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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

»Mikroben — und nicht Makroben — regieren die Welt. Sie werden zweifellos noch
dann die Erde bevolkern, wenn es uns schon lange nicht mehr gibt.“ [Dixon, B. Der
Pilz, der JFK zum Prasidenten machte]. Dieses Zitat zeigt, dass selbst in unserer
modernen Welt — hochtechnisiert, hochzivilisiert und mit der Neigung zur Perfektion
— ein Kampf stattfindet, der lange nicht gewonnen ist, wenn er Uberhaupt zu gewin-
nen ist. Wir fuhren einen Krieg gegen eine mikroskopische Welt aus Viren,
Bakterien und Pilzen. Und in einem gewissen Sinne auch gegen uns selbst. Im ge-
genseitigen Spiel von Anpassung und Uberwindung suchen wir nach Méglichkeiten,
auf der endgiiltigen Seite der Sieger zu stehen. Und damit schaffen wir uns nicht
selten Probleme, die uns vor neue, vielleicht noch gréRere Herausforderungen stel-
len. Standig missen wir auf der Suche sein nach Anpassung, nach Uberwindung
dieser bedrohlichen kleinen Spezies, wahrend wir auf der anderen Seite zur Siche-
rung unserer Zukunft z.B. die Ertrdge unserer landwirtschaftlichen Produktion in
immer neue Dimensionen zu treiben suchen. Immer grofer ist der Bedarf an Nah-
rungsmitteln, und immer breiter soll die Produktpalette sein. Glauben wir einer
bedrohlichen Krankheit unsere chemischen Zahne zu zeigen, entwickeln sich Resis-
tenzen oder tauchen neue Arten und Unterarten von Erregern auf. Und nicht selten
sind wir dabei zunachst diesen vermeintlich schwacheren, und doch so ungemein li-
stigen Kreaturen unterlegen. Je grofler und monotoner unsere Produktion wird,
desto besser scheinen sich auch die Chancen der pathogenen Mikrowelt zu gestal-
ten. Immer hoher werden die Dosen an Antibiotika und Pestiziden, die zur
Uberwindung bestimmter Krankheiten gegeben werden missen, einige Erreger sind
sogar vollstandig resistent geworden, so dass stdndig auch neue Wirkstoffe entwi-
ckelt werden mussen. Ein Problem, dass lange nicht eingesehen wurde, mittlerweile
kénnen wir mit der Produktion neuer Wirkstoffe in vielen Bereichen des Lebens
schon kaum noch mithalten. HIV, BSE und ganz aktuell SARS, sind nur drei von un-
zahligen Beispielen ungeldster Problematiken. Selbst in der kriegerischen
Auseinandersetzung verbreiten heute nicht mehr die konventionellen Waffen den
groliten Schrecken. Langst haben die sogenannten Biowaffen auch hier die Nase
vorn und verbreiten groRe Angste vor dieser viel heimtlickischeren Form eines na-
hezu unsichtbaren Krieges. Eine weitere Problematik gibt es aus der
landwirtschaftlichen Produktion zu berichten. Ist ein neues Pflanzenschutzmittel auf
dem Markt, muss im Hintergrund schon wieder fieberhaft an der Weiterentwicklung

bzw. der Neuentwicklung von Substanzen und an der Erforschung neuer Ziele fir




1. EINLEITUNG

die Pathogenbekampfung gearbeitet werden. In einigen Pathogen/Pflanze Interakti-
onen tappen wir sogar noch fast vollig im Dunkeln.

Ein sehr bemerkenswerter Aspekt der mikro-molekularbiologischen Forschung liegt
jedoch auch jenseits vom Schlechten. In vielen Bereichen unseres alltaglichen Le-
bens spielen, flir uns bewusst oder unbewusst, Mikroorganismen als kleine Helfer
eine groflRe Rolle. Sei es in der Fermentation von Milchprodukten, in der Silierung
von Nahrungsstoffen fur Mensch und Tier, in der Sanierung von Abwassern und
Bdden oder bei vielen weiteren Anwendungen, deren Zahl mittlerweile die Aufzah-
lungsgrenze weit sprengen wirde. Interessant nur noch eine Tatsache: in der
Nahrungsmittelindustrie werden grof3e Anstrengungen unternommen, um gesunde
Nahrungserganzungs- oder Nahrungsersatzstoffe zu finden. Und hier kommt auch,
oder vielleicht sogar besonders, den Mikroorganismen eine wichtige Rolle zu. Selbst
der sonst nur als Phytopathogen bekannte Pilz Fusarium graminearum ist seit mehr
als einem Jahrzehnt in einer apathogenen Form in GroRbritannien unter dem Mar-
kennamen ,Quorn“ als proteinreiche Nahrungserganzung, garantiert frei von
tierischen Einflissen, auf dem Markt. Probiotische Lebensmittel mit den verschie-
densten mikrobiellen Organismen werden vermehrt zur Starkung der menschlichen
Immunkrafte angeboten. Viele weitere Anwendungen von Mikroorganismen in der
Nahrungsmittelproduktion lassen sich finden.

Doch zuriick zur Phytopathologie, in den Bereich der Biologie, der die Abwehr
und/oder Uberwindung mikrobieller Pflanzenkrankheiten untersucht. Hier siedelt das
Interesse unserer Arbeiten mit Fusarium graminearum. Als Beispiel flr ein noch
lange nicht ausreichend erforschtes pilzliches System, das jedoch jahrlich wieder-
kehrend enorme Ausfalle bei der Ernte seiner Wirtspflanzen verursacht, ist dieser
Getreideschadling bekannt. Dieses Phytopathogen ist in der Lage, viele verschiede-
ne Graser- und Getreidearten zu befallen. Die schwerwiegenden Probleme treten
dabei weltweit durch die Infektionen der landwirtschaftlich bedeutenden Kulturge-
treide Mais und Weizen und deren Verseuchung mit den vom Pilz gebildeten
Toxinen auf [McMullen et al., 1997]. Wahrend meiner Arbeiten habe ich mich inten-
siv mit diesem Pathogen befasst, auch mit der Hoffnrung, mogliche Mechanismen
der Virulenz und Pathogenitat zu verstehen und Ldsungsansatze fir die Bekamp-
fung liefern zu kdnnen. Die exakten Ziele der Arbeit sollen spater definiert werden,
zunachst einleitend einige Fakten zu den Themen und dem Organismus, mit dem

ich mich befasst habe.




1. EINLEITUNG

1.1 FUSARIUM GRAMINEARUM: VON DER BEDEUTUNGSLOSIGKEIT ZUM GEFURCHTETEN
PATHOGEN

Schon seit der Domestizierung unserer heute bekannten Getreide gibt es auch de-
ren Schadlinge, die in wechselndem Malie fir eine Beeintrachtigung der erzielten
Ernte sorgen. Und wie es flir die Wirtspflanzen gute und schlechte Jahre gibt, so
gibt es diese auch flr die verschiedenen Pathogene. Klimatische Begebenheiten
wie Feuchtigkeit, Temperatur usw. haben dabei eine ebenso wichtige Bedeutung,
wie das Inokulum der Erreger, die eingesetzten Pestizide oder die Art der Bodenbe-
handlung Uber das ganze Jahr. Zusatzlich spielen auch noch die Fruchtfolgen tber
mehrere Jahre und die Arten und Sorten der ausgebrachten Pflanzen in punkto Re-
sistenz oder Anfalligkeit gegenlber bestimmten Pathogenen fir die Haufigkeit und
das Vorkommen der Erreger eine grol3e Rolle.

Auch F. graminearum ist als Pathogen schon lange bekannt [Burgess et al., 1996;
McMullen et al., 1997; Stack, 1997; Stack, 1999], alleine sein Einfluss und seine
Bedeutung als Erreger von Getreidekrankheiten war in den Jahren vor 1980 eher
klein, besonders hier bei uns in Mitteleuropa. Die haufigsten Fusarium-
Phytopathogene waren zu dieser Zeit auf Weizen F. poae und auf Mais F. culmo-
rum, daneben fihrten Epidemien, z.B. mit Puccinia graminis f.sp. tritici, zu weitaus
hoheren Ernteverlusten. Die Gesamtanbauflache dieser beiden Getreide in Europa
war zu dieser Zeit vergleichsweise klein. Mit Beginn der 80er Jahre stieg die mit
Weizen und Mais bebaute Flache in Europa stark an, und gleichzeitig begann auch

der Siegeszug von F. graminearum als bedeutendes Fusarium-Pathogen auf diesen

ABBILDUNG 1.1: Symptome ausgeldst von F. graminearum auf Mais (A) und Weizen (B).
Der Ernteverlust geht bis zum Totalausfall, was besonders durch das Befallsbild auf Mais
deutlich belegt wird. Die Linke der beiden Weizen-Ahren ist mit dem Pilz infiziert, die rech-
te zeigt die nicht infizierte Kontrolle zum gleichen Zeitpunkt der Infektion (28 Tage nach
Inokulation). Aber auch ein nur geringer Befall mit dem Pathogen kann schon gravierende
Folgen haben (siehe Text). Quelle: Mais: Internet, Weizen: eigene Infektion
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Wirten. Die Anpassung an diese neue Situation gelang dem Pilz anscheinend bes-
ser als seinen Mitbewerbern um die Wirtspflanzen. Bereits zehn Jahre spater hatte
F. gramiearum F. poae und F. culmorum in der Bedeutung als Getreidepathogen auf
Weizen und Mais weit tGberholt und gilt bis heute als einer der geflirchtetsten Erre-
ger von Getreidekrankheiten weltweit [Bayrische Landesanstalt fir Bodenkultur und
Pflanzenbau, LPB, 2000]. Zahlreiche epidemische Studien belegen die zum Teil e-
normen Ernteverluste, die durch den Befall mit F. graminearum hervorgerufen
werden. Bei besonders intensiven Epidemien waren z.B. in den USA in den letzten
zehn Jahren Ernteverluste von mehr als 2,6 Milliarden US-Dollar zu verzeichnen
[Schisler et al., 2002; McMullen et al., 1997]. Berichte von Epidemien mit grof3en
Ausmalen gibt es mittlerweile von fast allen Kontinenten der Erde [Nganje et al.,
2001; Clear et al., 2000; Dalcero et al., 1997; Cassini, 1991; Cook, 1991 a und b;
Sutton, 1982]. Bis heute gibt es auf dem Markt nur Fungizide, die das Wachstum
des Pilzes auf der Pflanze hemmen oder bestenfalls eine epidemische Ausbreitung
verhindern. Eine totale Kontrolle des Pilzes durch Fungizide existiert noch nicht, ge-
brauchliche Wirkstoffe reduzieren den Befall um etwa 50 bis maximal 60%
[McMullen et al., 1999]. Ebenso wenig ist eine vollstandig gegen den Befall resisten-
te Getreidesorte bekannt, bisher wurden nur partielle aktive und passive
Resistenzmechanismen beschrieben. Bei den passiven Mechanismen spielen Fak-
toren wie eine gesteigerte Wachstumshéhe der Pflanze, die Dichte der Ahrchen
oder die Zeit des Beginns der Blite eine Rolle. Finf verschiedene aktive Resis-
tenzmechanismen sind beschrieben, (i) Resistenz gegen den Befall, (ii) Resistenz
gegen eine Ausbreitung des Pathogens, (iii) Resistenz gegen eine Ausbreitung des
Befalls auf die Kérner, (iv) Toleranz und (v) Resistenz gegen die Akkumulation der
Phytotoxine [Bai et al., 2000; Mesterhazy et al., 1999; Mesterhazy, 1995; Wang und
Miller, 1988; Schroeder und Christensen, 1963].

ABBILDUNG 1.1 zeigt das Erscheinungsbild, das der Pilz auf den beiden wirtschaftlich
bedeutsamsten Wirtspflanzen Weizen und Mais auspragt. Vom Befall betroffen sind
bei den Pflanzen in der natlrlichen Infektion ausschlie3lich die Bliten und damit im
weiteren Verlauf die Frucht. Wahrend das Schadensbild auf den Maiskolben von
kaum ausgepragten Symptomen Uber den Befall einzelner Partien des Kolbens bis
hin zur totalen Auflésung des Gewebes des ganzen Maiskolbens reicht (Bild A), sind
die Schaden auf Weizen auf den ersten Blick nicht ganz so dramatisch. Ohne Ver-
gleich mit einer nicht befallenen Ahre (rechte Ahre) kann man leicht glauben, dass
es sich um die reife Form des Weizens handelt. Dieses im amerikanischen als FHB
(Fusarium Head Blight) bezeichnete Ausbleichen der Ahre (linke Ahre), das bereits

in der friihen Phase der Infektion beginnt, verbunden mit der deutlich kleineren

4
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KorngrofRe und verschrumpelten Form der Kérner infolge von weniger eingelagerten
Speicherstoffen sind die Auspragungsmerkmale auf Weizen (Bild B, eigene Auf-
nahme) [Tuite et al., 1990; Sutton, 1982].

Die dramatischste Folge des Befalls ist jedoch visuell gar nicht einzuschatzen. Die
Bildung von verschiedenen Mykotoxinen, wie z.B. die bekanntesten Deoxynivalenol
(DON) und Zearalenon, auf der befallenen Pflanze sind eine der verheerendsten
Folgen der Infektion mit diesem Pathogen [Welling, 2002; Doyle, 2000; Trigo-Stockli
et al., 1998; Schuhmacher et al., 1997, Bruins et al., 1993]. Diese Toxine haben ne-
ben ihrer Phytotoxizitdt auch verschiedene Wirkungen auf Mensch und Tier und
machen das Getreide fir die weitere Nutzung als Futtermittel unbrauchbar [Schein-
pflug et al., 1998; Sweeney et al., 1998]. Dabei kann schon ein vergleichsweise
geringer Befall der Pflanze zu einer starken Belastung mit den Toxinen fihren. Auch
das Ausbringen von wachstumshemmenden Fungiziden kann die Toxinsynthese auf
den befallenen Pflanzen steigern [Mielke, 1996]. Eine genauere Betrachtung des
Wachstums auf der Pflanze, besonders in den ersten Stunden und Tagen der Infek-
tion, erfolgt bei Pritsch et al. [2000]. Diese konnten zeigen, dass der Pilz in die
Pflanze Uber die getffneten Stomata einwachst, eine direkte Penetration der Kutiku-
la unterbleibt. AnschlieRend wachst eine Haupthyphe zwischen Kutikula und
Epidermiszellen. Ausgehend von dieser werden die Zellen der Pflanze durch soge-
nannte Infektionshyphen direkt penetriert und dabei letztendlich abgetotet. Ein
Zyklus von der Landung einer Spore auf der Wirtspflanze bis zur Produktion neuer
asexueller Sporen fir die epidemische Verbreitung dauert durchschnittlich etwa 72
Stunden, der Befall der ganzen Ahre ausgehend von einer infizierten Einzelbliite ist
nach wenigen Tagen erfolgt. Der Lebenszyklus des Pilzes auf seinen Wirtspflanzen,
bzw. als Dauerform Uber den Winter, ist detailliert beschrieben [Hinze, 2000; Conze,
2000; Sutton, 1982]. Als Dauerform bildet Fusarium sexuelle Sporen die wahr-
scheinlich Gber mehrere Jahre im Boden keimungsfahig bleiben, teilweise erfolgt die
Uberwinterung auch als Mycel auf abgestorbenen Pflanzenresten. Eine neue Infek-
tion erfolgt im Folgejahr aus diesem Inokulum. Deshalb sind der permanente
Wechsel der Fruchtfolge moglichst von Wirts- und Nicht-Wirtspflanzen, die intensive
Bearbeitung des Bodens mit tiefem Unterpfliigen der letztjahrigen Pflanzenreste und
damit die starke Reduktion der Ernterlickstdnde auf den Feldern die zur Zeit wirk-
samsten Mdglichkeiten, einen Befall mit dem Pilz im folgenden Jahr zu reduzieren
[Miedaner, 2000; Miller et al., 1998].

Weiterhin beschrieben sind die Kultivierungsméglichkeiten in vitro [Conze, 2000]
sowie die Inokulationsmdglichkeiten fir in vivolin planta-Untersuchungen [Pritsch et

al., 2001]. Die mikroklimatischen Vorraussetzungen flir eine erfolgreiche Infektion

5



1. EINLEITUNG

der Pflanze sind ebenfalls verdffentlicht [McMullen, 2000; McMullen und Stack,
1999]. Zur Zeit der Blite der Pflanze muss ein relativ feucht-warmes Klima mit einer
Luftfeuchtigkeit von mehr als 85% und einer idealen Temperatur von >20°C Uber ei-
nen Zeitraum von mehreren Tagen vorherrschen, um eine maximale Infektionsrate
zu gewahrleisten. Unter diesen Umstanden kann bereits ein sehr kleines Inokulum
zu einem sehr ausgepragten Befallsbild fiihren. Weiterhin ist eine Beschreibung und
Einordnung der durch den Pilz wahrend der Infektion gebildeten Mykotoxine sehr
detailliert erfolgt und kann in den angegebenen Quellen studiert werden [Doyle,
1997; Grasserbauer et al., 1997; Kimura et al., 1997; Atanassov et al., 1994; Bai
und Shaner, 1994; Tuite et al., 1990; Miller und Wang, 1987].

1.2 WEIZEN UND MAIS: DIE (LAND-)WIRTSCHAFTLICH BEDEUTSAMSTEN WIRTE DES
PATHOGENS

Beschaftigt man sich mit einem phytopathogenen Pilz, so muss man sich zwangs-
laufig auch einige Gedanken zu den Wirten dieses Mikroorganismus machen. In
meiner Betrachtung mdchte ich mich auf die beiden wirtschaftlich wichtigsten Wirts-
pflanzen von Fusarium graminearum, Weizen und Mais, beschranken. Zu bedenken
ist jedoch, dass es neben diesen beiden noch eine Vielzahl weiterer Graser und
Nutzgetreide gibt, die als potentielle Wirte des Pilzes in Frage kommen, die in ihrer
wirtschaftlichen Bedeutung jedoch eine nicht so gro3e Rolle spielen. Deren Rolle als
Ausgangspflanzen fiir die Bereitstellung von neuem Inokulum darf jedoch in keinem
Fall unterschatzt werden, grundsatzlich kénnen die hier gemachten Ausflihrungen
auch auf diese Pflanzen Ubertragen werden.

Eine eingehendere Betrachtung soll zudem der Zellwand dieser Pflanzen zuteil wer-
den, da diese im weiteren Verlauf der Arbeit als Angriffspunkt im System Pflanze im
Mittelpunkt stehen wird.

Mais, Weizen und Reis sind die weltweit am meisten angebauten Getreidearten. Auf
diese drei Pflanzen entfallen Uber 80% der Gesamtgetreideernte pro Jahr [Quellen:
FAD, USDA, ZMP EU, IGC, 2000]. Alle drei Arten gehdéren zu den Nutzgetreiden,
taxonomisch zur Ordnung der Poales (Graser) und zur Klasse der Einkeimblattrigen
(Monokotyledones). Neben der bedeutenden Verwendung als Tierfuttermittel finden
diese Getreide im Ganzen oder in Ausziigen vielfaltige Verwendungen als Haupt-

nahrungsmittel weltweit.
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1.2.1 AUFBAU DER MONOKOTYLEN ZELLWAND

Der Aufbau der pflanzlichen Zellwande ist eingehend studiert und beschrieben [Car-
pita, 1996]. Die Zellwande der Arten der Ordnung Poales unterscheiden sich
grundsatzlich von denen anderer Pflanzen. Es wurden zwei Arten von pflanzlichen
Zellwanden beschrieben, die mit Typ | und Typ Il benannt worden sind. Bei den
Zellwanden der Poales und einiger verwandter Gruppen handelt es sich um Typ II-

Zellwande.

(A) Type I wall (B) Type IT wall
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ABBILDUNG 1.2: Vergleich der Typ | und Typ Il Zellwande der Pflanzen. Bei den Pflanzen
der Ordnung Poales kommt die Typ Il Zellwand vor, die sich grundsatzlich von der Typ |
wand unterscheidet (siehe Text). Aus: Biochemistry and Molecular Biology of Plants,
2002.

In ABBILDUNG 1.2 sind die beiden unterschiedlichen Zellwandtypen im Vergleich
dargestellt. Carpita [1996] hat einen sehr griindlichen Uberblick (iber die Unter-
schiede im Aufbau der pflanzlichen Zellwande gegeben. Es wurde festgestellt, dass

die Zellulose-Fibrillen in den Typ | Zellwanden hauptsachlich durch Pektine, deren
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Anteil an der Gesamttrockenmasse bei etwa 25 bis 30% liegt, und durch Hemizellu-
losen quervernetzt wird. Diese sind damit an der Struktur und Festigkeit der
Zellwande malfigeblich beteiligt. Im weiteren spielen strukturelle Glykoproteine in
den Typ | Zellwanden eine grofe Rolle flir die Stabilitat der Zellen. Glukurono-
Arabino-Xylane (GAX) kommen in der Typ | Zellwand nur in sehr geringen Anteilen
vor. In diesen Zellwanden sind o-L-Arabinosyl-Einheiten Gberwiegend an der O-2
Position verestert.

Im Gegensatz dazu werden die Zellulose-Fibrillen der primaren Typ Il Zellwande in
der Hauptsache durch Glukurono-Arabino-Xylane (GAX) und nicht-zellulosare pB-
(1,3)-B-(1,4)-Glukane (Zellotriosyl- und Zellotetraosyl-Einheiten) quervernetzt. Diese
GAX koénnen in den Typ Il Zellwanden bis zu 50 % des Trockengewichts ausma-
chen, sie bestehen aus einem B-(1,4)-D-Xylan Grundgerust, an das, wiederum im
Gegensatz zu den Typ | Zellwanden, in O-3 Position a-L-Arabinofuranosyl-Einheiten
und in O-2 Position a-D-Glukuronsaure-Einheiten angehangt sind. Ein weiterer Un-
terschied der beiden Zellwandtypen liegt darin, dass die Typ Il Zellwande in der
Regel nur einen vergleichsweise sehr geringen Anteil an strukturellen Glykoprotei-
nen besitzen. Mit der Tatsache des geringen und von den anderen Pflanzen
unterschiedlichen Proteingehalts in den Zellwanden und den sich daraus ergeben-
den Moglichkeiten einer potentiellen Bedeutung hinsichtlich von Pathogenitat oder
Virulenz von proteinabbauenden Enzymen von F. graminearum hat sich Hellweg
[2003] wahrend seiner Arbeiten auseinander gesetzt.

Die strukturelle Stabilitat wird in den Typ |l Zellwanden weiterhin durch einen auffal-
lend hohen Anteil an nicht-lignifizierenden phenolischen Substanzen, in der
Hauptsache Ester der Hydroxyzimt-Saure und der Ferulasdure, gewahrleistet.
Durch Veresterung mit diesen phenolischen Substanzen werden die GAX in der O5-
Position der Arabinofuranosyl-Einheiten miteinander quervernetzt [Buchanan et al.,
2002; Carpita, 1996].

