v on SG200 und
SG200 uml11464. Sporidien von SG200 und SG200 uml11464 wurden einer
Gefrierbruch/Gefrieratzung unterzogen. Die fertigen Praparate wurden mit einem Transmissions-
Elektronenmikroskop (JEOL JEM 2100, Tokyo) untersucht. Die Bildaufnahme erfolgte mittels
einer 2k x 2k CCD-Kamera F214 in Kombination mit der EM-Menu 4 Software (TVIPS, Gauting).
Mit Hilfe eines Messtools dieser Software konnte die Dicke der Zellwand ermittelt werden. Der
GrolRenmalistab betragt 1 um. ZW: pilzliche Zellwand; PM: Plasmamembran; F: Fimbrien

Auch Ultradinnschnitte kryofixierter Zellen lieRetie veranderte Zellwandstruktur
erkennen (Abb. 31). Zudem wirkte die Zellwand desl1464Deletionsstammes weniger
dicht bepackt als die von SG200, was an der schevénhKontrastierung der Zellwand
deutlich wird (Abb. 31). Bei genauerer Betrachturdgr Zelloberflache des
Referenzstammes SG200 fiel zudem auf, dass dieseediiadige Strukturen aufweist
(Abb. 30/31). Dieses kénnten sogenannte ,Fibrilledér ,Fimbrien* sein, welche bereits
in friheren Studien als Glykoproteine mit FunktiarKonjugation (Gardineet al, 1982)

bzw. Adhasion (Mulleret al, 2008; Wessels, 1996) diskutiert wurden. Wahreo 27

Sporidien des Referenzstammes SG200 insgesamtdiRli®p Fimbrien zeigten, konnten

solche Strukturen imum11464 Deletionsstamm nicht beobachtet werden. Dies lasst
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vermuten, dass Um11464 einen signifikanten Einflussdie Oberflachenbeschaffenheit

haploider Sporidien nimmt.

Abb. 31: Ultradiinnschnitte haploider Sporidien von SG200 und SG200 umll1464.
Sporidien von SG200 und SG200 um11464 wurden hochdruckgefroren, kryofixiert und nach
einer Epon-Einbettung ultradiinn geschnitten. Die fertigen Praparate wurden mit einem
Transmissions-Elektronenmikroskop (JEOL JEM 2100, Tokyo) untersucht. Die Bildaufnahme
erfolgte mittels einer 2k x 2k CCD-Kamera F214. Der GréRenmalstab betragt 200 nm. ZW:
pilzliche Zellwand; rER: raues Endoplasmatisches Retikulum; R: Ribosomen

2.8.5 Um11464 ist mit der pilzlichen Zellwand assoziiert

Eine Proteinverankerung in der pilzlichen Zellwaaohn sowohl durch kovalente als auch
nicht-kovalente Wechselwirkungen gewahrleistet wardUm zu untersuchen, Uber
welchen Mechanismus Um11464 in der pilzlichen Zatid verankert wird, wurde
Um11464 als C-terminale StrepHA-Fusion unter Kdigrales starkeroma Promotors
exprimiert und Sporidien dieses Stammes (SG20@11464-B,11464StrepHA) wahrend
der exponentiellen Wachstumsphase in YERfgerntet. AnschlieRend wurde eine
Fraktionierung in Zellwand- und Plasmamembran dgetihrt (vgl. Kapitel 4.6.1.3). Um
nicht-kovalent gebundene Proteine zu entfernendemudie jeweiligen Fraktionen 1 - 2
Mal mit 2% SDS/-Mercaptoethanol ¢ME) behandelt und solubilisiertes Protein mittels
HA-spezifischer Antikérper in Western-Analysen diiert. Wie sich herausstellte, konnte
Um11464 nach Behandlung mit 2% SDS$AE aus der Zellwand sowie in geringem Mal3e
aus der Plasmamembran herausgelost werden (AbbUBRyu unterscheiden, ob es sich
hierbei um eine nicht-kovalente Zellwandassoziatamter eine durch Disulfidbriicken

bedingte Zellwandverknipfung handelt, wurde einkadelung mit SDS oderME allein
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durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass Um11464 owhddie Behandlung mit SDS, nicht
aber durch -ME solubilisiert wurde, was auf eine nicht-kovakerZellwandassoziation
hindeutet (Abb. 32).

Abb. 32: Untersuchungen zur Extraktion von Um11464. Zellen von SG200 um11464-
Pomal1464StrepHA wurden wahrend der exponentiellen Wachstumsphase in YEPS, geerntet
und das Gesamtzellpellet in Zellwand (ZW) und Plasmamembran (PM) separiert. Beide
Fraktionen wurden in 2% SDS/ -ME bzw. in 2% SDS oder -ME allein gekocht, um nicht-
kovalent gebundene Proteine zu extrahieren. Solubiliserte Proteine wurde in Western-Analysen
mittels HA-spezifischer Antikdrper detektiert. Der Grof3enstandard (kDa) ist links angegeben.

Obwohl eine nicht-kovalente Zellwand-Assoziatiomvdm11464 nachgewiesen werden
konnte, muss an dieser Stelle erwdhnt werden, alads eine kovalente Verknupfung von
Um11464 mit der pilzlichen Zellwand nicht ausgesssen werden kann. Da Um11464
eine postulierte -site zur GPI-Verankerung in der Proteinsequenxveist (vgl. Kapitel
2.1), muss davon ausgegangen werden, dass Umlil4é&trch durch einen GPI-Anker
in der Zellwand verankert wird. Um dies zu testenyden die letzten 135 Aminoséuren
von um11464 welche die postulierte -site zur GPI-Verankerung enthielten, als N-
terminale Fusion mit sekretiertergfp-HA verknipft und unter Kontrolle destef
Promotors in denip-Lokus von SG200um11464 integriert. Der generierte Stamm
SG200 um11464-BerSP-GFPHA-11464'1%" wurde fir mikroskopische Analysen
verwendet und sollte ein GFP-Signal in der Zellpleerie zeigen, sofern der C-Terminus
von Um11464 tatsachlich prozessiert und durch eBBhiAnker ersetzt wird. Allerdings
konnte weder in Sporidien noch im vitro generierten Filamenten ein GFP-Signal in der
Zellperipherie  detektiert werden (nicht gezeigt).n |Western-Analysen des
Gesamtzellpellets und Kulturtiberstandes konntedatigs gezeigt werden, dass das ca. 36
kDa groRe GFPHA-Um1146% '®1Fusionsprotein als schwache Expressionbande in der
Pelletfraktion detektierbar war (Abb. 33). Eine &dion des Fusionsproteins im

Kulturiberstand war nicht moéglich (Abb. 33). Dieénkte darauf hindeuten, dass das
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GFPHA-UM11464°* '8 Fusionsprotein durch einen GPI-Anker in der Zeilpeerie

verankert wird.

Abb. 33: Western-Analyse zum Nachweis der Expressio n des GFPHA-Fusionsproteins.
Zwei unabhangige Stamme von SG200 um11464-P.-SP-GFPHA-11464 ' (1 und 2)
wurden wahrend der exponentiellen Wachstumsphase in YEPS, durch Zentrifugation in
Zellpellet- und Kulturiiberstand separiert. Nach TCA-Féllung des Kulturiberstandes wurden
beide Fraktionen unter Verwendung HA-spezifischer Antikdrper in Western-Analysen hinsichtlich
der Proteinexpression untersucht. Der Gro3enstandard (kDa) ist links angegeben.

2.8.6 Die nicht-kovalente Zellwandassoziation von Um1146#ird durch den
C-Terminus bewerkstelligt

Wie aus den bisherigen Ergebnissen hervorgeht, Wind 1464 unter anderem tber nicht-
kovalente Wechselwirkungen in der pilzlichen Zehdaserankert (vgl. Kapitel 2.8.5). Da
die Verankerung des Proteins dessen Freisetzurden Extrazellularraum verhindert,
erklart sich, weshalb eine Detektion des Volllanmgéegins in Kulturiiberstdnden nicht
maoglich war (vgl. Kapitel 2.8.2). Um zu analysierarelcher Bereich des Proteins fur die
nicht-kovalente Zellwandverankerung verantwortlicst, wurden verschiedene HA-
getaggte Um11464-Allele generiert und unter Kotgrdes nativen Promotors in einfacher
Kopienzahl in denp-Lokus des Stammes CL18m11464 integriert. Die Freisetzung der
Fusionsproteine in den Kulturiiberstand wurde ams@béhd im Kolonie-Sekretionstest
Uberpruft. Neben der Deletion des kompletten, disM-Doménen enthaltenden N-
Terminus (Um11464 °2HA) wurde auch ein Um11464-Allel generiert, demr de
komplette, wenig konservierte C-Terminus (Um11482°'€HA) fehlt (Abb. 34A).
Zusétzlich wurde eine interne Deletion der beidgsM-Doménen (Um11464%132HA)
vorgenommen (Abb. 34A). Wie sich herausstellte, itemur fir Um11464°°318HA,
welches der C-terminalen Deletion entspricht, eign& im Kolonie-Sekretionstest
erhalten werden (Abb. 34B). Um die Sekretion von1as64'%3CHA zu verifizieren,

wurde eine Western-Analyse des Zellpellets und i€ulierstandes durchgefihrt. Das 20
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kDa grof3e Fusionsprotein konnte in beiden Fraktiongttels anti-HA Antikdrpern
detektiert werden (Abb. 34C).

Abb. 34: Lokalisation der verkirzten Um11464-Protei ne. A: Schematische Darstellung des
Volllangeproteins sowie der verkirzten Um11464-Allele. B: Kolonie-Sekretionstest.
Zellsuspensionen von CL13, CL13 um11464-um11464 **'*.HA, CL13 um11464-um11464 >
2. HA, CL13 um11464-um11464 **%°.-HA, CL13 um11464-um11464 ***°-HA,
CL13 um11464-um11464 ***°-HA und CL13 um11464-um11464 '***'°-HA wurden in YEPS,
kultiviert und anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran getropft (oben). Sekretierte Proteine
wurden nach Entfernung der Kolonien mittels HA-spezifischer Antikdrper nachgewiesen (unten).
C: Western-Analyse zum Nachweis des verkiirzten Um11464 **>**°_proteins in Zellpellet (P)
und Kulturiiberstand (U). Der Stamm CL13 um11464-um11464 165316 A wurde wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase in YEPS_ durch Zentrifugation in Zellpellet und
Kulturiberstand separiert. Nach TCA-Fallung des Kulturiberstandes wurden beide Fraktionen
unter Verwendung HA-spezifischer Antikorper in Western-Analysen hinsichtlich der Um11464
Sekretion untersucht. Der GréRenstandard (kDa) ist links angegeben.

Um den C-terminalen Bereich einzugrenzen, der f@mitht-kovalente Verankerung des
Um11464-Proteins in der Zellwand verantwortlicht, iszurden Verkirzungen des C-
Terminus vorgenommen. Hierzu wurden weitere HA-ggta Um11464-Allele generiert,
deren C-terminale Enden um 20 Aminosauren (Um1¥48#2HA), 75 Aminosauren
(Um114642*319 bzw. 100 Aminosauren (Um11464°3'9 verkirzt waren (Abb. 34A).
Die Konstrukte wurden unter Kontrolle des nativenriotors in einfacher Kopienzahl in
den ip-Lokus des Stammes CL18m11464 integriert und die Freisetzung der
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Fusionsproteine in den Kulturiberstand im Kolonedd®tionstest tberpruft. Es zeigte
sich, dass keines der C-terminal verkirzten Fusimseine im Kolonie-Sekretionstest
detektiert werden konnte (Abb. 34B). Erst, wenn \d@m bereits verkirzten Protein
Um114642193%yeitere 45 Aminosauren deletiert wurden, was wietigrkompletten C-
terminalen Deletion entspricht (Um1146%3'2HA), konnte das Protein als sekretiert
detektiert werden (Abb. 34B). Der fur die nicht-latente Verankerung von Um11464
verantwortliche Bereich scheint somit zwischen Aaminosauren 165 und 210 zu liegen.
Die Stamme CL13um11464-um11464*7°2HA, CL13 um11464-um11464"°2HA
und CL13 um11464-um11464°°°HA wurden des Weiteren hinsichtlich ihrer
Fahigkeit zur Komplementation des Virulenzphénotgptestet. Dazu wurden die Stamme
in YEPS angezogen und in sieben Tage alte Maispflanzeniarty Zwolf Tage nach

Infektion wurden die Symptome der Pflanzen begutich
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Abb. 35: Virulenz der Stamme mit verkiirzten Um11464 -Proteinen. Zellsuspensionen der
angegebenen Stamme wurden mittels Spritzinfektion in sieben Tage alte Maispflanzen injiziert.
Pflanzensymptome wurden zwolf Tage nach Infektion quantifiziert. Die Werte von drei bzw. im
Fall der Stamme CL13 um11464-11464 ***** und CL13 um11464-11464 *** von zwei
unabhangigen Infektionen wurden gemittelt und prozentual zur Gesamtzahl der infizierten
Pflanzen (n) dargestellt.

Es zeigte sich, dass die Stamme im Vergleich zummpementationsstamm
CL13 um11464-11464HA nicht in der Lage waren, den hyipglenten Phanotyp der
umll464Deletionsmutante zu komplementieren (Abb. 35). Bexmm CL13um11464-

um11464%2HA, in welchem der komplette N-Terminus fehlt, wisogar noch mehr

grof3e Tumore auf als digml1464Deletionsmutante (Abb. 35). Allerdings wurde diese
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Infektion erst zweifach durchgefihrt und ist somitht statistisch abgesichert. Dennoch
lassen die Ergebnisse vermuten, dass sowohl desriifius mit den LysM-Doménen als
auch der C-Terminus von Um11464 essentiell fuRd@einfunktion sein kénnte und dass

nur beide Teile zusammen ein funktionstiichtigesdireergeben.
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3 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Funktion des Gemsl1464untersucht, welches fur ein LysM-
Protein kodiert. Dabei zeigte sich, dassl1464Mutanten eine veranderte Morphologie in
Flissigkultur sowie eine erhdhte Sensitivitat gédpem Zellwandstressoren aufwiesen.
Ferner wirkte sich die Deletion voruml11464 positiv auf die Filament- und

Appressorienbildung aus und fuhrte in Pflanze zoem hypervirulenten Phanotyp,
welcher unter anderem durch eine verstarkte Uriiekiing der pflanzlichen Abwehr als

Reaktion auf dieim11464Gendeletion beginstigt wird.

3.1 Das LysM-Protein Um11464

LysM-Proteine phytopathogener Pilze sind als Vinafaktoren beschrieben, da sie unter
anderem in der Lage sind, die pflanzliche Immundbwaurch das Abfangen pilzlicher
PAMPs zu unterdricken (Boltoet al, 2008; de Jonge und Thomma, 2009). Dies setzt
eine hohe Affinitat der Proteine zu diversen Patgbariden voraus. Eines der best
untersuchtesten Beispiele hierfur ist der LysM-kbe Ecp6 vonC. fulvum(de Jongeet
al., 2010). Ecp6 bindet effizient Chitin-Monomere, ahe¢ durch pflanzliche Chitinasen
aus der pilzlichen Zellwand in den Apoplasten fesigtzt werden. Dadurch verhind€rt
fulvum eine PAMP-vermittelte Immunabwehr, bleibt somitetkannt und kann seine
Wirtspflanze ungehindert infizieren. Die hohe Aitét von Ecp6 zu dem Chito-
Oligosaccharid Chitin wird dabei durch drei, hieieander geschaltete Lysin-Motive
vermittelt (de Jonget al, 2010). Neben diesen enthalt Ecp6 keine weitdtaktionellen
Proteindoménen. Eine ahnliche Situation findet sitkdem M. oryzae Effektorprotein
Slpl. Auch dieses bindet Chitin mit hoher Affinjtddendtigt hierfir jedoch nur zwei
Lysin-Motive (Mentlaket al, 2012). In beide Proteinen erstrecken sich dian-iotive
Uber die gesamte Proteinlange. Dies ist in Um1M6vU. maydisanders. Zwar weist die
Um11464 Proteinsequenz ebenfalls zwei eng benaehbditerminale Lysin-Motive auf,
allerdings besitzt das Protein zusatzlich einenl& Aminosauren langen C-Terminus
ohne erkennbare Proteindomane. Eine Affinitat desteihs zu Chitin und anderen
Polysacchariden wie etwa dem pilzlichen Chitosarerodber zu bakteriellen und
pflanzlichen Zellwandbestandteilen wie Peptidogiuk&ellulose, Pektin oder Xylan

konnte nicht gezeigt werden. Dennoch kann eine faalyharid-Bindung von Um11464
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derzeit nicht vollig ausgeschlossen werden, daigezeerden konnte, dass das native
Um11464-Protein N- und O-glykosidische Modifikateantragt. Die Gewéhrleistung post-
translationaler Modifikationen wahrend der Protgpression konnte Voraussetzung fir
eine korrekte Proteinfaltung und -funktionalitéat inse Da Um11464 ohne
Signalpeptidsequenz M. benthamianaxprimiert wurde, kann es sein, dass eine Affinita
zu den beschriebenen Oligosacchariden nicht naagkgew werden konnte, da aufgrund
falscher Proteinfaltung ein Funktionsverlust eintnad somit keine Bindung maoglich war.
Es waére auch denkbar, dass die LysM-Bindestelle hd#srolog exprimierten Proteins
wahrend der Proteinsynthese in Tabak bereits Wesatrde, mdglicherweise durch
Bestandteile der pflanzlichen Zellwand. Dartberabs ist ein so langer, C-terminaler
Proteinbereich ohne erkennbare funktionelle Doméne,er in Um11464 vorhanden ist,
fur ,echte” LysM-Proteine unublich. Diese sind irrdRegel nur aus Lysin-Motiven
aufgebaut (B.P.H.J. Thomma, Universitat Wageninges. Mitteilung). Laut B.P.H.J.
Thomma (pers. Mitteilung) sollte Um11464 daher hiels typisches LysM-Protein,
sondern eher als Protein mit Lysin-Motiven bezeathwerden.

Ob Um11464 in der Lage ist, Oligosaccharide zu &mdind wenn ja, welche, bleibt somit
offen und bedarf weiterer Analysen. Hierzu sollten11464 auf jeden Fall unter
Gewabhrleistung post-translationaler Modifikationexprimiert werden, um eine korrekte
Faltung und Funktionalitdt des Proteins zu gewédtde. Es ist allerdings auch denkbar,
dassU. maydisaufgrund der Vielzahl sekretierter Effektorproteimit Virulenzfunktion
gar nicht auf LysM-Proteine und deren Funktion g&&itin-Fanger* angewiesen ist, um
eine PAMP-vermittelte Resistenz seiner Wirtspfladzenayszu unterdriicken. Es stellt
sich somit die Frage, welche Rolle die Lysin-Motive Um11464-Protein erfillen und
welche Auswirkungen dies auf den Lebensstil Wwhnmaydishat. Aufgrund der hohen
Konservierung des Lysin-Motivs im Allgemeinen alsica aufgrund der hohen
Aminosaureidentitat dieser Domanen in Um11464 Womaydisund seinen orthologen
Proteinen inJ. hordej S. scitamineurndS. reilianumist jedoch davon auszugehen, dass

dieser Bereich fur die Funktion der jeweiligen Bmoé eine wichtige Rolle spielt.

3.2  Um11464 reguliert die Zellwandbeschaffenheit vokJ. maydis

Die Deletion des Genaim11464 resultierte bereits in axenischer Kultur in einer
veranderten Morphologie der Sporidien. Dim11464Deletionsmutante wies eine erhdhte

Bildung bipolarer und lateral knospender Zellen igose Bildung langerer Zellketten auf.
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Die veranderte Zellform war dabei unter anderem aufe Abnormalitat in der
Septenbildung zurlickzufiuhren, welche fur eine grmthe Zellteilung inU. maydis
unerlasslich ist. Eine Visualisierung der SeptemckuFarbung mit Calcofluor White,
welches das Chitin der pilzlichen Zellwand bindegrdeutlichte, dass zwar ein primares
und ein sekundares Septum gebildet wurde, dieslesignifikant seltener vorkam als im
Referenzstamm SG200. Stattdessen wiesudid 1464 Deletionsmutante mit erhohter
Frequenz ein zentrales Septum auf. Ein solchest&drereits in deracl Mutante vonU.
maydisbeobachtet werden (Mahleat al, 2006). Die Rho-GTPasen Racl und Cdc42 sind
entscheidend an der Regulation des Aktin-Cytosteelatteiligt (Nobes und Hall, 1995).
Deletionen von Racl oder Cdc42 allein haben kekiafiuss auf die Lebensfahigkeit von
U. maydis steuern jedoch Zellteilung und Zellpolaritat. &e&nen desracl Gens
resultieren unter anderem in einer gestérten Kndsfsking (Mahlertet al, 2006). Um
diesen Defekt auszugleichen, bildesxcl Mutanten ein zentrales Septum aus. Dieses
scheint eine Zellteilung durch Spaltung zu gewastda, welche so effizient ist, dass kein
Wachstumsdefekt deacl Mutanten beobachtet werden konnte (Mahétral, 2006). In
um11464 Mutanten konnte keine Beeintrachtigung der Knobpéung beobachtet
werden. Die Bildung langerer Zellketten deutet rdilegs darauf hin, dass die
Abschnirung der gebildeten Tochterzellen beeintigiclsein konnte. Dennoch konnte
kein Wachstumsdefekt beobachtet werden, weshallondauszugehen ist, dass das
zentrale Septum dem11464Deletionsmutante einen @hnlichen Zellteilungsmeidmaus
erlaubt wie furacl Mutanten beschrieben.

Weiterfiihrende, elektronenmikroskopische Analysendeutlichten, dass die Zellwand
von uml11464Deletionsmutanten wesentlich dicker erschienraM/ildtyp-Sporidien. Des
Weiteren konnten inum11464 Mutanten keine ,Fimbrien® auf der Zelloberflache
nachgewiesen werden. Solche Strukturen sind ireRilzeit verbreitet und dienen unter
anderem der Erkennung, Anheftung und PathogeriRghdi, 1991; Yuet al, 1994).
Unabhé&ngige Studien zeigten, dass Fimbrien ausoBigkeinen bestehen (Gardiredral,
1982; Xu und Day, 1992; Ywt al, 1994). Dabei wird angenommen, dass die
Proteinkomponente der Fimbrien hoch konserviertwéhrend die Art der Glykosylierung
stark variieren kann (Celerin und Day, 1998). Allein U. maydis wurden drei
verschiedene Fimbrien-Typen identifiziert, welchehsin ihrer Dicke und Lange
unterschieden (Xu und Day, 1992). Bei den Ustilaggae wird die Besetzung der
pilzlichen Zelloberflache mit Fimbrien fir eine @ldreiche Adhéasion auf der Oberflache

der jeweiligen Wirtspflanzen verantwortlich gemaRghei, 1991). lum11464Mutanten



Diskussion 54

wurde die Adhesion auf der Pflanzenoberflache zmaint getestet und ein Fehlen der
Fimbrien in Filamenten kann nur vermutet werdengd@aAnalysen hierzu bisher nur in
Sporidien vorgenommen wurden. Allerdings konnte n&eiBeeintrachtigung der
Differenzierungs- und Penetrationsvorgange auf @déianzenoberflache beobachtet
werden. Mdoglicherweise werdemm11464 Deletionsmutanten, deren Fimbrien fehlen,
schlechter bzw. spater von der Pflanze erkanne &Zanzdgerte Pflanzenreaktion widerum
konnte die Differenzierungsprozesse derl1464Mutante beginstigt haben und damit die
Hypervirulenz erklaren.

Im Allgemeinen stellt die Zellwand mit all ihren &andteilen ein zellformendes Organ
dar, dass nicht nur vor auf3eren Einflissen schszidlern auch den ersten Kontakt zum
Wirt gewahrleistet (Ruiz-Herrerat al, 2008). Eine intakte Zellwandbeschaffenheit ist
daher unentbehrlich fur die Virulenz vieler pathoge Organismen.Cryptococcus
neoformans ein Humanpathogen, ist neben seiner Plasmamemboan einer aus
Polysacchariden bestehenden Zellwand umgeben. Baliglgt eine dicke Polysaccharid-
Kapsel (Doering, 2009), die uber-1,3-glykosidische Bindungen in der Zellwand
verankert und essentiell fir die Virulenz v@nneoformansst (Chang und Kwon-Chung,
1994). Eine Deletion der einzigenl,3-Glukan Synthase Agsl resultiert in einer stark
veranderten Zellwand, welche aufgequollen erschamd sich durch das Fehlen der
Polysaccharid-Kapsel auszeichnet (Reefsal, 2007). Inagsl1Mutanten beobachtet man
eine verstarkte Chitin- und Chitosan-Synthese, diermutlich dazu dient, die
Zelwandintegritat aufrecht zu erhalten. Trotzdengte® agsl Mutanten eine erhéhte
Sensitivitat gegentber Zellwandstressoren und wareht in der Lage, im Mausmodell
eine Infektion auszulésen (Reest al, 2007). Auch in dem pilzlichen Pathogen
Histoplasma capsulaturfilhrt der Verlust des Zellwandpolymersl,3-Glukan zu einer
veranderten Morphologie und wirkt sich negativ dig Virulenz aus (Rappleyet al,
2004). In Blastomyces dermatitidiswird neben dem -1,3-Glukan ein weiteres
Adhasionsprotein  benttigt, um die volle Virulenzesks Humanpathogens zu
gewahrleisten. Das 120 kDa grofRe Protein BAD1,dril-1 genannt, sorgt nicht nur fur
eine effiziente Adhasion voB. dermatitidisan die Phagocyten, es verhindert zudem die
Produktion des Cytokins TNF-und unterdriickt dadurch die Abwehrreaktion seines
Wirtes (Finkel-Jimeneet al, 2002). Diese Beispiele illustrieren die Notwerkaig einer
intakten Zellwandassemblierung als Voraussetzung $iressresistenz und einen
pathogenen Lebensstil. Auch . maydisresultierte detum11464Genverlust in einer

abnormalen Zellmorphologie sowie einer stark veeftmh Zellwand- und
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Oberflachenstruktur. Dies wiederum schien die etdOBensitivitdt gegenitber den
Stressoren Kongorot und Calcofluor zu bedingen +ddse Komponenten, die die
Assemblierung von Zellwandpolymeren unterbindenfgfund dessen wird angenommen,
dass es sich bei Um11464 um ein strukturelles uelivand-stabilisierendes Protein
handelt, welches zur Zellwandintegritat beitrdgt. diesem Zusammenhang ware es
interessant der Frage nachzugehen, ob di®11464 Deletion neben einer
Oberflachenstrukturveranderung auch eine verandatigzandkomposition bedingt. Die
Auftrennung und Identifikation bzw. Quantifizierungr einzelnen Zellwandbestandteile
konnte  durch  die Kombination  einer  FlUussigkeitsomatographie  mit
Massenspektroskopie erreicht werden und wirdevggitere Ansatzpunkte zur Erklarung

des Virulenzphanotyps liefern.

3.3  Um11464 lokalisiert in der pilzlichen Zellwand

Um11464 Dbesitzt ein putatives, N-terminales Sigepalid, welches in der
Hefesignalsequenzfalle als funktional bestimmt wuitusatzlich wurde gezeigt, dass eine
Deletion der Um11464 Signalpeptidsequenz einen framverlust des Proteins bedingt,
welcher sich in einer gesteigerten Sensitivitat etante auf Zellwand-destabilisierende
Stressoren &ulBerte. Dieser Defekt lieR sich aufhebedem die Um11464-
Signalpeptidsequenz durch die Signalpeptidsequeszsdkretiertetd. maydisEffektors
Cmul ersetzt wurde und lasst vermuten, dass eikeetten des Um11464 Proteins fur
dessen Funktionalitat essentiell ist. Trotz alleomrike das Volllangeprotein zu keinem
Zeitpunkt in Kulturiberstanden identifiziert werdeAufgrund dieser Tatsache wurde
spekuliert, dass Um11464 nicht in den Extrazellalam abgegeben wird, sondern in der
pilzlichen Zellwand verankert ist.

Die pilzliche Zellwand schitzt die Zellen vor auBerEinflissen und erlaubt eine erste
Kontaktaufnahme zu anderen Zellen bzw. SubstraBawian und Free, 2006; Latge,
2007; Ruiz-Herreraet al, 2008). Hauptbestandteil der pilzlichen Zellwarst das
strukturelle Polymer Glukan, welches 50-60% derlvizahd-Trockenmasse ausmachen
kann (Bowman und Free, 2006). Zusatzlich tragen Rbeymere Chitin, Chitosan und
Cellulose zum Aufbau des Zellwand-Grundgerists tbei die Komponenten nicht
einzeln  vorliegen, sonder durch kovalente Verkndgan bzw. Uber
Wasserstoffbrickenbindungen miteinander vernetatd si(\Wessels, 1994). Darin

eingebettet finden sich eine Vielzahl von Glykopmén mit zumeist enzymatischer
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Funktion. Diese werden auf ihrem sekretorischen Wegh ER und Golgi durch das
Anhangen einer oder mehrerer Kohlenhydratkettenifiagat und entweder kovalent oder
nicht-kovalent mit dem Chitin-Glukan-Komplex derldend verknipft (Bowman und
Free, 2006). Vereinzelte Proteine, welche eine isfpezC-terminale Signalsequenz
besitzen, kdnnen zuséatzlich mit einem Glykosylplgsylinositol (GPI)-Anker versehen
und Uber diesen mit der Plasmamembran oder inexinkgllen auch mit der Zellwand
verbunden werden (Gilbeet al, 2012; Kapteyret al, 1995; Plainest al, 2008).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen nach Imnaukierung mittels Um11464-
spezifischer Antikorper verdeutlichten, dass UmMl4tusschliel3lich in der pilzlichen
Zellwand lokalisierte. Da es sich um ein sekreti®rProtein handelt, konnte vereinzelt
auch ein Signal im ER detektiert werden, welchesh sim Falle einer Protein-
Uberexpression verstarkte. Eine vermutete Zellwaraikerung des Um11464 Proteins
durch seine Lysin-Motive, welche in anderen Orgaweis hohe Affinitat zu diversen
Polysacchariden zeigen und unter anderem zur Aobmdan die pilzliche Zellwand
befahigen (van den Burgt al, 2006; van Esset al, 2007), konnte nicht gezeigt werden.
Ein Um11464-Deletionskonstrukt, dem beide LysM-Metifehlten, lokalisierte noch
immer in der Pelletfraktion und konnte nicht alkreéiert detektiert werden. Durch weitere
Deletionsanalysen konnte aber gezeigt werden, eiags45 Aminosauren umspannende
Region innerhalb des C-Terminus zu einer nicht-levan Assoziation des Um11464-
Proteins mit der pilzlichen Zellwand fuhrt. NichtAkalent verknilpfte Zellwandproteine
konnen durch Behandlung mit reduzierenden Deteigenzawie SDS oder -
Mercaptoethanol extrahiert werden (Kaptestral, 1995). Es kommt aber auch vor, dass
nicht-kovalente Wechselwirkungen sehr stark sindl welbst nach mehreren SDS-
Behandlungen noch Protein in der Zellwandfraktiete#itierbar ist (Bernardt al, 2002).
Bei Um11464 war dies der Fall, denn auch nach ash#r Extraktion mit 2% SDS
konnte neben Um11464 im Uberstand immer noch Rroiei der Zellwandfraktion
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Diese staiikbi-kovalente Zellwandassoziation in
Kombination mit dem strukturgebenden und stabiiesiden Effekt, welchen Um11464
auf die Zellwand ausubt, lassen vermuten, dass 46#lkeinen Wirkungsort in der
Zellwand hat und dass eine Verankerung des Proteidsesem Kompartiment essentiell
fur die Proteinfunktion sein konnte. Dartber hinkasn derzeit eine zuséatzliche kovalente
Zellwandverankerung von Um11464 durch einen GPlekmkcht ausgeschlossen werden.
An der Aminosaureposition 291 im C-Terminus von Udd4 findet sich eine

vorhergesagte -site zur AnknUpfung eines GPI-Ankers. Diese wurbei den
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Deletionsanalysen, die die nicht-kovalente Verankgrvon Um11464 zeigten, entfernt.
Fur mikroskopische Analysen zur Verifizierung eir@PRIl-Ankers wurde allerdings ein
Um11464-Fusionskonstrukt generiert, bei dem sektesgfp-HA am C-Terminus mit der
postulierten -site von um11464fusioniert wurde. Es wurde ein GFP-Signal in der
Zellperipherie erwartet, sofern der C-Terminus Wm11464 prozessiert und durch einen
GPI-Anker ersetzt wird. Leider konnte kein GFP-%igm der Zellperipherie detektiert
werden, was allerdings daran liegen kénnte, das$GiiP in der Peripherie der Zelle nicht
leuchtet und somit nicht nachweisbar ist. Jedocmni® das GFPHA-UmM11464-
Fusionsprotein in Western-Analysen detektiert werdss lokalisierte ausschlie3lich in der
Pelletfraktion, was eine GPI-Verankerung bekraftig@nnte. Es bedarf jedoch weiterer

Analysen, um eine mdgliche kovalente Zellwandveeankg von Um11464 aufzuzeigen.

3.4 Um11464 wirkt sich negativ auf die pathogene Entwidung von
U. maydisaus

Die pathogene Entwicklung vdd. maydisist eng mit der seiner Wirtspflanze verknupft
und setzt einen durch deeund b Gene induzierten Differenzierungsprozess voraus. D
Pflanzenoberflache liefert dabei wichtige Signatebesondere Hydrophobizitat und einen
Fettsaurestimulus, um die Bildung von Filamented Appressorien zu induzieren. Auch
in vitro kdnnen jene Prozesse nachvollzogen werden, woysliokdy-Fettsduren allein die
Bildung unseptierter Filamente ohne ein Appressonnduzieren. Diese Reaktion war in
derumll464Mutante verstarkt zu beobachten, was méglicheevaisch eine verbesserte
Zuganglichkeit des Hydroxy-Fettsdurerezeptors in Bsmamembran erklart werden
konnte. Artifizielle, hydrophobe Oberflachen widBzParafilm begiinstigen hingegen die
Appressorienbildung, welche durch einen Fettséunesis weiter erhoht werden kann
(Mendoza-Mendozat al, 2009). Die Appressorienbildung dem11464Mutantein vitro
blieb jedoch im Vergleich zum Referenzstamm unwee#in Erst unterin vivo
Bedingungen war ein signifikanter Anstieg der Aggiienbildung in der Mutante zu
beobachten. Dies lasst darauf schlie3en, dassrejelissher unbekannte Pflanzenstimuli
die Appressorienbildung irJ. maydis begtinstigen kénnen. Die signifikant erhdhte
Appressorienbildung darml11464Mutante fuhrte zu einer leicht erhéhten Penetnatind
beginstigte die Kolonisation des Pflanzengewebes. ypervirulente Phanotyp der
um11464 Mutante in Pflanze konnte folglich auf eine ert@hhppressorienbildung

zuruckgefuhrt werden. Ein @hnliches Phanomen wbsedeits fir dierokl Mutante inU.
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maydisbeobachtet. Die dual-spezifische Phosphatase Rbleln negativer Regulator der
Filament- und Appressorienbildung. Die Hypervirdeaterrokl Mutanten wurde ebenfalls
auf eine erhéhte Appressorienbildung zurtickgef(ibirStasioet al, 2009).

Hypervirulente Mutanten nach Deletion verschiedenersekretorischer,
oberflachenprasentierter bzw. regulatorischer Rretevurden auch inMlycobacterium
tuberculosisbeschrieben (ten Bokuet al, 2008). Die Hypervirulenz der entsprechenden
M. tuberculosisMutanten aufRerte sich dabei in einem verstarktechstum der Zellen,
einer verstarkten Unterdriickung der Wirts-Immuntiesk u.a. durch die Modulation der
nach auf3en prasentierten Antigene, sowie einetheghdathogenitat (ten Bokuet al,
2008). Die Deletion von Ace2, einem Transkripti@ksbr inCandida glabrataresultierte

in einer gestorten Zellteilung sowie einer erhdhlgstemischen Infektion im Mausmodell.
Man vermutet, dassace2 Mutanten eine verédnderte Immunreaktion ihres Wirte
hervorrufen, was zu dem hypervirulenten Phanotyglgehaben konnte. Allerdings wird
die veranderte Zellmorphologie als Nebeneffekt dwttet, der unabhangig von der
Hypervirulenz auftritt (Kamraret al, 2004). Bei der Deletion des1,3-Glukan-Synthase
Gens ags3 in Aspergillus fumigatuswurde ebenfalls ein hypervirulenter Phanotyp
beobachtet, der auf einen erhéhten MelaningehalKdeidien und der damit verbundenen
Resistenz gegeniber reaktiver Sauerstoffspeziegckayefihrt wird. Fur Ags3 wird
demnach eine indirekte Rolle fir die Virulenz vanfumigatusangenommen (Maubogt
al., 2006).

Ein indirekter Einfluss auf die Virulenz vdd. maydisware auch fir Um11464 denkbar.
Die veranderte Oberflachenstruktur konnte bedingibelm, dass dieum11464
Deletionsmutante schlechter von ihrem Wirt erkanimt, da gewisse Komponenten, die
als PAMPs fungieren, nicht mehr vorhanden odehreri Zugéanglichkeit verandert sind.
Eine daraus resultierende, verminderte Abwehrreaktler Pflanze kdnnte somit als
Begriindung der Hypervirulenz herangezogen werdsenwé&e allerdings auch mdoglich,
dass durch die beobachtete Verdnderung in der detiheschaffenheit naam11464
Deletion eine verbesserte Wahrnehmung der pflamatic Oberfliche sowie der
chemischen Pflanzenstimuli ermdglicht wird. Aucheeiverbesserte Aufnahme und
Weiterleitung der Reize, u.a. durch erleichterteffudion der Molekile durch die
Zellwand, ware denkbar. Die verbesserte Perzeptien Reize konnte folglich die
verstarkte Bildung von Infektionsstrukturen begigisund zur Hypervirulenz gefuhrt
haben. Wahrend ein indirekter Einfluss von Um11464 die Virulenz vonU. maydis

durch die beschriebenen Auswirkungen derl1464Deletion auf die pilzliche Zellwand
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begrindet werden kann, ist auch ein direkter Essfldes Um11464-Proteins auf die
Virulenz nicht auszuschlieBen. Uberexpressionsaraly verdeutlichten, dass die
vermehrte Tumorbildung demm11464 Deletionsmutante durch eine erhohim11464
Expression aufgehoben werden kann. &ml1464Uberexpressionsstamm wies eine im
Vergleich zum Referenzstamm verminderte Viruleni, awor allem hinsichtlich toter
Pflanzen und starker Tumorbildung. Dies widerumdsiypische Reaktionen auf einen
Elicitor. Um11464 kénnte demnach auch direkt an\deulenz des Pilzes beteiligt sein, in
dem das Protein selbst als PAMP fungiert und eerstéirkte pflanzliche Abwehrreaktion
hervorruft. Allerdings bleibt offen, welcher Teiles Um11464-Proteins zur Virulenz
beitragt. Deletionsanalysen konnten zeigen, dassVedust der LysM-Motive im N-
Terminus bereits ausreicht, um in Pflanze Hypeteira zu erzielen. Allerdings resultierte
auch einaumll1464Mutante, deren C-Terminus deletiert wurde, in girte/pervirulenten
Phanotyp. Dies konnte erklart werden, wenn der @nrireus fur eine essentielle kovalente
Zellwandverankerung verantwortlich ist. Es warehadenkbar, dass die Deletion von N-
oder C-Terminus die Faltung des Um11464 Proteiggine beeinflusst. Dies konnte mit
einem Funktionsverlust verbunden sein und kame kdenpletten Gendeletion gleich.
Folglich bedarf es weiterer Analysen, um den fiis §arulenzverhalten vorum11464
Deletionsmutanten verantwortlichen Um11464-Proteralth zu identifizieren.
Zusammenfassend sei bemerkt, dass Gene, dereniobDelrt einem hypervirulenten
Phanotyp fuhren, mittlerweile keine Seltenheit meind. Dabei wird die Unterdriickung
der Pathogenitat als Beitrag zur allgemeinen Famgesehen (Foreman-Wykert und Miller,
2003). Vor allem im Falle einer biotrophen Interakt kbnnen sogenannte ,Anti-
Virulenzgene* die frihzeitige Bildung von Symptomamterdriicken und verhindern somit
ein vorzeitiges Absterben ihres Wirtes (Foreman-®vykind Miller, 2003; Kampeet al,
2006; ten Bokumet al, 2008). Da U. maydis als biotropher Pilz auf lebendes
Pflanzenmaterial angewiesen ist, ist nicht ausdiedtdn, dass auch er auf solche
~pathogenitatsunterdriickende” Gene im Genom ang®migst, um seinem Lebenstil

gerecht zu werden.