Gravierend ist der Unterschied bei dem Anteil der pektinartigen Stoffe, die in den
Typ Il Zellwadnden nur etwa 5% der Gesamttrockenmasse der primaren Zellwand
ausmachen.

Warum die Typ Il Zellwande nur einen sehr geringen Anteil an Pektin besitzen, ist
nicht geklart. Eine denkbare Theorie ist, dass im Laufe der Evolution Pektine zu-
nehmend durch die oben genannten anderen Komponenten ersetzt wurden, und
dass dieser kleine Restanteil im weiteren Evolutionsprozess weiter abnimmt. Eine

andere Hypothese geht davon aus, dass die Menge an Pektinen in der Zellwand auf
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das absolut notwendige Minimum reduziert wurde und daher eine entscheidende
Bedeutung flr die Stabilitat dieser Zellwande besitzt.

Im Weiteren soll kurz eine etwas eingehendere Beschreibung der Pektine in den
Zellwanden erfolgen. Es werden vier verschiedene Typen innerhalb der Pektine un-
terschieden. Homogalakturonan (HGA) ist die einfachste Form des Pektins und
besteht aus einer unverzweigten Kette sich wiederholender «-(1,4)-D-
Galakturonsaure-Einheiten. Des weiteren unterscheidet man Rhamnogalakturonane
der Gruppen | (RG 1) und Il (RG Il). RG | besteht aus einem Riickrat alternierender
a-(1,4)-D-Galakturonsaure-o-(1,2)-L-Rhamnose-Einheiten, die an den Sauerstoff-
Atomen der Rhamnose veresterte Seitenketten in Form von o- oder -(1,4)- oder
(1,5)-gebundenen Arabinogalaktanen, Galaktanen oder Arabinanen tragen. RG Il ist
eine mit vielen verschiedenen und komplexen Zuckerseitenketten verzweigte Form
des HGA. Die vierte Komponente bildet das Xylogalakturonan, ebenfalls eine ver-
zweigte Form des HGA, bei dem o-D-Xylose-Einheiten in der O3-Position von fast
der Halfte der Galakturonsaure-Einheiten verestert sind. Die Komplexitat des Auf-
baus der verschiedenen Pektine impliziert fir den enzymatischen Abbau allein
dieser Zellwandkomponente die Notwendigkeit eines breiten Arsenals an verschie-
denen Enzymen. Innerhalb der Typ Il Zellwdnde sind von den Pektinen
insbesondere HGA und RG | von Bedeutung, RG Il kommt dagegen nur in geringen
Anteilen vor, spielt aber in der Quervernetzung durch Borsaure eine entscheidende
Rolle [Buchanan et al., 2002].
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1.3 PEKTINABBAUENDE ENZYME: DIE ENTWICKLUNG EINES MODELLKONZEPTS FUR
MOGLICHE VIRULENZ- ODER PATHOGENITATSFAKTOREN

Um eine Pflanze oder eine Pflanzenzelle erobern zu kénnen, sind fiir ein Pathogen
mehrere Strategien denkbar. Der einfachste Weg ist, Uber mechanische Gewalt die
Kutikula und die Zellwand der Pflanze zu durchbrechen. Einige Phytopathogene be-
dienen sich dieser Strategie, z.B. Magnaporte grisea in der Interaktion mit Reis
[Howard et al., 1991]. Um den hierflr benétigten, enormen Druck aufbauen zu kén-
nen, wird meistens die eigene Zellwand durch Einlagerung von sehr festen
Substanzen, wie z.B. vor allem Chitin, aber auch Melanin, gestarkt. Der Druckauf-
bau wird Uber osmotisch aktive Substanzen reguliert. Meist an einer Sollbruchstelle
offnet sich die Zelle bei Erreichen des nétigen Druckes und ein Infektionskeil wird in
das pflanzliche Gewebe gestol3en.

Eine aufgrund ihrer Lebensform vdllig andere Strategie haben phytopathogene Vi-
ren, die zu ihrer Vermehrung nur darauf bedacht sind, ihre genetischen
Informationen in die Wirtszelle einzuschleusen. Die Wirtszelle wird z.B. durch Insek-
ten penetriert, das Virus gelangt in die Zelle.

Ein sehr elegantes System ist der Einsatz von Enzymen, die das Pathogen in die
Lage versetzen, das pflanzliche Gewebe zu mazerieren und die oftmals in nur sehr
geringen Mengen ausgeschieden werden. Durch diese haufig nur partielle Auflo-
sung der Zellwandstruktur der Pflanzenzelle sind die Pathogene méglicherweise
einer weniger starken Abwehrreaktion von Seiten der Pflanze ausgesetzt, als wenn
einfach ganze Gewebe mechanisch oder mit anderen Mitteln zerstort werden. Bi-
otrophe Pathogene, die auf einen lebenden Wirt angewiesen sind, bedienen sich
dieser Strategie [Mendgen und Deising, 1993]. Eine grofere Rolle spielt die voll-
standige Mazerierung der Gewebestruktur der Pflanze mit Hilfe von Enzymen bei
nekrotrophen Mikroorganismen [Annis et al., 1997; Cooper, 1984].

Ein wesentlicher und wichtiger Bestandteil der Zellwand von Pflanzen sind mdogli-
cherweise pektinartige Stoffe. Besonders in der Zellwand der Graser kann den
Pektinen aufgrund ihres geringen Vorkommens eine entscheidende Rolle fir die In-
tegritdt und Stabilitdt der Zellwdnde zukommen. Mittlerweile sind sehr viele
verschiedene phytopathogene Mikroorganismen auf das Vorhandensein von Pektin-
abbauenden Enzymen und deren Rolle als Pathogenitats- oder Virulenz-Faktoren
innerhalb der Pflanze-Pathogen-Interaktion untersucht worden.

Wahrend dieser Arbeit habe ich mich mit pektinolytischen Enzymen als einer Kom-

ponente des Pektinabbaus durch Fusarium graminearum beschaftigt.
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Eine ganze Reihe dieser bedeutenden Phytopathogene kommt aus dem Reich der
Bakterien. Das mit am besten untersuchte bakterielle System in diesem Zusam-
menhang ist Erwinia. Diese Bakteriengattung beinhaltet eine Reihe von
verschiedenen Krankheitserregern auf unterschiedlichen Pflanzen. Als Modellsys-
tem wurde vor allem E. chrysanthemi entwickelt. FUr dieses Bakterium konnten mit
biochemischen und molekularbiologischen Methoden bis dato eine ganze Reihe an
Pektin-abbauenden Enzymen nachgewiesen werden [Hugouvieux-Cotte-Pattat et
al., 2002]. Die biochemische, strukturelle und molekularbiologische Charakterisie-
rung dieser Enzyme ist weit fortgeschritten. Im Falle der Pektin-abbauenden
Enzyme ist eine genaue Einordnung der verschiedenen bakteriellen Lyasen und Po-
lygalakturonasen zunachst aufgrund von Sequenzhomologien erfolgt [Heffron et al.,
1994; Henrissatt et al., 1996].

Durch Ausschalten einiger Gene, die fiir Pektin-abbauende Enzyme in Erwinia chry-
santhemi codieren, wurde festgestellt, dass der Organismus dann in der Lage ist,
ein zweites ,Set“ an pektinolytischen Enzymen zur Mazeration des pflanzlichen Ge-
webes zu produzieren, auch wenn die Virulenz der Bakterien herab gesetzt war.
Wahrscheinlich kann der Verlust einzelner Enzyme durch das Zusammenspiel der
verbliebenen weiteren Enzyme und der Neusynthese von differenten neuen Enzy-
men relativ einfach kompensiert werden. Fir diese Annahme spricht auch, dass
Bakterien in der Regel eine sehr grole Zahl an verschiedenen Enzymen fiir den
Abbau der einzelnen Zellwandkomponenten der Pflanze besitzen [Kelemu et al.,
1993].

Weitere bakterielle Erreger von Pflanzenkrankheiten, die das Gewebe ihrer Wirtsor-
ganismen mit Hilfe von Enzymen mazerieren, sind unter anderem noch aus den
Gattungen Bacillus und Pseudomonas bekannt [Soriano et al., 2000; Henrissat et
al., 1995; Nikaidou et al., 1993].

Im Reich der Eukaryonten sind es neben einigen Nematoden [Doyle et al., 2002;
Popeijus et al., 2000] insbesondere die Pilze, die als phytopathogene Erreger einen
hohen Stellenwert besitzen. Ahnlich wie bei den Bakterien sind bei den phytopatho-
genen Pilzen sehr viele Arten aus vielen verschiedenen Familien und Gattungen
bekannt. Auch die Art und Weise des Befalls der Wirtspflanzen variiert &hnlich wie
bei den phytopathogenen Bakterien. Der Einsatz von Gewebe-mazerierenden En-
zymen spielt hier ebenfalls eine wichtige Rolle, viele verschiedene dieser Proteine
sind charakterisiert [Gomez-Gomez et al., 2002; Irdnum et al., 2001; Yuan et al.,
2001; Cano-Canchola et al., 2000; Christakopoulos et al., 1996; Wood et al., 1992].
Manche Arten, wie z.B. der Rostpilz Puccinia graminis, sind als biotrophe Organis-

men zumindest eine sehr lange Zeit wahrend des Wachstums auf den lebenden
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Wirt angewiesen [Moerschbacher und Mendgen, 2000; Mendgen und Deising,
1993], sie missen eine komplett andere Strategie haben als die nekrotrophen Pa-
thogene, die die Pflanzenzellen wahrend der Infektion téten und sich dann von
diesem toten Gewebe ernahren und fiir ihre Vermehrung sorgen. Zu dieser Art von
Erreger zahlt auch F. graminearum. Weitere Beispiele fiir nekrotrophe Pilz-Pflanze-
Interaktionen mit einem hohen Anteil an mazeriertem Gewebe sind die Systeme
Phytophtera infestans/Kartoffel, so wie viele Fusarium spec. auf ihren Wirtspflanzen.
Viele nicht-pathogene Pilze sind hinsichtlich ihrer Zellwand-abbauenden Enzyme
ebenso untersucht worden, da eine industrielle Nutzung dieser Enzyme von hohem
Interesse ist. Ein sehr gut etabliertes und untersuchtes System ist z.B. Aspergillus
niger. Dieser u.a. biotechnologisch wichtige Pilz (z.B. als Zitronensaure-Produzent)
besitzt ein ganzes Arsenal an Zellwand abbauenden Enzymen, darunter Pektin Lya-
sen, Pektat Lyasen, Polygalakturonasen und Pektin-Methylesterasen [Benen et al.,
2000; Kester et al., 2000; Kusters van Someren et al., 1992; Bussink et al., 1992].
Viel Zeit und Arbeit ist darauf verwendet worden, diese Enzyme mit biochemischen,
strukturanalytischen und molekularbiologischen Methoden genau zu charakterisie-
ren [deVries et al., 2002; Benen et al., 2000; Armand et al., 2000; Parenicova et al.,
2000 a, b; deVries et al., 2000; Benen et al., 1999; Vitali et al., 1998].

Auch aus der Gattung Fusarium sind mittlerweile einige pektinolytische Enzyme und
Polygalakturonasen beschrieben. Die Identifikation der lytischen Enzyme erfolgte
zunachst auf genetischer Ebene. Bisher sind insgesamt flinf Pektat-Lyasen identifi-
ziert worden, davon aus F. oxysporum eine und vier aus F. solani (pelA-D) [DiPietro
et al., 1998; 1996a,b,c; Estevez et al., 1996; Kollattukudy et al., 1996; 1995a,b;
1992;1987]. Ebenso sind mehrere Exo- und Endopolygalakturonasen bekannt [Gar-
cia-Maceira et al., 2000; DiPietro et al., 1998, 1996a, b; Guevara et al., 1997].
Aufgrund der gewonnenen Sequenzdaten wurde zunachst eine Einteilung der be-
kannten pektinolytischen Enzyme von Bakterien und Pilzen in vier verschiedene
Familien vorgenommen [Heffron et al., 1994; Henrissatt et al., 1996]. In Familie 1
wurden die extrazelluldren Pektat Lyasen aus Erwinia spec., die homolog sind zu
pelA, D und E, eingeordnet. Familie 2 wird durch extrazellulare Pektat-Lyasen, die
homolog sind zu pelB und C aus Erwinia spec., reprasentiert. In die Familie 3 wer-
den periplasmatische Pektat-Lyasen eingeordnet, die denen aus Yersinia
pseudotuberkulosis und E. carotovora homolog sind. In diese drei Familien wurden
zunachst nur bakterielle Lyasen eingeordnet, mittlerweile sind die Aspergillus-
Lyasen aufgrund der Sequenzen in die Familie 1 eingeordnet worden. Die Gruppe 4
wird reprasentiert durch hauptsachlich pilzliche Pektat-Lyasen mit vergleichsweise

geringem Molekulargewicht von rund 25 kDa und nur duRerst geringen Sequenz-
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homologien zu den Lyasen aus den drei anderen Familien. In diese vierte Familie
sind jedoch auch schon sequenzverwandte Enzyme aus Bakterien mit eingeordnet
worden [Soriano et al., 2000; Heffron et al., 1995; Henrissat et al., 1995; Gonzalles-
Candelas und Kollattukudy, 1992].

Durch weitere aktuelle Ergebnisse der Untersuchungen zu pektinolytischen Enzy-
men wird immer mehr deutlich, dass eine Einordnung nur aufgrund von
Sequenzdaten allein nicht vorgenommen werden kann. Immer mehr pektinolytische
Enzyme aus vielen verschiedenen Organismen werden entdeckt und genauer cha-
rakterisiert. Ein neues Mittel der Charakterisierung sind dabei strukturelle
Untersuchungen der Proteine mit Hilfe der Rdntgenkristallographie. Durch diese Un-
tersuchungen konnte festgestellt werden, dass sich die Enzyme, obwohl aufgrund
ihrer Sequenzen in vier verschiedene Familien einzuordnen, in ihren Strukturen sehr
stark ahneln und deshalb mdglicherweise eine andere Einordnung aufgrund der
Funktionalitat und der anzunehmenden Reaktionsmechanismen erfolgen kann. Auf-
grund dieser Kriterien kbnnen zudem weitere strukturverwandte Enzyme mit in diese
Protein-Gruppe zugeordnet werden [Jenkins et al., 1998; Herron et al., 2000].
Jenkins et al. [1998] haben die Strukturen von drei verschiedenen Pektat-Lyasen
aus Bakterien, einer Pektin-Lyase und einer Rhamnogalakturonase aus Aspergillus,
sowie des P22-Phagen-Tailspike-Protein (TSP) miteinander verglichen. Alle Protei-
ne besitzen die sogenannte parallele p-Helix-Struktur, die zuerst bei den bakteriellen
Pektat-Lyasen entdeckt wurde. Diese Proteine zeichnen sich durch strukturell wie-
derkehrende Coils aus, in denen jeweils drei p-Faltblatt-Strange (PB1 bis PB3
genannt) zusammen mit unterbrechenden Turn-Regionen (T1 bis T3) eine parallele
Anordnung bilden. Die Sequenzen der Proteine sind sehr verschieden, die struktu-
relle Homologie lasst jedoch auf eine divergente Entwicklung dieser Proteine
ausgehend von einem oder wenigen gemeinsamen Vorfahren eher schlielRen, als
auf eine konvergente Entwicklung vieler Proteine zu einer ahnlichen Struktur. Als
Schlussfolgerung der gewonnenen Daten kommen Jenkins et al. [1998] zu dem Er-
gebnis, dass sich alle Proteine, die die oben genannte Struktur aufweisen, zu einer
grolien Proteinsuperfamilie zuordnen lassen, die sich aufgrund ihrer Nukleotid- bzw.

Aminosauresequenzen zu verschiedenen Unterfamilien gruppieren lassen.
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1.4 ZIELE DER ARBEIT

Diese einleitenden Kapitel haben bewusst gemacht, um welche Komplexitat sich die
Fragestellungen bei der Interaktion eines Pathogens mit seiner Wirtspflanze dreht
und dass es nicht einfach sein wird, diese schwierigen Systeme auch nur im Ansatz
zu verstehen. Viele Modelle und Denkansatze dieser Interaktionen sind ausgearbei-
tet worden und eine groRe Zahl an Wissenschaftlern weltweit befasst sich mit
diesen Problematiken.

In unserer Arbeitshypothese kommen wir zu der Annahme, dass gerade durch den
geringen Anteil an Pektinen in der Zellwand der Poales diesen eine entscheidende
Rolle bei der Stabilitdt und Integritat der Zellwand zukommt. Wahrend meiner Dip-
lomarbeit konnte durch in vitro Techniken und biochemische Methoden gezeigt
werden, dass der Pilz mehrere Enzyme flr den lytischen und hydrolytischen Abbau
von Pektin besitzt. Diese Enzyme sind in Medien mit Glukose als C-Quelle nicht
nachweisbar, Protein und Aktivitdt konnten nur in Medienlberstdnden gemessen
werden, die mit Pektin oder Polygalakturonsaure als induktive C-Quellen und ohne
Glukose versetzt waren. Erste Hinweise auf das Vorhandensein von mindestens
zwei Genen, die fur Pektin- oder Pektat-Lyasen kodieren, konnten ebenfalls erhalten
werden [Conze, 2000].

Um an diese Ergebnisse anzuknlipfen, ist das erste Ziel dieser Arbeit die vollstandi-
ge ldentifizierung der genetischen Information dieser beiden und moéglicher weiterer
Gene, die fur pektinolytische Enzyme kodieren, inklusive ihrer Promotoren. Im wei-
teren soll die Induktion der Enzyme in vitro durch Wachstum des Pilzes auf
verschiedenen C-Quellen molekularbiologisch detaillierter bestimmt werden. Der
Nachweis der Transkription der Gene in planta und damit ein erstes Indiz fir die
Bedeutung der Enzyme bei der Infektion der Pflanze bzw. beim Wachstum auf der
Pflanze, also als mogliche Pathogenitats- oder Virulenzfaktoren, soll geflhrt werden.
Gleichzeitig sollen im Zusammenspiel mit weiteren Kollegen im Genom von F. gra-
minearum Gene, die flr weitere Pektin- und Zellwand-abbauende Enzyme kodieren,
Polygalakturonasen, Zellulasen und Xylanasen im besonderen, identifiziert werden.
Im Rahmen unserer Arbeiten ist die Existenz mindestens einer Polygalakturonase
durch biochemische Methoden [Klein, 2001; Conze 2000] und durch Ansequenzie-
rung eines aufgereinigten Proteins [Klein, 2001] bereits bewiesen worden. Diese
gewonnenen Daten sollen molekulargenetisch innerhalb der Arbeitsgruppe weiter

abgesichert werden.
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Des weiteren konnte durch Bauknecht [persénliche Mitteilung] bereits gezeigt wer-
den, dass der Pilz mehrere Endo- und Exozellulasen, sowie mindestens eine -
Glukosidase fluir den Abbau von Zellwand-gebundener Zellulose zu Glukose besitzt.

Vorarbeiten im Bereich der Xylanasen sind ebenfalls durchgeflhrt worden.

Die Schwerpunkte im zweiten Teil dieser Arbeit sollen in der heterologen Expression
der identifizierten Lyase-Gene in A. niger und der genauen Charakterisierung der
Genprodukte hinsichtlich ihrer Substratspezifitdt und ihrer Fahigkeit, pflanzliche
Zellwande suszeptibler und resistenter Pflanzen bzw. der aus diesen Zellwanden i-
solierten Pektine abzubauen, liegen. In der Zukunft sollen gegen die aufgereinigten
Proteine Antikorper hergestellt werden, die ebenfalls eine weitere Charakterisierung
der Situation in planta ermdglichen sollen und die gegebenenfalls bei initialen Ver-
suchen als Abwehr- oder Hemmstoffe in der Pflanze eingesetzt werden kdnnen. Im
weiteren Verlauf hoffen wir, ein stabiles System zur Transformation von Fusarium
graminearum etablieren zu kdénnen, um einige Versuche im homologen System
durchfiihren zu kénnen. Hier ist besonders der Knock-Out der Pektat-Lyase kodie-
renden Gene interessant, um abzuschatzen, welche Funktion diesen Enzymen
hinsichtlich Pathogenitat oder Virulenz des Pilzes moglicherweise zukommt.

Im letzten Teil dieser Arbeit sollen die Promotoren der Gene, die fir die pektinolyti-
schen Enzyme kodieren, eingehender untersucht werden. Da es sich bei den
pektinolytischen Enzymen aus F. graminearum offenbar um induzierte Enzyme
handelt, soll der regulatorische Mechanismus dieser Gene eingehender untersucht
werden. Als erstes Ziel soll untersucht werden, ob die Promotoren durch Zugabe
von Pektin oder Polygalakturonsaure als Induktor und Glukose als Repressor ein-
fach ein- bzw. ausgeschaltet werden kénnen. Dazu sollen die heterologen Systeme
E. coli und A. niger genutzt werden, da die Transformation dieser Mikroorganismen
sehr gut etabliert ist. Durch die Konstruktion geeigneter Vektoren, die das GUS-
Reportergen-System unter der Kontrolle der jeweiligen Promotoren besitzen, sollen

die ersten Versuche durchgeflihrt werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle verwendeten Chemikalien Uber die Firma

VWR International (Merck) bezogen.

2.1 KULTIVIERUNG UND ERNTE DER VERWENDETEN MIKROORGANISMEN

2.1.1 FUSARIUM GRAMINEARUM

Die Stammhaltung des verwendeten hoch-pathogenen Stamms F. graminearum
K59 erfolgte wie beschrieben [Conze, 2000; Pontecorvo et al., 1953]. Dieser Stamm
wurde mir freundlicherweise von Frau Dr. U. Steiner von der Universitat Bonn zur
Verfligung gestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass die pektinolytischen Enzyme von F. graminearum
nur in induktiven Medien, die als alternative Kohlenstoffquellen zu Glukose 0.2%
Pektin (aus Zitrusfrichten, durchschnittlicher Methylierungsgrad 93%, Sigma, E-
bersbach), 0.2% Polygalakturonsaure (Sigma, Ebersbach) oder 0.2%
Weizenzellwand Fragmente (aus HF-Solvolyse, [Vander, 1995]) enthalten, syntheti-
siert wurden [Conze, 2000]. Fir die Anzucht unter induktiven Bedingungen wurden
ca. 10° Sporen des Pilzes zunachst 18 Stunden lang in 20 ml CM-Medium bei 28 °C
und 120 upm vorinkubiert. 5 ml dieses Ansatzes wurden am folgenden Morgen in
50 ml Induktionsmedium mit verschiedenen Kohlenstoffquellen (Pektin, Polygalaktu-
ronsaure und Weizenzellwand-Fragmente) Uberfuhrt und die Inkubation bei gleicher
Temperatur und Schuttelgeschwindigkeit weitergefihrt.