3.5 Um11464 bedingt eine veranderte Pflanzenreaktion

Um die Auswirkung von Uml1l1464 auf die pflanzlicheer@xpression genauer zu
untersuchen, wurden vergleichende Mais-Transkriptmatysen 12 Stunden nadb.

maydisinfektion mittels RNASeg-Analysen durchgefuhrt. N&nd dieses frihen
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Zeitpunktes haben bereits die Mehrheit aller maydisZellen Filamente gebildet und
beginnen mit der Initiation der Appressorienbilduhg dieser Phase erfolgt die PAMP-
vermittelte Erkennung durch die Pflanze (Doehlemeinal, 2008). Bei der fulJ. maydis
erstmals durchgefihrten Methodik ergab sich da®lBmo, dass die Sequenzierungstiefe
unzureichend war, weshalb auf pflanzlicher SeiteteunVerwendung adequater
Analysemethoden nur wenige differenziell regulie@ene detektiert werden konnten.
Nichts desto trotz wurde beobachtet, dass 12 Stuméeh SG200-Infektion Gene mit
Funktion in Abwehr und Redoxregulation induziertrden. Dies steht im Einklang mit
friheren Mais-Transkriptomanalysen, in denen SG2R0Stunden nach Infektion eine
PAMP-vermittelte Abwehrreaktion induzierte (Doehkem et al, 2008). Eine solche
Abwehrreaktion wird bereits 24 Stunden nathmaydisifektion erfolgreich unterdrickt
und gewahrleistet die Etablierung einer kompatibleteraktion (Doehlemanret al,
2008). Eine zu SG200 vergleichbare PAMP-vermittalvevehrreaktion konnte auch nach
Infektion mit SG200um11464 beobachtet werden. So wurde beispielsvaish nach
SG200 um11464-Infektionen eine Induktion von Genen mihliion in Redoxregulation
(GRMZM2G050234) detektiert. AuRerdem wurden Pratdasibitoren wie etwa ein
Bowman-Birk Trypsin Inhibitor (GRMZM2G114552) diffenziell hochreguliert. Ein
hochreguliertes Gen mit Peroxidase-Aktivitat (GRMZ®&B82379) kodnnte auf die
Erkennung deuml1l1464Mutante und eine daraus resultierende basale Afpeadtiion
durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies hinele. Des Weiteren wurde das
Calcium-bindende  Protein CCD1 (AC225718.2_FGO006) d unein  WRKY
Transkriptionsfaktor (GRMZM2G025895) differenziethochreguliert. Wéahrend die
Expression Calcium-bindender Proteine eine moglichlewehrfunktion gegenuber
pathogener Organismen darstellen konnte, werden WRRranskriptionsfaktoren
vermehrt als Reaktion auf Verletzungen induziehg@hget al, 2002). Ein deutlicher
Unterschied zu SG200 zeigte sich hingegen durchvdienehrte Hochregulation von
Genen mit Funktion in Zellwandmetabolismus. Nach28@ um11464-Infektion wurde
eine Glykosyltransferase (GRMZM2G076307), eine iPekterase (GRMZM2G119864)
sowie eine Cellulose-Synthase (GRMZM2G339645) dhffieiell hochreguliert. Die
differenzielle Expression der erwahnten Gene mihkEon in Zellwandmetabolismus
konnten als Reaktion auf Verletzungen des pflaheiicGewebes betrachtet werden. Eine
solche Verletzung konnte unter anderem auf den kiioigsprozess als solchen
zuruckgefuhrt werden. Allerdings wurde die Genegpi@n durch mit Wasser infizierte

Pflanzen normalisiert. Es ist daher davon auszugetiass die erhohte Expression der
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.verletzungsinduzierten* Gene direkt durch dim11464Deletion bedingt wurde. Unter
anderem ware es denkbar, dass die vermehrte Appedsidung deruml1l1464
Deletionsmutante zu einer vermehrten Bildung vonefrationsstellen, d.h. Verletzungen,
geflhrt hat.

Eine Form der pflanzlichen Abwehr ist die Induktieon Transkriptionsfaktoren, welche
die Expression Stress-induzierter Gene reguliefeihere Studien zeigten, dass die
differenzielle Regulation von Transkriptionsfaktor@ Mais erst 24 Stunden nach SG200-
Infektion einsetzt (Doehlemanet al, 2008). Es ist daher besonders auffallig, dass in
dieser RNASeg-Analyse viele Gene mit DNA und RNAdsnder Funktion bereits
wahrend dieser frihen Infektionsphase differenziefuliert wurden. Im Vergleich zu
SG200, nach dessen Infektion keine Regulation voandgkriptionsfaktoren beobachtet
werden konnte, wurden als Reaktion auf dienl11464 Deletion zahlreiche
Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-Motiven (GRME2G436344, GRMZM2G703442)
oder PPR-Domanen (GRMZM2G021303, GRMZM2G349193) ferdhziell
herunterreguliert. Mit einer Calcineurin B-Protelsindenden Proteinkinase (CIPK)
(GRMzZM2G181081) wurde zudem ein Gen differenzielerunterreguliert, das
entscheidend an der Signalweiterleitung in Pflarsde Reaktion auf eine erhohte
intrazellulare C&-Konzentration beteiligt ist. Im Vergleich zu SG206rd somit eine
Vielzahl an Genen, die wesentlich an der pflangichAbwehrreaktion gegeniber
pathogener Organismen beteiligt sind, infolge derl1464Deletion herunterreguliert.
Dies lasst vermuten, dass eine pflanzliche Abwelktien nach Verlust deem11464
Gens verstarkt unterdrickt wird, was eine Elicitoktion des Um11464 Proteins
bekraftigt und eine direkte Beteilung von Um11464 @er Virulenz vonU. maydis
unterstreicht. In  Kombination mit der bereits erwt#m, signifikant erhdhten
Appressorienbildung deml11464Mutante, welche die Kolonisation des Pflanzengeseb
erleichtert, ist es denkbar, dass die verstarktetetdnickung pflanzlicher
Abwehrmechanismen naeim11464Deletion einen hypervirulenten Phénotyp in Pflanze
beginstigt. Allerdings missen die Ergebnisse derA&-Analyse mit Vorbehalt
betrachtet werden, denn wie schon erwdhnt schien Skquenzierungstiefe nicht
ausreichend genug gewesen zu sein, um statistisgbsigherte Aussagen zu machen.
AuBBerdem wurde wahrend der statistischen Analysgdstellt, dass eine sehr starke
Varianz der Gen-Expressionswerte zwischen denbilpgischen Replikaten vorlag. Dies
konnte auch in einer gPCR-Analyse anhand ausgesvalihisgene bestatigt werden und

scheint auf eine unzureichende  Synchronisierung  démfektions-  und
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Wachstumsbedingungen zwischen den einzelnen Régtikaurickzufihren sein.
Schwankungen zwischen biologischen Replikaten sindyrundlegendes Problem fir die
Datenanalyse mittels statistischer Analyseprograntaess passieren kann, dass dadurch
eine wesentlich geringere Menge differenziell resgter Gene detektiert wird oder aber
mehr falsch-positive Kandidaten detektiert werdénders und Huber, 2010; Tarazoet
al.,, 2011; Trapnellet al, 2012). Dies widerum bedingt, dass gewisse bistdg

Zusammenhange maoglicherweise nicht richtig gedeutetien kdnnen.
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4 Material und Methoden

4.1  Material und Bezugsquellen

4.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waven der Qualitéap. a. und wurden
vorwiegend von den Firmen Difco (Augsburg), Fluk8u¢hs/Schweiz), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich i&@shofen) bezogen.

4.1.2 Puffer und Lésungen

Standardpuffer und -l6sungen wurden nach Ausebell. (1987) und Sambrookt al
(1989) hergestellt. Spezielle Puffer und Lésungerd sinter den jeweiligen Methoden
aufgefuhrt. Alle Medien, Lésungen und Puffer wurdesoweit notwendig, vor
Verwendung fir 5 min bei 121°C autoklaviert. Hitmg#indliche Losungen wurden mit
Hilfe eines Filteraufsatzes (Porengrdl3e 02 Merck, Darmstadt) sterilfiltriert.

4.1.3 Enzyme und Antikdrper

Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma Eagland Biolabs (NEB, Frankfurt)
bezogen. Als DNA-Polymerasen wurden Phusion HotrtStdigh-Fidelity DNA
Polymerase (Finnzymes/NEB, Frankfurt), KOD Extrefelymerase (Novagen/Merck,
Darmstadt), Taqg DNA-Polymerase (Fermentas, St. iRaoth) und Klenow-Fragment
(NEB, Frankfurt) verwendet. Die Ligation von DNA-Né&llen wurde mit T4 DNA
Ligase (Roche, Mannheim) durchgefihrt. Fir den evaischen Abbau von RNA wurde
RNase A (Serva, Heidelberg) verwendet. Enzymatiséiibau von Zellwanden erfolgte
mittels Lysozym (Roche, Mannheim) und Novozym 28&b\o Nordisc, Kopenhagen,
Danemark). Antikérper wurden von den Firmen Sigmdrgh (Deisenhofen), Roche
(Mannheim), Cell Signaling Technology (Danver/USA3anta Cruz Biotechnology
(Heidelberg), Calbiochem/Merck (Darmstadt) und trogen (Karlsruhe) bezogen. Eine
detaillierte Auflistung der Antikorper findet siah Kapitel 4.6.4.3 (Tab. 7).
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4.1.4 Verwendete Kits

Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Geled aaor Aufreinigung von PCR-
Produkten wurde das Wizard SV Gel and PCR ClearBygiem (Promega, Mannheim)
verwendet. Fir die Aufreinigung von Plasmiden wuddes QIAprep Spin MiniPrep Kit
(Qiagen, Hilden) verwendet. Die Klonierung von PCORodukten wurde unter
Verwendung des TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Kaohe) durchgefiihrt. Spezielle

Kits sind unter den jeweiligen Methoden aufgefihrt.

4.2  Zellkultivierung

4.2.1 Kultivierung von E.coli und A. tumefaciens

Stamme vorE. coliundA. tumefaciensvurden in dYT-Medium (Sambroodt al, 1989)
bei 37°C E. col)) bzw. 28°C A. tumefaciensund 200 Upm kultiviert. Zur Selektion
wurden die Antibiotika Ampicillin (100 pg/ml), Kanaycin (50 pg/ml), Gentamycin (20
pg/ml), Tetrazyclin (25 pg/ml) bzw. Rifampicin (1Q0y/ml) verwendet. Dauerkulturen
wurden durch Zugabe von 25% (v/v) Glycerin herdksiad bei -80°C gelagert.

dYT-Flussigmedium (Sambroak al, 1989) 1,6% (w/v) Trypton-Pepton
1,0% (w/v) Yeast Extract
0,5% (w/v) NacCl
in H,Obid.

YT- Festmedium 0,8% (w/v) Trypton-Pepton
0,5% (w/v) Yeast Extract
0,5% (w/v) NacCl
1,3% (w/v) Bactoagar
in H Opig.

4.2.2 Kultivierung von U. maydis

In dieser Arbeit verwendeté&). maydis Kulturen wurden standardmallig in YEPS
Flissigmedium bei 28°C und 200 Upm kultiviert. Feaestmedien wurden Potato-

Dextrose-Agarplatten, gegebenenfalls mit den eet$nden Antibiotikazuséatzen
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Carboxin (5ug/ml), Hygromycin (200ug/ml) oder Noewmshricin (75ug/ml), verwendet.
Die dauerhafte Lagerung vdo. maydisKulturen erfolgte bei -80°C unter Zugabe von

50% NSY-Glycerin zu einer dicht gewachsenen Kultur.

YEPS (modifiziert nach Tsukudet al, 1988) 1,0% (w/v) Hefeextrakt
1,0% (w/v) Pepton

1,0% (w/v) Saccharose

in HOpig.

Potato-Dextrose-Agar (PD) 3,9% (w/v) PotaexiPose Agar
1,0% (v/v) Tris-HCI pH 8,0
in HOpig.

PD-Aktivkohle wie PD, jedoch zusatzlich

1,0% (w/v) Aktivkohle

NSY-Glycerin 0,8% (w/v) Nutrient Broth
0,1% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) Saccharose
69,6% (v/v) Glycerin
in HOpig.

Fur Stressmedien wurde Complete Medium (CM) veneendvelches nach dem
Autoklavieren mit Kongorot (70 pg/ml), Calcofluorhte (50 pg/ml), HO, (1,5 mM),
Sorbitol (2 M), NaCl (1 M), CaGIl(600 mM) bzw. EGTA (1 mM) versetzt wurde. Um auf
Sensitivitat gegen die jeweiligen Stressoren ztetgsvurden die Stdmme in YEP3u
einer OQwo von 0,8 angezogen und ink®ig. auf eine Olgy von 1,0 eingestellt. Von
diesen Zellsuspensionen wurden serielle Verdiunmur(@el0) hergestellt und je 7 pl
dieser Suspensionen auf entsprechendes Festmed#tmopfy Um auf filamentoses
Wachstum zu testen, wurden Zellsuspensionen aufARDkohle-Platten getropft.

Kompatible Stdamme wurden hierfur zuvor 1:1 gemischt
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CM-Flussigmedium (Holliday, 1974)

CM-Festmedium (Holliday, 1974)

Vitaminlésung (Holliday, 1974)

Salzlésung (Holliday, 1974)

Spurenelementlésung

0,15% (w/v) YO
0,25% (w/v) Casaminoséauren
0,05% (w/v) Heringsperma-DNA
0,1% (w/v) Hefeextrakt
1,0% (v/v) Vitaminldésung
6,25% (v/v) Salzlésung
1,0% (v/v) Tris-HCI pH 8,0
in HOyig; PH 7,0 (mit NaOH)
Nach dem Autoklavieren:
2,0% (v/v) Glukose

wie CM-Flussigmeadi
2,0% (w/v) Bactoagar

0,1%o (w/v) Tman

0,05%0 (W/v) Riboflavin

0,05%o (w/v) Pyridoxin

0,2%0 (w/v) Kalziumpantothenat
0,05%0 (W/v) para-Aminobenzoesaure
0,2%0 (w/v) Nikotinsaure
0,2%o (w/v) Cholinchlorid
1,0%o (w/v) myo-Inositol

in HoOyiq; sterilfiltriert

1,6% (w/v) O,
0,8% (w/v) KCI
0,4% (w/v) MgSEX 7H,0
0,1% (w/v) Cagk 2H,0
0,8% (v/v) Spurenelementlésung
in HzOpig.

0,06%o0 (WN\3BiD;
0,14%0 (w/v) MnClI x 440
0,4%0 (W/v) ZnGl
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0,4%o (W/v) NaMoO,4 x 2H,0
0,1%o (W/v) Fe@lk 6H0O
0,03%0 (W/v) CuSO

in HOig.

Der U. maydisStamm AB33 und dessen Derivate wurden in NitratiMalmedium (NM-
MM) kultiviert, um den Nitrat-induzierbaren Promot®,,; zu reprimieren bzw. zu

induzieren.

NM-MM (Holliday, 1974) 0,3% (W/v) KN@
6,25% (v/v) Salzlésung
in BO; pH 7,0 (mit NaOH)
nach dem Autoklavieren:
2,0% (v/v) Glukose

4.2.3 Kultivierung von Hefen

S. cerevisiaevurde bei 28°C und 200 Upm aerob angezogen. Aléméadium diente
YEPD-Medium. Fir Stdmme mit Auxotrophien wurde SR&UM mit den
entsprechenden Aminosaure-Supplementen eingeBétzDauerkulturen wurde 25% (v/v)
Glycerin zu einer dicht gewachsenen Kultur gegebémlLagerung erfolgte bei -80°C.

YEPD-Medium 2,0% (w/v) Pepton (Difco)
1,0% (w/v) Hefeextrakt
5,5% (w/v) Adenin
in HOpig.
Nach dem Autoklavieren:
2,0% (v/v) Glucose
[Festmedium: 2% (w/v) Bactoagar]

SD-Basismedium 0,67% (w/v) Yeast Nitrogexs® w/o amino acids
in HOpig.
Nach dem Autoklavieren:
2,0% (v/v) Glucose
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[Festmedium: 2% (w/v) Bactoagar]

Aminosaure-Supplemente 0,002% (w/v) L-Adenin Herfat
0,002% (w/v) L-Arginin HCI
0,002% (w/v) L-Histidin HCI
0,003% (w/v) L-Isoleucin
0,01% (w/v) L-Leucin
0,003% (w/v) L-Lysin HCI
0,002% (w/v) L-Methionin
0,005% (w/v) L-Phenylalanin
0,02% (w/v) Threonin
0,002% (w/v) L-Tryptophan
0,003% (w/v) L-Tyrosin
0,002% (w/v) L-Uracil
0,015% (w/v) L-Valin

Die Kultivierung von P. pastoris wurde nach dem Invitrogen ,EasySeletchia

Expression Kit* Handbuch in BMGY- und BMMY-Mediumeb 28°C und 200 Upm
durchgefuhrt. Die Stamme wurden hierzu vorerstibimibch ihrer Fahigkeit auf Minimal
Dextrose Medium (MDH) bzw. Minimal Methanol Mediu(MMH) wachsen zu kdnnen,

getestet.

MDH/MMH-Medium 1,34% Hefe-Extrakt
4 x 10°% (w/v) Biotin
0,004% Histidin
2,0% (v/v) Dextrose (MDH) bzw.
0,5% Methanol (MMH)
[Festmedium: 2% (w/v) Bactoagar]

BMGY/BMMY-Medium 1,0% (w/v) Hefe-Extrakt
2,0% (w/v) Pepton
100 mM KHPGO,, pH 6,0
1,34% (w/v) Yeast Nitrogen Base w/o Aminosauren
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4 x 18% (w/v) Biotin
1,0% (v/v) Glycerin (BMGY) bzw.
0,5% (v/v) Methanol (BMMY)

4.2.4 Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte von Flussigkulturen wurde photonsth in einem Novaspecll Gerat
(Pharmacia Biotech/GE Lifesciences, Minchen) bei0 60m bestimmt. Zur
Gewahrleistung einer linearen Abhangigkeit wurdeés Kulturen durch entsprechende
Verdinnungen auf Werte unter 0,8 verdinnt. Als Refevert wurde die Ofgy des

entsprechenden Kulturmediums verwendet.

4.3  Stdmme, Oligonukleotide und Vektoren

4.3.1 Mais- (Zea maysspec.) und Tabakvarietaten Nicotiana spec.)

Fur Pflanzeninfektionen wurde die Maisvarietat fafbolden Bantam (Olds Seed
Company, Madison, Wisconsin, USA) verwendet.
Fur die A. tumefacienyermittelte transiente Expression von Proteineffabakpflanzen

wurde ausschlieRlich die Varietdicotiana benthamiangerwendet.

4.3.2 E. coli Stamme

Die in dieser Arbeit zur Anwendung gekommengn coli-Standardstdmme und deren

Verwendung kénnen Tab. 2 entnommen werden.

Tab. 2: Verwendete E. coli Stamme

Stamm [Genotyp] Verwendung Referenz

K-12 TOP10 Plasmidamplifizierung/ Invitrogen
[F-, mcrA, (mrr-hsdRMS-mcrBC), Klonierung
80lacZ M15, lacX74, deoR,
recAl, araD139, (ara-leu)7697,
galU, galK, rpsL(StrR), endAl, nupG]

K-12 DH5 Plasmidamplifizierung/ Invitrogen
[F- 80dlacZ M15 (lacZYAargF)  Klonierung
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U169 deoR recAl endAl sdR17(rK-,
mK+) phoA supE44 - thi-I gyr A96
relAl]

BL21 (DH3)pLysS Proteinexpression NEB
[Dem ompT hsdS (rs'mg”) gal (DE3) Gewahrleistung hoher
[pLysS Cam'] Proteinexpression durch das Fehlen

der beiden Proteasen OmpT und Lon

ArcticExpress (DE3) Proteinexpression Agilent Technologie
[F— ompT hsdS(rB— mB-) dcm+ Ko-Expression der Kélte-adaptierten

Tetr gal (DE3) endA Hte [cpn10 Chaperone Cpn10 und Cpn60

cpn60 Gentr] erleichtert Proteinfaltung und —stabilitat

und gewaéhrleistet verbesserte
Loslichkeit

4.3.3 A. tumefaciensStamme

Fur transiente Expression von ProteinenNn benthaminawurde derA. tumefaciens
Stamm GV3101 verwendet (Koncz und Schell, 1986@sBx besitzt eine chromosomale
Rif-Resistenz. AuRerdem ist in dem Stamm das TsRid pMP9O0 fur die Expression der
fur den DNA-Transfer notigenir-Gene, jedoch mit einer ansonsten unfunktionellen T
DNA-Region, enthalten. Das Ti-Plasmid vermitteltn&esistenz. Aul3erdem enthalt der
verwendete Stamm ein Ti-Helferplasmid, welchesTattResistenzgen tragt uml trans
die Replikation der Plasmide iA. tumefaciensermittelt.

4.3.4 Hefe-Stamme

FUr etwaige Analysen, die das Arbeiten mit eineniesklamm abverlangten, wurde der
Stamm AH109 (Clontech, Saint-Germain-en-Laye/Fraitk) mit dem Genotyp MATa,
trp1-901, leu2-3, ura3-52, his3-200, gal4al80 , LYS2::GALlyas -GAL1tata -HIS3,
GAL2yas —GALlrata -ADE2, URA3::MEL1yas -MEL11aTa-lacZ verwendet. Fir die
Hefesignalsequenzfalle (yeast signal sequenced tY&5T) wurde der Stamm Y02321 mit
dem Genotyp MATa, his3l, leu20, metl50, wura30; YIL162w::kanMX4
verwendet. Dieser wurde freundlicherweise von Af Mo Verfiigung gestellt.

Fur Um11464-Expressionsversuche wurde Berpastoris Stamm GS115 [Mit His]
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Als Kontrollstanmfiir sekretierte Proteinexpression
diente der Stamm GS115 [Mutis", Albumin] (Invitrogen, Karlsruhe).
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4.3.5 U. maydisStdmme

In diesem Kapitel werden die verwendeténmaydisAusgangsstamme (Tab. 3) sowie die
in dieser Arbeit eigens generierten Stamme (Tabufgefihrt.