Die Ernte des Pilzes erfolgte wie beschrieben durch Filtration Gber einen Faltenfilter
und anschlieBendes Trockensaugen des Mycels Uber einen Sterilfilter [Conze,
2000].

2.1.2 ASPERGILLUS NIGER

Der fir die Promotorstudien genutzte Stamm von A. niger (DSMZ Nr. 2466) wurde
zu Stammhaltungszwecken auf Agarplatten mit dem Malzextrakt-Pepton-Medium
(DSMZ-Medium 90: 30 g/l Malzextrakt, 3 g/l Soja-Pepton, pH 5.6) angeimpft. Die In-
kubation erfolgte mit der Oberseite nach unten auf der Laborbank bei

Raumtemperatur (RT) solange, bis die Platte nahezu komplett bewachsen war. An-
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schlielend wurde die Platte bei 4 °C im Kihlschrank gelagert. Alle vier Wochen er-
folgte eine Uberimpfung auf eine frische Platte.

Zur Gewinnung von Sporen wurde wenig Pilzmycel von der Stammkultur entnom-
men und damit 300 ml CM-Medium [Pontecorvo et al., 1953] in einem
2 |I-Erlenmeyer-Kolben beimpft. Die Inkubation erfolgte als Standkultur bei 30 °C so-
lange, bis die gesamte Oberflache des Mediums mit sporulierendem Pilzmaterial
bedeckt war.

Um die Sporen zu Ernten wurde die Mycelmatte mit einer sterilen Pinzette aus dem
Kolben entnommen und zu etwa gleichen Teilen in vier 50 ml-Falcon-
Reaktionsgefale uberfuhrt. Das Mycel wurde mit 10 ml Saline-Tween-L6sung (0.8%
NaCl, 0.005% Tween-80) Uberschichtet, und drei sterile Glasmurmeln fir den me-
chanischen Aufschlufd zugegeben. Die Suspension wurde intensiv geschuttelt, eine
Stunde lang mit gelegentlichem Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert und zehn
Minuten lang bei 2500x g im Ausschwingrotor zentrifugiert. Der Uberstand mit den
Sporen wurde vorsichtig in neue Reaktionsgefalle dekantiert.

Zur Gewinnung von Pilzmaterial aus den Sporen wurde ein Minimalmedium ver-
wendet, das flr die verschiedenen Anwendungen leicht verandert wurde (2.7.2.1).
Folgende Zusammensetzung war in allen verwendeten Medien auf der Grundlage
des Minimalmediums identisch: Salze 6.0 g/l NaNO,, 1.5 g/l KH,PO,, 0.5 g/l KCI,
0.5 g/l MgSQ,, 1 ml/l Vishniac Spurenelemente-Losung [Vishniac & Santer, 1957]
[10 g/l EDTA, 4.4 g/l ZnSO4, 1.0 g/l MnCl;, 0.32 g/l CoCl,, 0.32 g/l CuSO,, 0.22 g/l
(NH4)sM07024, 1.47 g/l CaCly,, 1.0 g/l FeSOy4]

2.1.3 ESCHERICHIA cOLI

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in verschiedenen Volumina Luria-Bertani-
Medium (LB-Medium) [Luria et al., 1960]. Die Standardkultur wurde bei 37 °C und
120 upm oder im Rotationsschuttler mit verschieden langen Inkubationszeiten
durchgeflihrt. Zur Selektion positiver Transformanten wurde das Medium mit
100 pg/ml Ampicilin supplementiert.

Angaben bezlglich der Anzucht, Inkubation und Ernte der Organismen bei den wei-

tergehenden Applikationen sind im Zusammenhang unter Punkt 2.7 beschrieben.
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2.2 Isolation von Nukleinsaduren

Zur Isolation von DNA und RNA aus den Pilzen wurde das geerntete Mycel in flis-
sigem Stickstoff schockgefroren und in eine vorgeklhlte Mdrserschale gegeben.
Unter Zusatz von flissigem Stickstoff wurde das Mycel zu einem feinen Pulver zer-
morsert. Etwa 0.5 g des fein gemdrserten Mycels wurden mit 5 ml 2x
Isolationspuffer (0.6 M NaCl, 0.1 M Tris, 40 mM EDTA, 4% Sarcosyl und 1% SDS),
5 ml 10 M Harnstoff und 5 ml Phenol durch vortexen mindestens eine Minute lang
gut gemischt. Zur Extraktion der Nukleinsauren wurde das Gemisch mit 10 ml Phe-
nol-Chloroform (1:1) versetzt und durch kraftiges Schitteln gut suspendiert. Die
Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation 15 Minuten lang bei 2500x g im Au-
schwingrotor (Allegra™ 6KR Centrifuge, Beckmann, Miinchen). Die wassrige Phase
wurde abgenommen, und die Nukleinsduren wurden durch Zugabe von 0.7 Volu-
men Isopropanol (2-Propanol) und Zentrifugation zwei Stunden lang bei 2500x g
und 4 °C geféllt. Das erhaltene Pellet wurde in 15 ml 70%igem Ethanol 15 Minuten
lang bei 2500x g und 4 °C gewaschen. AbschlieRend wurde das Pellet im Exsikkator
zehn Minuten lang vollstandig getrocknet und in 500 pl 10 mM Tris-HCI Puffer, pH
8.3, aufgenommen und fiir die weitere Verarbeitung bei 4 °C gelagert [Conze, 2003;
siehe Anhang]. Zur Bestimmung der Konzentration der isolierten Nukleinsduren
wurden 5 pl des Isolats auf einem 1%igen Agarose Gel aufgetrennt (s. 2.3.8).

Fir die weitere Isolation von reiner RNA wurde ein Teil der Nukleinsaurelésung mit
DNAse verdaut. Ca. 10 yg Nukleinsaureisolat wurden mit 10 pl 1 M KCI, 10 ul
30 mM MgSOQy, 10 yl 10 mM Tris-HCI, pH 8.3 und 50 U DNAse (RNAse frei; Prome-
ga Life Sciences, Mannheim) versetzt und mit A. bidest auf 100
Gesamtreaktionsvolumen aufgefillt. Der Abbau der DNA erfolgte durch zweistindi-
ge Inkubation bei 37 °C. Die Aufreinigung der RNA erfolgte mit dem Nucleospin®-
Extraction-Kit von Macherey und Nagel (Diren, Deutschland) nach Vorschrift. Alter-
nativ erfolgte die Aufreinigung durch Extraktion der Enzyme mit Phenol/Chloroform
und Fallung der Nukleinsduren mit Isopropanol (s.o.).

Ebenso wurde ein Teil der L6sung mit RNAse verdaut, um reine DNA zu erhalten.
100 pl des Isolats wurden hierzu mit 5 yl RNAse gemischt und 30 Minuten lang bei
37 °C inkubiert. Die Aufreinigung der DNA erfolgte wieder mit dem Nucleospin®-
Extraction-Kit von Macherey und Nagel. Auch in diesem Fall erfolgte die Aufreini-
gung alternativ durch Extraktion der Enzyme mit Phenol-Chloroform und Fallung der
Nukleinsauren mit Isopropanol.

Alternativ erfolgte die Isolierung von DNA / RNA in kleineren Ansatzen. Dazu wur-

den etwa 0.1 g Frischgewicht Mycel in einem Eppendorf Reaktionsgefalt mit 300 pl
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10 M Harnstoff und 300 pl 2x Isolationspuffer versetzt. Dazu wurden 100 ug Silica-
Beads gegeben und die Zellen in der FastPrep (FP120 Bio 101, Thermo Savant,
Holbrock, New York, USA) bei der Gerateeinstellung 6.0 60 Sekunden lang aufge-
schlossen. Die Suspension wurde zwei Minuten lang bei voller Geschwindigkeit, 4
°C in der Tischzentrifuge (Picofuge, Heraeus, Hanau) zentrifugiert, um die durch das
im Puffer verwendete Detergenz hervorgerufene Schaumbildung zu regenerieren.
Zu der Suspension wurden 300 pl Phenol und 600 pl Phenol/Chloroform (1:1) gege-
ben und grundlich durch vortexen gemischt. Die Phasentrennung erfolgte durch
Zentrifugation zehn Minuten lang bei voller Geschwindigkeit und 4 °C, in der Tisch-
zentrifuge. Die obere Phase wurde abgenommen, und die Nukleinsduren wurden
mit 0.7 Volumen Isopropanol durch Zentrifugation zwei Stunden lang bei voller Ge-
schwindigkeit und 4 °C, gefallt. Das Nukleinsadure-Pellet wurde in 250 ul 70%igem
Ethanol durch Zentrifugation 15 Minuten lang bei voller Geschwindigkeit gewa-
schen, anschlielend im Exsikkator getrocknet und in 50 pl A. bidest oder 10 mM

Tris-HCI-Puffer, pH 8.3, aufgenommen.

2.3 MOGLICHKEITEN DER AMPLIFIKATION VON NUKLEINSAUREFRAGMENTEN

2.3.1 POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)

Alle verwendeten Primer sind von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg,
Deutschland) bezogen worden.

Soweit nicht anders angegeben, sind fir die PCR Reaktionen mit folgendem Stan-
dardreaktionsansatz angesetzt worden:

1.0 pl (=100 ng) Template-DNA oder -cDNA

1.0 pl (10 pmol) Primer forward

1.0 I (10 pmol) Primer reverse

0.25 pl (5 U/pl) Tag DNA Polymerase (Qiagen, Hilden)

2.0 pl (25 mmol) dNTP-Mix (Qiagen, Hilden)

2.5 ul 10x Taq Polymerase Puffer (Qiagen, Hilden)

3.25 ul Q-solution (Qiagen, Hilden)

14.0 ul A. bidest

Die Annealing Temperaturen wurden nach der Formel T, = [vorgegebene Tempera-
tur minus 5 °C] eingestellt. Die von der Firma MWG Biotech vorgegebenen
Schmelztemperaturen der verwendeten Primer kdnnen der Liste im Anhang ent-
nommen werden. Je nach erwarteter FragmentgroRe wurde der Primer Extension

Schritt (72 °C) angepasst, mit der Vorgabe, dass die Tag-Polymerase etwa 1000
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Basenverbindungen pro Minute knipft. Wenn nicht anders angegeben, sind 40 Syn-
these-Zyklen pro Ansatz durchgefiihrt worden. Die PCR-Reaktionen wurden in
einem Primus 96"YS PCR Cycler (MWG Biotech AG, Ebersberg) durchgefiihrt. Im

folgenden ist ein Verlaufsschema flir die PCR-Reaktionen dargestellt:

Denaturierung Annealing Primer Extension
}4* 25-40 Zyklen ——p
94°C, ‘ 94°C,
5 min. 30
SecC.
72°C, 72°C,
x min. 5 min.
X°C,
1 min.

18°C,

ABBILDUNG 2.1: Standard-PCR-Profil, das in der Regel fiir alle Reaktionen genutzt
wurde. Abweichungen beziglich Temperatur und Zeit sind an den entsprechenden
Stellen im Text gekennzeichnet.

Bei einigen Reaktionen war es noétig, die optimale Annealing-Temperatur
experimentell zu bestimmen. Dazu wurde die PCR in einem Gerat angesetzt, das es
ermoglicht, einen Temperaturgradienten fur die einzelnen Reaktionen von bis zu
20 °C einzustellen (Eppendorf Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg).

Die PCR-Fragmente wurden zur weiteren Bearbeitung in das Plasmid pGemT ligiert
(2.6.1) und in E. coli vermehrt (2.7.1).

2.3.2 INVERSE PCR [Triglia, 2000; Ochman et al., 1988; Triglia et al., 1988]

Etwa 10 ug DNA des Pilzes wurden mit je 20 Units der verschiedenen Restriktions-
enzyme [BamHI, EcoRlI, Hindlll, Kpnl, Ncol, Ndel, Sacl, Sall, Smal, Xbal, Xhol (zu
den Erkennungssequenzen der Enzyme siehe Anhang)] zwei Stunden lang bei
37 °C verdaut. Die Reaktionen wurden durch Auftragen auf ein 1%iges Agarose-Gel
Uberprift. Die Aufreinigung der verdauten DNA-Proben erfolgte mit Hilfe des Nucle-
ospin®-Extraction-Kits von Macherey und Nagel nach den Angaben im
Benutzerhandbuch. Die aufgereinigten Fragmente wurden mit sich selbst zu ring-
formigen Elementen ligiert. Dazu wurde ein Ligationsansatz mit stark verdunnter

Konzentration der verdauten DNA angesetzt. Zu der aufgereinigten DNA (50 pl)
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wurden 50 ul des zehnfach verdinnten Reaktionspuffers, 10 ul T4-DNA-Ligase, 50
Ml 10 mM ATP zugegeben und der Reaktionsansatz mit A. bidest auf 500 pl aufge-
fullt. Die Inkubation wurde 18 Stunden lang bei 4 °C im Kihlschrank durchgefiihrt.
Am folgenden Tag wurden die ligierten Fragmente mit 0.7 Volumen Isopropanol ge-
fallt. Der Ansatz wurde zwei Stunden lang bei 13.000x g zentrifugiert und das DNA-
Pellet anschlieBend in 70%igem Ethanol durch Zentrifugation 15 Minuten lang bei
13.000x g gewaschen. Nach dem Abgiel3en des Ethanols wurde das Pellet im Ex-
sikkator vollstdndig getrocknet und in 25 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8.3, aufgenommen.
Die so praparierte DNA konnte in die PCR-Reaktionen wie unter 2.3.1 beschrieben

eingesetzt werden. ABBILDUNG 2.2 zeigt schematisch den Verlauf der Inversen PCR.

Restriktionsschnittstel-
le in bekannter Sequenz

v
I I DNA
Restriktion der DNA mit ent-
sprechendem
) ) Restriktionsenzym (2)
invers rimer
(4)
— \™N
<« > < >

T @ T

|
@ﬂ@

—»> <+ —»> <+
1 [ 1 1 [ 1
neue Sequenzinforma-
tion (6)

Ligation der Restriktions-
fragmente mit sich selbst (3)

PCR-Reaktion mit inversen
Primern (5)

ABBILDUNG 2.2: Schematische Darstellung der Inversen PCR. Innerhalb der genomischen
DNA ist ein Sequenzabschnitt bekannt, in dem eine Schnittstelle fir ein Restriktionsenzym
liegt (1). Mit diesem Restriktionsenzym wurde die DNA verdaut (2), die entstandenen Pro-
dukte werden mit sich selbst ligiert (3). In der bekannten Sequenz werden Primer
abgeleitet, die in 3’- und 5°-Richtung aus der Sequenz heraus gerichtet sind (4). Mit die-
sen inversen Primern wurde eine PCR-Reaktion durchgefiihrt (5), die Amplikons mit neuer
Sequenzinformation (6) liefern.
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2.3.3 AMPLIFIKATION DES PEL2-GENS

Anhand eines computergestiitzten Sequenz-Alignments (2.8) der Sequenzen pelC
und pelD aus Fusarium solani wurde ein degenerierter Primer [pel2uni: ATGG
C(CT)TGCCTCGG(AC)TACAC] abgeleitet, um das 5°-Ende des Gens zu amplifizie-
ren. Als reverse Primer wurde der fir die urspriinglich wahrend der Diplomarbeit zur
Amplifizierung der ersten Fragmente der pel-Gene gewahlte Primer pelR1-1
[TG(GAT)CCGTAGTTGG(CT)GTT(AG)A(CT)GCC] eingesetzt. Zusatzlich wurde ein
weiterer degenerierter Primer aus den Sequenzen pelC und pelD aus F. solani ab-
geleitet, der in diesen Sequenzen ca. 100 bp vor dem Ende des Gens bindet
[peklysllrev (CCGTAGTTGGA(T/C)GTTGATGCC)]. Die PCR-Reaktionen wurden
mit 40 Zyklen bei einer Annealing-Temperatur von 55 °C durchgefihrt. Die
Primerverlangerung bei 72 °C wurde pro Zyklus zwei Minuten lang durchgefiihrt.

Zur Amplifizierung des 3’-Endes wurde eine Inverse PCR (2.3.3) mit den Primern
pel2inv3d” (CGCCAACATCATCGGTGGTG) und pelinvrev (GCCCGTGTATCCGAG
GCAC) bei einer Annealingtemperatur von 55 °C mit 40 Zyklen durchgefiihrt. Die

Zweitstrangsynthese bei 72 °C wurde pro Zyklus zwei Minuten lang durchgefiihrt.

2.3.4 AMPLIFIKATION DER PROMOTOREN DER GENE

Mit Hilfe der Inversen PCR-Technik sollten ebenfalls die Promotoren der beiden pel-
Gene amplifiziert werden. Ausgehend von der genomischen Sequenz wurden dazu
wiederum Primer abgeleitet, die an den 5°- und 3’-Enden der Gene in revers-
komplemanterer Ausrichtung binden. Mit diesen Primern wurde eine PCR-Reaktion
mit 40 Zyklen und den mit sich selbst ligierten Fragmenten aus den DNA-Verdaus
(2.3.2) angesetzt. Nachdem die Sequenz der Promotoren bekannt war, wurde mit
Hilfe von homologen Primern eine PCR durchgefuhrt, um die Sequenz erneut zu
bestatigen. Fiur die Untersuchungen der Promotoraktivitdt wurden zwei verschieden
lange Fragmente amplifiziert, Fragment 1 hat eine Lange von etwa 300 bp, Frag-

ment 2 eine Lange von etwa 750 bp.

2.3.5RT-PCR

2.3.5.1 cDNA-SYNTHESE

Zur Analyse der Expression der pel-Gene in Fusarium musste die isolierte RNA in

cDNA umgeschrieben werden. Dazu wurden folgende Ansatze pipettiert. Etwa 1 ug
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der DNA-freien RNA wurden mit 1 pl (0.1 mmol) oligo d(T)-Primer versetzt, funf Mi-
nuten lang bei 94 °C inkubiert und dann auf der Laborbank 15 Minuten lang
abgekihlt. Zu diesem Gemisch wurden 3 pl des zehnfach konzentrierten Reakti-
onspuffers, 25 U MMLV-Reverse Transkriptase (Promega Life Sciences,
Mannheim), 2 yl dNTP-Lésung (je 25 mM), 3 ul 0.1M DTT zugesetzt und mit A. bi-
dest auf 30 ul Reaktionsvolumen aufgeflillt. Es erfolgte eine Inkubation eine Stunde
lang bei 37 °C, anschlieRend wurde das Enzym 15 Minuten lang bei 75 °C denatu-
riert. Die Aufreinigung der cDNA erfolgte mit dem Nucleospin®-Extraction-Kits von

Macherey und Nagel nach Vorschrift des Benutzerhandbuchs.

2.3.5.2 RT-PCR-REAKTION

Die auf diese Weise praparierte cDNA konnte als Template in die PCR-Reaktion
eingesetzt werden. Zur Amplifizierung des pel1-Gens wurde die Primer pelcDNAuni
(ATGAAGTACGCCACTATCCTCG) und pelcDNArev (TTAGCAGGTCTTGGTCGC
ACC) eingesetzt. Diese Primer wurden aus der genomischen Sequenz des pel1-
Gens abgeleitet.

Fur den Nachweis des pel2-Gens dienten die Primer pel2cDNAuni (ATGCACGCTC
CCAGCCTTATC) und pel2cDNArev (CTAGCACTTGCTGGCCTTGG), die aus der
genomischen Sequenz des zweiten Pektat-Lyase Gens von Fusarium abgeleitet
wurden.

Die weiteren Reaktionskomponenten wurden in den unter Punkt 2.3.1 beschriebe-
nen Mengen eingesetzt. Die Reaktionen wurde mit 40 Zyklen bei einer Annealing-
Temperatur von 60 °C durchgefiihrt. Die Primerverlangerung bei 72 °C erfolgte je-

weils 1.5 Minuten lang.

2.3.6 KOLONIE-PCR

Die Kolonie-PCR konnte zur Uberpriifung der Transformation von E. coli eingesetzt
werden. Mit M13-Primern, deren komplementare Bindungsstellen in pUC-basierten
Vektoren jeweils rechts und links von der multiplen-Klonierungsstelle lokalisiert sind,
wurde die PCR bei einer Annealingtemperatur von 50 °C durchgefiihrt. Die Zyklen-
zahl der Reaktion wurde auf 25 Zyklen festgesetzt. Der Primer-Extension-Schritt
wurde der zu erwartenden Lange des Produktes angepasst, wiederum mit der An-
nahme, das die Tag-Polymerase etwa 1 kb pro Minute synthetisiert. Anstelle von

1 ul Template DNA wurden einige Bakterienzellen in die Reaktion eingesetzt, die
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durch den ersten Denaturierungsschritt bei 94 °C im Polymerase-Reaktionspuffer
lysiert wurden. Dadurch wurde die DNA der Zellen freigesetzt. Die weiteren Reakti-
onskomponenten wurde in den unter Punkt 2.3.1 beschriebenen Mengen

eingesetzt.

2.3.7 AGAROSE-GEL ANALYTIK

Die Auftrennung der Nukleinsduren erfolgte auf 1%gen Agarose Mini-Gelen. Die
Agarose wurde durch Aufkochen in TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Eisessig,
1 mM EDTA, pH 8.5) gel6st und in vorgefertigte Gel-Schiffchen gegossen. Die Auf-
trennung erfolgte bei konstanter Spannung von 120 V etwa 20 Minuten lang. Die
Visualisierung erfolgte mit Hilfe von Ethidiumbromid, das in einer Konzentration von
1x 10%% in die Gele einpolymerisiert wurde.

Sollten Fragmente im GréRenbereich unter 500 bp aufgetrennt werden, sind die Ge-

le mit 2% Agarose gegossen worden.

2.4 SOUTHERN ANALYTIK

2.4.1 RESTRIKTIONSVERDAU DER GENOMISCHEN DNA UND VAKUUM-BLOT

DNA wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen [BamHI, EcoRlI, Hindlll, Kpnl,
Ncol, Ndel, Sacl, Sall, Smal, Xbal, Xhol (zu den Erkennungssequenzen der Enzy-
me siehe Anhang)] verdaut. Je Ansatz wurden 10 ug DNA mit 20 U des
Restriktionsenzyms zwei Stunden lang bei 37 °C, [Ausnahme: Smal (25 °C)] inku-
biert. Jeder Ansatz enthielt zusatzlich 2 pl des flr das Restriktionsenzym
spezifischen, zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers und A. bidest bis zu einem
Gesamtvolumen von 20 pl. Direkt im Anschluf3 an die Inkubation erfolgte ein zehn-
minltiger Denaturierungsschritt bei 75 °C und anschlieRender sofortiger Abkiihlung
der Proben auf Eis.