Bei der Herstellung von Deletionsmutanten wurde jdagilige Gen nach Kampet al,
2004 und Brachmanet al, 2004 durch eine Resistenzkassette ersetzt. Dabelen
Plasmide, welche ein Carboxin-resistentgsAllel (ipF) tragen (Broomfield und
Hargreaves, 1992) und fir die Integration der Gendenip-Lokus verwendet werden,
tiber homologe Rekombination mit dem endogenen, &Xarsensitivenip-Allel (ip®) in
das Genom vokl. maydiseingebracht. Alle Stdmme wurden tGber Southern-Biatlysen
bestatigt. In Einzelféllen wurden Plasmidintegnaéin in denip-Lokus mittels PCR-
Analysen bestéatigt. Wenn nicht anders vermerkt, dBin es sich bei den

Plasmidintegrationen in dep-Lokus um Einzelintegrationen.

Tab. 3: U. maydis Ausgangsstdmme

Name Genotyp Resistenz * Referenz
SG200 al mfa2 bE1 bw?2 P Kamper et al., 2006
CL13 al bE1 bw2 - Bolker et al., 1995
FB1 albl - Banuett und Herskowitz,
1989
FB2 a2b2 - Banuett und Herskowitz,
1989
FB1 hum3 repl albl H, N Mdiller et al., 2008
hum3 repl
FB2 hum3 repl a2b2 H, N Muller et al., 2008
hum3 repl
AB33 a2 Pnar:bW2, bE1 P Brachmann et al., 2001
SG200AM1 al mfa2 bE1 bw2 P,C Mendoza-Mendoza et al.,
ip"[Pum01779:3eGFP]ip® 2009
SG200-mCherry- al mfa2 bE1 bw2 P,C Stefanie Reil3mann, MPI
HA ipR[Potef:mcherry:ha]ipS

1Phleomycin (P), Hygromycin (H), Carboxyin (C), Nourseothricin (N)
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Tab. 4: In dieser Arbeit hergestellte  U. maydis Stamme

Stamm Genotyp Resistenz *

SG200 uml11464 al mfa2 bE1 bW2 P, H
um11464

SG200 uml11464-11464 al mfa2 bE1 bW2 P,H,C

umM11464 ip [Pym11464-11464]ip°

SG200 um11464- al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
11464HA UM11464 ip [Pumi1464:11464:halip®

SG200 um11464- al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
Poerl 1464HA umM11464 ip"[Pyer:11464:halip®

SG200 um11464-11464- al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
mCherryHA UM11464 ip [P ymi14s4:11464:mcherry:halip®

SG200 um11464- al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
Power11464-mCherryHA um11464 ipR[Pyer:11464:mcherry:halip®

SG200 um11464-Py al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
mCherryHA-um11464 uM11464 ip [P yer: SPMcherryha: 11464:halip®

SG200 um11464- al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
Pemul1464HA um11464 ip"[Pemui11464:halip®

SG200 um11464- al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
Pomal1464-StrepHA UM11464 ip¥[Poma: 11464:strep:ha]ip®

SG200 um11464- al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
sr13312° uM11464 ipR[Per13312:5r13312]ip°

SG200 um11464- al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
11464 “*-HA UM11464 ip [Pumi1462:11464 “*::halip®

SG200 um11464- al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
11464 “?1-SP . -HA um11464 ipR[Pymi1464:11464 “*1:SP . -halip®

SG200 um11464-P al mfa2 bE1 bw2 P,H,C
SP-GFPHA-11464 218! um11464 ip"[Pyeregfp:ha:um11464 #78ip®

CL13 um11464 al bE1 bW2 umil1464 H
CL13 um11464- al bE1 bw2 H, C
11464HA UM11464 ip [Pumi1462:11464:halip®

CL13 um11464- al bE1 bw2 H, C
11464 %3y um11464 ipR[Pymi1a64:11464 %1% ha]ip®

CL13 um11464- al bE1l bw2 H, C
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11464 **2HA UM11464 ip"[Pumiis64:11464 “°%*halip®
CL13 um11464- al bE1 bw2 H, C
11464 *2HA UM11464 ipR[Pumi1464:11464 **:halip®
CL13 um11464- al bE1 bw2 H, C
11464 2038 HA UM11464 ip [Pumiiea: 11464 “*3'®:halip®
CL13 um11464- al bE1 bw2 H, C
11464 "3 Ha um11464 ip [Pymi1a64:11464 ***1%ha]ip®
CL13 um11464- al bE1 bw2 H, C
11464 29538 HA UM11464 ip [Pumiisa: 11464 *>'®:halip®
AB33-um11464HA a2 Pnar:bW2, bE1 P,C

ip"[Pum11464:11464:halip®

FB1 um11464 albl uml1464 H

! Phleomycin (P), Hygromycin (H), Carboxyin (C), Nourseothricin (N)
2 Verifzierung der Plasmidintegration in den ip-Lokus mittels PCR-Analyse

4.3.6 Oligonukleotide

Tab. 5 weist alle in dieser Arbeit verwendeten @tigkleotide auf, welche zur Herstellung
bzw. Sequenzierung von Plasmiden sowie fur quaivitgreal-time* PCR verwendet

wurden. Die Oligonukleotide wurden von der Firmadfims MWG Operon synthetisiert.

Tab. 5: Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz 5° 3 Beschreibung *
oNS1 GATCGGCCATCTAGGCCCAGAGCAGCGCCA Amplifiziert die 5'-Flanke des
AAACGTG Deletionskonstrukts um11464;
fuhrt Sfil-Schnittstelle ein [R]
ONS2 GTGTATACGAGACTGCCTCG Amplifiziert die 5'-Flanke des

Deletionskonstrukts  um11464
[F]

ONS3 GATCGGCCTGAGTGGCCTTGCTCTGTTTTGC Amplifiziert die 3‘-Flanke des
TTGTCC Deletionskonstrukts um11464;
fuhrt Sfil-Schnittstelle ein [F]
oNS4 ATGATATGCTGAGGCTGAGC Amplifiziert die 3'-Flanke des
Deletionskonstrukts ~ um211464
[R]
oNS10 GATCAAGCTTGTGTATACGAGACTGCCTCG  Amplifiziert um11464 mit einem

1,0 kb-Promotorbereich; fihrt
eine Hindlll-Schnittstelle ein [F]
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oNS11

oNS14

oNS15

ONS16

oNS17

ONS18

OoNS19

OoNS23

oNS24

OoNS25

oNS26

oNS33

OoNS34

ONS42

O0NS43

oNS44

ONS52

GATCGCGGCCGCCAGCACACTAGACTTGCA
GA

TTGTCAGTGCTGCTATCAGC

CTCTAGCAGCCTTAACATCG

GGACATATTGTCGTTAGAACGCG

GACGAACTCTGTGACTTCTG

TCCAGCACACTTTCTCTTGC

GACCGGCAACAGGATTCAATC

GCACAATGCAGACTCGCTTC

GATCCCATGGGGGGGGTGGCGATCGAGC
GAGGGGTATGCGATCTCTGAT

GTCCCCGACTATGCCTGAGAATCTTTATTC
TTTGCTCT

GTCGTAGGGATAGCCGCCCGAAGGGGTAT
GCGATCTCTGAT

CTCGGCTCGAATCATACC

GATACGAGCGAGACGAAAG

ATAGGCCTGAGTGGCCGATCGTCTTTGCAC
GTTTTG

ATAGGCCTGAGTGGCCTGAGCACGTGTGGA
TCTCTGG

TATGGCCGCGTTGGCCTGCGATCTCTGATG
ATACGAG

ACGGGTGCACGCGGTGTTG

Amplifiziert um11464 mit dem
1,0- bzw. 1,5 kb-Promotorbe-
reich; fahrt eine Notl-
Schnittstelle ein [R]

Amplifiziert einen Teil von
um11464 fur Test-PCR [F]

Amplifiziert einen Teil von
um11464 fur Test-PCR [R]

Sequenzierung; hybridisiert mit
um11464-Promotorbereich [F]

Sequenzierung; hybridisiert mit
um211464-Promotorbereich [F]

Sequenzierung; hybridisiert mit
um211464-Promotorbereich [F]

Sequenzierung; hybridisiert mit
nos Terminator [R]

Sequenzierung; hybridisiert mit
um11464 [F]

Amplifiziert um11464 und fihrt
zur 3'-Fusion mit einem RSIAT-
Linker; fihrt eine Ncol-
Schnittstelle ein [R]

Inverse PCR zur 3'-Fusion von
um11464 mit einem ha-Epitop;
enthalt die 3'-Hélfte von ha [F]

Inverse PCR zur 3'-Fusion von
um11464 mit einem ha-Epitop;
enthalt die 5'-Hélfte von ha [R]

Far gRT-PCR verwendet;
amplifiziert um11464 [F]

Far gRT-PCR verwendet;
amplifiziert um11464 [R]

Amplifiziert um11464; fuhrt eine
Sfil-Schnittstelle am 5-Ende ein

[F]

Amplifiziert den 1,0 kb-
Promotorbereich von um11464;
fihrt eine Sfil-Schnittstelle ein

[F]
Amplifiziert um11464; fuhrt eine

Sfil-Schnittstelle am 3'-Ende ein
[R]

Inverse PCR zur Deletion beider
LysM-Doméanen ( 32-132 aa)
[R]
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oNS53 GCCGGAAGCATTCGTCCTC Inverse PCR zur Deletion beider
LysM-Doméanen ( 32-132 aa)
[F]

oNS59 GATCGGATCCATGCGCGCCTTGTCAGTGC Amplifiziert um11464 fir die
Insertion in den Vektor pAH-01;
fuhrt eine BamHI-Schnittstelle

ein [F]
oNS60 GATCGCGGCCGCTCAGGCATAGTCGGGGA  Amplifiziert um11464 fir die
cG Insertion in den Vektor pAH-01;
fuhrt eine Notl-Schnittstelle ein
[R]
oNS67 AGTCAGGCCTTCCACTCGAACAACAC Amplifiziert um11464 ohne SP

fir die Insertion in den Vektor
pPET SUMO [F]

oNS68 GATCTCAGGCATAGTCGGGGACGTCGTAGG Amplifiziert um11464 ohne SP
fir die Insertion in den Vektor
pET SUMO [R]

oNS75 AGATCGGATCCTCGGGCGGCTATCCCTACG  Inverse PCR zur Deletion des
AC C-terminalen Bereichs ( 165-

316 aa) von umll1464; fuhrt

eine BamHI-Schnittstelle ein [F]

oNS76 GATCCTGCTTGGTGAGCCACATCTG Inverse PCR zur Deletion des
C-terminalen Bereichs ( 165-
316 aa) von um11464 [R]

oNS85 GATGGAATTCGCCTTCCACTCGAACAACAC  Amplifiziert um11464 ohne SP
fur die Insertion in den Vektor
pPICZ A; fuhrt eine EcoRI-
Schnittstelle ein [F]

oNS86 GATAGCGGCCGCAGGGGTATGCGATCTCT Amplifiziert um11464 ohne SP
GATG fur die Insertion in den Vektor
pPICZ A; fuhrt eine Notl-

Schnittstelle ein [R]

oNS95 GACGTCCCCGACTATGCCTTCCACTCGAAC Inverse PCR zum Einbringen
AACACCG eines ha-Epitops nach dem SP
von uml1464; enthalt die 3'-

Halfte von ha [F]

oNS96 GTAGGGATAGCCGCCCGAGGCGGCTCGCG  Inverse PCR zum Einbringen
TGAGCAGCG eines ha-Epitops nach dem SP
von uml1464; enthalt die 5'-

Halfte von ha [R]

oNS101 GATCGAATTCATGCGCGCCTTGTCAGTGC Amplifiziert eine  C-terminal
verkirzte Version von um11464
fur die Insertion in den Vektor
pYST-O; fihrt eine EcoRI-
Schnittstelle ein [F]

oNS102 GATAGCGGCCGCAGTTGAAGGCGAGGATC  Amplifiziert eine  C-terminal
verkurzte Version von um11464
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fur die Insertion in den Vektor
pYST-O; fuhrt eine Notl-
Schnittstelle ein [R]

oNS105 GATCGCGGCCGCAAGGGGTATGCGATCTC  Amplifierzt das Volllange-Gen
TG um211464 fur die Insertion in den
Vektor pYST-O; fuhrt eine Notl-

Schnittstelle ein [R]

oNS120 GATAGGATCCGGGCTCGCGTGAGCAGCGG  Inverse PCR zur Deletion des
TAG N-terminalen  Bereichs  von

um11464 ( 21-152 aa); fihrt

eine BamHI-Schnittstelle ein [R]

oNS131 GATAGCTAGAGAGAAGGCCCGGC Inverse PCR zur Deletion des
N-terminalen Bereichs  von
um11464 ( 21-152 aa) [F]

oNS133 GATCGTGATGCTTGTCAGCGTGTG Inverse PCR zur Verkirzung
des C-Terminus von uml11464
( 210-316 aa) [R]

oNS134 GATCTGGTGAGGGTGATTTCTCAAC Inverse PCR zur Verkirzung
des C-Terminus von uml1464
( 241-316 aa) [R]

oNS136 GATCATGGGTGCCAGCCAGTGGCG Inverse PCR zur Verkirzung
des C-Terminus von uml1464
( 295-316 aa) [R]

oNS137 GATCGGGCGGCTATCCCTACGACG Inverse PCR zur Verkirzung
des C-Terminus von uml11464
[F]

oNS138 GATCCAGCTGAGAGAGTCGCCGTCAATGAC Amplifiert das S. reilianum-Gen

srl3312; fuhrt eine Pvull-
Schnittstelle ein [F]

oNS139 GATCGCGGCCGCTCAAGGGGTATGTGATCT Amplifiert das S. reilianum-Gen
CTG sr13312; fuhrt eine Notll-
Schnittstelle ein [R]
oNS140 GATCCATATGCCTATGGGGTTGATTCGAGA  Amplifiert den cmul-Promotor;
fuhrt eine Ndel-Schnittstelle ein
AG
[F]
oNS141 GATCGGATCCAGTAACCTAGAGCTCTTGCA  Amplifiert den cmul-Promotor;
G fuhrt eine BamHI-Schnittstelle
ein [R]
oNS150 GCCTTCCACTCGAACAACACCG Inverse PCR zum Entfernen des
Signalpeptids von um11464 [F]
oNS151 CATGATGGAAGCCAGAGCAGCGCC Inverse PCR zum Entfernen des
Signalpeptids von um11464 [R]
oNS152 CTGGCGGTGTCGGCGTTCGGTGGTGGCAG Inverse PCR zum Ersetzen des
CGCGGCCTTCCACTCGAACAACAC Signalpeptids  von  um11464

durch das von cmul; enthalt die
3'-Halfte des cmul-Signalpeptids
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OoNS153

oNS163

oNS164

ONS165

oNS166

oNS167

oNS168

oNS169_2

oNS170

ONS171_2

oNS172

oDL108

oDL110

GAPDH-RT-

CAGCACAAAGATGGACACGCTCAACTTCAT
GATGGAAGCCAGAGCAGCGCC

GATCGGGCCCATGTGGTCGCACCCGCAGT
TCGAGAAGGCCGCCTTCCACTCGAACAACA
C

GATCGCGGCCGCTTAAGGGGTATGCGATCT
CTGATG

GATCCCATGGATGGTGAGCAAGGGCGAG
GAG

GATCCCATGGAGCGTAATCTGGAACATCG

CCATGGGCCTTCCACTCGAACAACAC

GGCTCGCGTGAGCAGCGGTAG

CCATGGGGCTCGCGTGAGCAGCGGTAG

CCATGGCACCAAGATCAACAACCGCCAC

GATTCCATGGGACATGGTGAGCAAGGGCG
AGGAG

GATTCCATGGGGCATAGTCGGGGACGTCG
TAG

CCTCGATCTCGAACTCGTGGC

GTGCCAGACTTTGTGTGTGCG

CTTCGGCATTGTTGAGGGTTTG

[F]

Inverse PCR zum Ersetzen des
Signalpeptids von uml11464
durch das von cmul; enthalt die
5'-Hélfte des cmul-Signalpeptids
[R]

Amplifiziert um11464  ohne
Signalpeptid zur Insertion in den
Vektor pBIN19AN; fuhrt zur 5'-
Fusion mit einem Strep-Epitop
und fuhrt eine Apal-Schnittstelle
ein [F]

Amplifiziert um11464; flgt ein
Stopp-Codon am 3'-Ende sowie
eine Notl-Schnittstelle ein [R]

Amplifiziert mCherry; fihrt eine
Ncol-Schnittstelle ein [F]

Amplifiziert mCherry; fuhrt eine
Ncol-Schnittstelle ein [R]

Inverse PCR zur Integration
einer Ncol-Schnittstelle  nach
dem Signalpeptid von um11464
[F]

Inverse PCR zur Integration
einer Ncol-Schnittstelle nach
dem Signalpeptid von um11464
[R]

Inverse PCR zur Deletion der
Aminosauren 22-181 von
um11464; fohrt eine Ncol-
Schnittstelle ein [R]

Inverse PCR zur Deletion der
Aminosauren 22-181 von
um11464; fohrt eine Ncol-
Schnittstelle ein [F]

Amplifiziert GFP-HA; fihrt eine
Ncol-Schnittstelle ein [F]

Amplifiziert GFP-HA; fihrt eine
Ncol-Schnittstelle ein [R]

Sequenzierung; hybridisiert mit
3'-Ende von mcherry [R]

Sequenzierung; hybridisert mit
3'-Ende des otef-Promotors [F]

Fur qPCR; amplifiziert GAPDH
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fw

GAPDH-RT- TCCTTGGCTGAGGGTCCGTC
v

mfal-RT-fw  GCTTTCGATCTTCGCTCAGAC
mfal-RT-v  CAACAACACAGCTGGAGTAGC
ppi-RT-fw  ACATCGTCAAGGCTATCG
ppi-RT-rv. AAAGAACACCGGACTTGG

aus Z. mays [F]

Fur gqPCR; amplifiziert GAPDH
aus Z. mays [R]

Fur gPCR; amplifiziert mfal aus
U. maydis [F]
Fur gPCR; amplifiziert mfal aus
U. maydis [R]
Fur gPCR; amplifiziert ppi aus
U. maydis [F]
Fur gPCR; amplifiziert ppi aus
U. maydis [R]

'Das Oligonukleotid hybridisiert entweder mit dem sense-Strang [F] oder mit dem komplementaren Strang [R]

des jeweiligen Gens

4.3.7 Plasmide

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendetemd hergestellten Plasmide

beschrieben. Alle Plasmide wurden durch Restrisgmalysen Uberprift. Wurden

Plasmidteile durch PCR amplifiziert, so wurde diertektheit der inserierten DNA-

Sequenzen durch Sequenzierungen der Firma EurdfidéG Operon (Ebersberg)

abgesichert. Soweit nicht anders vermerkt, verinitlee Plasmide Amp-Resistenz.

Plasmide zur Klonierung von PCR-
Produkten

pH-FRT-WT
Dieses Plasmid ist ein Derivat von pBS-hhn
(Kamper, 2004) und enthalt ddgph Gen

unter Kontrolle desisp70Promotors unahos

Terminators. Die Hygromycin-
Resistanzkassette kann mittels Sfil
herausgeschnitten und fur

Deletionskonstrukte verwendet werden.

pBS-Cbx+
Enthdlt die Carboxin-Resistenzkassette,
welche mit Sfil herausgeschnitten und fir

Deletionskonstrukte verwendet werden kann.

pCRII-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe)

Ein Plasmid zur

Klonierung von PCR-
Produkten mittels Topoisomerase-Aktivitat.
die Blau-Weil3-

Selektion verwendet werden.

Das Plasmid kann fir

PCRII-TOPO-LBim11462HYJ-RBum11464

diese Arbeit)
Fir dieses Plasmid wurde die 1,0 kb 5'-
Flanke vorum11464mit den Primern oNS1
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und oNS2, die entsprechende 1,0 kb 3- Bildung von Appressorien verwendet
Flanke mit den Primern oNS3 und oNS4 werden. Das Plasmid kann imbx Gen
amplifiziert. Beide Fragmente wurden mit linearisiert und im ip-Lokus integriert
Sfil geschnitten und mit der 1,0 kb Hyg- werden.

Resistenzkassette aus pH-FRT-WT ligiert.
Das Ligationsprodukt wurde Uber durch Tag-
Polymerase erzeugte A-Uberhange in das
pCRII-TOPO
integrierte Ligationsprodukt im Plasmid kann
durch PCR mit den Primern oNS2 und oNS4

und far

Plasmid kloniert. Das

amplifiziert die Deletion von

um11464in U. maydisbenutzt werden.

pCRII-TOPO-sr13312 (diese Arbeit)
Ein pCRII-TOPO Derivat,

mittels PCR amplifizierteS. relianumGen

welches das

sr13312 inklusive dessen vorgeschalteten,

etwa 1 kb-langen Promotorbereich enthalt.

Sr13312 kann mittels Pvdl und Not
herausgeschnitten und far
Komplementationszwecke verwendet

werden.