Die so behandelten Proben wurden zur Auftrennung auf ein grofRes 1%iges Agarose
Gel aufgetragen und etwa 15 cm weit bei einer Spannung von 80 V aufgetrennt. An-
schlielfend wurde die DNA 30 Minuten lang in Denaturierungslésung (1.5 M NaCl,
0.5 M NaOH) basisch denaturiert, danach wurde das Gel durch Inkubation 30 Minu-
ten lang in Neutralisationslésung (1.5 M NaCl, 1 M Tris-HCI, pH 8.0) neutralisiert.
Die Ubertragung der jetzt einzelstrangigen DNA auf eine Nylonmembran (Hybond N,
Amersham Biosciences Europe, Freiburg) erfolgte per Vakuumblot (BioRad Va-
cuum Blotter 785, BioRad Life Science, Minchen) mit 10x SSC-Blotting Puffer (150
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mM NaCitrat, 1.5 M NaCl) bei einem Unterdruck von 25 psi 90 Minuten lang. Die Fi-
xierung der DNA an die Membran erfolgte durch UV-Cross-Linkage (BioRad GS
Gene Cross Linker, BioRad Life Science, Minchen) mit dem Programm C1
(50 mJoule).

2.4.2 PRAPARATION DER SONDE

Zur Ableitung einer Sonde fur die Southern Blot Analysen wurde eine PCR mit den
Primern PelF1-1 [TGGTGGGCCGA(CT)GTCTG(CT)GAGGA(CT)GC] und PelR1-1
[TG(GAT)CCGTAGTTGG(CT)GTT(AG)A(CT)GCC] bei einer Annealingtemperatur
von 60 °C mit 40 Zyklen durchgefiihrt. Die Aufreinigung des PCR Fragments erfolg-
te durch Auftrennung auf einem 1%igen Agarose Gel, Extraktion der Bande und
Elution der DNA mit dem Nucleospin®-Extraktion-Kit von Macherey und Nagel.

Das radioaktive Markieren der Sonde erfolgte mit dem Ready-Prime-Labeling-Kit
(Amersham Biosciences Europe, Freiburg) nach Vorschrift. Dazu wurden 25 bis
50 ng der Sonde in einem Gesamtvolumen von 45 ul 10 mM Tris-Puffer, pH 8.3
verdlinnt, zehn Minuten lang bei 100 °C denaturiert und auf Eis 15 Minuten lang ab-
gekihlt. Die denaturierte Sonde wurde in das vorbereitete Reaktionsgefal®
Uberfiihrt. Vorgelegt im Reaktionstube war in gefriergetrockneter Form eine gepuf-
ferte Losung von dATP, dGTP und dTTP, Klenow-Enzym und Random Primer.
Dazu wurden 5 pl (50 pCi) des radioaktiven Nukleotids o-[*?P]-dCTP (Amersham
Biosciences Europe, Freiburg) pipettiert und die Lésung gut gemischt. Die Reaktion
wurde durch einstiindige Inkubation bei 37 °C durchgefiihrt. AbschlieRend wurden
die Sonden mittels Grélkenausschlufdichromatographie mit Hilfe von selbstgegosse-
nen Sephadex G25 Saulen aufgereinigt. Dazu wurde das gesamte Volumen der
Markierungsreaktion auf eine 1ml Saule aufgetragen und mit 1 ml Puffer
(10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.1 mM EDTA) unter standiger Kontrolle mit einem Coul-
ter-Counter eluiert. Die radioaktive Fraktion wurde in einem Eppendorf-
Reaktionsgefalt gesammelt. Vor der Applikation auf die Membran wurde die fertige
Sonde erneut durch zehnminditige Inkubation bei 100 °C und anschliefender Abkiih-

lung 15 Minuten lang auf Eis denaturiert.

2.4.3 HYBRIDISIERUNG UND DETEKTION

Die Nylon-Membran mit der gebundenen DNA wurde eine Stunde lang in Vorhybri-

disierungslésung [10 ml Formamid, 5 ml 20x SSC, 1.6 ml 100x Denhards-Lésung
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(2% BSA, 2% Ficoll, 2% PVP), 1 ml 1 M NaPhosphat-Puffer, pH 6.5, 100 yl 20%
SDS, 100 mg denaturierte Heringssperma DNA] bei 42 °C inkubiert. Nach Aus-
tausch der Losung und Zugabe der radioaktiv markierten und denaturierten Sonde
wurde die Membran Uber Nacht (16-18 Stunden lang) bei 42 °C hybridisiert.

Am folgenden Tag wurde die Hybridisierungslosung abgegossen und die Membran
einmal kurz bei Raumtemperatur mit Waschpuffer 1 (2x SSC, 0.1% SDS) gewa-
schen. Es folgte ein weiterer Waschschritt zehn Minuten lang mit Waschpuffer 1 bei
60 °C. Abschlieend wurde die Membran mit dem stringenteren Waschpuffer 2
(0.2x SSC, 0.1% SDS) solange bei 60 °C gewaschen, bis mit dem Counter nur noch
ca. 25 cpm gemessen werden konnten.

Zur Detektion der Signale wurde die Membran zwei Stunden lang auf eine Imaging
Platte (BAS-MP, Fuji Photo Film Co., Ltd, Japan) gelegt und in einer BAS Kassette
2040 (Fuji Photo Film Co., Ltd, Japan) im Dunkeln inkubiert. Die Platte wurde im
BAS-Reader durch einen Laserstrahl abgetastet und die Signale direkt an einen an-

geschlossenen PC Ubertragen und dort gespeichert.

2.5 PRAPARATION VON SUBGENOMISCHEN BANKEN

In einem zweiten Ansatz wurde die mit den Restriktionsenzymen BamHlI, EcoRI,
Hindlll und Xbal geschnittene DNA ebenfalls auf einem 1%igen Agarose Gel aufge-
trennt. Die GroRRenbereiche der verdauten Proben, bei denen in der Southern-
Analyse ein Signal detektiert werden konnte, wurden aus dem Gel mit Hilfe des
Nucleospin®-Extraction-Kits von Macherey und Nagel eluiert und aufgereinigt.

Der Vektor pBluescript Il KS (Stratagene, Amsterdam, NL; Vektorkarte siehe An-
hang) wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten. Dazu wurde 1 pg
des Vektors mit 10 Units des jeweiligen Enzyms und 2 ul des zehnfach konzentrier-
ten Reaktionspuffers versetzt und das Reaktionsvolumen mit A. bidest auf 20 pl
aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte zwei Stunden lang bei 37 °C, anschlieRend wur-
den die Enzyme 15 Minuten lang bei 75 °C denaturiert und die Losung direkt auf Eis
abgekuhlt. Zur Abspaltung der 5°-Phosphatgruppen an den Uberhdngenden Enden
des linearisierten Vektors wurde das Enzym SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase;
Promega Life Sciences, Mannheim) eingesetzt. Zu dem Restriktionsansatzen wur-
den 3 pl des zehnfach konzentrierten SAP-Puffers und 2 ul SAP zugesetzt. Mit
A. bidest wurde das Reaktionsvolumen auf 50 pyl aufgefiillt. Die Reaktion wurde eine

Stunde lang bei 37 °C durchgefiihrt, anschliekend wurde der Vektor lber ein
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1%iges Agarose-Gel mit dem Nucleospin®-Extraction-Kit von Macherey und Nagel
aufgereinigt und in die Ligationsreaktion eingesetzt.

Zur Ligation der DNA-Restriktionsfragmente wurden 100 ng des restringierten Vek-
tors mit DNA in einem molaren Verhaltnis von ungefahr 1:3 zusammengebracht. Zu
diesem Ansatz wurden 1 pl T4-DNA-Ligase, 1 pl des zehnfach konzentrierten Liga-
tionspuffers und 1 pl 10 mM ATP pipettiert und das Reaktionsvolumen mit A. bidest
auf 10 pl aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte 24 Stunden lang bei 4 °C.

Mit den durch die Ligationsreaktion entstandenen Vektoren wurde eine Elektrotrans-
formation von E. coli durchgefuhrt (2.7.1). Der Transformationsansatz wurde jeweils
zu einem Viertel auf vier 25x 25 cm grofRe Agarplatten mit LB-Medium, supplemen-
tiert mit 100 pg/ml Ampicilin, ausplattiert und Gber Nacht mit der Oberseite nach
unten bei 37 °C inkubiert. Von diesen Platten wurden pro subgenomischer Bank et-
wa 10.000 Kolonien einzeln mit Hilfe eines Roboters (Beckman FLA, Beckman
Instruments GmbH, Miinchen) in 384-Well-Platten Utberfuhrt. Jedes Well war mit 60
Ml LB-Medium, supplementiert mit 100 pg/ml Ampicilin, gefillt. Die Inkubation der
Platte wurde ber Nacht mit der Oberseite nach unten bei 37 °C durchgefihrt.
Nachfolgend wurden die Einzelkolonien aus den Platten mit Hilfe eines weiteren
Roboters (Genetix Q-Pix) auf Nylonmembranen (Hybond N, Amersham Biosciences
Europe, Freiburg) Uberfihrt. Diese Membranen liegen mit der Unterseite auf LB-
Amp-Medium, die Bakterien wurden erneut Uber Nacht bei 37 °C wachsen gelassen.
Die Kolonien von je vier Platten wurden auf eine Nylon-Membran Uberfiihrt.

Am folgenden Tag wurden die Membranen mit den Bakterienkulturen von den Me-
dien abgenommen und die Zellen basisch lysiert. Dazu wurden die Membranen auf
mit Lysis-Puffer (10% SDS, 10 min lang; 0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl) getrankte Filter-
papiere gelegt und zehn Minuten lang inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein
Neutralisationsreaktion (0.5 M Tris-HCI, pH 7.8, 1.5 M NaCl, 10 min lang). Die frei-
gesetzte DNA wurde per UV-Cross-Linkage (BioRad GS Gene Cross Linker,
BioRad Life Science, Miinchen) mit dem Programm C1 (50 mJoule) an die Nylon-
Membran gebunden Die so praparierten Membranen wurden wie unter Punkt 2.4.3
beschrieben hybridisiert. Positive Signale wurden mit Hilfe des BAS-Readers detek-
tiert und mittels einer weiteren Hybridisierung verifiziert. Dazu wurde die Platte mit
dem positiven Klon ein weiteres Mal auf eine Membran gespottet. Jeder Klon wurde

vier Mal auf diese Membran aufgebracht.
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2.6 VEKTORKONSTRUKTION

Die Vermehrung der Plasmide erfolgte grundsatzlich in E. coli, die Selektion positi-
ver Transformanten war moglich durch die Vermittlung der Resistenz gegen das
Antibiotikum Ampicilin. Die Selektion positiver Pilztransformationen erfolgte auf-
grund der vermittelten Resistenz gegenlber dem Antibiotikum Hygromycin B. Die
eingesetzten Vektoren fiir die heterologe Uberexpression der pel-Gene in A. niger
besallen keine Selektionskassette, so dass der Pilz auf normalen CM-Medium-

Platten gezogen werden mufite.

2.6.1 pGemT-Klonierungen

Fur die Klonierung von PCR-Fragmenten wurde der Vektor pGemT (Promega Life
Science, Mannheim) benutzt. Als Standardreaktionsansatz wurden hier 1 yl (50 ng)
Vektor, 3 pl des PCR-Amplikons, 1 ul T4-DNA-Ligase und 5 pl 2x Reaktionspuffer
(Rapid Ligation Buffer, 60 mM Tris/HCI, pH 7.8, 20 mM MgCl,, 20 mM DTT, 2 mM
ATP, 10% PEG-8000) vorgelegt und mindestens vier Stunden lang bei 4 °C inku-
biert. Zur Vermehrung wurden die Plasmide in E. coli DH10b-Zellen transformiert
(2.7.1).

2.6.2 PROMOTOR-GUS-KONSTRUKTION

2.6.2.1 BEREITSTELLUNG DER PROMOTOR-GUS-KASSETTE

Promotoren des pel1-Gens verschiedener Langen wurden per PCR aus dem Ge-
nom von F. graminearum isoliert und zunachst in pGemT kloniert. Aus den
entstandenen Plasmiden konnten die Promotorfragmente als Hindlll/Rcal Fragmen-
te isoliert werden. Dazu wurden etwa 1 pg des Plasmids mit je 10 U der Enzyme
versetzt, 2 yl des zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers zugesetzt und das Re-
aktionsvolumen mit A. bidest auf 20 ul aufgefillt. Der Reaktionsansatz wurde eine
Stunde lang bei 37 °C inkubiert. Die isolierten Fragmente wurden auf 1%igen Aga-
rose-Gelen aufgetrennt, aus dem Gel isoliert und mit Hilfe des Nucleospin®-
Extraction-Kit von Macherey und Nagel aufgereinigt.

Die Promotorfragmente sollten als Kontrollelemente vor das GUS-Gen, das fir die
R-Glukuronidase aus E. coli codiert, ligiert werden. Dazu wurde aus dem Plasmid
pRT-104-GUS der 35S-Promotor mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Ncol
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durch Restriktion entfernt. Wieder wurden etwa 1 ug des Plasmids mit je 10 U der
Restriktionsenzyme versetzt, 2 yl des zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers zu-
gesetzt und das Reaktionsvolumen mit A. bidest auf 20 pl aufgefillt. Der
Reaktionsansatz wurde eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert. Die Aufreinigung des
restringierten Vektors erfolgte mit dem Nucleospin®-Extraction-Kit von Macherey
und Nagel nach Auftrennung des Vektors auf einem 1%igen Agarose-Gel.

Die kompatiblen Promotorfragmente wurden in die restringierten Vektoren ligiert.
Etwa 100 ng des aufgereinigten Vektors wurden zu diesem Zweck mit den geschnit-
tenen und aufgereinigten Promotorfragmenten in einem molaren Verhaltnis von ca.
1:3 vermischt, 1 pl T4-DNA-Ligase, 1 pl des zehnfach konzentrierten Ligase-Puffers,
1 ul 10 mM ATP und A. bidest bis zu einem Gesamtvolumen von 10 pl zugegeben
und die Reaktion 24 Stunden lang bei 4 °C im Kihlschrank durchgefiihrt. Wiederum
wurden die Plasmide pPromo-GUS zur Vermehrung in E. coli DH10b-Zellen trans-

formiert (2.7.1) und anschlielRend wieder isoliert.

2.6.2.2 KONSTRUKTION DER VEKTOREN FUR DIE TRANSFORMATION VON A. NIGER

Als Basisplasmid fiir die heterologen Promotor-Studien in Pilzen wurde das Plasmid
pCB1003 verwendet, das mir freundlicherweise von Frau PD Dr. S. Péggeler von
der Ruhruniversitdt Bochum zur Verfiigung gestellt wurde [Caroll et al., 1994]. In
dieses Plasmid auf der Basis von pUC19 wurde das Gen, das fir die Hygromycin
Phosphotransferase B codiert, zusammen mit dem Promotor der Pyruvat Kinase
aus A. niger als EcoRI Fragment einkloniert. Das Promotor-GUS-Konstrukt wurde
als PCR-Fragment mit den Primern ProGUSKasfor (AACGGTACCAGTGCCAAGC
TTGCATGCCTG) und ProGUSKasrev (TATGGTACCGTTAGCTCACTCATTAGGC
ACC), die gleichzeitig eine Kpnl-Schnittstelle (unterstrichen) bereitstellen, aus dem
Vektor pRT-Promo-GUS isoliert (Annealing 55 °C, 35 Zyklen). Die isolierten Frag-
mente wurden durch Restriktionsverdau mit Kpnl fur die Ligation in den ebenfalls
Kpnl geschnittenen Vektor pCB1003 vorbereitet. Die Restriktions- und Ligationsan-
satze wurden analog den unter Punkt 2.6.2.1 beschriebenen Reaktionsschemata
durchgefiihrt. Die entstehenden Vektoren pPromo1 (Promotor 756 bp lang) und
pPromo2 (Promotor 358 bp lang) wurden wieder in E. coli vermehrt und zur Trans-
formation in A. niger als Midi-Praparation mit dem Nucleobond® AX PC 500 Kit von

Macherey und Nagel vorbereitet.
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2.6.3 HETEROLOGE EXPRESSION DER PEL-GENE

2.6.3.1 BEREITSTELLUNG DER GENE

Fur die heterologe Expression der Pektat-Lyasen aus Fusarium wurden zunachst
full-length-RT-PCR-Amplikons bendtigt. Der Pilz wurde in Induktionsmedium ange-
zogen, aus dem geernteten Mycel RNA isoliert (2.2) und daraus cDNA synthetisiert
(2.3.6.1). Zur Amplifizierung des pel1-Gens wurden die Primer pelluni (CCC
AAGCTTGAACTAGCTTCCCCCTTTGG) und protexpelistopNotl (GCAGCGGCC
GCTTAGCAGGTCTTGGTCGC) eingesetzt. Fir das pel2-Gen kommen die Primer
pel2cDNAuniRcal (ATCATGAACGCTCCCAGCCTTATC) und pel2cDNArevNotl
(AAGGCGGCCGCCTAGCACTTGCTGGC) zum Einsatz. Eine 5°-Rcal-Schnittstelle
ist im Startcodon des pel1-Gens natirlicherweise vorhanden, im pel2-Gen wurde
sie, ebenso wie die Notl-Schnittstellen am 3'-Ende der Gene, durch die PCR einge-
fugt. Die durch die Primer inserierten Restriktionsschnittstellen sind jeweils
unterstrichen. Die PCR wurde mit 40 Zyklen bei einer Annealing-Temperatur von
56 °C durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurde in den Vektor pGemT kloniert (2.6.1)
und vermehrt. Durch Restriktion mit den Enzymen Rcal und Notl wurden die Gene
aus den Vektoren isoliert. Wieder wurde etwa 1 ug des Vektors mit je 10 U der Re-
striktionsenzyme versetzt, 2 pl des zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers
zugesetzt und das Reaktionsvolumen mit A. bidest auf 20 ul aufgeflllt. Der Reakti-
onsansatz wurde eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert. Die Aufreinigung der Gene
erfolgte mit dem Nucleospin®-Extraction-Kit von Macherey und Nagel nach Auftren-

nung auf einem 1%igen Agarose-Gel.

2.6.3.2 EXPRESSIONSVEKTOR

Der Expressionsvektor fir die heterologe Expression der Gene in A. niger wurde mir
freundlicherweise von Herrn Dr. J. A. E. Benen vom Institut fir Genetik Industrieller
Mikroorganismen der Universitdt Wageningen zur Verfigung gestellt [de Graff,
1989]. In diesen Vektor wurden die pel-Gene unter der Kontrolle des Promotors der
Pyruvat-Kinase aus A. niger als Rcal/Notl Fragmente kloniert. Da der Expressions-
vektor zusatzlich jedoch noch zwei weitere Schnittstellen flr Rcal besitzt, mullte die
Klonierung in mehreren Schritten erfolgen. Zunachst wurde eine Pyruvat-Kinase-
Promotor/Gen Kassette mit den Enzymen Hindlll und Notl isoliert und aufgereinigt.

Der Promotor wurde anschlieRend durch einen Verdau mit Rcal aus diesem Frag-
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ment gewonnen. Zur Vorbereitung des Vektors wurden etwa 1 ug mit je 10 U der
Restriktionsenzyme Hindlll und Notl versetzt, 2 ul des zehnfach konzentrierten Re-
aktionspuffers zugesetzt und das Reaktionsvolumen mit A. bidest auf 20 pl
aufgefillt. Der Reaktionsansatz wurde eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert. Die Auf-
reinigung des restringierten Vektors und des Promotor-Gen Inserts erfolgte mit dem
Nucleospin®-Extraction-Kit von Macherey und Nagel nach Auftrennung auf einem
1%igen Agarose-Gel. Das aufgereinigte Promotor-Gen Fragment wurde anschlie-
Rend Rcal verdaut und der Promotor erneut aufgereinigt. In der anschlieRenden
Ligationsreaktion wurden der Pyruvat Kinase Promotor als Hindlll/Rcal Isolation, die
pel-Gene als Rcal/Notl Fragmente in den Hindlll/Notl vorbereiteten Vektoren einge-
setzt. Etwa 100 ng des aufgereinigten Vektors wurden zu diesem Zweck mit dem
Promotor und den Genen in einem molaren Verhaltnis von ca. 1:3 vermischt, 2 pl
T4-DNA-Ligase, 2 ul des zehnfach konzentrierten Ligase-Puffers, 2 yl 10 mM ATP
und A. bidest bis zu einem Gesamtvolumen von 20 pl zugegeben und die Reaktion
24 Stunden lang bei 4 °C im Kihlschrank durchgefiihrt. Wiederum wurden die
Plasmide zur Vermehrung in E. coli DH10b-Zellen transformiert (2.7.1) und an-
schlieend isoliert.

Die so entstandenen Plasmide pHex1 und pHex2 wurden fir die heterologe Ge-
nexpression in A. niger verwendet. Die Transformation von A. niger zur heterologen
Expression von pel/1 und die Aufreinigung und Charakterisierung des Proteins wur-

de in Wageningen im Labor von Dr. Benen durchgefihrt.

2.6.4 PLASMID-PRAPARATION

Die Praparation von Plasmiden aus E. coli im kleinen Malistab (Ausbeute 100-—
250 ng Plasmid) erfolgte mit Hilfe des Nucleospin®-Plasmid-Mini-Kits von Macherey
und Nagel nach der Vorschrift im Benutzerhandbuch.

Praparationen im groRReren Stil (Ausbeute 500-1000 ng Plasmid) wurden mit dem
Nucleobond® AX PC 500 Kit von Macherey und Nagel durchgefiihrt.
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2.7 TRANSFORMATION

2.7.1 ESCHERICHIA coOLI

2.7.1.1 HERSTELLUNG ELEKTROKOMPETENTER ZELLEN

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde am Vorabend der Praparation eine
Einzelkolonie des Stammes E. coli DH10b von einer Agar-Platte in 10 ml LB-
Flissig-medium [Luria et al., 1960] angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C und
120 upm inkubiert. Am folgenden Morgen wurden 5 ml dieser Kultur als Starter fir
die Inokulation von 500 ml TYP-Medium (16 g/l Trypton,16 g/l Hefeextrakt,
5 g/l NaCl, 2.5 g/l K;HPO,) benutzt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C solange, bis
die Kultur eine optische Dichte (OD) zwischen 0.6 und 0.9 erreicht hat. In der Zwi-
schenzeit wurden alle benétigten Losungen und Materialien auf 4 °C vorgekiihlt. Die
gewachsenen Zellen wurden 15 Minuten lang im Eis gekuhlt und anschlief3end
12 Minuten lang bei 2500x g und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml eis-
kaltem, sterilem A. bidest resuspendiert. Das Volumen wurde mit eiskaltem A. bidest
auf 500 ml erhéht. Die Zellen wurden erneut durch Zentrifugation 12 Minuten lang
bei 4000x g und 4 °C pellettiert. Dieser Waschschritt wurde weitere zwei Mal wie-
derholt. In einem letzten Waschschritt wurde das Pellet in 25 ml 10%igem Glycerin
resuspendiert und in ein Falcon-Tube Uberfiihrt. Die Zellen wurden wieder durch
Zentrifugation 12 Minuten lang bei 4000x g und 4 °C pellettiert. AbschlieRend wurde
das Pellet in 1.5 ml 10%igem Glycerin resuspendiert, in Portionen zu je 100 pl abge-
fullt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der

elektrokompetenten Zellen erfolgte bei —80 °C.