Plasmide zur Generierung stabilerU.

maydisMutanten

p123 (Aichingeret al, 2003)
Enthalt daggfp Gen unter der Kontrolle des

otef Promotors und dasos Terminators. Das
Plasmid kann intbx Gen linearisiert und im

ip-Lokus vonU. maydisintegriert werden.

pAM1 (Mendoza-Mendoza, 2009)

Enthalt eine transkriptionelle Fusion des

um01779 Promotors an 3xgfp  Diese

Eigenschaft kann als Reporter fir die

p123-Rmyrvep (Dr. A. Djamei, pers.
Mitteilung)

Enthalt das fir einen sekretorischen Effektor

codierende Gervcpl unter Kontrolle des
starken cmul Promotors. Dieses Plasmid
wurde als Matrize fur die Amplifikation des

cmul Promotors verwendet.

pAH-01 (A. Hof, pers. Mitteilung)
Dieses Plasmid enthalt das Gem01987

unter Kontrolle des starkemma Promotors.
Es wurde als Matrize fur die Amplifikation

desomaPromotors verwendet.

PDL55-Pyerum11464-mCherryHA

(diese Arbeit
Dieses Plasmid wurde fur Um11464-
Lokalisierungsstudien verwendet. Der

uml1l1464 ORF wurde mittels der Primer
ONS42 und oNS44 amplifiziert, misfil
in den Vektor pDL55,

freundlicherweise zur Verfligung gestellt von

geschnitten und

Dr. Daniel Lanver, integriert. Dabei wurde
das Gen unter die Kontrolle des konstitutiven
otefPromotors gestellt und am 3"-Ende mit

mchernHA fusioniert.

p123-Ri.rum11464HA (diese Arbeit)
Der um114640RF wurde mittels der Primer
ONS59 und oNS11 amplifiziert, mBamH

und Notl geschnittenen und in den Vektor
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p123 integriert. Das Gen wurde damit unter
die

Promotors gestellt. Der C-terminale HA-Tag

Kontrolle des konstitutiven otef
wurde nachtraglich tber inverse PCR durch
die Primer oNS25 und oNS26 eingebracht.
Das Plasmid kann irmbx Gen linearisiert und

im ip-Lokus integriert werden.

p123-Rm11462Um11464 (diese Arbeit)

Dieses

wurde fur die
Komplementation SG200m11464
Deruml11464 ORF mit der
vorgeschalteten, 1,0
Promotorregion wurde mittels der Primer
ONS10 und oNS11 amplifiziert, miindlll

und Notl geschnittenen und in den Vektor
p123 der dort

enthalteneotef Promotor als auch dasgfp

Plasmid
von
verwendet.

etwa kb-langen

integriert, wobei sowohl
Gen deletiert wurden. Das Plasmid kann im

cbx Gen linearisert und imip-Lokus

integriert werden.

pP123-Rmi1462Uum11464HA (diese Arbeit)
Als Matrize fur dieses Plasmid galt p123-
Pumi1462Uum11464. Der C-terminale HA-Tag

wurde nachtraglich tber inverse PCR durch
die Primer oNS25 und oNS26 eingebracht.

P123-Rmi1462Um11464°* P HA  (diese
Arbeit)

Dieses Plasmid entstand durch inverse PCR,
wobei das Plasmid P123:R 1464

uml1l1464HA als Matrize diente. Die fir die
132 vonuml11464
kodierenden Basenpaare wurden dabei durch
die Primer oNS52 und oNS53 deletiert.

Aminosauren 32 -

(diese

P123-Rm11462Um11464° 5 HA
Arbeit)

Dieses Plasmid entstand durch inverse PCR,
wobei das Plasmid pl23:Ri4ssum11464-
HA als Matrize diente. Die die
151 vonuml11464
kodierenden Basenpaare wurden dabei durch
die Primer oNS120 und oNS131 deletiert.

flr

Aminosauren 21 -

P123-Rim1146211464 1 HA
Arbeit)

Dieses Plasmid entstand durch inverse PCR,
wobei das Plasmid pl23:Ri4ssum11464-
HA als Matrize diente. Die die
165-316 von uml1464
kodierenden Basenpaare wurden dabei durch
die Primer oNS75 und oNS76 deletiert.

(diese

flr

Aminosauren

P123-Rim1146211464°°HA  (diese
Arbeit)

Dieses Plasmid entstand durch inverse PCR,
wobei das Plasmid P123iR 1464

um11464HA als Matrize diente. Die fur die
295-316 von umll1464
kodierenden Basenpaare wurden dabei durch
die Primer oNS136 und oNS137 deletiert.

Aminosauren

0123-Rim1146211464 %4731HA
Arbeit)

Dieses Plasmid entstand durch inverse PCR,
P123R 1465
um11464HA als Matrize diente. Die fur die
241-316 von umll1464
kodierenden Basenpaare wurden dabei durch
die Primer oNS134 und oNS137 deletiert.

(diese

wobei das Plasmid

Aminosauren
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P123-Rim114621146471 %3 HA  (diese
Arbeit)

Dieses Plasmid entstand durch inverse PCR,
wobei das Plasmid P123iR 1464

uml1l1464HA als Matrize diente. Die fiur die

Aminosauren 210-316 von uml11464

uml11464HA, welchen zuvor einécd-
Schnittstelle Uber inverse PCR mit den
Primern oNS167 und oNS168 eingefigt
wurde, integriert.

p123-SP-GFPHA-1146#%'8 (diese

kodierenden Basenpaare wurden dabei durch Arbeit)

die Primer oNS133 und oNS137 deletiert.

P123-Rim114621146412°

Das Signalpeptid voom11464wurde durch
inverse PCR mit den Primern oNS150 und
oNS151 entfernt. Als Matrize diente p123-

Pum1146s11464HA.

P123-Rin1146211464 72%SP.
Das Signalpeptid vomm11464wurde Uber

inverse PCR mit den Primern oNS152 und
ONS153 durch das Signalpeptid vamul
substituiert. Als Matrize diente p123iR1464
11464HA.

P123-Rm,rum11464HA (diese Arbeit)

Der cmul Promotor wurde unter Verwendung
der Primer oNS140 und oNS141 amplifiziert,
mit Ndd und BanH| geschnitten und in den

Vektor pl23-RBerumll1464HA

Dadurch wurde deotef Promotor durch den

integriert.

cmul Promotor ersetzt.

p123-SP-mCherryHA-um11464HA
(diese Arbeit)

Das mCherryHA-Konstrukt wurde mittels
der Primer oNS165 und oNS166 amplifiziert,
mit Ncd geschnitten und in die Vektoren
pP123-Rm1146s11464HA p123-Rr

bzw.

Das GFPHA-Konstrukt wurde mittels der
Primer oNS171 2 und oNS172 amplifiziert,
mit Ncd geschnitten und in die Vektoren
P123-Rm1146511464 p123-Rr

uml1l1464HA integriert. In diesen wurde
zuvor Uber inverse PCR mit den Primern
ONS169_2 und oNS170 der N-Terminus von
um11464 ( 21-181 aa) durch eine Ncol-

Schnittstelle ersetzt.

bzw.

Somit entstand ein
sekretiertes GFPHA-Konstrukt, das der
einer GPI-

mikroskopischen  Analyse

Verankerung voim11464dienen sollte.

Plasmide zur Expression von Um11464

in E. coli

pET SUMO (Invitrogen, Karlsruhe)
Leervektor fur die Expression von Genen in
Der Vektor enthdlt einen Tat-

E. coli
Promotor und wird fur die Fusion von Genen
an eine 6x-His-SUMO-Protein-Fusion am 5°-
Ende verwendet. Das Plasmid vermittelt

Kan-Resistenz.

pPpET SUMO-um11464 (diese Arbeit)

Dieses

Plasmid wurde generiert,
inE.
exprimieren. Dabei wurde dem114640RF

durch

um

uml11464 periplasmatisch coli zu

ohne Signalpeptid Uber Tag-
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Polymerase erzeugte A-Uberhdnge in den
Vektor pET SUMO integriert. Am 5°-Ende
ist das Gen mit einem 6x-His-SUMO-
am 3-Ende mit einem durch
HA-tag

Das Plasmid vermittelt Kan-

Protein,
Amplifikation eingebrachtem
fusioniert.

Resistenz.

Plasmide zur Expression von Um11464

in P. pastoris

pPICZ A (Invitrogen, Karlsruhe)

Dieses Plasmid enthalt eine 5  fusionierte
Sequenz, die fur das alpha-Sekretionssignal
aus P. pastoris kodiert. Dieses soll der

Sekretion des Proteins in das Kulturmedium
dienen. Am 3-Ende erfolgt die Fusion an
einen c-MycTag sowie einen 6x-His-Tag,

welches der Aufreinigung und Detektion des
Proteins dient. Die Proteinexpression steht
Kontrolle eines Methanol-

unter der

induzierbaren Promotors.

pPICZ A-um11464 SP (diese Arbeit)
Zur Konstruktion dieses Plasmids wurde der
uml11464 ORF ohne Signalpeptid Uber die

RestriktionsschnittstelleEcoR und Not in

das Plasmid pPICA integriert und somit
die

induzierbaren Promotors gestellt.

unter Kontrolle des Methanol-

Plasmid zur transienten

Transformation von N. benthamiana

pBIN19AN (A. Djamei, pers. Mitteilung)
In diesem Plasmid sind Ti-Sequenzen

vorhanden, die einen Transfer voA.

tumefaciens in Wirtspflanzen, wie
beispielsweiseN. benthamianaermdglichen
(Bevan, 1984). Am 3'-Ende befindet sich

eine ,in frame"“ Fusion mit deiyfp Gen.

pBIN19AN-Strep-um11464
Arbeit)

Dieses Plasmid entstand, indem derl1464
ORF die
Restriktionsschnittstellepa und Not in

(diese

ohne  Signalpeptid  Uber
das Plasmid pBIN19AN integriert wurde.
Am 3"-Ende wurde durch den Primer NG164
ein Stopp-Codon eingeflgt, wodurch die C-
terminale Fusion mit demyfp Gen
unterbrochen wurde. Am 5°-Ende wurde der
ORF durch Amplifikation mit dem Primer
ONS162 mit einem Strep-Tag fusioniert,
welches der Proteinaufreinigung diente. Das
Plasmid enthalt eine Kan-Resistenz fir die

Selektion inE. coliundA. tumefaciens

Plasmide fiur S. cerevisiae

pYST-O (A. Hof, pers. Mitteilung)

Dieses Plasmid diente als Vektor fir die

Hefesignalsequenzfalle. Es enthélt das fur
das Enzym Invertase codierende Gamrc2

jedoch ohne ein Signalpeptid. Durch 5°-
Fusion eines DNA-Abschnittes, welcher zur
Sekretion befahigt, kann die Aktivitdt des

Suc? Proteins wieder hergestellt werden.
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pYST-O-um11464 (diese Arbeit) und in den Vektor pYST-O integriert.
Eine Volllangenversion bzw. eine verkiirzte ~ Dadurch kam es zur 3'- Fusion des Gens mit
Version desum114640RFs wurden mittels dem inaktiversuc2Gen.

der Primer NG101 und NG102 bzw. NG105

amplifiziert, mit EcoR und Notl geschnitten

4.4  Mikrobiologische und zellbiologische Methoden

4.4.1 Transformationen

4.4.1.1 Rhobidium-Chlorid-vermittelte Transformation von E. coli

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Coheet al 1997. Zur Herstellung
transformationskompetenter Bakterienzellen wurdéf inl dYT-Medium mit 10 mM
MgCl, und 10 mM MgSQversetzt. Dieses Medium wurde mit 1 ml einer fiesxc TOP10-
bzw. DH5 -Ubernachtkultur angeimpft und die Kultur bis zoegi ODy von 0,5 bei 37°C
und 200 Upm inkubiert. Die Zellen wurden geern000 Upm, 15 min, 4°C; Heraeus
Biofuge Stratos) und in 33 ml eiskalter RF1-Losureguspendiert. Nach 30 bis 60-
minutiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen arnabzentrifugiert (3.000 Upm, 15 min,
4°C; Heraeus Biofuge Stratos), in 5 ml eiskalteRRIBsung resuspendiert und 15 min auf
Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde zu je H0aliquotiert, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

RF1-Ldsung 100 mM RbCI
50 mM MnC} x 4H,0
30 mM Kaliumacetat
10 mM CaClx 2H,0O
15% (v/v) Glycerol
in HOyig; pH 5,8 (Mit 0,2M Essigséaure)
sterilfiltriert

RF2-LOsung 10 mM MOPS
10 mM RbCI
75 mM CaGl x 2H,0
15% (v/v) Glycerol
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in HOyig; pH 6,8 (Mit NaOH)
sterilfiltriert

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis audget jeweils 50 pl mit bis zu 10 pl
Plasmidlésung (1-5 ng Plasmid) bzw. Ligationsansatrsetzt und 15 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 1 min bei@2furde der Transformationsansatz
mit 150 pl dYT-Medium versetzt und 30-60 min bei08Wpm und 37°C in einem
Eppendorf-Warmeblock inkubiert. Der Transformatidssatz wurde auf selektiven dYT-

Platten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C in&ubi

4.4.1.2 Transformation durch Elektroporation

Die Transformation durch Elektroporation wurde far coli sowie fur A. tumefaciens
verwendet. Eine frische Ubernachtkultur wurde daz00 in 500 ml dYT-Medium mit
entsprechendem Antibiotikazusatz verdinnt und b&peechender Temperatur und 200
Upm bis zu einer O§)o 0,7 inkubiert. Die Zellen wurden dann fur 15 -3thrauf 0°C
heruntergekuhlt und anschlieRend abzentrifugi€d0@4g, 15 min, 4°C; Heraeus Biofuge
Stratos). Das Pellet wurde 1x in 500 ml 10% Glytgewaschen. Nach Zentrifugation bei
4000 g, 15 min, 4°C wurden die Zellen in 10 ml &ait 10% Glycerin resuspendiert,
abzentrifugiert und schlie3lich in 1 bis 1,5 miltkah 10% Glycerin aufgenommen. Die
transformationskompetenten Zellen wurden zu je Baliguotiert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

Zur Transformation wurden die elektrokompetentetieielangsam auf Eis aufgetaut. 50
pl Zellsuspension wurden mit bis zu 5 pl DNA gerhisend 10 min auf Eis inkubiert. Der
Transformationsansatz wurde daraufhin in eine \Jaigke 0,2 cm breite
Elektroporationskivette (peqglab, Erlangen) tUbetfiimd die Kivette in die vorgesehene
Halterung des Gene Pulsers gestellt (Gene Pulsa&iRad). Direkt danach wurde der Puls
ausgelost (25 mF; 200 W; 2,0 kV). Die Entladungsseilte zwischen 4 und 5 msec
liegen. Im Anschluss an die Entladung wurde sofg®@0 pl dYT-Medium in den
Transformationsansatz pipettiert. Die Zellen wurdem Regeneration 30 - 60 min bei

37°C inkubiert und anschliel3end auf selektivent®heausgestrichen.
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4.4.1.3 Blau-Weil3-Selektion vonE. coli Transformanden

Die korrekte Insertion eines Konstrukts in Plasmitdie sich fur die Blau-Weil3-Selektion
eignen (beispielsweise pCR-TOPO2.1 und ll), resulin einer Unterbrechung des lacZ-
Gens, so dass keine funktionelle 3-Galactosidageinetert wird, die X-Gal in einen

blauen Indigofarbstoff spaltet. Kolonien, in denBlasmide mit Insert enthalten sind,
bleiben somit auf X-Gal-haltigen Platten weil3 urdthien leicht von den blauen Kolonien

mit Vektoren ohne Insertion des gewiinschten Kokttrunterschieden werden.

4.4.1.4 Transformation von U. maydis

U. maydis wurde nach einem nach Schulz et al, 1990 und sGdhet al, 1992
modifizierten Protokoll transformiert. Eine 50 mlukur wurde bis zu einer Qg in
YEPS kultiviert und die Zellen anschlieRend geernte5@® Upm, 5 min; Heraeus
Biofuge Stratos). Die Zellen wurden einmal mit 263CS gewaschen und in 2 ml SCS
mit 2,5 mg/ml Novozym 234 (Novo Nordisc, KopenhagBdnemark) resuspendiert. Die
SO0 gestartete Protoplastierung, bei der die zig&rmigen Zellen durch Lyse der
Zellwand eine kugelige Form annehmen, wurde milkopgch verfolgt. Nachdem etwa 50
- 70% der Zellen protoplastiert waren (5 - 15 mumjirden 10 ml eiskaltes SCS zugegeben
und die Protoplasten durch 10-minttige Zentrifuga(i2.400 Upm, 4°C; Heraeus Biofuge
Stratos) pelletiert. Um das Novozym vollstandig entfernen, wurde dieser Waschgang
dreimal wiederholt. Danach wurden die Zellen einmdl10 ml eiskaltem STC gewaschen
und das Pellet schlie3lich in 0,5 ml eiskaltem SAu@genommen. Die so gewonnenen

Protoplasten wurden direkt transformiert oder zu 0 aliquotiert und bei -80°C

aufbewahrt.
SCS-Losung 20 mM Na-Citrat, pH 5,8
1 M Sorbitol
in HoOyiq.; sterilfiltriert
STC-Lb6sung 10 mM Tris-Cl, pH 7,5
100 mM CaCl2
1 M Sorbitol

in HoOyiq; sterilfiltriert
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Zur integrativen Transformation wurden 70Protoplasten mit max. 10l linearisierter
DNA (bis zu 5 g) und 1 | Heparin-Losung (10 mg/ml) fir 10 min auf Eis irftert.
Nach Zugabe von 0,5 ml STC/PEG folgte eine weitatiaibation fir 15 min auf Eis.
AnschlielRend wurde der gesamte Transformationsamadteiner kurz zuvor mit 15 ml
Top-Agar Uberschichteten Regenerationsagarplatsgestrichen, die das entsprechende
zweifach konzentrierte Antibiotikum in 15 ml BotteAgar enthielt. Nach vier bis sieben
Tagen Inkubation bei 28°C wurden die gewachsenelorifen mit Zahnstochern auf
Antibiotikum-haltigen PD-Platten vereinzelt. Poietie Transformanten wurden mittels
Southern-Analyse verifiziert.

STC/PEG-L6sung 40% PEG4000
in STC; sterilfiltriert

Regenerations-Agar (Schulz et al., 1990) op: 1,5 % (w/v) Bacto-Agar
1 M Sorbitol
in YEPS
Bottom: wie Top, zuséatzlich doppelt

konzentriertes Antibiotikum

4.4.1.5 Transformation von S. cerevisiae

S. cerevisiaavurde in YEPD zu einer Odgy von 0,6 - 0,8 kultiviert. Die Zellen einer 50
ml Kultur wurden pelletiert (3.500 Upm, 5 min; Hets Biofuge Stratos) und in 1 ml
H.Opig. resuspendiert. Zur integrativen Transformationrdea 300 pl einer Lithium-
Acetat/PEG-LOsung in einem 1,5 ml Reaktionsgefaltgelegt und 125 pl einer
hitzedenaturierten Einzelstrang-Carrier-DNA (MoBtT &6ttingen), 10 pl Plasmidlésung
(1,5 pg Plasmid-DNA) sowie 100 pl der in®bid. resuspendierten Hefezellen zugegeben
und fir 1 min gevortext. Der Transformationsanseizde fir 45 min bei 400 Upm und
42°C in einem Eppendorf-Warmeblock inkubiert unddmiel3end pelletiert (700g, 5 min;
Heraeus Biofuge Pico). Das Zellpellet wurde in 10®,9%igem NaCl resuspendiert und
komplett auf entsprechendem SD-Selektionsmediunplattiert. Nach etwa 3 Tagen

konnten erste Kolonien geerntet werden.
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Lithium-Acetat/PEG-LOsung 50% PEG4000
180 mM Lithium-Acetat

4.4.1.6 Transformation von P. pastoris

Chemisch kompetente Zellen despastorisWildtyp-Stamms GS115 [Miit His] wurden
nach den Angaben dePighia EasyComp" Transformation Kit* Handbuch (Invitrogen,

Karlsruhe) mit Plasmid-DNA transformiert.

4.4.2 Filament- und Appressorieninduktion in vitro

Die in vitro Induktion von b-Filamenten und Appressorien wundeh Mendoza-Mendoza
et al, 2009 mit leichten Abwandlungen durchgefiihrt. [Eeeiligen Stdimme wurden in
YEPS zu einer Olgy von 0,8 kultiviert, pelletiert (3,000 Upm, 5min;ekaeus Biofuge
Pico) und in 2% YEPS(in H.Oyig) auf eine Olgyo von 0,2 eingestellt. Die Zellsuspension
wurde mit 100 puM 16-Hydroxy-Palmitinsaure (HPS; My@lroxy hexadecanoic acid;
Sigma-Aldrich, Deisenhofen) versetzt und anschhel3auf einen mit Parafim M
(Pechiney Plastic Packaging, Chicago/USA) ausgadden Objekttrager gespriht
(EcoSpray; Roth, Karlsruhe). Dabei wurde darautches, dass die Tropfen nicht grol3er
als 1 mm waren. Die so inokulierten Oberflachendeurin rechteckige Petrischalen auf
feuchtes Filterpapier platziert und die Petrischatat Parafilm M versiegelt. Die Proben
wurden fur 16 - 18 h bei 28°C inkubiert. Fur diea@tifizierung von Filamenten wurde die
Anzahl der filamentdés wachsenden Zellen relativ gagsamtzellzahl mikroskopisch
bestimmt. Zur quantitativen Bestimmung von Appresso wurden die Oberflachen
vorerst mit HObid. gespilt, um nicht adharierende Zellen zueznén. Die Oberflachen
wurden anschlieBend mikroskopisch ausgewertet,nindee Anzahl der Filamente, die
eine terminale Verdickung sowie eine Expression Appressorien-spezifischen GFP-
Reporters aufwiesen, relativ zur Gesamtzahl danteéhte gesetzt wurde.