2.7.1.2 ELEKTROTRANSFORMATION

Das Einbringen von Fremd-DNA in E. coli DH10b-Zellen erfolgte per Elektrotrans-
formation. Durch Anlegen eines kurzen elektrischen Impulses mit hoher Spannung
(1.8 kV, 25 pF, 200 Q, 4 ms; BioRad Gene Pulser™ II, BioRad Pulse Controller
Plus, BioRad Capacitance Extender Plus; BioRad Life Sciences, Miinchen) wurden
die Zellen zur Aufnahme der Fremd-DNA angeregt. Dazu wurden 1 pl des Ligation-
sansatzes mit 40 ul der elektrokompetenten Zellen versetzt und in die vorgekihlte
Elektroporationskiivette gegeben. Unmittelbar im Anschlufd an den Stromstol} wur-

den die Bakterien in 1 ml LB-Medium aufgenommen und eine Stunde lang bei 37 °C
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und 600 upm regeneriert. Jeweils ein Viertel des Ansatzes wurde auf LB-Medium,
supplementiert mit dem Antibiotikum Ampicilin zur Selektion der positiven Transfor-
manten, ausplattiert. Die Platten wurden mit der Oberseite nach unten 16 bis
18 Stunden lang bei 37 °C im Dunkeln inkubiert.

Zur Kontrolle der Transformation wurden am folgenden Tag Einzelkolonien von den
Platten gepickt. Die Zellen wurden in eine Kolonie-PCR-Reaktion (2.3.5) eingesetzt
und gleichzeitig in 3 ml LB-Amp-Flussigmedium angeimpft. Dieser Ansatz wurde
wiederum 18 Stunden lang bei 37 °C im Rotationsschittler inkubiert. Mit Hilfe des
Nucleospin®-Plasmid-Mini-Kits von Macherey und Nagel wurden die Plasmide am

folgenden Tag aus den Bakterienzellen prapariert.

2.7.2 ASPERGILLUS NIGER

2.7.2.1 PROTOPLASTIERUNG

Das Protokoll zur Gewinnung von Protoplasten aus A. niger und deren Transforma-
tion wurde mir freundlicherweise von Dr. J. A. E. Benen von der Universitat
Wageningen zur Verfligung gestellt. Im folgenden sind die Arbeitsschritte kurz erlau-
tert. Etwa 5x 10° Sporen des Pilzes wurden als Ubernachtkultur (18 Stunden) in
Transformationsmedium [Minimal Medium Salze (2.1.2), 1ml Vishniac-Lésung
(2.1.2), 0.5% Hefeextrakt, 0.2% Caseinsaurehydrolysat, 2% Glukose, pH 6.0] ange-
setzt. Die Sporen wurden in 300 ml Transformationsmedium in einem 1 | Kolben bei
30 °C und 220 upm inkubiert. Am folgenden Tag wurde das gewachsene Mycel zu-
nachst Uber einen Faltenfilter abfiltriert und anschlielRend Uber einen Sterilfilter
trockengesaugt. Abschlielend wurde zwei Mal mit SMC-Puffer (1.33 M Sorbitol,
50 mM CacCl,, 20 mM MES, pH 5.8) gewaschen. Etwa 1 g Frischgewicht des Pilzes
wurden in 50 ml SMC-Puffer supplementiert mit den Enzymen Glucanex (50 mg/ml;
GeWe Biotechnologie GmbH, Bad Kreuznach) und Driselase (10 mg/ml; Sigma
Aldrich Chemie, Schnelldorf) bei 28 °C und 120 upm drei Stunden lang inkubiert.
Wenn ausreichend Protoplasten vorhanden waren (>1x 10’/ml), wurden die Proto-
plasten Uber ein Stahlsieb mit einer PorengréRe von 250 ym vom restlichen Mycel
getrennt. Eine weitere Aufreinigung der Protoplastenfraktion wurde durch Filtration
Uber vier Lagen Linsenreinigungspapier (Lens Tissue; Whatman) erzielt. Die ge-
wonnenen Protoplasten wurden durch Zentrifugation mit 2500x g pellettiert und in
5 ml STC-Puffer (1.33 M Sorbitol, 50 mM CaCl,, 10 mM Tris/HCI, pH 7.5) resuspen-

diert und erneut wie vor pellettiert. Dieser Waschschritt wurde weitere zwei Mal
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wiederholt. Schliellich wurden die Protoplasten in einer Konzentration von etwa 1x

10%ml in STC-Puffer aufgenommen.

2.7.2.2 TRANSFORMATION

200 pl der Protoplastensuspension wurden fir die folgenden Transformationsansat-
ze eingesetzt. Zu der Suspension wurden in einem 50 ml Falcon-Tube 5 pg der zu
transformierenden DNA und 50 ul einer 25%igen PEG-6000 L6ésung (in 50 mM
CaCl,, 10 mM Tris/HCI, pH 7.5) zugesetzt. Die Komponenten wurden vorsichtig ge-
mischt und 20 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden weitere
2 ml des PEG-Puffers zugesetzt und noch einmal funf Minuten lang bei Raumtem-
peratur inkubiert. Im n&chsten Schritt wurde 4 ml des STC-Puffers zugegeben, dann
das Tube bis zur 45 ml Marke mit MMS-Top-Agar mit 150 pg/ml Hygromycin B ge-
fullt, ehe die Suspension auf vier MMS-Agar-Platten [Minimal Medium Salze (2.1.2),
1 ml Vishniac-Lésung (2.1.2), 0.95 M Saccharose, pH 6.0) mit 150 pg/ml Hygromy-
cin B ausplattiert wurde. Die Inkubation der Platten erfolgte vier Tage lang mit der
Oberseite nach unten bei 30 °C.

Transformiert wurde der Pilz mit folgenden Vektoren: pCB1003 als Kontrolle, pPro-
mo1 und pPromo2 fiir die Promotor-Studien.

Gewachsene Kolonien wurden nach vier Tagen Wachstum auf CM-Medium Platten,
supplementiert mit 150 pg/ml Hygromycin B, umgesetzt. Diese Platten wurden wei-

tere drei Tage lang bei 30 °C mit der Oberseite nach unten inkubiert.

2.7.3 UNTERSUCHUNG DER PROMOTORAKTIVITAT

2.7.3.1 VERSUCHE IN E. coLI

Die Vermehrung des Vektors erfolgte in E. coli nach dem Standardprotokoll. Die ers-
ten Versuche zur Promotoraktivitat sollten ebenfalls in E. coli durchgefuhrt werden.
Dazu wurden einzelne Kolonien von der Transformationsplatte gepickt und in 3 ml
LB-Flissigmedium, supplementiert mit Ampicilin als Marker, gepickt und durch In-
kubation 18 Stunden lang bei 37 °C und 120 upm vermehrt. Aus dieser Starterkultur
wurden verschiedene Medien (CM, Pektin, Polygalakturonsaure) angeimpft und die
Zellen 24 Stunden lang bei 37 °C und 120 upm inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen durch Zentrifugation zwei Minuten lang bei voller Geschwindigkeit in der
Tischzentrifuge pellettiert und das Uberstehende Medium abdekantiert. Die Zellen
wurden in 50 pyl GUS-Extraktionspuffer (50 mM NaPhosphat, pH 7.0, 10 mM EDTA,
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0.1% Triton X-100, 10 mM R-Mercaptoethanol) aufgenommen und mit 100 mg Silica
Beads versetzt. Der Aufschlufd der Zellen in der Zellmihle wurde 40 Sekunden lang
bei Geschwindigkeit 6.0 durchgefiihrt. Der Zellschrott wurde durch Zentrifugation
zwei Minuten lang bei voller Geschwindigkeit und 4 °C vom Uberstand getrennt.
10 pl des Uberstandes wurden mit weiteren 35 pl des Extraktionspuffers und 5
Substratlésung (4 mM 4-MUG in GUS-Extraktionspuffer) gemischt und 30 Minuten
lang bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl
Stoppuffer (0.2 M Na,COs;) gestoppt. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte un-
ter UV-Licht mit einer Wellenldange von 375 nm durch Fotographie mit einer

Digitalkamera.

2.7.3.2 VERSUCHE IN A. NIGER

2.7.3.2.1 ISOLATION VON DNA / RNA

Zur Untersuchung der Promotoraktivitat wurden von den CM-Platten mit transfor-
miertem A. niger 25 ml Kulturen in CM-Flissigmedium und Polygalakturonsaure
Induktionsmedium in 100 ml Erlenmeyer-Kolben angeimpft. Die Glukose Konzentra-
tion im CM-Medium betrug 2.5 mM. Nach drei Tagen Wachstum als Standkultur bei
28 °C wurde wenig Mycel (ca. 100 mg Frischgewicht) zur Isolierung von DNA und
RNA entnommen.

Der Zellaufschlul® erfolgte mit Hilfe von Silica-Beads (~100 mg) in 300 pl 2x Isolati-
onspuffer und 300 pl 10 M Harnstoff (2.2) in der FastPrep 2x 20 Sekunden lang bei
der Geschwindigkeitseinstellung 6.0. Die Lésung wurde zwei Minuten lang bei
12.000x g und 4 °C zentrifugiert, anschlieRend wurden 300 pl Phenol und 600 l
Phenol/Chloroform (1:1) zugesetzt und auf dem Vortex-Mixer gut geschuttelt. Die
Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation 15 Minuten lang bei 12.000x g und
4 °C. Die wassrige Phase wurde abgenommen und mit 0.7 Volumen Isopropanol (2-
Propanol) versetzt. Zur Fallung der Nukleinsduren wurde das Gemisch zwei Stun-
den lang bei 12.000x g und 4 °C zentrifugiert. Die gefallten Nukleinsduren wurden
mit 70%igen Ethanol gewaschen und anschlieend im Exsikkator getrocknet. Die
trockenen Pellets wurden in 50 ul A. bidest resuspendiert und bei 4 °C im Kuhl-

schrank fur die weiteren Applikationen gelagert.
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2.7.3.2.2 GUS-AKTIVITATSTEST

Zur Bestimmung der Aktivitat der R-Glukuronidase wurde ebenfalls ein wenig des
Mycels entnommen und die Zellen aufgeschlossen. Dazu wurde das Mycel mit 50 pl
GUS-Extraktionspuffer (50 mM NaPhosphat, pH 7.0, 10 mM EDTA, 0.1% Triton X-
100, 10 mM R-Mercaptoethanol) und 100 mg Silica Beads versetzt und die Zellen in
der Zellmuhle 40 Sekunden lang bei Geschwindigkeit 6.0 aufgeschlossen. Der Zell-
schrott wurde durch Zentrifugation fiinf Minuten lang bei 10.000x g und 4 °C vom
Uberstand getrennt. 10 pl des Uberstandes wurden mit weiteren 35 ul des Extrakti-
onspuffers und 5 pl Substratldsung (4 mM 4-MUG in GUS-Extraktionspuffer)
gemischt und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 100 ul Stoppuffer (0.2 M Na,CO3) gestoppt.

2.8 SEQUENZANALYSEN

Die aus den Sequenzierungen gewonnenen Daten wurden am PC bearbeitet. Flr
Sequenzvergleiche mit Datenbanken wurden die Programme blastn zum Abgleich
von Nukleotidsequenzen und blastx zum Abgleich von in Proteinsequenzen umge-
schriebenen Nukleotidsequenzen von NCBI benutzt (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/blast). Fur Vergleiche von gewonnenen Sequenzdaten untereinander wurde das
Programm Biology Work Bench (http://biowb.sdsc.edu/CGI/BW.cgi) genutzt, in dem
Alignments sowohl von Nukleotid- als auch von Proteinsequenzen, das Umschrei-
ben von Nukleotid- in Proteinsequenzen und viele weitere Funktionen zur Verfligung
stehen.

Fir das virtuelle Modellieren von Proteinen wurde das Programm Swiss-Model
(http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html) benutzt, mit dem dreidi-
mensionale Modelle von Proteinen aufgrund der Aminosaurenanordnung

vorgeschlagen werden kénnen.

2.9 IN PLANTA-UNTERSUCHUNGEN

Um bestimmen zu kénnen, ob die Pektat-Lyasen des Pilzes im natirlichen Infekti-
onsprozel® des Pilzes eine Rolle spielen, sollte untersucht werden, ob eine
Transkription der Gene wahrend der Infektion der Pflanze stattfindet. Dazu wurden
Weizenpflanzen der Sorte Bobby White zur Zeit ihrer Bliite mit einer Sporensuspen-
sion des Pilzes inokuliert. Die Sporen wurden in einer Verdiinnung von ca. 1x 10%/ml

in A. bidest eingesetzt. Mit einer Einwegspritze wurde die Suspension in die Bliite
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der Pflanze eingespritzt. Die gesamte Ahre wurde mit einer Plastiktiite umhdillt, in
die, um optimale Infektionsbedingungen zu schaffen, Feuchtigkeit eingespritzt wur-
de. Die Inkubation erfolgte zwei Tage lang im Dauerlicht bei Raumtemperatur.
Danach wurde die Plastikfolie abgenommen und die Inkubation im Dauerlicht bei
Raumtemperatur weitergefiihrt. Nach den Zeitpunkten drei Tage und 28 Tage nach
Inokulation wurden jeweils infizierte- und nicht-infizierte Kontroll-Ahren geerntet und
in flussigem Stickstoff schockgefroren. Zur Gewinnung von DNA und RNA wurden
die Ahrchen ohne Kérner unter fliissigem Stickstoff griindlich zu einem feinen Pulver
zermorsert und die Isolation der Nukleinsduren wie unter Punkt 2.2 beschrieben
durchgefiihrt. Die PCR-Reaktion zum Nachweis der Infektion wurde mit den Fusari-
um spezifischen Pektat-Lyase Primern und DNA aus den infizierten und nicht
infizierten Pflanzen als Template mit einer Annealing-Temperatur von 55 °C und
35 Zyklen von Denaturierung (94 °C, 30 sec.), Primer-Annealing (50 °C, 1 min.) und
Zweitstrangsynthese (72 °C, 1 min.) durchgefiihrt. Der Nachweis der Expression der
Pektat-Lyasen erfolgte flr pe/1 mit den Primern pelcDNAuni (ATGAAGTACGCCAC
TATCCTCG) und pelcDNArev (TTAGCAGGTCTTGGTCGCACC) und fir pel2 mit
den Primern pel2cDNAuni (ATGCACGCTCCCAGCCTTATC) und pel2cDNArev
(CTAGCACTTGCTGGCCTTGG) mit cDNA als Template bei einer Annealingtempe-
ratur von 50 °C und 40 Zyklen von Denaturierung (94 °C, 30 sec.), Primer-Annealing
(50 °C, 1 min.) und Zweitstrangsynthese (72 °C, 1.5 min.). Als Kontrollen wurden
jeweils PCR-Reaktionen unter den gleichen Bedingungen mit genomischer Pilz-

DNA als Template durchgefihrt.
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Fur die Stabilitdt und Integritat der pflanzlichen Zelle ist die Zellwand von entschei-
dender Bedeutung. Deshalb kdnnte der enzymatische Abbau der pflanzlichen
Zellwand, neben anderen, ein kritischer Faktor fur phytopathogene Mikroorganis-
men sein, in erster Linie fir die Besiedlung des Wirtsorganismus, aber auch als
Grundlage der eigenen Ernahrung. Dabei stehen den Pathogenen in nahezu allen
Fallen ganze Batterien verschiedener Enzyme zur Verfligung, die sie in die Lage
versetzen, alle Strukturen der Zellwande in die kleinsten Einheiten zu zerlegen.

Bei der Quervernetzung der pflanzlichen Typ I-Zellwand spielt Pektin eine entschei-
dende Rolle, so dass der Abbau dieser Komponente ein wichtiger Faktor fir die
Pathogenitat eines Mikroorganismus sein kénnte. In der Typ II-Zellwand ist Pektin
moglicherweise auf das absolut notwendige Minimum reduziert und spielt deshalb
eine noch tragendere Rolle fir die Stabilitat.

Mit biochemischen Methoden konnte gezeigt werden [Conze, 2000], dass (i) Fusari-
um graminearum Pektin-abbauende Enzyme als eine Komponente im Arsenal
seiner zellwanddegenerierenden Enzyme besitzt und (ii) diese Enzyme nicht mess-
bar konstitutiv im pilzlichen Stoffwechsel synthetisiert werden, sondern erst durch
Induktion durch entsprechende Substrate, z.B. Pektin, Polygalakturonsdure oder
pflanzliche Zellwand, nachweisbar synthetisiert werden. Eine eingehendere Charak-
terisierung der pektinolytischen Enzyme des Pilzes auf biochemischer, hier
besonders die reine Darstellung und Beschreibung der einzelnen Enzyme (3.3), und
molekularbiologischer Ebene stand jedoch noch aus und bildet einen Schwerpunkt
dieser Dissertation. Im Mittelpunkt der molekularbiologischen Arbeiten standen da-
bei zunachst die Darstellung der codierenden Gene und deren Promotoren (3.1 und
3.2). Die bisher gewonnenen Erkenntnisse bezogen sich zudem nur auf die pilzliche
Kultivierung in vitro, so dass ein weiterer Ansatz dieser Arbeit eine Infektion von
Weizen mit F. graminearum und der Nachweis der Synthese der Enzyme wahrend
der Pathogen/Pflanze-Interaktion sein sollte. Die Regulation der Gene, inshesonde-
re die Induktion durch verschiedene Substrate bzw. die Repression durch Glukose

sollte durch Promotorfunktionsstudien untersucht werden (3.4).

3.1 CHARAKTERISIERUNG DES PEKTAT-LYASE GENS PEL1, SOWIE SEINES PROMOTORS

Zunachst sollten die Untersuchungen meiner friiheren Arbeiten mit dem schwach-

pathogenen Fusarium-Stamm aus Aachen, die zur Amplifizierung zweier unter-
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schiedlicher Fragmente aus dem mittleren Bereich der Gene der beiden Lyasen des
Pilzes gefiihrt haben, mit dem pathogenen Stamm K59 wiederholt werden. Zu die-
sem Zweck sind PCR-Reaktionen mit genomischer DNA als Template und den
Primerkombinationen pelF1-1/pelR1 und pelF1-2/pelR, sowie die entsprechenden
Kontrollen angesetzt worden (Primersequenzen siehe Anhang).

Mit beiden Primerkombinationen konnte auch aus dem Genom des Stammes K59
von F. graminearum ein 278 bp groRes Fragment amplifiziert werden. Die neuerli-
che Sequenzierung beider Fragmente zeigte, dass es sich hier um zwei gleich

grole, in der Sequenz jedoch deutlich unterschiedliche Fragmente handelt.

pol 2 R AR I e SO S At - ot

cons. ok _kk _kk_kkkokk _kkkkokkokok_ _kkkkok_ _ __ __
pel 1 NACGGT eoT eenT JGACAACATCE
pel 2 STHAMA COGACAAGETOR
cons. kK _ _kkkk*k_ ************ k_k*kkkkhkkk_*k_)*khkkkkk_ kK _

TR T T CAGIRICAACGGOSGT GGTIIeCGT QeAESTOLRIE A T TIE T ACCOJEAE
pel 2 [uKeleCAeIoEEs TleifeelCASEIleARCAIT GT CARIICITEEe CAZC

CONS. *X*x*x_ _kkkkkkk _dkhxkk__*% _k _ ____K*_*kk_*kkkkk_ _*k_
pel 1 AA GGT CA GCOAACT GCAAGEACAACEe]KeS
pel 2 cee AA ce coceTVejfev.VYee WYY TCCAA
cons. * *********__)\-___ ____***** kkkhkkkkhhkkkhk_K*hkkk_ _ _ _ _
pel 1 E&Aﬁ&@‘ Cm CTCTGTCCeifej[¥YYeccecefe
pel 2 T G(ﬁ GTGTCACTe
cons. ok __kkk_ Uk _k______ ... kokkkokokokokokokkkokokok

LT RO CTIEINE@ CGT AT CAACAQUAACIIRCCCCGA
pel 2 AG@CATUECT CCGOGA

_kkkkkkkkkkk_kkk_ _kkxkk*
cons. ---

ABBILDUNG 3.1: Sequenz-Alignment der beiden mit den Primerkombinationen pelF1-1/
pelR1 (pel1) und pelF1-2 pelR1 (pel2) mit genomischer DNA aus F. graminearum erhal-
tenen DNA Sequenzen. Die Homologie beider Sequenzen betragt 68%.

cons. = Konsensus-Sequenz, * = identische Basen in beiden Sequenzen, - = Se-
auenzunterschiede in beiden Sequenzen

ABBILDUNG 3.1 zeigt den Sequenzvergleich der beiden aus den PCR Experimenten
gewonnenen Fragmente. Die Sequenzen sind zu 68% identisch. Aufgrund ihrer
Homologien zu den Pektat-Lyasen aus F. oxysporum und F. solani kbnnen beide
Fragmente als Pektat-Lyasen identifiziert werden (nicht gezeigt). Mit diesen
Genfragmenten und den Sequenzinformationen als Basis sollte im Weiteren ver-
sucht werden, die kompletten Sequenzen der Gene und der Promotoren zu
erhalten.

Um die gesamte Sequenz der Pektat-Lyase 1 zu erhalten wurden zunachst Sou-

thern-Analysen des pilzlichen Genoms mit dem oben beschriebenen PCR-Fragment
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pell als Sonde durchgefiihrt und subgenomische Banken angelegt. Diese Banken
wurden wiederum mit der gleichen Sonde auf positive Klone untersucht. Die schritt-
weise Sequenzierung dieser Klone sollte zum gesamten Gen pell fiihren. Die

Ergebnisse dieser Arbeiten sind unter den Punkten 3.1.1 bis 3.1.5 aufgefihrt.