Um Filamentbildung in Flussigkultur zu induzieremurden die Zellen wie oben
beschrieben kultiviert und vorbereitet. Die Zellsaissionen wurden in 2 ml
ReaktionsgefalRen auf einem Roll-Inkubator (Kiskest®, Steinfurt) bei 20 Upm in
nahezu waagerechter Position gedreht. Nach 18 hbéatlon bei 28°C wurde die
Filamentbildung mikroskopisch analysiert und wieenlbeschrieben quantifiziert. Alle
quantitativen Analysen wurden in mindestens dreiabwé@ngigen Experimenten

durchgefuhrt.
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4.4.3 Bestimmung der Oberflachenhydrophobizitat

Um die Hydrophobizitat einer Oberflache, zum Bespiie einer Pilzkolonie, bestimmen

zu konnen, wurden 10 pl einer 0,25% Evans-Blue-hgsaufgebracht und die Tropfen

getrocknet. AnschlieRend wurden die Durchmesseeigetrockneten Tropfen gemessen
und der Kontaktwinkeln unter Verwendung entspredeenmathematischer Formeln

berechnet (Doehlemaret al, 2006).

4.4.4 Pathogenitatstest vorlJ. maydis

Die zu testenden Stamme wurden in YERS einer Olgy von 0,8 - 1,0 kultiviert,
geerntet (3.500 Upm, 5min; Heraeus Biofuge Stratws) in HOyq. auf eine Olgyo Von
1,0 eingestellt. Ca. 500 pl der Zellsuspension wuilker Spritzinfektionen in das Innere
des Blattwirtels von sieben Tage alten MaispflandenSorte Early Golden Bantam (Olds
Seeds, Madison/USA) injiziert. Die Injektionsstelleurde etwa 1 cm Uber der Erde
gewabhlt, also etwa 2,5 bis 3 cm oberhalb des baglanzenmeristems. Dabei werden in
der Regel die Blattscheiden des ersten und zwdtaties sowie die Blattspreiten des
dritten und vierten Blattes durchstochen.

Zur Quantifizierung der Pathogenitatssymptome wardee Pflanzen sieben bzw. zwolf
Tage nach Infektion analysiert und die Symptomesjeh Starke in 7 Kategorien eingeteilt
(Tab. 6). In der Regel wurden je Stamm drei unagiggninfektionen von 30 - 40 Pflanzen
durchgefihrt, um die Werte anschlieend mitteln pnozentual zur Gesamtzahl der

infizierten Pflanzen darstellen zu kénnen.

Tab. 6: Klassifizierung der Symptome nach Infektion mit U. maydis

Pflanzensymptom Beschreibung

Keine Symptome Keine Symptome nach U. maydis Infektion sichtbar
Chlorose Gelblich-bleiche Farbung des Blattes
Ligula-Schwellung Ubergang von Blattscheide zur Blattspreite geschwollen
Einzeltumore Einzelner Tumor am Blatt

Kleine Tumore Tumore am Blatt kleiner als 2 mm

Grol3e Tumore Tumore an Blatt und Stamm gréf3er als 2 mm

Starke Tumorbildung an Blatt und Stamm bzw.
Starke Tumorbildung / Krimmung Stammbasis; geht mit Biegung der Wachstumsachse
einher

Tote Pflanzen Pflanzen sterben aufgrund der U. maydis Infektion ab
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4.5  Molekularbiologische Methoden

4.5.1 Isolierung von Nukleinsduren

4.5.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA ausE. coli

Plasmid-DNA, die spater fur Sequenzierungen verwemeerden sollte, wurde mit Hilfe
des QlAprep Mini Plasmid Kits nach Herstellerangals®liert. Fir andere Anwendungen,
wie beispielsweise Restriktionsanalysen, wurde rRl&€NA nach dem Prinzip der
kochenden Lyse (Sambroak al, 1989) extrahiert. Dazu wurden 1,5 ml eirker coli
Ubernachtkultur pelletiert (13.000 Upm, Heraeusf@je Pico). Dem Zellpellet wurden
350 | STET-Puffer und 251 Lysozym-L6sung zugefihrt, die Proben auf einerarsi-
VXR Schiittler (IKA, Staufen) fir 1 min geschitteid anschlieend 1 min bei 95°C in
einem Eppendorf-Warmeblock inkubiert. Die lysierteiellen und die denaturierte
genomische DNA wurden 10 min bei 13.000 Upm ab#egiert (Heraeus Biofuge Pico)
und danach mit einem sterilen Zahnstocher aus dessmgen Losung entfernt. Die
Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 353M Na-Acetat und 4201 Isopropanol fur 5
min gefallt und abzentrifugiert (13.000 Upm, 5 miteraeus Biofuge Pico). Das Pellet
wurde mit 70% Ethanol gewaschen, 5 min an der geftocknet und in 100l TE-Puffer
mit 20 g/ml RNase A aufgenommen. Mit dieser Methode gesgoutineméanig, aus 1,5
ml Ubernachtkultur etwa 50g Plasmid-DNA zu isolieren.

STET-Puffer 50 mM NaEDTA
8% (w/v) Saccharose
5% (v/v) Triton X-100
in 50 mM Tris-HCI, pH 8,0

Lysozym-Losung 10 mg/ml Lysozym (Interspex Prddunc., USA)
in 10 mM Tris-HCI, pH 8,0

TE-Puffer 1 mM NaEDTA
in 10 mM Tris-HCI, pH 8,0



Material und Methoden 90

4.5.1.2 Isolierung von genomischer DNA aud). maydis

Diese Methode wurde nach Hoffman und Winston (198#difiziert. 2 x 2 ml einer
Ubernachtkultur in YEPS wurden zusammen mit 0,3 g Glasperlen in einem 2 ml
Eppendorf-Reaktionsgefald pelletiert (13.000 Upnmid; Heraeus Biofuge Pico), der
Uberstand verworfen und das Pellet in 500Ustilago-Lysispuffer und 500 | TE-
Phenol/Chloroform aufgenommen. Die Proben wurderlfi- 20 min auf einem Vibrax-
VXR Schiittler (IKA, Staufen) geschiittelt und anseRénd 15 min zentrifugiert (13.000
Upm; Heraeus Biofuge Pico). Nach der Phasentrenmunden 400 | des Uberstands in
ein neues Eppendorf-Gefal? Uberfihrt und mit 1 m0%O0Ethanol gefallt. Nach
Zentrifugation (13.000 Upm, 10 min; Heraeus Biofugjeo) wurde das Pellet mit 70%
Ethanol gewaschen, fir 5 min an der Luft getrockmet in 30 | TE mit 20 g/ml RNase

A aufgenommen. Die Resuspendierung erfolge bei ShftCetwa 15 min auf einem

Eppendorf-Warmeblock.
Ustilago-Lysispuffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
50 mM Na2-EDTA
1% (w/v) SDS
in H2Opjg.
TE-Phenol/Chloroform Mischung aus gleichen Teilé&eiol (mit

TE-Puffer aquilibriert) und Chloroform

4.5.1.3 Isolierung genomischer DNA aus infizierten Maispflazen

Sieben Tage alte Maispflanzen wurden wie in Kapitdl.4 beschrieben mi. maydis

infiziert. Zu gewlnschten Zeitpunkten nach Infektiovurde das dritte Blatt prapariert,
wobei ein ca. 2 cm langer Blattbereich ca. 1 crennatlb der Einstichlécher verwendet
wurde. Mindestens 10 solcher Blattabschnitte wur@lemnAusgangsmaterial fiir die DNA-
Isolierung vereint. Die Blatter wurden in flussigestickstoff schockgefroren und mit
einem Morser zerkleinert. Das Material wurde ans@@nd in ein 2 ml Reaktionsgefafld
Uberfihrt und mit 500 | Ustilago-Lysispuffer sowie 500 | TE-Phenol/Chloroform

versetzt. Alle weiteren Schritte erfolgten wie iaptel 4.5.1.2 beschrieben.
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4.5.1.4 Isolierung von RNA ausU. maydisund infizierten Maispflanzen

Zur lIsolation von RNA ausU. maydis wurden 2 x 2 ml einer Ubernachtkultur
abzentrifugiert (13.000 Upm, 5 min @ Heraeus Biofuge Pico) und das Pellet in
flussigem Stickstoff schockgefroren. In noch gedream Zustand wurden 0,3 g Glasperlen
sowie 1 ml Trizol-Reagent (Invitrogen, Karlsruhelgegeben und das Pellet fir 15 min auf
einem Vibrax-VXR Schittler (IKA, Staufen) geschiitteZur Phasentrennung wurden
anschlief3end 200 pl Chloroform zugegeben, der &ngéftig gevortext und fir 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation (08.0Upm, 15 min, ZC; Heraeus
Biofuge Pico) wurde die obere, wassrige Phase emtmen und in ein frisches Eppendorf-
Gefal3, welches vorher mit 500 pl Isopropanol vezeelurde, Gberfihrt. Die Prazipitation
der RNA erfolgte fir 10 min bei Raumtemperatur. INZentrifugation bei 13.000 Upm,
15 min, 4C wurde der Uberstand verworfen und das Prazipitidt 75% Ethanol
gewaschen. Nach abermaliger Zentrifugation wurdeEtleanol-Uberstand verworfen, das
Pellet fir 10 min bei Raumtemperatur getrocknet amstchlie3end in 50 pl RNAse-freiem
Wasser resuspendiert.

Zur RNA-Isolierung aus Blattern infizierter Maispfizen wurden diese wie in Kapitel
4.5.1.3 prapariert, in flussigem Stickstoff schosfkgren, gemorsert und analog der

Isolierung von RNA aub). maydisbehandelt.

4.5.2 In vitro Modifikation von Nukleinsauren

4.5.2.1 Restriktion von DNA

Restriktionen von DNA wurden mittels Typ Il-Restidnsendonukleasen (NEB,
Frankfurt) fir 2 - 16 h bei Enzym-spezifischer Teargiur durchgefihrt. Die verdaute
DNA wurde spater auf Agarosegelen analysiert. Episther Restriktionsansatz setzte

sich wie folgt zusammen:

0,5-2 greine DNA

2 | enzymspezifischer 10 x NEB-Puffer
ggf. 2 110 x BSA (NEB)

0,5 U Restriktionsendonuklease

ad 20 | mit H2Opg.
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4.5.2.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde T4 DNA Ligag®&koche, Mannheim)
verwendet. In Ligationen, bei denen ein lineartsieNektor mit einem Insert verbunden
werden sollte, wurde die entsprechende DNA im neolarerhaltnis von 1:3 eingesetzt. In
Ligationen, bei denen drei Fragmente zu einem taredDNA-Molekdl ligiert werden
sollten, wurde ein molares Verhéltnis von 1:1:1gesetzt. Die Ligationen wurden fir
mindestens eine Stunde (RT) oder Uber Nacht (186@hgefthrt.

4.5.2.3 Amplifikation ~von  DNA-Fragmenten mittels Polymerase
Kettenreaktion (PCR)

Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde dtelymerase-Kettenreaktion (PCR)
verwendet. Je nach Anwendung wurden verschiedelygnBmsen eingesetzt, welche im
Folgenden mit den entsprechenden typischen Ansatdesr beschrieben werden.
Aullerdem wird das PCR Programm nach folgendem Sxkhdargestellt: Initiale
Denaturierung - [Denaturierung - Anlagerung - Elamgn] x Zahl der Zyklen — finale
Elongation. Die Elongationszeiten wurden je nachol$er des zu amplifizierenden
Fragments und nach Synthesegeschwindigkeit derereteten Polymerase variiert. Die
Anlagerungstemperatur der jeweils verwendeten @lgteotide wurden silico mittels
des Programms CloneManager 9 (Sci-Ed Software)inmest Die PCR-Reaktionen
wurden in dem Thermocycler PeqSTAR (peqlab, Erlaphgerchgefihrt.

Phusion-Polymerase (Standardpolymerase bis ca; Gudh verwendet fiir inverse PCR;

Finnzymes/NEB, Frankfurt)

Ansatz etwa 50g Matrizen-DNA
250 M dNTPs (1:1:1:1 Verhaltnis)
1 M Oligonukleotid 1
1 M Oligonukleotid 2
1 x konzentrierter GC-Puffer (Finnzymes)
0,5 U Phusion-Polymerase
Programm:  95°C/1 min - [95°C/30 s - 55-65°C/30722C/30 s/kb] x 35 - 72°C/10 min
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KOD Extreme Polymerase (inverse PCR; Novozym/MebDkmstadt)

Ansatz etwa 50g Matrizen-DNA
250 M dNTPs (1:1:1:1 Verhaltnis)
1 M Oligonukleotid 1
1 M Oligonukleotid 2
1 x konzentrierter KOD-Puffer (Novagen)
1 U KOD-Extreme Polymerase
Programm:  94°C/2 min - [94°C/30 s - 55-65°C/1568°C/1 min/kb] x 35-40 - 68°C/10

min

Tag-Polymerase (Test-PCR; Fermentas, St. Leon-Roth)

Ansatz etwa 50g Matrizen-DNA
250 M dNTPs (1:1:1:1 Verhaltnis)
1 M Oligonukleotid 1
1 M Oligonukleotid 2
1 x konzentrierter KCI-Puffer (Fermentas)
1 U Tag-DNA-Polymerase
Programm:  94°C/5 min - [94°C/1 min - 55-65°C/1 mif2°C/1 min/kb] x 35 - 72°C/10

min

4.5.2.4 Ortspezifische Mutagenese von Nukleinsauren mittelBCR

Nukleinsduremutagenesen zum gezielten Austauscheumelnen Basen in Plasmiden
wurden mittels PCR unter Verwendung von Primerm, die gewtnschten Mutationen
enthielten, durchgefuhrt. Hierbei wurde das ,Quik@fe (Multi) Kit“ (Stratagene, USA)

nach Herstellerangaben angewendet.

4.5.2.5 Quantitative Real-Time PCR

FUr quantitative Real-Time PCR (Q-PCR) wurde RNA wi Kapitel 4.5.1.4 beschrieben
extrahiert. DNA-Reste in den RNA-Proben wurden emsttdes , Turbo DNA-free” Kits
(Ambion/Applied Biosystems, Darmstadt) entfernt ulel RNA daraufhin in cDNA revers
transkribiert (,Superskript Il First Strand Syngie SuperMix®; Invitrogen, Karlsruhe).
Die cDNA wurde fir Q-PCR Reaktionen eingesetzt, ™ié Hilfe des ,Platinum SYBR
Green gPCR SuperMix-UDG*" Kits von Invitrogen naclerbtellerangaben durchgefuhrt
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wurde. FiUr die PCR Reaktionen wurden in der Regel5L | cDNA eingesetzt. Als
Referenzfarbstoff fur einen 50 ul PCR-Ansatz diehi¢ einer 1 uM Fluorescein-Losung
(Bio-Rad, Miinchen).

Die Reaktionen wurden in einem Bio-Rad iCycler-8gstunter der Verwendung des
Programmes 95°C/2 min — [95°C/30 s — 62°C/30 s *CI3D s] x 45 durchgefuhrt. Die
Spezifitat der Reaktionen wurde nach Beenden deR RfDhand der vom Gerat
berechneten Schmelzkurve tberpriuft. Der CT (,thokkltycle”)- Wert, der den Punkt
beschreibt, an dem die Fluoreszenz erstmals dignifi die Hintergrundfluoreszenz
Ubersteigt, wurde mittels der Bio-Rad Software Wers3.0 ermittelt. Die relativen
Expressionwerte wurden mit Hilfe des Programr@eEne Expression Macr(Bio-Rad)
berechnet. Zur Bestimmung dam11464Expression wurde das konstitutiv exprimierte
Kontrollgen ppi (Peptidylprolyl isomerase) verwendet. Zur quatitien Bestimmung der
pilzlichen Biomasse in infizierten Maispflanzen war das Verhaltnis von Pilz-DNA
(mfal) zu Pflanzen-DNA GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)
gebildet. Dies geschah in drei unabhéngigen Expariem, wonach die Werte gemittelt

werden konnten.

4.5.3 Auftrennung und Nachweis von Nukleinsauren

4.5.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese wurden Nukleinsduren innem elektrischen Feld
gréRenspezifisch aufgetrennt. Hierbei wandert dwAlaufgrund ihrer negativen Ladung
in Richtung Anode. Die Agarosekonzentration demwesrdeten Gele variierte zwischen
0,8% und 2,0%. Zur Herstellung der Gele wurde digejlige Menge an Agarose in 1 x
TAE oder 0,5 x TBE durch Aufkochen gel6st und ntiiiumbromid (Roth, Karlsruhe)
versetzt (Endkonzentration 0,25/ml). Das Gel wurde in flissigem Zustand in eine
Gelform gegossen, nach dem Erstarren in eine dafifresehene Gelkammer transferiert
und mit dem entsprechenden Puffer bedeckt. Die DM#&de in Gelauftragspuffer
aufgenommen, auf der Seite der Kathode auf dasgéelden und bei 80 - 150 mA
aufgetrennt. Als GroRRenstandard wurde ein 1 kbda@d,5 - 10 kb; NEB, Frankfurt) oder
100 bp ladder (0,1 - 1,5 kb; NEB, Frankfurt) verdeth Die DNA wurde durch UV-
Bestrahlung bei 254 nm sichtbar gemacht. Die Dokuat®mn fand mittels einer

Geldokumentationsanlage (UVsolo TS Imaging Sys®immetra, Gottingen) statt.
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5 x TBE-Puffer 440 mM Tris-Base
440 mM Borat
10 mM Na-EDTA
in HzOpig.

50 x TAE-Puffer 2 M Tris-Base
2 M Acetat
50 mM Na-EDTA
iN Hz2Opiq

6 x Gelauftragspuffer (nicht-denaturierend) 50%vjMBaccharose
0,01% (w/v) Bromphenolblau
in TE-Puffer

4.5.3.2 Southern-Blot Analyse

Genomische DNA aud$). maydisTransformanten, welche nach der in Kapitel 4.5.1.2
beschriebenen Methode isoliert wurde, wurde zunéotis Restriktionsendonukleasen
geschnitten. Die Enzyme wurden dabei so gewédhks daufgrund des eingebrachten
Konstrukts die Anzahl und Grol3e der entstandenagriente in diesem Lokus verandert
war. Die restringierte DNA wurde anschlieBend nstt&elelektrophorese aufgetrennt
(TAE-Gel, 1% Agarose, 80 mA) und mit einer nach utBern, 1975) modifizierten
Methode auf eine Nylonmembran transferiert. Vor demansfer wurde das Gel fur 20-30
min in 0,25 M HCI zur Depurinierung langsam schwamdk inkubiert. Dies ermdglichte
auch den Transfer grol3er DNA-Fragmente. Anschlié¥amrde das Gel fur 20-30 min in
0,4 M NaOH Aaquilibriert. Der Transfer auf eine Nytoembran (Hybond-N+; GE
Healthcare, Minchen) erfolgte Uber Kapillarkrafiedem die Transfer-Loésung (0,4 M
NaOH) aus einem Pufferreservoir durch das Gel hittdin einen Stapel Papierhandtticher
gesaugt wurde. Die DNA-Fragmente werden dabei ddesh Flissigkeitsstrom aus dem
Gel eluiert und binden an die dartber liegende hiylembran. Der Transfer erfolgte in
der Regel Uber Nacht, mindestens jedoch fur 5 h.