3.1.1 SOUTHERN ANALYSEN UND KONSTRUKTION SUBGENOMISCHER BANKE

Die Southern Analysen des Fusarium-Genoms wurden mit Hilfe von radioaktiv mar-
kierten Sonden des Pektat-Lyase-Fragments pel/1 (3.1) durchgefthrt. Die
Restriktionen mit verschiedenen Enzymen (BamHI, EcoRI, Hindlll, Kpnl, Ncol, Ndel,
Sacl, Sall, Smal, Xbal, Xhol) wurden vor dem Blotten auf die Nylonmembran auf ei-
nem 1%igen Agarose Gel aufgetragen. Dabei zeigte sich, dass durch die Inkubation
mit den Enzymen Genomfragmente im GroRenbereich von etwa 300 Basenpaaren
bis hin zu Fragmenten einer GréRe von mehr als 12 Kilobasenpaaren entstanden
warn (nicht gezeigt). Die Nukleinsduren wurden durch Vakuumblot fast vollstandig

auf die Nylon Membranen uberfiihrt und mit UV-Licht an die Membran gebunden.

Xbal Hindlll EcoRl

2.5kb

ABBILDUNG 3.2: Southern Hybridisierung von F. graminearum DNA restringiert mit ver-
schiedenen Restriktionsenzymen. Das durch Einlagerung von a-(**P)-dCTP radioaktiv
markierte, homologe 300bp PCR-Fragment (pel1) wurde als Sonde eingesetzt.

Bahn 1 zeigt die Restriktion der DNA mit Xbal, Bahn 2 zeigt die Hindlll geschnittenen
DNA Proben und Bahn 3 die EcoRI geschnittenen Proben. Die mit Pfeilen markierten
GroéRenangaben sind in Kilobasenpaaren (kb) und wurden anhand der DNA-Leiter des
Originalgels nachvollzogen. Die Ergebnisse der Hybridisierung mit der DNA aus den an-
deren Restriktionen wurden nicht dargestellt. Hier wurden Signale detektiert, die in
Grofienbereichen <0.5 kb oder > 8 kb lagen. Es wurden keine subgenomischen Banken
aus diesen nicht gezeigten Proben angelegt.

Die Hybridisierung erfolgte mit Lé6sungen, die eigentlich bei Northern-Analysen zum
Einsatz kommen, da hierbei im Vergleich mit den typischen Lésungen flr Southern-
Analysen die besseren Ergebnisse erzielt werden konnten. In ABBILDUNG 3.2 ist das
Ergebnis des Southern Blots mit der pe/1-Sonde dargestellt. Die Southern-Analysen
wurden durch den Einsatz des pel2-Fragments als Sonde erweitert. Bei diesen Un-

tersuchungen ergaben sich bei allen Restriktionen identische Signale wie mit der
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pel1-Sonde.

ABBILDUNG 3.2 zeigt einen Ausschnitt der Darstellung eines Southern Blots. Bei der
mit dem Restriktionsenzym Xbal geschnittenen Probe zeigen sich zwei Banden mit
den GrofRen 5.5 kb und 1.5 kb. Die Hindlll-restringierte Probe ergab ein Signal bei
2.8 kb, ein weiteres Signal mit einer GrofRe im Bereich 300 bp war vorhanden, wur-
de in der Abbildung jedoch nicht gezeigt. Die EcoRI-geschnittene DNA zeigte ein
Signal bei 2.5 kb, auch hier war ein weiteres schwaches Signal von sehr kleiner
GroRe zu sehen. Die Fragmente der Xbal-Restriktion, sowie die jeweils groRen
Fragmente der Hindlll- und EcoRI-Restriktionen wurden kloniert und subgenomi-
sche Banke angelegt. Die weiteren Restriktionen mit den Enzymen BamHI, Kpnl,
Ncol, Ndel, Sacl, Sall, Smal und Xhol lieferten in der Detektion ebenfalls jeweils
zwei unterschiedliche Signale. Diese waren aber entweder groRRer als 8 kb oder
kleiner als 0.5 kb, von einer Klonierung dieser Fragmente und dem Anlegen subge-

nomischer Banke wurde aufgrund dieser GrélRenmerkmale abgesehen.

12 3 45 6 7 8 9 10 1112

k1

IeTMTmMoOO®>
11

ABBILDUNG 3.3: Southern-Kolonie-Analysen der subgenomischen Xbal-Bank. Jede Kolo-
nie wurde vier Mal gespottet und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde
die DNA der Zellen durch alkalische Lyse freigesetzt, an die Membran gebunden und mit
der radioaktiv markierten pel1-Sonde hybridisiert. Schwarze Punkte kennzeichnen positi-
ve Kolonien. Beispielhaft ist hier nur eine Membran gezeigt. Die Rasterschablone
ermoglichte die Identifizierung der positiven Klone auf der Masterplatte.

Im Weiteren wurde die zweite Halfte des Gesamtvolumens der Restriktionen (Xbal,
Hindlll, EcoRlI) auf einem weiteren Agarose Gel aufgetrennt, die DNA-Bereiche der
oben angegebenen GroRen wurden ausgeschnitten und in pBluescriptll KS-
Vektoren kloniert. Diese Ligationen wurden in E. coli DH10b-Zellen transformiert
und vermehrt. Von jeder Vektortransformation wurde eine subgenomische Bank mit
10.000 Einzelkolonien in 96-Well-Platten angelegt. Die weiteren Untersuchungen
wurden zunachst mit der 5.5 kb Xbal-Bank durchgefiihrt. Die Kolonien wurden auf
Nylonmembranen geblottet und im Southern-Blot erneut analysiert. Als Sonde wur-
de wieder das radioaktiv markierte 300bp-pel1-Fragment eingesetzt. Durch dieses

erste Vorscreening aller Kolonien konnten zwdlf eindeutig positive Klone identifiziert
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(Daten nicht gezeigt) werden. Zur weiteren Verifizierung dieser Klone wurden die
Platten mit positiven Klonen erneut auf Membranen gespottet, dabei wurde jede Ko-
lonie vierfach aufgetragen. Durch erneute Hybridisierung dieser Membranen mit der
Sonde wurden die positiven Klone re-identifiziert, die Plasmide wurden prapariert
und sequenziert.

ABBILDUNG 3.3 zeigt beispielhaft den Scan einer Membran mit positiven Signalen.
Mit Hilfe einer Schablone konnten die positiven Klone auf der Masterplatte, in die-

sem Fall vier in den Planquadraten C4, D6, F2 und G7, identifiziert werden.

3.1.2 SEQUENZANALYSEN

Durch die schrittweise Sequenzierung der isolierten Plasmide ist die gesamte Se-
quenzinformation des pel1-Gens erhalten worden inklusive 950 Basenpaare der
Promotorsequenz. Zur Absicherung der Sequenzinformation wurden homologe Pri-
mer vom 5°- und vom 3’-Ende des Gens abgeleitet. Mit diesen Primern wurde eine
weitere PCR-Reaktion durchgefiihrt, deren Produkte erneut sequenziert wurden. Die
auf diese Weise gewonnenen Sequenzdaten bestatigten die ersten Sequenzierung-

sergebnisse.

ATGAAGTACGCCACTATCCTCGCCCT TGCTGGECGT CTCCTCCGCCGCT GTCACCAAGACTCTTCCC
AAGTCTGCTGGTGTCACATCTTTCCCTACTGCT GI TCCCGT CAAGGGECAGCT TTGATGGT GGCATG
AAGCGAT TCGAGCGAAGCA
CCAACGT TTGCCAAGGT CAGACAGAGACT GGCGAGAAGGACGCCATGT TCAT TCT TGAAGCCGG
TGCCACTCTTTCCAACGT CATTATCGGT GCTTCTCAAGCT GAGGGT GT TCACT GCAAGGGAACT TG
CACCCTGAACAACGTC
TGGT GCGECCGAT GT CT GT GAGGACGCCAT TACCCT CAAGCAAACCAGCGGECACATCCTTCATCAAC
GGTGGT GGTGCCT TCAAGGCCT CTGACAAGAT CGT TCAGT TCAACGGCCGT GGTACCGT CCAGATC
AAGGAT TTCTACGCT GAGGACT ACGGCAAGCT GGT CCGCAGCT GCGGCAACT GCAAGGACAACGGT
GGT' CCTCGCAACGT CATCATCCAGGACT CTGT CGCTGT CAACGGCGGT GTCCTGI GCGGTATCAAC
ACTAACTACGGCGATACCT GCAAGAT CACCAACAGT TGCCAGAACAGCGGCAAGTACT GCGATCGC
TACCAGGGTAACT CGGATGGCTCTGAGCCT TCCAAGAT TGGATCTGGCCCTGATGGAAAGT TCTGC
ATCACTAGCGGT GCGACCAAGACCTGCTAA

ABBILDUNG 3.4: genomische Sequenz der codierenden Region des pel1-Gens aus F.
graminearum. Unterstrichen und grau hinterlegt dargestellt sind die vermuteten Intron-
Sequenzen. Die Sequenz ist 822 bp lang, die codierende Sequenz 723 bp. Die Verifizie-
rung der Intron-Sequenzen erfolgte mittels RT-PCR (ABBILDUNG 3.5 und 3.6)
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ABBILDUNG 3.4 zeigt die ermittelte genomische Sequenz des pel1-Gens beginnend
mit dem Startcodon und die aufgrund der Sequenzanalysen und —vergleiche in den
Datenbanken angenommenen Intronstrukturen des Gens. Die genomische Sequenz
ist 822 bp lang und enthalt zwei mdgliche Introns (unterstrichen). Ein Intron hat eine

Grolie von 49 bp, das andere ist 50 bp lang.

cDNA aus verschiedenen Medien

DNA Marker

PG Pek Mix W

1kb

0.5kb

ABBILDUNG 3.5: Ergebnisse der RT-PCR-Analysen von pel/1. Mit den Primern pelcDNA uni
und pelcDNA rev wurde die PCR mit 40 Zyklen durchgefiihrt. Dargestellt ist in den Bah-
nen PG = cDNA aus Mycel geerntet aus Polygalakturonsdure-Medium; Pek = cDNA aus
Mycel geerntet aus Pektin-Medium; Mix = cDNA aus Mycel geerntet aus Medium Polyga-
lakturonsaure/Pektin-Gemisch; ZW = cDNA aus Mycel geerntet aus Zellwand-Medium;
DNA = PCR mit genomischer DNA als Template. Deutlich zu erkennen ist der GréRenun-
terschied zwischen cDNA- und DNA-Banden von etwa 100 bp. In der aus CM-Medium mit
Glukose als alleiniger C-Quelle gewonnenen Probe konnte keine Transkription des pel1-
Gens nachgewiesen werden.

Mit denselben homologen Primern wurde zur Bestatigung der Intron Strukturen eine
RT-PCR durchgefiihrt. Die RNA fiir diese Ansatze wurde aus Mycel isoliert, dass
unter induzierenden und nichtinduzierenden Bedingungen gewachsen war. Es wur-
den nur Banden in den DNA-Proben aus induzierendem Mycel detektiert.
ABBILDUNG 3.5 zeigt die Banden dieser RT-PCR. Die cDNA-Templates wurden aus
Mycel hergestellt, das in den unterschiedlichen Medien mit Polygalakturonsaure
(PG), Pektin (Pek), einem Mix aus beiden oder mit extrahierter Weizenzellwand
(ZW) als induzierenden Substraten gewachsen war. Zur Kontrolle wurde zusatzlich
eine PCR mit genomischer DNA als Template durchgefuhrt. Die amplifizierte Bande
dieser Reaktion ist etwa 100bp grélRer als die Banden der RT-PCR-Reaktionen.
Wird der Pilz in Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle angezogen, konnte keine
Bande der pel1 in der RT-PCR detektiert werden (nicht gezeigt).
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Die Banden der RT-PCR wurden kloniert und sequenziert, um die cDNA-Sequenz
zu ermitteln. Auf diese Weise konnten die vermuteten Intron-Strukturen verifiziert
werden [ABBILDUNG 3.6 (1)]. Anhand des Triplettcodes konnte die Aminosaurese-
quenz des Gens abgeleitet werden [ABBILDUNG 3.6 (2)]. Die transkribierte Sequenz
des Gens ist 720 bp lang, das entspricht einem translatierten Protein mit 240 Ami-
nosauren und einer Grofle von etwa 25 kDa. Durch den Vergleich mit den
Aminosauresequenzen der aus den beiden anderen Fusarien-Arten bekannten Ge-
ne und der vorkommenden Aminosduren konnte voraus gesagt werden, dass das
Protein eine Signalsequenz enthalt, die 15 Aminosauren lang ist. Diese wahrschein-

liche Signalsequenz ist in ABBILDUNG 3.6 (2) kursiv und grau dargestellt.

(1)
ATGAAGTACGCCACTATCCT CGCCCT TGCTGGECGT CTCCTCCGCCGCT GTCACCAAGACTCTTCCC
AAGTCTGCTGGTGTCACATCTTTCCCTACTGCTGT TCCCGT CAAGGGCACCTTTGATGGTGECATG
AAGCGATTCGAGCGAAGCACCAACGT TTGCCAAGGT CAGACAGAGACT GECGAGAAGGACGCCATG
TTCATTCTTGAAGCCGGT GCCACTCTTTCCAACGT CATTATCGGTGCTTCTCAAGCTGAGGGTGI T
CACTGCAAGGGAACT TGCACCCT GAACAACGT CTGGT GEGCCGATGT CTGT GAGGACGCCATTACC
CTCAAGCAAACCAGCGGECACATCCTTCATCAACGGT GGT GGT GCCT TCAAGGCCTCTGACAAGATC
GI'TCAGT TCAACGGECCGT GGTACCGT CCAGAT CAAGGAT TTCTACGCTGAGGACT ACGCCAACCT G
GTI'CCGCAGCT GCGGCAACT GCAAGGACAACGGT GGT CCTCGCAACGT CATCATCCAGGACTCTGTC
GCTGT CAACGECGGET GTCCTGT GCGGT AT CAACACT AACT ACGGCGATACCT GCAAGATCACCAAC
AGT TGCCAGAACAGCGGCAAGT ACT GCGATCGCTACCAGGGTAACT CGGATGECTCTGAGCCTTCC
AAGATTGGATCTGGCCCTGATGGAAAGT TCTGCATCACTAGCGGT GCGACCAAGACCTGCTAA

(2)

VKYATI LALAGVSSAAVTKTLPKSAGVTSFPTAVPVKGSFDGGEVKRFERSTNVCQGQTETSEKDAM
FI LEAGATLSNVI | GASQAEGVHCKGT CTLNNVWAADVCEDAI TLKQTSGT SFI NGGGAFKASDKI
VOFNGRGTVQ KDFYAEDYGKLVRSCGNCKDNGGEPRNVI | QDSVAVNGGVLCAE NTNYGDTCKI TN
SCONSGKYCDRYQGNSDGSEPSKI GSGPDGKFCI TSGATKTC

ABBILDUNG 3.6: cDNA Sequenz (1) und daraus abgeleitet die Proteinsequenz (2) des
pel1-Gens aus F. graminearum. Die translatierte Sequenz ist 720 bp lang, das entspricht
240 Aminosauren. Durch RT-PCR wurde das korrekte Spleiflen der Intron-Sequenzen
aus der genomischen Sequenz bestatigt. Die wahrscheinliche Signalpeptid-Sequenz ist
kursiv und grau dargestellt. Das Protein hat eine Grof3e von ca. 25kDa.

Im weiteren wurde ein Sequenz-Alignment der kompletten cDNA- und Proteinse-
quenzen mit zwei weiteren Pektat-Lyase-Genen und ihren Produkten aus F.
oxysporum und F. solani, die in ihren Sequenzen sehr ahnlich zu den pell-
Sequenzen sind, angelegt. Diese beiden Gensequenzen sind untereinander eben-
falls sehr ahnlich (88%). Wie ABBILDUNGEN 3.7 und 3.8 zeigen, ist pe/1 sowohl auf
Nukleotidebene als auch auf Aminosaureebene ebenfalls sehr ahnlich zu den bei-
den Sequenzen aus den anderen Fusarien-Arten. Die ldentitat zur Pektat-Lyase aus
F. oxysporum betragt auf Nukleotidebene 86% (Abb. 3.7), auf Proteinebene 89%
(Abb. 3.8). Nahezu ebenso hoch ist die Identitdt der Sequenzen zum Pektat-Lyase-
A-Gen aus F. solani, diese betragt auf Nukleotidebene 85% (Abb. 3.7) und auf Pro-
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teinebene 83% (Abb. 3.8). Aus der Familie der pilzlichen Pektat-Lyasen sind drei
weitere Gene aus dem Pilz F. solani bekannt (pelB, pelC und pelD). Diese sind zu
den beiden anderen bekannten Sequenzen aus F. solani und F. oxysporum ver-
gleichsweise nicht sehr ahnlich (49% bis 64%), bilden jedoch untereinander eine
~Sequenz-Unterfamilie” mit relativ hoher Sequenzidentitat. Auch die Homologie zu
pell aus F. graminearum betragt nur zwischen 48% und 63% (Alignments nicht

gezeigt).

pel 1 ATGAAGTACECEACTATCCT CCH (CCCT T GCTGGOGT CTCCTCCGCCGCT GT CACCAAGACT CTLICCCA
F. oxysp. ATGAAGTACACT GOSATCCT O (CCCTTGCTGARAGT CTCCTCCGCOGCT GTCACCAAGACTCT
F. sol. A ATGAAGTIICACT CLTERIRN T CICERtEC C@TEGEACCAGETCZTC: GTCACCAAGACTCT

EEEEE RN * .* hkokhkhkkhkkkhhkhhhkhkk: kkk*k
’ . ’

pel 1
F. oxysp.
F. sol. A
**::********;;** * % *****:*****:*****;*************;;********************
pel 1 CGAGCGAAGOICCAACGT TTGCCAAGGT CAGROZGAGACT GEOGAGAAGGASGCCATGT TCATTCT TGAIES(
F. oxysp. CGAGCGAAGCCOIAACGT T TGCCAAGESCACeGAIRACT GGT GAGAAGGATGOQIATGT TCATTCT8GAGAAQ
F. sol. A CGAGCGAEECCCAARGTS TGOAACGGT CAGEN GAGACTGGT GAGAAGGATGCCATGTTCATTCT TGA “T
*******::: * ~k~k ** *** * ** * k% : ** ***** ******** ** *********** * k- ’
pel 1 GGTGCCACTCTTTCCAACGT(® TTATCGGT GCTTCT ARGAIGAGGGT GT' TCACT GCAAGGGAACT T GCA(
F. oxysp. GGTGCCACTCTTTCCAACGT]
F. sol. A GGT GCCACECT{O T CCAAC
********:**:******** **:**:**.**.**:**;**;*****************************:*
pel 1
F. oxysp.
F. sol. A
*.***** khkkkkhkkkhkkhkkkkk*k ***********.** ;*’** ********’***** **’** **’*’***
pel 1 CAACGGT GGTGGTGCCTTUAA [TGACAAGATCGT TCAGT TCAA QICAIACCGT CCAGATCAAG
F. oxysp. CAACGGT GGCGGT GCT TTCCAIIGAEAESGACAAGAT CGT@CAGT TCAACGGCCGCGGAACCGT CCAGATCAAQG
F. sol. A CAACGGTGGTGGTGCTTTCCA ® T GACAAGATJAT TCAGT TCAACGGECCGCGGAACCGT CCACGT CAAG
*********.********* * **.. .*********:*.**************;**;********::*****
pel 1
F. oxysp.
F. sol. A
* k. ********’** kkkkkhkkkk+ kkkkk- ::****** *kkk ko *********** * ok ok ok k **-**:**.*
pel 1
F. oxysp.
F. sol. A
pel 1
F. oxysp.
F. sol. A

******* *** ** * . ****** *** -*********** * % ****** **** * Kk k k% ---***

ell GAGCCT TCCAAGAT TGGAT CTGGCCCT GATGEAAAGTLICT GCAIISACT A€8 G IGUEA ASCTGCTAA
. oXxysp. GAGCCTTCCAAGATTGGATCTGGCCCTGATGGCAAGTACTGCACTACTECT eAeT CCACGAGCTGCT G
. sol. A GAGCCTIACCAAGAT TGS TCT GECCCT GATGECAAGT ACT GCACT TACT ee CSACCACGAGCTGCTAA

T TO

****** ********** ************** **** ***** **** ** ******

ABBILDUNG 3.7: Multiple Sequence Alignment der cDNA-Nukleotidsequenzen von pel1 aus F.
graminearum mit den Sequenzen der Pektat-Lyasen aus F. oxysporum und F. solani (PL A). Die
Homologie von pell zur F. oxysporum Sequenz betragt 86%, zur F. solani Sequenz 85%.

pell = Pektat-Lyase 1 aus F. graminearum; F. oxysp. = Pektat-Lyase aus F. oxysporum; F. sol.
A = Pektat-Lyase A aus F. solani; * = identische Nukleotide in allen Sequenzen; : = gleiche
Basen in pe/1 und F. oxysp.; . = gleiche Nukleotide in pe/1 und PL A; ; = gleiche Sequenzen in
PL A und F. oxysp.; unterschiedliche Nukleotide in allen drei Sequenzen sind durch ein Leerzei-
chen gekennzeichnet.
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pel 1 AT | LALAGVSSAAVTKTLPKSAQYTSFPTAVPVKGSEDCGEVKRFERIIINVCQC
F. oxysp. 8| LALAGVSSAAVTKTLPKSAGATSFPTAVPVKGSYDGGVKRFERSP oec
F. sol. A <F A FV‘ ALNAQISSAAVTKTLPKSAGATSFPTAVPVKGSYDGGVKRFEREP OD

AHDK KRR XK KKK KA XK Kk - KA XXk ke ok kA Xk k- kk ok xkhohokx ™ -

pel 1 ETSEKDAMFI LERGATLSNVI | GASQAEGVHCKGT CTL NNVWAADVCEDARTLKQTSGT S
F. oxysp. ETGEKDAMFI LENGATLSNVI | GASQAEGVHCKGT CTLNNVWAADVCEDAVTLKQTSGT S
F. sol. A ETGEKDAMFI LENGATLSNVI | GASQAEGVHCKGT CTL NNVWAADVCEDAVTLKOTSGT S

Ak khkkkhkkhkkhkkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkkhkkhkkkk*,k . kkkkkkk*x*%x

pel 1 FI NGGGAFKASDKI VOQFNGRGTVQ KDFYAEDYGKL VRSCGNCKDNGGPRNVI | A
F. oxysp. Yl NGGGAFHASDKI VOFNGRGTVQ KDFYAEDYGKL VRSCGNCKDNGGPRNVVI §
F. sol. A Y1 NGGGAFHASDKI [ROFNGRGT KDF YAEDYGKLERSCGNCKDNGGPRNVI VE

* *

PRRR KKK K AR KKK A KRR KK KA DA KKK A KRR KKK A AR KKK KA AR KKKk

pel 1 GGVLCG NTNYGDTCKI TNSCONSGKYCDRYQGNSDGSEPSKI GSGPDGKFCI TS
F. oxysp. \VDGGVLCG NTNYGDTCKI TSSCONKGKYCDRYEGNSSANEPSKI GSGPDGKYCTTSG
F. sol. A VDGGVL CG NTNYGDT CKIINSCUBK GKYCDRYEGNSSGREPKI GSGPDGKYCTNAIG

kekkkkhhkhkhhhhhhkh > 7  khk > kkkhkhk-hhk-% *k hhkkkhkkkhk k- >k %

pel 1 KT®
F. oxysp. d
F. sol. A d

Sk

ABBILDUNG 3.8: Multiple Sequence Alignment der abgeleiteten Proteinsequenz von pel1
aus F. graminearum mit den Sequenzen den Pektat-Lyasen aus F. oxysporum und F. so-
lani (PL A). Die Homologie von pel1 zur F. oxysporum Sequenz betragt 89%, zur F. solani
Sequenz 83%.

pell = Pektat-Lyase 1 aus F. graminearum; F. oxysp. = Pektat-Lyase aus F. oxysporum;
F. sol. A = Pektat-Lyase A aus F. solani; * = identische Aminosaure (AS) in allen Se-
quenzen; - = identische AS in den Sequenzen pel1 und F. oxysp.; * = identische AS in
den Sequenzen pel1 und F. sol. A; : = identische AS in den Sequenzen F. oxysp. und F.
sol. A; unterschiedliche AS in allen drei Sequenzen sind durch ein Leerzeichen gekenn-
zeichnet.

3.1.3 STRUKTURANALYSEN

Mit Hilfe des Programms Swiss-Model (http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-
MODEL.html) ist es mdglich, anhand der Aminosaurestruktur eines Proteins die
dreidimensionale Struktur vorhersagen zu lassen. ABBILDUNG 3.9 zeigt die auf diese
Weise vorausgesagte Struktur der Pektat-Lyase 1 aus F. graminearum. Eine drei-
malige, regelmalige Anordnung von parallelen B-Faltblattern (parallel B-sheets; PB),
die durch ebenso viele lineare Turns verbunden sind bilden die Grundstruktur des
Enzyms. Es ist beschrieben, dass das aktive Zentrum der in der Datenbank vorhan-
denen Enzyme eine Art Rinne bildet, in die sich das Substrat wahrend der Reaktion
einlagert. Im vermuteten aktiven Zentrum des Enzyms befindet sich ein in allen Pek-
tat-Lyasen dieser Familie konserviertes Histidin (His 68; gelb), das zusatzlich mit
einem Pfeil (1) markiert ist. In der Nahe des aktiven Zentrums ist eine Bindestelle fir
ein Ca?* (blau). Mit dem Pfeil (2) ist eine Anordnung gekennzeichnet, die als Aspa-
ragin-Leiter zwischen den Regionen PB1 und PB2 bezeichnet wird. Diese ist
ebenfalls charakteristisch fur Pektat-Lyasen dieser Familie. In Hellblau markiert ist

eine ebenfalls hoch-konservierte a-Helix-Struktur (o-H) am C-terminalen Ende des
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Proteins.

ABBILDUNG 3.9: Computer-Modell der dreidimensionalen Struktur der Pektat-Lyase 1 von
F. graminearum. Das Modell wurde mit dem Programm Swiss-Model berechnet
(http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html).

Gekennzeichnet mit Pfeil 1 ist das invariante Histidin im vermuteten aktiven Zentrum des
Proteins, Pfeil 2 zeigt auf die charakteristische Asn-Leiter (gelb) der Pektat-Lyasen dieser
Klasse. Die fir die Substratbindung essentielle Ca®"-Bindedomane ist blau gezeichnet.
Die charakteristische Struktur aus parallelen p-Faltblattern (PB1, PB2 und PB3) ist in blau,
rot und griin wiedergegeben, diese werden durch die Turn-Regionen unterbrochen. Die
ebenfalls charakteristische a-Helix Struktur (o-H) am C-terminalen Ende des Proteins ist
in hellblau gekennzeichnet.

3.1.4 INDUKTION IM ZEITLICHEN VERLAUF

Da es sich bei der Pektat-Lyase 1 um ein induzierbares Enzym handelt, wurden Un-
tersuchungen beziiglich der Transkription im zeitlichen Verlauf durchgefiihrt. Dazu
wurde der Pilz nach 18stlindiger Vorinkubation in CM-Medium in die verschiedenen
Induktionsmedien Ubertragen und das Mycel zur Isolation von RNA zu verschiede-

nen Zeitpunkten nach Induktionsbeginn geerntet. In ABBILDUNG 3.10 ist das
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Ergebnis flir den Ansatz mit Weizenzellwand als Induktor wiedergegeben. Zu er-
kennen ist, dass unter den gewahlten Bedingungen 40 Stunden nach
Induktionsbeginn noch kein Transkript von pel1 nachweisbar ist. Wird der Pilz 48
Stunden lang im Induktionsmedium inkubiert, kann ein Transkript nachgewiesen
werden. Genau so konnte die Bande zu den weiteren Zeitpunkten bis 96 Stunden
nach Induktionsbeginn nachgewiesen werden. Zu spateren Zeitpunkten der Inkuba-
tion sind keine Proben enthommen worden. Aufgetragen sind in den einzelnen
Spuren gleiche Volumina der PCR-Reaktion, so dass es sich nicht um einen quanti-
tativen Nachweis der Transkription handelt. Der zeitliche Verlauf der Induktion ist bei
den weiteren Induktionsmedien mit Pektin und Polygalakturonsdure unter diesen
Versuchsbedingungen identisch, d.h. auch hier konnte das erste Transkript in der

Probe 48 Stunden nach Induktionsbeginn nachgewiesen werden.

40h 48h 56h 64h 72h 96h Marker
<= 1kb
0.5kb
ABBILDUNG 3.10: zeitlicher Verlauf der Induktion der Transkription des pel1-Gens von F.
graminearum in Zellwand-Medium. Das Mycel wurde nach 40, 48, 56, 64, 72 und 96
Stunden geerntet und cDNA prapariert. Wahrend in der 40 Stunden Probe noch kein

nachweisbares Transkriptionsprodukt vorhanden ist, ist eine Bande in der Grofe der
cDNA Bande des pel1-Gens in allen anderen Proben zu sehen.

3.1.5 IN PLANTA-UNTERSUCHUNGEN

Nachdem die in vitro-Experimente gezeigt haben, dass die Pektat-Lyase 1 unter
Bedingungen mit Glukose als Kohlenstoffquelle reprimiert, durch den Wechsel der
Kohlenstoffquelle zu Substraten des Enzyms jedoch induzierbar ist, sollte nun in
weiteren Beobachtungen die Situation in der Infektion des Wirtes Weizen untersucht
werden. Dazu wurden die Bliten der Weizenpflanzen der Sorte Bobby White mit ei-
ner Sporensuspension des Pilzes inokuliert und nach verschiedenen Zeitpunkten
infizierte und gesunde Kontroll-Ahren geerntet. Mittels PCR und RT-PCR Experi-
menten wurde der Nachweis der Transkription der pel-Gene in der Pflanze gefuhrt.

ABBILDUNG 3.11 zeigt den Vergleich einer infizierten Ahre 28 Tage nach Inokulation
mit den Pilzsporen und der gesunden Ahre einer gleich alten, nicht-infizierten Kon-
trollpflanze. Wahrend die Ahre der Kontrollpflanze weiterhin im normalen Wachstum
ist, ist bei der infizierten Ahre das deutliche Ausbleichen der Ahrchen und die

,strubbelige® Erscheinung der Grannen zu erkennen.
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ABBILDUNG 3.11: Vergleich einer infizierten - (links) und einer Kontrollahre (rechts) glei-
chen Alters 28 Tage nach Inokulation mit einer Sporensuspension von F. graminearum
bzw. Wasser. Zu erkennen ist das Ausbleichen der infizierten Ahrchen und die ,strubbeli-
ge Anordnung der Grannen im Vergleich zur Kontrolle.

Aus infizierten und nicht-infizierten Pflanzen wurde RNA prapariert und eine RT-
PCR mit daraus gewonnener cDNA als Template, sowie als Kontrollen mit genomi-
scher F. graminearum DNA als Template bzw. mit DNA aus infiziertem und nicht
infiziertem Pflanzenmaterial, durchgefihrt. In keinem Fall ist es bisher gelungen, ein
Transkript des pel1-Gens in den infizierten Pflanzen nachzuweisen. Die Kontrollen
mit genomischer DNA oder mit den aus den in vitro-Versuchen gewonnenen RNAs
lieferten immer eindeutig positive Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Durch die PCR-
Reaktionen mit genomischer DNA aus den infizierten Weizenahren konnte der
Nachweis gefuhrt werden, dass der Pilz auf der Ahre gewachsen ist, hier konnte ei-
ne PCR-Bande erhalten werden, die nach Auswertung der Sequenzinformation als

genomische Sequenz des pel1-Gens identifiziert wurde.

3.1.6 HETEROLOGE PROTEINEXPRESSION UND ENZYMCHARAKTERISIERUNG

Zur Charakterisierung des Enzyms auf biochemischer Ebene sollte das Protein he-
terolog Uberexprimiert werden. Zunachst wurde dazu das System E. coli mit dem
Expressionsvektor pQE 80 gewanhlt. Eine Expression des Proteins in E. coli war je-
doch unter den gewahlten Bedingungen nicht moglich. In der Literatur ist ebenfalls
beschrieben, dass eine heterologe Expression pilzlicher Lyasen in Bakterien nicht
funktioniert.

Deshalb wurde fiir die weiteren Untersuchungen das pilzliche System Aspergillus
niger ausgewahlt. Mit dem kodierenden Gen pel1 wurde der Expressionsvektor
pHex1 konstruiert (2.6.3). Unter der Regulation des Pyruvat-Kinase Promotors aus

A. niger sollte das Enzym in diesem Pilz heterolog exprimiert werden. Die Transfor-
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mation, heterologe Expression in A. niger und die Aufreinigung sind von Dr. J. A. E.
Benen in Wageningen durchgefiihrt worden. Mittlerweile sind die Techniken zur
Transformation von A. niger auch in unseren Labors etabliert worden. Die biochemi-
sche Charakterisierung ist von J. Moldenhauer im Rahmen ihrer Diplomarbeit in den
Laboren von Dr. Benen in Wageningen und Prof. Moerschbacher in Minster durch-
gefihrt worden und kann eingehend in dieser Arbeit nachgelesen werden
[Moldenhauer, 2003]. Hier soll nur kurz auf einige erste Ergebnisse dieser Charakte-
risierungen eingegangen werden. Zunachst wurden die Reaktionsparameter
hinsichtlich des optimalen pH-Wertes fur die Untersuchungen, sowie der optimalen
Konzentrationen an Ca**-lonen und Na*-lonen bestimmt. Das pH-Optimum liegt bei
pH 9.5, die optimale Kalzium-Konzentration bei 0.75 mM und die optimal Natrium-
Konzentration bei 10 mM. Durch den Abbau von verschiedenen Pektin-Substraten
hat Moldenhauer zudem festgestellt, dass das Enzym einen Endo-
Spaltmechanismus hat, da lGber einen Versuchszeitraum von 240 Minuten zunachst
verstarkt Oligogalakturonide mit héherer Kettenlange entstehen. Weiterhin wurden
Pektine mit verschiedenen durchschnittlichen Methylierungsgraden als Substrate flr
das aufgereinigte Protein in die Reaktion eingesetzt. Mit Hilfe spektrophotometri-
scher Messungen konnte gezeigt werden, dass die Pektat-Lyase 1 aus F.
graminearum in der Lage ist, Pektine mit wenig Methylveresterungen ebenso als
Substrate zu verwenden wie Pektin, das hoch-methylverestert ist. Unter den zuvor
beschriebenen Bedingungen konnte Pektin, das einen mittleren Veresterungsgrad
von durchschnittlich 45% besitzt, am besten abgebaut werden.

Mit dem aufgereinigten Protein wurden dann unter den vorgenannten Bedingungen
mit Oligogalakturoniden von definierter Lange als Substraten die Reaktionsraten
und die relativen Schnittfrequenzen innerhalb dieser Oligosaccharide bestimmit.
TABELLE 3.1 zeigt die relativen Schnittfrequenzen des Enzyms aus F. graminearum
bei verschiedenen Ca*" Konzentrationen und den Vergleich zur Pektat-Lyase A aus
A. niger. Fiir das Enzym aus F. graminearum wurden zusatzlich zur optimalen Ca?*-
Konzentrationen von 0.75mM Konzentrationen von 0.075mM und 7.5mM eingesetzt.
Es zeigt sich erneut, dass das Enzym bei der Konzentration von 0.75mM Ca?* opti-
mal arbeitet. Dies wird unter den gewahlten Testbedingungen mit dem Penta- und
dem Hexamer als Substrat am deutlichsten. Auffallig ist aber auch, dass sich bei
hoheren Ca®*- Konzentrationen das Muster der Spaltung des Substrates in Richtung
des reduzierenden Endes des Substrats verschiebt.

Im Gegensatz dazu benétigt das Enzym aus Aspergillus viel hohere Ca®*
Konzentrationen, um seine optimale Reaktionsrate zu erreichen. Eingesetzt wurden

in die Tests Konzentrationen von 0.1 mM, 1 mM und 10 mM, die weitaus hochsten

Reaktionsraten konnten mit 10mM CaCl, erzielt werden (bis zu 332 U*ml™) Héhere
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tionsraten konnten mit 10mM CaCl, erzielt werden (bis zu 332 U*ml™"). Hhere Ca?*-
Konzentrationen kénnen in den Test nicht eingesetzt werden, da es dann zu einer
Prazipitation der Oligogalakturonid-Substrate kommt. In die Untersuchungen sind
Oligogalakturonide mit Kettenlangen zwischen drei und sieben Galakturonsaure-
Monomeren eingesetzt worden. Fur beide Enzyme konnte festgestellt werden, dass
bevorzugt Oligogalakturonide mit langerer Kettenlange gespalten wurden, da die
Reaktionsraten mit steigender Kettenlange ebenfalls ansteigen. Wahrend das Fusa-
rium Enzym in der Lage ist, das Trimer der Galakturonsdure als kleinstes Substrat
zu verwenden und als kleinstes nicht-reduzierendes Produkt der Spaltung ein Dimer
zu produzieren, ist das kleinste spaltbare Oligomer fir das Aspergillus Enzym das
Tetramer, als kleinstes nicht-reduzierendes Spaltprodukt entsteht in diesem Fall ein
Trimer, das nicht weiter gespalten wird. Das Galakturonsaure-Dimer konnte von
keinem der beiden Enzyme unter den gewahlten Reaktionsbedingungen weiter ge-
spalten werden. Mit steigender Kettenlange verschiebt sich das Muster bei beiden
Enzymen hin zu grélReren nicht-reduzierenden Spaltprodukten, wobei das Endpro-
dukt der Spaltung des Fusarium Enzyms weiterhin das Galakturonsaure-Dimer ist.
Das Fenster der Produkte bei der Pektat-Lyase aus A. niger reicht anscheinend nur
vom Trimer bis zum Pentamer. Das Enzym aus F. graminearum spaltet von dem
Heptamer noch bevorzugt (49%) zunachst ein nicht-reduzierendes Hexamer ab,
wahrend das Pentamer nur zu 35%, das Tetramer zu 10% und die noch kleineren
Fragmente zu unter 5% entstehen. Ein Hexamer als Spaltprodukt des Aspergillus
Enzyms konnte unter den gewahlten Reaktionsbedingungen nicht detektiert werden.
Ebenfalls genauer charakterisiert werden sollte der lytische Abbau von Weizenzell-
wand-Pektinen mit dem gereinigten Enzym aus F. graminearum. Eingesetzt wurden
Zellwande bzw. aufgereinigte Pektine aus einer rost-anfalligen (sr5) und einer rost-
resistenten (Sr5) Weizensorte (Resistenz gegen P. graminis). Die Ergebnisse dieser
Arbeiten finden sich bei Moldenhauer [2003].
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TABELLE 3.1: relative Schnittfrequenzraten und Reaktionsraten der A. niger und F. graminea-

rum Pektat-Lyasen bei der Spaltung von Oligogalakturoniden von definierter Lange

DP CaCl2 Rate
mM U*ml™
3 G - G -
An 1 0 0 0
Fg 0.75 100 0 7
4 - G - G -
An 0.1 100 0 0 0
An 1 100 0 0 1
An 10 100 0 0 9
Fg 0.075 100 0 0 2
Fg 0.75 87 13 0 43
Fg 75 36 64 0 46
5 - - G - G -
An 0.1 2 98 0 0 1
An 1 8 92 0 0 17
An 10 18 82 0 0 106
Fg 0.075 49 51 0 0 17
Fg 0.75 86 12 2 0 106
Fg 75 47 12 41 0 42
6 G - - - G - G -
An 0.1 11 60 29 0 0 6
An 1 36 42 22 0 0 95
An 10 59 26 15 0 0 332
Fg 0.075 26 52 23 0 0 41
Fg 0.75 58 31 7 4 0 131
Fg 75 49 21 12 18 0 66
7 G - G - - - G - G -
An 1 0 52 10 21 0 0 164
Fg 0.75 49 35 27 4 3 0 192

Die relativen Schnittfrequenzen sind in Prozent angegeben. Das reduzierende Ende der Oli-
gogalakturonide ist in fetten Buchstaben (G) gedruckt. DP: Polymerisationsgrad der
Oligogalakturonide; U*ml™: Units pro Milliliter; An: A. niger; Fg: F. graminearum, Versuche

durchgefihrt von J. Moldenhauer [2003].
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3.1.7 PROMOTORSTUDIEN

Da es sich bei der Pektat-Lyase 1 aus F. graminearum um ein induzierbares Gen
handelt, sollte die Rolle des Promotors fiir die Induktion dieses Gens analysiert wer-
den. Fernziel der Studien sollte sein, Bindedomanen im Promotor von pel1 zu
finden, die die Induktion der Transkription steuern. Die Ergebnisse der wahrend die-
ser Arbeit durchgefuhrten, initialen Studien sind im Folgenden dargestellt. Die
Versuche wurden zunachst wieder in E. coli durchgeflhrt, als zusatzliches eukary-

ontisches System wurde A. niger verwendet.

3.1.7.1 KONSTRUKTION DER VEKTOREN PPROMO1 UND PPROMO2

Zwei verschieden lange Fragmente des Promotors wurden in Verbindung mit dem
B-Glukuronidase-Gen (GUS) in den Vektor pCB1003 kloniert, es entstanden die
Vektoren pPromo1 und pPromo2 (2.6.2). Das Promotorfragment in pPromo1 ist 756

bp lang, in pPromo2 ist ein Promotorfragment von 358 bp Lange einkloniert worden.

3.1.7.2 VERSUCHE IN E. coLI

Erste Versuche zur Aktivitdt des Promotors wurden in E. coli mit dem Plasmid
pPromo1 durchgeflhrt. In ABBILDUNG 3.12 dargestellt ist ein Test auf f-
Glukuronidase Aktivitat in E. coli-Zellen. In ABBILDUNG 3.12 (1) sind die Vorversuche

ABBILDUNG 3.12: Promotoraktivitét in E. coli; (1) Vergleich zwischen CM-Medium und In-

duktionsmedium; (2) in den Induktionsmedien mit verschiedenen Konzentrationen an

Induktor.

(1) Vergleich zwischen Wachstum der E. coli-Zellen in Polygalakturonsaure-Medium ohne
Glukose (0.5% PG; 1; 3; 5) und mit Glukose (0.5%; 2; 4; 6). In den Proben mit PG ist
eine B-Glukuronidase-Aktivitat nachweisbar (helles Leuchten unter UV), die Zellen die
in Medium mit Glukose gewachsen sind haben keine Enzymaktivitat (kein Leuchten).

(2) Wachstum der E. coli-Zellen in Pektin- oder Polygalakturonsaure-Medium ohne Glu-
kose; jeweils ganz links (a) Konzentration an Induktor 0.2%, dann aufsteigend (b-h)
0.001%; 0.0025%; 0.005%; 0.01%; 0.025%; 0.05% und 0.1% Induktor im Medium.

Je intensiver die Proben leuchten, desto hoher ist die Aktivitat der B-Glukuronidase.
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wiedergegeben, bei denen die Zellen in Polygalakturonsaure-Medium (PG) und in
CM-Medium mit Glukose als C-Quelle (jeweils 0.5%) inkubiert wurden. Anzumerken
ist, dass die E. coli-Zellen in den Induktionsmedien sehr schlecht wuchsen und die
Biomasse im Vergleich zu dem Glukose Medium deutlich geringer ausfiel. Eine
Messung des Proteingehalts war mit den herkébmmlichen Methoden in diesen Pro-
ben nicht méglich, so dass bei den Tests gleiche Volumina des Uberstandes
eingesetzt wurden und nicht gleiche Proteinmengen. In den Reaktionsgefalen eins,
drei und funf wurden drei voneinander unabhangige Transformanten in Medium mit
PG inkubiert. Hier ist in allen Fallen eine deutliche Fluoreszenz zu erkennen. Glei-
che Ergebnisse ergaben sich, wenn die Bakterien in den verschiedenen anderen
Induktionsmedien angezogen wurden. In den Proben zwei, vier und sechs wurden
die Uberstéande der gleichen Transformanten, die im Unterschied jedoch in Medien
mit Glukose angezogen worden waren, eingesetzt. Diese Proben fluoreszieren
nicht.

ABBILDUNG 3.12 (2) zeigt das Ergebnis der Induktionsreihen. Jeweils ganz links (a)
wurde die Probe eingesetzt, die in Medium mit der héchsten Konzentration an In-
duktor (0.2%) inkubiert worden war. Die anschlieRenden Reaktionsgefale enthalten
Uberstande der Proben, die in Medien mit ansteigender Konzentration an Induktor
angezogen worden sind [(b) 0.001%; (c) 0.0025%; (d) 0.005%; (e) 0.01%; (f)
0.025%; (g) 0.05% und (h) 0.1% Induktor]. Mit ansteigender Konzentration an Induk-
tor im Medium steigt auch die Intensitat der Fluoreszenz im Test, d.h. die Aktivitat
der B-Glukuronidase. Anzumerken ist, dass die Bakterien in den Medien mit den
sehr geringen Konzentrationen an Induktor fast gar nicht gewachsen waren und
mdglicherweise dadurch eine zu geringe Biomasse produziert wurde, um in den
Tests positive Ergebnisse zu liefern.