Zur Detektion der immobilisierten DNA wurden DNA4S#en mittels PCR unter
Verwendung des PCR DIG Labelling Mix (Roche, Mannfjenach Herstellerangaben
hergestellt. Die markierte Sonde wurde in 30 ml ktibierungspuffer aufgenommen und

10 min bei 98°C denaturiert. Die Membranen wurdeneinem Hybridisierungsofen
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mindestens 30 min mit Southern-Hybridisierungspufeahybridisiert (65°C) und der
Prahybridisierungspuffer anschlieBend durch die atlererte Sonde ersetzt. Die
Hybridisierung erfolgte drehend bei 65°C Uber Nadbénach wurden die Membranen
zweimal mit Southern Waschpuffer bei 65°C gewascliiee weiteren Schritte erfolgten
bei Raumtemperatur. Nach einem Waschschritt mit-di&@chpuffer fir 5 min wurden
die Membranen fur mindestens 30 min in DIG2-Pufigkubiert. Dann wurden die
Membranen fur mindestens 30 min mit Antikdrperlasweschwenkt. Der Antikorper ist
dabei kovalent an eine alkalische Phosphatase @dRpppelt. Um Uberschissigen
Antikorper von den Membranen zu entfernen, wurdiesedim Anschluss zweimal fur je
15 min mit DIG-Waschpuffer gewaschen. AnschlieRemdden die Membranen fir 5 min
mit DIG3-Puffer aquilibriert, um den fir die alksthe Phosphatase optimalen pH-Wert
von 9,5 zu erreichen. Deren Substrat CDP Star (Rdd¢hnnheim) wurde 1:100 in DIG3
verdunnt und fir 5 min zu den Membranen gegebem BMembranen wurden in
Plastikfolie eingeschweil3t und fur 15 min bei 37tRubiert. AnschlielRend wurden die
Membranen in eine Kassette mit Verstarkerfolie gel®ie Exposition des Filmes (CEA
RP New, AGFA HealthCare) erfolgte je nach Intengits Signals fur 1 bis 30 min durch
Auflegung des Filmes auf die eingeschlagene Memliatwickelt wurden die Filme in
einer Rontgenfilm-Entwicklermaschine (QX-60, Konica

Southern-Hybridisierungspuffer 0,5 M Natriumphospuffer, pH 7,0
7% (w/v) SDS

Southern-Waschpuffer 0,1 M Natriumphosphatpufét,7,0
1% (w/v) SDS

1 M Natriumphosphatpuffer L6sung 1: 1M NP O,
L6sung 2: 1M NakPO, x H,O
Durch Mischung von Loésung 1 und 2 pH 7,0

einstellen

DIG1 0,1 M Maleinsaure, pH 7,5
0,15 M NacCl

DIG2 1% (w/v) Milchpulver in DIG1
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DIG3 0,1 M Maleinsaure, pH 9,5

0,1 M NaCl

0,05 M MgCp
DIG-Wasch 0,3% (v/v) Tween-20 in DIG1
CDP-Star-Losung 100-CDP-Star (Roche) in 10 ml DIG

4.6 Biochemische Methoden

4.6.1 Gewinnung von Proteinextrakten

4.6.1.1 Gewinnung von Proteinextrakten audJ. maydis

U. maydisSporidien wurden in YERSbis zu einer Ok von 0,8 angezogen und 10 ml
dieser Kultur pelletiert (3.500 Upm, 5 min; Hera@isfuge Stratos). Das Zellpellet wurde
in 5x SDS-Gelladepuffer (vgl. Kapitel 4.6.4.1) repandiert und fur 10 min bei 95°C
erhitzt (Eppendorf-Wéarmeblock, 800 Upm). Nach Zugabn 0,3 g Glasperlen wurden die
Proben fir 15 min auf einem Vibrax-VXR SchuttleKA, Staufen) geschuttelt. Nach
erneutem Erhitzen (5 min, 95°C, 800 Upm) wurden Rlieben abzentrifugiert (13.000
Upm, 1 min; Heraeus Biofuge Pico) und 15 pl des rBfamdes fur die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eingeset

4.6.1.2 Proteinisolation ausU. maydisKulturtiberstanden

Fur die Analyse vonJ. maydis Kulturiberstdanden wurden entsprechendle maydis
Stamme in 50 ml YERSzw. CM-Flissigmedium bis zu einer @von 0,6 geschittelt
und die Zellen durch Zentrifugation bei 3.500 Ug&00 und Derivate) bzw. 8.000 Upm
(AB33 und Derivate) vom Kulturiberstand separieiicht vollstandig pelletierte
Filamente aus Kulturiberstdnden induzierter AB33lede wurden zusatzlich durch
Filtration (Falten-Filter, Macherey-Nagel/MAGV, Ramau-Londorf) beseitigt. In den
Uberstand sekretiertt). maydisProteine wurde anschlieBend durch TCA-Prazipitatio
(vgl. Kapitel 4.6.3) stark ankonzentriert.
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4.6.1.3 Subzellulare Fraktionierung

U. maydiswurde in YEPS$ bis zu einer Okyo von 0,8 angezogen und 50 - 100 ml dieser
Kultur pelletiert (3.500 Upm, 5 min; Heraeus Bio&u§tratos). Das Zellpellet wurde in 10
ml Extraktionspuffer gewaschen und in 1 ml desaflen Puffers wieder aufgenommen.
Nach Zugabe von 0,3 g Glasperlen wurden die PrélrehO min auf einem Vibrax-VXR
Schittler (IKA, Staufen) geschittelt und die Zéltmer (P1) anschliel3end abzentrifugiert
(3.000 Upm, 5 min, 4°C; Heraeus Biofuge Strato®r Dberstand wurde in ein frisches
Eppendorfgefald Gberfihrt und abermals zentrifud®Et000 Upm, 30 min, 4°C), wobei
Kompartimente wie Mitochondrien und Vacuolen (P2dimentierten. Durch weitere
Zentrifugation des Uberstandes (22.000 Upm, 60 mdiC) erhielt man die
Plasmamembran-Fraktion  (P3). AbschlieRend wurde d&lberstand durch
Ultrazentrifugation (100.000 Upm, 60 min, 4°C; SatvwX) von Bestandteilen wie
Endoplasmatischem Retikulum, Golgi und vacuolaremidenen separiert (P4) und
letztlich nach Uberfiihrung in ein frisches Eppefigefa? durch TCA-Prazipitation (vgl.
Kapitel 4.6.3) stark ankonzentriert (Cytoplasmatiiak P5).

Extraktionspuffer 200 mM Tris-HCI, pH8,0
2 mM MgC}
1 mMEDTA
1 mMEGTA
1 mMDTT
0,3% (v/v) Protease Inhibitor Cocktail
(kurz vor Verwendung; Roche, Mannheim)

4.6.1.4 Gewinnung von Proteinextrakten ausZ. maysund N. benthamiana

Infizierte Pflanzenteile vorZ. maysbzw. N. benthamianavurde geerntet, in flissigen
Stickstoff schockgefroren und sorgféaltig gemorsBas gefrorene Pflanzenpulver wurde
kurz auf Eis angetaut. Das angetaute Material war8emit Extraktionspuffer aufgefullt

und fir ca. 15 min auf Eis inkubiert. Zelltrimmerunden anschlieend durch
Zentrifugation (8.500 Upm, 30 min, 4°C; Heraeus fBge Stratos) separiert und der
Uberstand durch einen Nylon-Filter (40 um, BD Biesces) von verbliebenem

unléslichem Material befreit. Fir die SDS-PAGE dem 10 - 15 pl des Uberstandes

eingesetzt.
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Extraktionspuffer 100 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM NacCl
5 mM EDTA
5mM EGTA
10% (v/v) Glycerol
0,1% (v/v) Triton X-100
0,3% (v/v) Protease Inhibitor Cocktail
(kurz vor Verwednung; Roche, Mannheim)
ad HOpig.

4.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Quantifizierung l6slicher Proteine in Proteitrekten und Fraktionen gereinigen
Proteins wurden mit Hilfe der Methode von Bradfat@76 durchgefiihrt. Als Eichprotein

wurde Rinderserumalbumin (BSA; Sigma-Adrich, Delsgien) verwendet.

4.6.3 Proteinfallung

Fur die Trichloracetat-Fallung (TCA-Fallung) vonoRsinen wurden Proteingemische mit
DOC (Endkonzentration 0,02%) versetzt, gut gemiscid fir 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurde 10% (v/v) TCA zugegeben und Riieteine tber Nacht bei’@
gefallt. Die prazipitierten Proteine wurden zenigiert (8.000 Upm, 30 min, 4°C; Heraeus
Biofuge stratos) und das Pellet nach kurzer Lufknung in SDS-Gelladepuffer (Kapitel
4.6.4.1) aufgenommen. Zur Neutralisierung des pHdeuropfenweise eine 2M Tris-

L6ésung zugegeben.

4.6.4 Auftrennung und Nachweis von Proteinen

4.6.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen wurde eine diskongriche Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nachnimé (1970) angewandt. Bei
dieser Methode werden Proteine fiir 5 min bél®mit 5x SDS-Gelladepuffer gekocht,
um sie vollstandig zu denaturieren und ihnen duBohdung an SDS-Molekile eine
konstant negtative Ladung zu verliehen. Dies etlali® anschlieende Auftrennung in
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einem elektrischen Feld. Hierzu wurden Gelkammédmi( Protean System; Bio-Rad,
Minchen) mit SDS-Laufpuffer geflllt. Die Gele setztsich aus Sammelgel und Trenngel
zusammen. Das Sammelgel dient der Konzentrierungdeeine in einer Ebene vor dem
Eintritt in das Trenngel. Im Trenngel werden die@tBine durch ein Polyacrylamidnetz
nach ihrer Molekulgro3e aufgetrennt. Die Molekulseasler aufgetragen Proteine wurde
durch ein gefarbtes Proteinstandardgemisch (15 @ R[D; Prestained Page Ruler;
Fermentas, St. Leon-Roth) abgeschatzt. Die Auftregrerfolgte bei 50 mA/Gel.

5x SDS-Gelladepuffer 1,5 mM Tris-HCI, pH 6,8
30% (w/v) SDS
0,15% (w/v) Bromphenolblau
10% Glycerin
in HzOpig.
50 mM DTT (kurz vor Verwendung)

SDS-Laufpuffer 192 mM Gilycerin
0,1% (w/v) SDS
in 25 mM Tris-HCI, pH 8,3

Sammelgel 5% (v/v) Acrylamid
0,1% (w/v) SDS
in 125 mM Tris-HCI, pH 6,8
zum Starten der Polymerisation:
0,1% (w/v) Ammoniumpersulfat
0,05% (v/v) TEMED

Trenngel 8 - 10% (v/v) Acrylamid
0,1% (w/v) SDS
in 375 mM Tris-HCI, pH 8,8
zum Starten der Polymerisation:
0,1% (w/v) Ammoniumpersulfat
0,05% (v/v) TEMED
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4.6.4.2 Proteinnachweis in SDS-Polyacrylamidgelen mittels @mmassie-
Proteinfarbung
Zur Anfarbung von Proteinen in SDS-Gelen wurde d@mmassie-Farbung
(Nachweisgrenze: 200-400 ng Protein pro Bande) afiihrt. Die Farbung der Gele
erfolgte fur 15 - 30 min in einer Commassie-MaldHbelosung. Anschlie3end wurden die
Gele in einer Entfarbelbésung entfarbt, wobei srednd wider mit frischer Entfarbeldsung

Uberschichtet wurden.

Commassie-Maldi-Farbelsung 50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure
0,2% (wi/v) Brilliant Blau R250
in HOpig.

Entfarbelésung 50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure
in H2Opjg.

4.6.4.3 Immunologischer Proteinnachweis durch  Chemiluminesznz
(Western Blot)
Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden mittelsnisdry Transfer System (Bio-Rad,
Munchen) auf eine PVDF-Membran (GE Healthcare, Nténg Gibertragen. Die Membran
wurde vor Verwendung durch kurzes Benetzen mit Biedhaktiviert. Es wurde eine Lage
3 mm Whatman-Papier in Transfer-Puffer befeuchtetl umit der PVDF-Membran
bedeckt. Auf die Membran wurde blasenfrei das SEEgelegt und mit einem weiteren
feuchten 3 mm Whatman-Papier bedeckt. Der Tramsfelgte fir 1 - 2 h bei 80 mA/Gel.

Western-Transfer-Puffer 192 mM Glycin
15% (v/v) Methanol
in 25 mM Tris-HCI, pH 10,4

Die auf die PVDF-Membranen Utberfiihrten Proteinedg@arimmunologisch detektiert. Die
in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind in Talzusammengefasst. Dazu wurde die
Membran mit Bockierlésung fir 1 h bei Raumtemparatthwenkend inkubiert, kurz mit

TBS-T gewaschen und dann fur 1 - 12 h bei 4°C mtik®rperlésung, welche den
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primaren Antikorper enthielt, geschwenkt. Daraufivarde die Membran dreimal fir 10
min mit TBS-T gewaschen und anschlieBend mit Ampkddosung, welche den
sekundéaren Antikorper enthielt, fur 30 — 60 min BRaumtemperatur schwenkend
(HRMPorse
Konjugate als sekundare Antikdrper verwendet. Naihi weiteren Waschschritten mit

inkubiert. Es wurden Meerrettich-Peroxidase- raddish peroxidase*)
TBS-T wurde die Chemolumineszenz-Reaktion durchggfindem die Membran fur funf
Minuten mit ECLReagenz (GE Healthcare, Minchenumért wurde. Die Membranen
wurden dann in eine Folie Uberfiihrt und in eine déti® mit Verstarkerfolie gelegt. Die
Exposition des Filmes (Kodak XOmaz XAR-5) erfolggenach Intensitat fur 1 bis 30 min
durch Auflegung des Filmes auf die eingeschlagernbtan. Entwickelt wurden die
Filme in einer Rontgenfilm- Entwicklermaschine (®R: Konica, Minchen).

TBS-T 150 mM NacCl

0,1% (v/v) Tween20

in 50 mM Tris-HCI, pH 7,5

Blockierlosung 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T

Antikodrperlésung

Antikérper verdunnt in 3% (w/v)ilshpulver in TBS-T

Tab. 7: Verwendete Antikdrper

1

Antikorper Wirt Verwendung Bezug
anarelr Anukorper zgr Detektion von Sigma-Aldrich
. HA-Fusionsproteinen in Western- .
anti-HA Maus, Hase . . (Deisenhofen)
Analysen und Kolonie-Sekretionstests
(1:10000)
Primarer Antikorper zur Detektion von
anti-GFP Maus GFP-Fusionsproteinen in Western- Roche (Mannheim)
Analysen (1:5000)
. Pr|marer.Ant|korp(_er zur Detektion von Sigma-Aldrich
anti-c-Myc Maus Myc-Fusionsproteinen in Western- (Deisenhofen)
Analysen (1:5000)
. nmarer_AnUkorpeT zur_ Detektion von Sigma-Aldrich
anti-Flag Maus Flag-Fusionsproteinen in Western- (Deisenhofen)
Analysen (1:10000)
anti-Tubulin Maus Priméarer Antikorper zur Detektion von Calbiochem/Merck
Tubulin in Western-Analysen (1:5000) (Darmstadt)
Strep-Tactin HRP HRP-gekoppelter Antikdrper zur IBA (Gottingen)
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conjugate Detektion von Strep-Fusionsproteinen
(1:2500)

HRP-gekoppelter, sekundarer

- . Cell Signaling
anti-Maus-HRP  Pferd Ar.1t|k"orper zur Detektion von Technology
primarem, aus Maus gewonnenem (Danver/USA)
Antikérpern (1:10000)
. . HRIID—.gekoppeIter, sell<undarer Cell Signaling
anti-Kaninchen- . Antikorper zur Detektion von
HRP Ziege riméarem, aus Kaninchen Technology
P ' (Danver/USA)

gewonnenem Antikdrpern (1:10000)

Sekundarer, fluorophor-gekoppelter
Antikorper zur Detektion von
anti-Maus-AF488 Ziege primarem, aus Maus gewonnenem Invitrogen (Karlsruhe)
Antikérper; Verwendung in in situ
Immunolokalisierungen (1:1500)

'Die jeweils verwendete Verdinnung ist in Klammern angegeben

4.6.4.4 Kolonie-Sekretionstest

FUr diesen Test wurden Nitrocellulosemembranen {@&falthcare, Minchen) auf PD-
Festmedium platziert. Es wurdéh maydisKulturen bis zu einer O&ovon 0,8 inkubiert
und in HOwid. auf eine OBoovon 0,5 eingestellt. Von diesen Zellsuspensionerdemu 5 |
auf die Membranen getropft und die Platte fir 1®eh 28°C inkubiert. Anschliel3end
wurden die Kolonien unter flieBendem Wasser miteHdines Zellschabers (Greiner Bio-
one, Frickenhausen) vorsichtig entfernt. Die vonKigonie auf die Membran sekretierten

Proteine wurden wie in Kapitel 4.6.4.3 beschriebetektiert.

4.6.5 Bestimmung post-translationaler Proteinmodifikationen

4.6.5.1 Deglykosylierung von Proteinen
Zur Spaltung N-glykosidischer Proteinmodifikationemurden die Proteine in 1x
Glykoprotein-Denaturierungspuffer (NEB, Frankfud®naturiert und anschliel3end mit den
Enzymen PNGaseF oder EndoHf (NEB, Frankfurt) naerstéllerangaben behandelt. Fur
O-Deglykosylierungen wurden die Proteine mit Neuradase und Endo-N-
Acetylgalactosaminidase (NEB, Frankfurt) nach Hakstprotokoll behandelt.

4.6.5.2 ldentifikation eines Glykosylphosphatidylinositol (GPI) -Ankers
Zur Identifikation einer GPI-Verankerung des PrnogeiUm11464 in die pilzliche

Plasmamembran bzw. Zellwand wurde wie in Gille¢rl, 2012 beschrieben vorgegangen.
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Eine in 50 ml YEPS angezogen&). maydisKultur wurde pelletiert (3.500 Upm, 5min;
Heraeus Biofuge Stratos) und die Plasmamembranesgellwand wie in Kapitel 4.6.1.3
beschrieben voneinander separariert. Um nicht-lemtajebundene Proteine zu entfernen,
wurden die jeweiligen Pelletfraktionen mit Extrakispuffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.8,
2% SDS, 100 mM NaEDTA, 40 mM -mercaptoethanol) versehen und fur 5 min bei
95°C gekocht. AnschlieRend wurde das Zellwandpellet-reisetzung Glucan-verankerter
Proteine mit -1,3-Glucanase (Sigma-Aldrich, Deisenhofen), daasiamembranpellet
mit 1U PI-PLC (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) versehem fir 2 — 3 h bei 37°C inkubiert.
Solubilisierte Proteine wurden anschlielBend nachTd@A-Methode gefallt (vgl. Kapitel
4.6.3) und 15 pl fur SDS-PAGE eingesetzt.

4.6.6 Heterologe Expression von Um11464

4.6.6.1 Heterologe Expression von Um11464 i&. coli

Um11464 wurde zur spateren Immunisierung von Kdrencals N-terminales 6xHis-
SUMO-Fusionsprotein  mit C-terminalenhaTag rekombinant inE. coli BL21
(DE3)pLysS hergestellt. Die Klonierung dem11464Gens in den Vektor pET SUMO

(Invitrogen, Karlsruhe) wurde nach Angaben des @pian™ pET SUMO Protein

Expression System“-Protokolls vorgenommen und desnid anschlie3end in den
entsprechenden BL21 (DE3)-Stamm transformiert. &i@girde aerob bei 37°C kultiviert
und nach Erreichen einer @) von 0,8 mit 1 mM IPTG versehen, um die
Proteinexpression unter Kontrolle des starkefad@ Promotors zu induzieren. Nach einer
Induktionszeit von 18 — 20 h bei 20°C wurden diddefegeerntet und das Pellet bei -20°C

gelagert.

4.6.6.2 Nicht-denaturierende Lyse und Reinigung rekombinanén Proteins
Uber Affinitatschromatographie

Zur Analyse der Produktion und Loslichkeit von SUM&HIs-Um11464HA wurden die
Zellen (Gesamtzellextrakt) mittels BugBuster Mastévlix (Novagen) nach
Herstellerangaben lysiert. Die Zellsuspension wwabeentrifugiert (8.500 Upm, 30 min,
4°C; Heraeus Biofuge Stratos) und Aliquots der siidben Zelltrimmerfraktion sowie
des l6slichen Proteinrohextraktes fur SDS-PAGE ereitet.
Die l6sliche Uberstandsfraktion wurde anschlieBendnittels  His-tag

Affinitatschromatographie Uber eine Ni-NTA MatriQiagen, Hilden) nach dem ,HisTrap-
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Batch Purification“-Protokoll (GE Healthcare) aufgmigt. Die unterschiedlichen
Fraktionen (unlosliche und l8sliche Fraktion, Ddhabs-, Wasch- und Eluatfraktionen)
wurden mit Hilfe von SDS-PAGE bzw. Westernblot gsart. Dabei stellte sich heraus,
dass das Uml11464-Fusionsprotein nur in geringem eMaR der I6slichen
Uberstandsfraktion detektiert wurde und somit nanig aufgereinigtes Protein gewonnen

werden konnte.

4.6.6.3 Denaturierende Reinigung von SUMO-6xHis-Um11464HA

Da das Protein gro3tenteils in der unléslichentdetimerfraktion in Form von ,inclusion
bodies* lokalisierte, wurde es im Folgenden unteznaturierenden Bedingungen
aufgereinigt. Dazu wurde das Zellpellet (Gesamgzélbkt) in denaturierendem
Lysispuffer resuspendiert und fir 60 min unter Hegen Rihren bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Trennung der Zelltrimmer (unlostidiraktion) vom Uberstand (I6sliche
Fraktion) durch Zentrifugation bei 8.500 Upm fiir i3@h (Heraeus Biofuge Stratos) wurde
der I6sliche Proteinrohextrakt mittels denaturieleHis-tag AffinitAitschromatographie
Uber eine Ni-NTA Matrix (Qiagen, Hilden) nach dernligTrap-Batch Purification®-
Protokoll (GE Healthcare) aufgereinigt. Dabei wudie Matrix fir 1 h schwenkend mit
dem Lysat inkubiert und anschlieBend 3x mit demadhem Saulenvolumen an
Waschpuffer gewaschen. AnschlielRend wurde 3x naitl Elutionspuffer eluiert und die
unterschiedlichen Fraktionen mit Hilfe von SDS-PAG#v. Westernblot analysiert.

Denaturierender Lysispuffer 20 mM NeOy, pH7,4
500 mM NaCl
8 M Harnstoff

Waschpuffer 20 mM NBCQy, pH7,4
500 mM NacCl
20 mM Imidazol
8 M Harnstoff

Elutionspuffer 20 mM Ng# Oy, pH7,4
500 mM NaCl
500 mM Imidazol
8 M Harnstoff
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4.6.6.4 SUMO-Protease-Verdau

Nach erfolgter Aufreinigung des Um11464-Fusionspre wurde dieses einem SUMO-
Protease-Verdau unterzogen, um die N-terminale &84MO-Fusion zu entfernen.

Hierzu wurde nach Herstellerangaben gemaR des ,@ioaf' pET SUMO Protein

Expression System“-Protokolls vorgegangen, wobei 2010 ug des aufgereinigten
Um11464-Fusionsproteins mit 10 pul SUMO-Proteaseitfiogen, Karlsruhe) fir 3 — 5 h
bei 30°C inkubiert wurde. Die Abspaltung des SUMHB-Fusionsproteins wurde
mittels SDS-PAGE lberpruft.

4.6.6.5 Gewinnung von Um11464-spezifischem, polyklonalen AikGrper

Fur die Generierung von Um11464-spezifischen Ampkén wurde insgesamt 42 ug
gereinigtes und SUMO-Protease-verdautes Proteih Kapitel 4.6.6.3 und 4.6.6.4) auf
SDS-Gele aufgetragen und aufgetrennt. Nach Come&tsufarbung wurden die
entsprechenden Banden ausgeschnitten und zu DaBid¢éechnologie GmbH

(Regensburg) geschickt. Dort wurde ein Kaninchen3xi5 - 10 ug Protein (Um11464-

HA) immunisiert.

4.6.6.6 Heterologe Expression von Um11464 iR. pastoris

Die heterologe Expression von Um11464Hn pastoriserfolgte nach den Angaben im
,EasySelect” Pichia Expression Kit* Handbuch (Invitrogen, Karlsruhe).

4.6.6.7 Heterologe Expression von Um11464 Uber transien®. tumefaciens
vermittelte Transformation von N. benthamiana

Um11464 wurde fur spatere biochemische AnalyseNdkrminalesStrepFusionsprotein
in N. benthamian&ergestellt. Zur Infektion voN. benthaminanit A. tumefaciensvurden
Stamme, die die gewinschten Plasmide enthieltedYiirMedium mit entsprechendem
Antibiotikazusatz aerob angezogen und bei eineg@dn 0,2 mit 125 M Acetosyringon
(Sigma-Aldrich, Weinheim) versetzt. Nach Erreicleamer OQg von 0,4 - 0,6 wurden die
Zellen geerntet, 3x mit 10 ml Infiltrationsmediud@26 M Acetosyringon, 10 mM MgCiI2,
10 mM MES/KOH, pH 5,4) gewaschen und anschlieRargelbigem auf eine Qgy von
1,0 gebracht. Jeweils 2 — 3 mittelgro3e Blatter van 6 Wochen alten Tabakpflanzen
wurden auf der Blattunterseite mit Hilfe einer 1 Ribstikspritze ohne Nadel mit der
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Suspension infiltriert und die infiltrierten Blatilen markiert. 4 — 5 Tage nach Infiltration
wurden die markierten Blattbereiche wie in Kapiteb.1.4 beschrieben geerntet und
Proteine  extrahiert. Das Lysat wurde anschlieBendittelsn Streptag

Affinitatschromatographie Uber eine Strep-Tactinpl@gose (IBA, Gottingen) nach

Herstellerangaben aufgereinigt.

4.6.7 Polysaccharid-Bindungs-Versuche

Die Affinitat des in N. benthaminarekombinant gewonnenen Fusionsproteitsep
Um11464 (vgl Kapitel 4.6.6.7) zu diversen Polysaciten wurde wie in van den Bueg
al. (2006)beschrieben, getestet. Allerdings wurden leichtevéddlungen vorgenommen,
in dem das Inkubationsmedium durch Wasser ersetttdie Inkubationszeit auf 4 h bei
4°C verlangert wurde (A. Kombrink, Phytopathologniversitat Wageningen; mundliche
Mitteilung).

4.7  Farbungen

4.7.1 Farbung mit Calcofluor white

Um die Zellwand vonU. maydissichtbar zu machen wurde Calcofluor white (CW;
Fluorescent Brightener 28; Sigma-Aldrich, Deisermdf verwendet. Daflr wurden
Zellsuspensionen mit Calcofluor-Farbelésung in einéerhaltnis von 1:1 gemischt. Zur
Farbung von adhasiven Filamenten wurden Barbeldsung auf die zu mikroskopierende
Oberflache gegeben. Um Hyphen und Appressorien Wbn maydis auf der

Pflanzenoberflache sichtbar zu machen, wurden @Btien 16 - 18 h nach Infektion
geerntet. Dazu wurde das 3. Blatt prapariert, inéem2 cm langes Stiick 1 cm unterhalb
der Einstichlocher ausgeschnitten wurde. Nach Enifgg der Mittellamelle wurde das
Blattfragment fir etwa 30 s in Calcofluor-Farbeligugegeben und kurz mit Wasser
gewaschen. Danach wurde das Praparat mit der lemensach oben auf einen

Objekttrager gelegt und mikroskopiert.

Calcofluor-Stammlésung 10 mg/ml Fluorescent Bregler 28 in DMSO
Lagerung: dunkel bei -20°C
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Calcofluor-Féarbelésung 1:100 Verdunnung der Staisarig
in 0,2 M Tris-HCI, pH 8,0
Lagerung: dunkel bei 4°C

4.7.2 Farbung mit WGA/Alexafluor-488 und Propidium-lodid

Diese Farbemethode vereint die Visualisierung vilwhiphen mittels WGA/Alexafluor-
488 (WGA/AF-488) in infiziertem Pflanzengewebe, @reds mit Propidium-lodid (PI)
gegengefarbt wird.

Fur die Farbung wurden Blattproben wie in Kapitél.2 beschrieben prapariert und tber
Nacht (oder langer) in 100% Ethanol entfarbt. Danaarden die Blatter fur 3 h in 10%
KOH bei 85C inkubiert und die Proben anschlieRend mehrfadhPBS gewaschen. Die
Inkubation in der WGA-AF488/PI-Farbeldosung erfdigt 30 min; wahrenddessen wurden
die Blatter 3 x 5 min bei 100 mbar vakuuminfiltti¢€VC 3000; Vacuubrand, Wertheim).
Nach erfolgter Farbung wurden die Proben in PBS&dsit und dunkel bei 4°C bis zur
Analyse durch konfokale Mikroskopie gelagert.

PIl-Stammlésung 10 mg/ml Propidium lodid ipCgig.
Lagerung: dunkel bei 4°C

WGA-AF488 Stammloésung 1 mg/ml WGA-Alexafluor-4B88H,0g.
Lagerung: dunkel bei 4°C

WGA-AF488/PI-Farbelésung 20@/ml Propidium lodid
10 g/ml WGA-Alexafluor 488
0,02% Tween20
in PBS, pH 7,4

PBS (phosphate-buffered saline) 8 mMMLR@,
1,5 mM KH,PO,
2,7 mM KCI
137 mM NacCl
pH 7,4
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4.7.3 Biotinylierung von Zelloberflachen

Die Biotinylierung von U. maydis Sporidien wurde wie in BOhmeet al, 2008
beschrieben, vorgenommen. Hierzu wurdlermaydisSporidien in YEPSzu einer Olgoo
von 0,6 — 0,8 kultiviert, abzentrifugiert (3.500 tdp5min; Heraeus Biofuge Stratos) und
das Zellpellet 2x in 6 Vol KP-Puffer gewaschen. éngl3end wurden die Zellen in 1 mi
KP-Puffer mit 1 mg/ml NHC-LS-Biotin (Thermo Sciefnt) resuspendiert und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 2-fachem Waschen Ziglen in 6 Vol TM-Puffer
folgten weitere Waschschritte in 1x 6 Vol KP-Pufierd 2x 6 Vol HOyq. Die Zellen
wurden hiernach in 1 ml #yg mit 1 pl ExtrAvidin-TRITC (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) resuspendiert und fur 10 min bei RHKulbert. Nach Waschung des
Zellpellets in 2x 1 ml HOuig, wurde dieses in 5 ml YER3esuspendiert und die Zellen fur
2 — 4 h unter Schutteln bei ZBinkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen geer(8500
Upm, 5min; Heraeus Biofuge Stratos) und das Peleh Aufnahme in pDyiq. flr die
Mikroskopie vorbereitet (vgl. Kapitel 4.8).

50 mM KP-Puffer LOsung 1: 1M KH#PO,
Ldsung 2: 1M KHPO,
Durch Mischung von Ldsung 1 und 2 pH 8,0 einstellen

anschlieRend mit ¥Dy;q. auf 50 mM verdiinnen

TM-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
50 mM MgC}
in H2Opjg.

4.7.4 In situ Immunofluoreszenz

Fur diein situ Immunfluoreszenzmikroskopie vdd. maydiswurde nach Protokoll von
Banuett und Herskowitz (2002) vorgegangen, allgslimit leichten Abwandlungen.

Zunachst wurde die Bildung von adhasiven Filamenteth Appressorien wie in Kapitel
4.4.2 beschrieben induziert. Zur Fixierung der eelvurden die Objekttrager fir 30 min
in 3% Formaldehyd (in PBS, pH7,4) inkubiert. Nadheen Waschschritt mit PBS-Puffer
wurden die Objekttrager in Blockierlosung (5% BS$APBS, pH 7,4) Gberfihrt und fir 1 h
schwenkend inkubiert. Die Blockierlésung wurde dusntikorperlésung ersetzt. Diese
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enthielt primaren anti-HA Antikdrper aus Maus (Saldrich, Deisenhofen) in einer
1:1500 Verdunnung in Blockierlosung. Nach einertiindigen Inkubation wurden die
Objekttrager dreimal fur 10 min mit PBS gewaschend uanschlieRend mit
Antikorperlésung, welche den sekundaren AF488-kgiejien Antikdrper (Invitrogen,
Karlruhe) in einer Verdinnung von 1:1500 (in Blamkdsung) enthielt, fir 1 h bei
Raumtemperatur schwenkend inkubiert. Nach dreirealiyVaschen mit PBS, wurden die

Filamente durch konfokale Mikroskopie analysiert.

4.8  Mikroskopie und Bildverarbeitung

Fur die Mikroskopie von Zellen aus axenischer Kutwirden Kulturen verwendet, die bis
zu einer Ol von 0,5 - 0,8 gewachsen waren. Vor der Mikroskopmerden die
Objekttrager mit einem Agarosekissen (2% Agarosg¥ehen, auf das anschlieRend die
Zellsuspension aufgetragen wurde. Dies flhrte ddass die Zellen in ihrer Position
fixiert wurden, was die Mikroskopie erleichterte.

Fur die Mikroskopie wurde ein Axioplan II microsep(Zeiss) mit differenzieller
Interferenz Optik verwendet. Fur DIdifferential interference contrasMikroskopie und
Fluoreszenzmikroskopie wurden ein 40-, 63- und fHaBies Plan-Apochromat Objektiv
(Zeiss) mit 1,4 numerischer Aperatur verwendet. diérFluoreszenzmikroskopie wurden
diverse Filtersets verwendet, welche von Semrockw(Nork/USA) bezogen wurden.
Digitale Aufnahmen wurden mit einer HQ charge-ceugkvice camera (Photometrics,
Gottingen) durchgefuhrt und die Aufnahmen mit demgPamm MetaMorph (Version
6.2r6) bearbeitet.

Fur die konfokale Laser Scanning Mikroskopie wuede TCS-SP5 (Leica, Bensheim)
verwendet. Die Anregungs- und Emissionswellenlangmnie die verwendeten Laser fur
die verschiedenen Anwendungen sind in Tab. 8 daelifeDie Bildbearbeitung erfolgte
mit der zugehdrigen LEICA Software LAS AF (Leicgpéipation suite). Dabei wurden die

zweidimensional abgerasterten Ebenen in einer Maxiprojektion Gbereinander gelegt.

Tab. 8: Verwendete Laser und detektierte Emissionsw  ellenlangen bei der konfokalen
Mikroskopie

Laser Anregungswellenléange Emissionswellenlange Det ektion

Argon Laser 488 495 - 530 nm GFP
Argon Laser 488 500 - 540 nm AF488
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DPSS Laser 561 580 - 660 nm mCherry, PI

Cw,

405 Diode 405 415 - 460 nm
Autofluoreszenz

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden ooperation mit Dr. A. Klingl
(Philipps-Universitat Marburg/Synmikro) durchgeftiifir die Probenpraparation wurden
U. maydisSporidien in YEPS zu einer Olgy von 0,6 — 0,8 kultiviert und in Wasser zu
einer OQpo von 1,5 aufgenommen. Zur Darstellung zelluldtdtra)-Strukturen wurden
die Probenn einer Hochdruckgefrieranlage (HPF Compact 02 hiwend Engineering,
Sennwald, Schweiz) mit flussigem Stickstoff und esn Druck von etwa 2100 bar
kryofixiert. An einer Hochvakuum-Bedampfungs- undefferatzanlage (CFE 50;
Cressington Ltd., Watford, UK) wurde zusétzlich eeiefrierbruch/Gefrierdtzung mit
anschlielender Eponeinbettung fur Ultradinnschrgaald Klinglet al (2011) und
Rachelet al. (2010) vorgenommen. Leichte Abwandlungen gabiedbéi lediglich in der
Zusammensetzung der Substitutionslosung A.O0.U.19,7(8 Aceton mit 0,2% OsO4,
0,1% Uranylacetat; in #Dynq), welche die Kontrastierung der zellularen Strodtu
bewirkt. Die Untersuchung der fertigen Praparatelgte an einem JEOL JEM 2100
Transmissionselektronenmikroskop (Tokyo, Japan)iclves mit einer 2k x 2k CCD-
Kamera F214 in Kombination mit der EM-Menu 4 Softe@TVIPS, Gauting) ausgestattet
ist. Uber ein Messtool dieser Software war es zudedglich, die Dicke der Zellwand
sowie die Grof3e von Zellbestandteilen zu ermitteln.

Fur die Immunmarkierung wurde der aus Kaninchenageene primare, polyklonale
Antikorper Anti-Um11464 (vgl. Kapitel 4.6.6.5) ined Verdinnung 1:10.000, der

sekundare Antikérper Anti-Kaninchen 1:20 eingesetzt

4.9  Transkriptom-Analysen mittels RNASeq

4.9.1 RNA-Praparation

Die RNA-Praparation fur Transkriptomanalysen wuvda der technischen Assistentin K.
Munch vorgenommen. Dabei wurden sieben Tage altespgilanzen der Sorte Early
Golden Bantam per Spritzinfektion mit deb. maydis Stammen SG200 und
SG200 um11464 sowie mit Wasser als Kontrolle infiziergl(\Kapitel 4.4.4), wobei je

Bedingung drei unabhangige Experimente durchgefirarden. Die Pflanzen wurden in
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einem Gewachshaus bei 28°C (Tag) bzw. 20°C (Naamd) einer relativen Luftfeuchte
von 40% (Tag) bzw. 60% (Nacht) kultiviert. 12 Stenchach Infektion wurden die Blatter
von zehn Pflanzen wie in Kapitel 4.5.1.3 beschmelgeerntet, in flissigen Stickstoff
gefroren und zur RNA-Isolation verwendet (vgl. Kapi4.5.1.4). 50 pg Gesamt-RNA
wurden mittels des ,Qiagen RNeasy Mini Kits* nackrktellerangaben aufgereinigt und
einer Qualitatskontrolle unter Verwendung des ,Agil RNA 6000 Nano Kits*

unterzogen. Die Qualitat der RNA wurde mittels KlapiGelelektrophorese auf einem

»Agilent 2100-Bioanalyzer" Gberpruft.

4.9.2 ,Library“-Konstruktion

Die qualitatsgeprufte RNA wurde anschlieRend am M&anck Genome Centre in Koln
weiterbearbeitet. Hierbei wurde in einem erstenriBcie Gesamt-RNA einer rRNA-
Abreicherung unterzogen, wobei eine Mischung ad SRiboMinus ™ Eukaryote Kit for
RNA-Seq“ und 50% ,RiboMinu®' Plant Kit for RNA-Seq“ (beides Invitrogen,
Karlsruhe) zum Zuge kam. Die resultierende RNA wardaraufhin gemaf des ,lllumina
Std. TruSeq Protokolls* unter Anwesenheit zweivggti lonen fragmentiert und revers
transkribiert, wobei die entstandene Erststrang ADMNils Matrize fur die
Zweitstrangsynthese diente. Die cDNA-Fragmente wemrdnschlieRend von-3zw- 5-
Uberhangen befreit und amBnde mit einem ,A“-Uberhang versehen, der im Fobign
der Ligation der ,Library“-spezifischen Adaptorerente. Nach abermaliger Aufreinigung
und PCR-Amplifikation der Ligationsprodukte wurdediese fur die lllumina-

Sequenzierung (HiSeq2000) eingesetzt.

4.9.3 Datenanalyse

Hierfir wurden zunachst die aus Kéln erhaltenem3keptomsequenzenréads”) unter
Verwendung des Programmes CLC Genomics WorkbencdfCI8C bio) gegen das
veroffentlichte Mais-Referenz-Genom (Schnable et al, 2009)
(ZmB73_5b_FGS_genes.faste.gz; Maize Genome Sequencé’roject,
http://ftp.maizesequence.org/current/filtered-setihgeglichen ,fnapping*), wobei 75%
der ,reads” spezifischen Maisgenen zugeordnet werden konti@ndie vergleichende
Transkriptomanalyse wurden im Anschluss unter Besigcbtigung der drei biologischen

Replikate die differenziell regulierten Gene mitalles StatistikprogrammeR unter
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Verwendung der Bioconductor SoftwaeelgeRidentifiziert, wobei zwischen hoch- und
herunterregulierten Gene differenziert wurde. Défeziell regulierte Gene wurden hierbei
als signifikant betrachtet, wenn ihr ,bereinigtgr*Wert (,adj. P-value“) unter 20% lag
und die Irrtumswahrscheinlichkeit (FDRfalse discovery rate} < 0,05 war. Die
graphische Veranschaulichung der Daten erfolgtdetnitderR Packete ,limma“ und
~gplots®. Mengendiagramme,\{enn diagrams’) wurden hierbei unter Verwendung der
Funktion ,get.venn®, Hitzekarten ,Hleatmaps”) unter Verwendung der Funktion

.heatmap.2“ und basierend auf Mortazatal., 2008 erstellt.

4.10 Bioinformatische Analysen

Aminosaure- und Nukleotidsequenzen wurden aus dateribanken GenBank, dem
.National Center of Biotechnology Information* (NCBwww.ncbi.nlm.nih.gov/) und
MIPS Ustilago maydisDatabase (http://mips.helmholtz-muenchen.de/gerojdstilago/)
entnommen. Die von diesen Webseiten zur Verflguesiefjten BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) -Funktionen wurden zur Ideierung von ahnlichen Protein-
und Nukleotidsequenzen verwendet. Die virtuelle fidoung von Plasmiden und die
virtuelle Erstellung von Oligonukleotidsequenzenr@an mit dem Programm ,Clone
Manager Professional 9“ durchgefuhrt. Dieses Prograenthalt zudem eine ClustalW
Funktion, womit Aminosauresequenzen gegeneinantgeglichen und die jeweilige
Aminosaureidentitdt bestimmt werden kann. Domanalyaen wurden mit dem
Programm SMART (Simple Modular Architecture Reskafbool, http://smart.embl-
heidelberg) durchgefirt. Zur Vorhersage von Sigegtiglen in Proteinsequenzen dienten
die Programme SignalP 4.0 (http://cbs.dtu.dk/ses/f8ignalP/) und TargetP 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). Der B8y Molecular Biology Server®
(http://expasy.org) bietet vielfaltige Programme detailierteren Charakterisierung von
Protein-Domanenstukturen.  Zur  Vorhersage von pdati O- und N-
Glycosylierungsstellen in Aminosauresequenzen wurd@. die Programme NetOGlyc
(http://cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) und NetNGlyc
(http://cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)  verwendet. utéive  GPI-Anker in  der
Proteinsequenz wurden mithilfe der Programme Big -Pfdictor
(http://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpi_server.htmisdahaberet al, 2004) und PredGPI
(http://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/pred.htm) to@snt.
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6 Anhang

CD mit folgenden Daten:
1. Mapping der reads gegen Maisgenom ZmB73_5b_FGSsgene
2. Merging der Maisgene
3. Skripte fur statistische Analyse in R
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