Im weiteren sollte untersucht werden, ob die Konzentration an Glukose im Medium

ABBILDUNG 3.13: Promotoraktivitat in E. coli; Test mit verschiedenen Konzentrationen an
Glukose beim Wachstum im CM-Medium. Glukose-Konzentrationen: (a) 0.1mM; (b)
0.5mM; (c) 1mM; (d) 2.5mM; (e) 5mM; (f) 10mM; (g) 50mM und (h) 100mM. Wahrend in
den Proben (a) bis (d) deutliche Fluoreszenz und damit B-Glukuronidase Aktivitat zu mes-
sen war, war in den Proben (e) bis (h) keine Aktivitat nachweisbar.
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einen Einflul auf die Aktivitat der B-Glukuronidase hat. Dazu wurden die transfor-
mierten E. coli in Medien inkubiert, die verschiedene Konzentrationen an Glukose
ohne Induktor enthielten. Nach 24stiindigem Wachstum in diesen Medien wurden
die Zellen geerntet und erneut ein Test auf Aktivitat der B-Glukuronidase durchge-
fuhrt. ABBILDUNG 3.13 zeigt eine deutliche Fluoreszenz in den Proben, die aus den
Medien mit vergleichsweise geringer Glukose-Konzentration gewonnen wurden (a-
d; 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM). Bis zu einer Konzentration von 2.5 mM Glukose
konnte eine Aktivitdt des Enzyms nachgewiesen werden. In den Proben, die aus
den Medien mit 5 mM Glukose und mehr gewonnen wurden, war dagegen eine Ak-
tivitat der B-Glukuronidase nicht mehr nachweisbar (e-h).

Die in den Vorversuchen eingesetzte Konzentration an Glukose [Abbildung 3.12 (1)]
liegt bei 0.5%, das entspricht etwa 28 mM. Der Promotor der pel1 ist also auch unter
Glukose-Bedingungen in E. coli aktiv, die Aktivitat des Promotors in den Bakterien
ist scheinbar konstitutiv vorhanden. Eine hohe Konzentration an Glukose hemmt die
B-Glukuronidase Aktivitat direkt.

Aus diesem Grund wurden die weiteren Experimente in dem pilzlichen System A.

niger durchgefuhrt.

3.1.7.3 VERSUCHE IN A. NIGER

Als Alternative zu den Untersuchungen in E. coli wurden die Promotorstudien in
dem pilzlichen System Aspergillus niger durchgefiihrt. Protoplasten dieses Pilzes
wurden mit den unter 2.6.2.2 beschriebenen Vektoren transformiert (2.7.2). In der
nachfolgenden TABELLE 3.2 sind die Transformationsraten fiir die einzelnen Kon-

strukte dargestellt:

TABELLE 3.2: Transformationseffizienz in A. niger. In der rechten Spalte sind die Bezeich-
nungen der transformierenden Konstrukte aufgefihrt, in der linken Spalte die erzielten
Transformanten pro ca. 2x 10° Protoplasten. Die angegebenen Werte sind Ergebnisse

aus zwei unabhangigen Transformationsansatzen.

Konstrukt Transformanten pro 2x 10° Protoplasten
pCB1003 61//41

pPromo1 28 /113

pPromo2 0/

Es wurden zwei voneinander unabhangige Transformationsansatze durchgefihrt.
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Die angegebenen Werte geben die Anzahl der Kolonien wieder, die auf den ur-
springlichen MMS-Platten gewachsen sind und anschlieBend auf CM-Platten
Uberfihrt wurden. Die hdchste Transformationseffizienz konnte mit dem Kontroll-
Vektor pCB1003 erreicht werden, mit dem im ersten Versuch 61 potentielle Trans-
formanten erhalten wurden. Im zweiten Versuch sind 41 einzelne Kolonien
gewachsen. Jeweils vier Kolonien dieser Kontrollansatze wurden auf CM-Hygro-
Platten Uberfuhrt.

a o] c

daq ie
""'! " "

ABBILDUNG 3.14: GUS-Test mit den Promotor-Transformanten in A. niger. a bis j: zehn un-
abhangige Transformanten jeweils mit dem 756 bp Promotorfragment. Der Pilz wurde in
einem Medium angezogen, das 0.1% Pektin und 0.1% Polygalakturonsaure als Kohlen-
stoffquelle enthielt. k: Negativ Kontrolle des Transformanten a, Anzucht in CM-Medium mit
Glukose (2.5 mM) als Kohlenstoffquelle.

Eine befriedigende Effizienz wurde mit dem Konstrukt pPromo1 erreicht, mit dem im
ersten Versuch 28, im zweiten Versuch 13 Transformanten erzielt werden konnten.
Mit der Vektortransformation pPromo2 war im ersten Versuch kein-, im zweiten Ver-
such nur ein potentieller Transformant gewachsen. Die Transformanten wurden auf
frische CM-Platten Uberfihrt und weitere zwei Tage inkubiert, alle Kulturen sind auf
diesen Platten angewachsen. Zur Kontrolle der Promotoraktivitdt wurden anschlie-
Rend Flassigkulturen in CM-Medium angesetzt. Auch in diesen Kulturen ist der Pilz
in Standkultur angewachsen. Die Promotoraktivitat konnte erneut mit Hilfe des GUS-
Tests nachgewiesen werden. In ABBILDUNG 3.14 sind die Ergebnisse dieses GUS-
Tests dargestellt. Zehn unabhangige Transformanten mit dem Konstrukt pPromo1
wurden jeweils in CM-Medium mit Glukose (2.5 mM) als Kohlenstoffquelle und in ei-
nem zweiten Ansatz mit einem Mix aus Polygalakturonsaure (0.1%) und Pektin
(0.1%) als Kohlenstoffquelle angezogen.

Die Proben a bis j zeigen die Ergebnisse des GUS-Tests mit den in Induktionsmedi-
um gewachsenen Kulturen. Die helle Fluoreszenz der Proben deutet auf Aktivitat
der B-Glukuronidase hin. In der Probe k wurde der gleiche Transformant wie in An-
satz a in den Test eingesetzt, jedoch in CM-Medium mit 2.5 mM Glukose als
Kohlenstoffquelle angezogen. In dieser Probe ist keine Fluoreszenz zu erkennen.

Der einzige potentielle Transformant mit dem Konstrukt pPromo2 wurde ebenfalls
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auf Aktivitat der B-Glukuronidase getestet, das Ergebnis dieses Tests war negativ.

3.2 PEKTAT LYASE 2

Aus den Vorversuchen war ersichtlich, dass F. graminearum mindestens noch ein
zweites Pektat-Lyase Gen besitzt (vgl. Abb. 3.1 und 3.2). Auch die Sequenz und
Struktur dieses zweiten Gens sollten bestimmt werden. Hierzu konnten erneut die
angelegten subgenomischen Banken gescreent werden. Da dieses Vorgehen je-
doch sehr kompliziert ist, wurden alternative Ansatze fiir die Identifikation des pel2-
Gens gewahlt. Im folgenden (3.2.1 bis 3.2.4) sind die Ergebnisse dieser Untersu-

chungen dargestellt.

3.2.1 SEQUENZANALYSEN

Mit degenerierten Primern, abgeleitet von den pelC und pelD Sequenzen aus F. so-
lani, wurde versucht, das 5°-Ende des Gens zu amplifizieren. Diese Sequenzen
wurden gewahlt, da ihre Ahnlichkeit zu dem bisher bekannten Fragment der pel2 am
groflten war. Ausgehend von dem bekannten 300bp-Fragment wurde mit der Inver-
sen PCR-Technik das 3’-Ende des Gens amplifiziert. Mit diesen Versuchen und der
anschlielenden Klonierung und Sequenzierung der erhaltenen Amplikons konnte
die gesamte Sequenzinformation des pel2-Gens aus F. graminearum erhalten wer-
den. Zur Bestéatigung der Informationen wurden mit homologen Primern erneut
PCR- und RT-PCR-Reaktionen und eine erneute Sequenzierung der erhaltenen

Amplikons durchgefuhrt .

Marker DNA

ABBILDUNG 3.15: PCR-Banden der Pektat-Lyase 2. Ganz Links aufgetragen ist die 1kb
DNA Leiter, die obere Bande entspricht 1 kb, die untere 0.5 kb. In Spur 2 ist die Bande
aus genomischer DNA als Template dargestellt, die 863 bp grof} ist. In den Spuren drei,
vier, funf und sechs sind cDNA Banden dargestellt, die cDNA wurde aus Mycel isoliert,
das in CM-Medium (CM), Pektin-Medium (Pek), Polygalakturonsdure-Medium (PGA) o-
der Zellwand-Medium (ZW) angezogen wurde. Die cDNA Banden haben eine Gréfe von
699 bp.
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ABBILDUNG 3.15 zeigt die PCR-Banden, die mit genomischer DNA und cDNA als
Template gewonnen wurden. In der ersten Spur ist der 1 kb-Marker aufgetragen. In
Spur 1 ist die Bande wiedergegeben, die mit genomischer DNA als Template in der
PCR gewonnen werden konnte, mit einer GroRe von 863 bp. Die Spuren drei bis
sechs zeigen die Banden mit cDNA als Template in der PCR Reaktion. Diese haben
eine Grofle von 699 bp. Die cDNA wurde aus Mycel gewonnen, das in CM-Medium
(CM), Pektin-Medium (Pek), Polygalakturonsaure-Medium (PGA) oder Zellwand-
Medium (ZW) angezogen worden war. Mit cDNA aus Mycel, das in CM-Medium mit
Glukose als Kohlenstoffquelle gewachsen ist, ergab sich fiir pel2 ebenfalls eine

Bande, die jedoch im Vergleich zu den Induktionsmedien deutlich schwacher war.

(M
ATGCACGCTCCCAGCCTTATCGCCGT TCTTTCTACCCT TCCT GCT GCCATGGCAT GCCT TGGCT ACCCGEECGGT GT CCCCAA
AGCCACT GGCACCAAGT CCCT CAGCGCGCCCCGATACCT CAAGAAGGGAGAGGT TTTCGATGCTAAGT GGGT TCGCTATGACC
GCGGT GI'CAAGT GCACT GGTCAGAGCGAGCGT G

GTGAGAAGGATGCAGT CTTTGT CCTCGAAGACGGCGCAACT CTTCGCAACGT CGT CATCGGT GCCAACCAAAAGGAGGEECG
TCCATTGI CTCGGECGCCTGCACCCTAGAGT TTGT CTGGT TCGAGGACGT TTGCGAGGAT GCCATTACTATCAAGGGTAGT GGA
ACCGCCAACAT CAT CGGT GGT GGT GCT TACAAGGCCGCCGACAAGGT CATTCAGCACAACGGCT GT GGT CACGT CAACGT TGT
CAACTTCT ACGCCAACGCCT ACGGCAAAGT CTACCG
ATCTTGCGGTAACT GCAAGGGCAACT CCAAGT GCAAGCGAT CCGT TCACAT GGAAGGT GT CACT GCTGT CAACGGCGGTGAGC
TCATTGGTATCAACACCAACCTCG

GCGATAAGGCTACATACAGCAACAACT GCT TCCCCAAGACCCAGT GCCAGGGECT TCAAGGGATGCGACAAGGCTAACGGEC

GAGT GCGATCCT TCCAAGGCCAGGGAGTGCTAG

(2)

ATGCACGCTCCCAGCCTTATCGCCGT TCTTTCTACCCT TCCTGCTGCCATGGCAT GCCT TGGECT ACCCGGEGECGGT GTCCCCAA
AGCCACT GGCACCAAGT CCCT CAGCGCGCCCCGATACCT CAAGAAGGGAGAGGT TTTCGATGCTAAGT GGGT TCGCTATGACC
GCGGT GTCAAGT GCACT GGT CAGAGCGAGGGT GGTGAGAAGGATGCAGT CTTTGT CCTCGAAGACGGCGCAACTCTTCGCAAC
GT CGT CATCGGT GCCAACCAAAAGGAGGGECGT CCATTGT CTCGGECGCCTGCACCCTAGAGI TTGT CTGGT TCGAGGACGT TTG
CGAGGATGCCAT TACTAT CAAGGGT AGT GGAACCGCCAACAT CAT CGGT GGT GGT GCT TACAAGGCCGCCGACAAGGT CATTC
AGCACAACGGECT GT GGT CACGT CAACGT TGT CAACT TCTACGCCAACGCCT ACGGCAAAGT CTACCGATCTTGCGGTAACTGC
AAGGGCAACT CCAAGT GCAAGCGAT CCGT TCACAT GGAAGGT GT CACT GCTGT CAACGGCGGT GAGCTCATTGGTATCAACAC
CAACCT CGGCGATAAGGCT ACATACAGCAACAACT GCT TCCCCAAGACCCAGT GCCAGGGCT TCAAGGGATGCGACAAGCCTA
ACGGCGAGT GCGATCCTTCCAAGGCCAGCGAGT GCTAG

(3)

VHAPSLI AVLSTLPAANVACLGYPGGVPKATGTKSL SAPRYL KKGEVFDAKW/RYDRGVKCT GQSEGGEKDAVFVLEDGATLRN
VVI GANQKEGVHCL GACTLEFVWFEDVCEDAI TI KGSGTANI | GGGAYKAADKYVI QHNGCGHVNVVNFYANAYGKVYRSCGNC
KGNSKCKRSVHVEGVTAVNGGEL I G NTNLGDKATYSNNCFPKT QCQGFKGCDKANGECDPSKAREC

ABBILDUNG 3.16: Pektat-Lyase 2; genomische- (1), cDNA Sequenz (2) und daraus abge-
leitet die zweidimensionale Proteinsequenz (3) des pel1-Gens aus F. graminearum. Die
translatierte Sequenz ist 699bp lang, das entspricht 233 Aminosauren. Die Introns in der
genomischen Sequenz sind grau hinterlegt und kursiv dargestellt, durch RT- PCR wurde
das korrekte Splicen der Intron-Sequenzen aus der genomischen Sequenz bestatigt. Die
wahrscheinliche Signalpeptid-Sequenz des Proteins ist grau und kursiv dargestellt.

In ABBILDUNG 3.16 ist die genomische-, die cDNA- und die abgeleitete Proteinse-
quenz der Pektat-Lyase 2 wiedergegeben. Die genomische Sequenz enthalt drei
maogliche Intronstrukturen, deren Existenz und das korrekte Spleilen durch Analyse
der cDNA bestatigt werden konnten. Die Introns sind zusammen 161 bp lang [52 bp,
47 bp und 62 bp, in der ABBILDUNG 3.16 (1) grau und kursiv dargestellt], womit sich
eine Gesamtlange der genomischen Sequenz von 863 bp ergibt. Die cDNA-

Sequenz ist abziiglich des Stopp-Codons 699 bp lang [ABBILDUNG 3.16 (2)], was ei-
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nem translatierten Protein mit einer GréoRe von 233 Aminosduren und einem Mole-
kulargewicht von etwa 24 kDa. Die wahrscheinliche Signalsequenz des Proteins ist
18 Aminosauren lang und in ABBILDUNG 3.16 (3) grau und kursiv dargestellt.

Im weiteren wurden verschiedene Sequenz-Alignments erstellt, um die Verwandt-
schaft der Gene innerhalb der Familie der pilzlichen Pektat-Lyasen zu untersuchen.
Bei diesen Untersuchungen hat sich herausgestellt, dass pel2 zu den Pektat-Lyasen
aus F. oxysporum und F. solani pelA und pelB sowohl auf Nukleotid- als auch auf
Proteinebene nur eine Ahnlichkeit von unter 50% aufweist (Alignments nicht ge-
zeigt). Auf Nukleotidebene betragen die Homologien zu den Sequenzen pelC und
pelD aus F. solani 53% bzw. 78%. ABBILDUNG 3.17 zeigt das Sequenz-Alignment
der Proteinsequenzen der beiden letztgenannten mit pel2. Bei pelC handelt es sich
wahrscheinlich um ein intrazelluldres Protein, da eine Signalsequenz am Anfang
des Proteins nicht vorhanden ist. Die Homologie von PelC zu Pel2 betragt auf Ami-
nosaureebene 62%, die von PelD zu Pel2 82%.

Ein weiterer Vergleich wurde zwischen den beiden Sequenzen aus F. graminearum
durchgefiihrt. Sowohl auf Nukleotid- als auch auf Aminoséureebene sind die Ahn-
lichkeiten nicht sehr hoch und betragen 58% bzw. 44%.

F. sol. pelD VHAPS] \/ZH A PAAVACLGYTGGVPKATG =K LKKGEVFDeV\X/RY
F. gra. pel2 WgA\SL | ]I PAAVACL GY[RGGVPKAT( PiR8YL KKGEVFDAKW/RYDRGEVK
F. sol. pelC --------m-mmmn- MACL GYTGGVPKIETB g RSNSY] JAEQY YBARIAKNBRESGA
S N Do EEEERK kkkkko ke ko kr o pkokrko ke ko okkkk oo
F. sol. pelD CEGIAEGGEKDAVHRLEEGATLRNVI | GANQREQ] GSCONNEFAWFEDVCEDAI S| [RQ
B RO PR R D
F. sol. pelC CNGCONEGERKDAVHRL[EEGATLINNVI | GG dgCTLEFVWFEDVCEDAI S| IAg
* * % * % % * kk k% *: ****:** **::* **.** * *-.**-********** * *
F. sol. pelD EeaNiKeee N7z AN Neoer VNENSZIWD e NEEeeNe eN T =
F. gra. pel2 SGTANI | GGGAYRARDKVI QHNGCGHVNYVNFYANRYGKVYRSCGNCKGNS =
F. sol. pelC K-ESVIjEcECN{FS» QHNGCHIVNI [INFYNVEDY GKIYRSCGNCREEIX aNYY! 2
:::::******* * ***:******:** :***:: ***:*******::: ***:*::*
F. sol. pelD KTQCQGYKGCDKEINGECEPSKA - -
F. gra. pel?2 DKIWNGE(BPSKAR=CE
F. sol. pelC €8A- - - [eCOERKIN GASPA
*

* Kk k . kkkhk+kkkhkok kkokk ok k . koo ke skkoe . *ok ko ok.

ABBILDUNG 3.17: Multiple Sequence Alignment der Sequenzen pel2 aus F. graminearum (F.
gra. pel2), und pelC und pelD aus F. solani (F. sol. pelC / F. sol. pelD) auf Proteinebene. * =
gleiche AS in allen drei Sequenzen; : = gleiche Sequenz in pel2 und pelD; . = gleiche Se-
quenz in pel2 und pelC; gleiche Aminosauren in pelC und pelD, so wie Unterschiede in allen
drei Sequenzen bleiben leer. Die Homologie von pel2 zu pelD betragt 82%; pel2 und pelC
sind zu 62% homolog. Die Homologie zu den drei anderen bekannten Fusarium Pektat-Lyase
Sequenzen pelA und pelB aus F. solani und der Sequenz aus F. oxysporum betragt zwischen
41% und 45% (Alignment nicht gezeigt).

60



3. ERGEBNISSE

3.2.2 VERGLEICH DER SEQUENZ-ALIGNMENTS

In Tabelle 3.3 soll abschlielRend ein Vergleich der Homologien der einzelnen Se-

quenzen der pektinolytischen Enzyme aus den drei Fusarium-Arten erfolgen:

TABELLE 3.3: Vergleich der Nukleotidsequenz-Homologien (fett) und Aminosauresequenz-
Homologien (normal) der bisher bekannten pektinolytischen Enzyme der Fusarium-Arten.

Angaben in Prozent

pell pel2 F.solaniA F.solaniB F.solaniC F. solani D F.

oxysporum
pell 58 85 48 53 53 86
pel2 44 a4 49 62 78 42
F. solani A 82 45 58 35 47 88
F. solani B 51 53 63 45 37 43
F. solani C 47 62 49 46 65 42
F. solani D 45 82 45 39 64 61
F. oxysporum 89 44 87 54 49 54 -

3.2.3 STRUKTURANALYSE

Wiederum wurde mit Hilfe des Programms Swiss Model anhand der Aminosaurese-
quenz von Pel2 die dreidimensionale Struktur vorhergesagt. ABBILDUNG 3.18 zeigt
diese vorausgesagte Tertiarstruktur der Pektat-Lyase 2 aus F. graminearum. Wie
die Pektat-Lyase 1 ist auch die zweite Pektat-Lyase des Pilzes in Form von regel-
malig angeordneten, parallelen B-Faltblattern (parallel B-sheets; PB), die durch
lineare Turns verbunden sind, aufgebaut. Des weiteren befindet sich im wahrschein-
lichen aktiven Zentrum ein konserviertes Histidin (His 66; gelb), das zusatzlich mit
einem Pfeil (1) markiert ist. Eine Bindestelle fiir Ca®* ist ebenfalls vorhanden, im
dargestellten Modell blau dargestellt. Auch die charakteristische Asn-Leiter [Pfeil (2),
gelb] zwischen den Regionen PB1und PB2 konnte identifiziert werden. Wieder liegt
das wahrscheinliche aktive Zentrum des Enzyms in einer Rinne, in die sich das

Substrat einlagern kann.
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ABBILDUNG 3.18: Computer-Modell der dreidimensionalen Struktur der Pektat-Lyase 2

von F. graminearum. Das Modell wurde mit dem Programm Swiss-Model berechnet
(http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html).

Gekennzeichnet mit dem Pfeil 1 ist das invariante Histidin (His-66) im aktiven Zentrum
des Proteins, Pfeil 2 zeigt auf die charakteristische Asn-Leiter (gelb) der Pektat-Lyasen
dieser Klasse. Das fir die Substratbindung essentielle Ca®* ist in der Abbildung in einem
blauen Kreis dargestellt. Die charakteristische Struktur aus parallelen p-Faltblattern (PB1,
PB2 und PB3) ist in blau, rot und griin wiedergegeben, die ebenfalls charakteristische a-
Helix Struktur am C-terminalen Ende des Proteins ist in hellblau eingefarbt.

3.2.4 IN PLANTA-UNTERSUCHUNGEN

Auch flr die Pektat-Lyase 2 sollten die Untersuchungen zur Expression auf der
Wirtspflanze durchgefiihrt werden. Anders als fir das pe/1 Gen konnte unter Bedin-
gungen mit Glukose als Kohlenstoffquelle eine Basistranskription des pel2-Gens
nachgewiesen werden, durch den Wechsel der Kohlenstoffquelle zu Substraten des
Enzyms war jedoch auch hier eine Induktion messbar. Mittels PCR und RT-PCR

Experimenten sollte der Nachweis der Transkription des pel2-Gens in der Pflanze
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gefuihrt werden. Wie schon im Fall der Pektat-Lyase 1 ist auch dieser Nachweis auf
den zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Inokulation geernteten Weizenahren

bisher nicht gelungen.
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4. DISKUSSION

Der Infektionsprozel} eines pilzlichen Pathogens auf seiner Wirtspflanze spielt sich
wesentlich auf molekularer Ebene ab. Verschiedene Stadien der Interaktion sind
dabei zu unterscheiden. Das Zusammentreffen von Erreger und Wirt auf der Pflan-
zenoberflache und die Etablierung einer kompatiblen Interaktion sind die ersten
Prozesse der Infektion, die mit dem Eindringen in das System Pflanze und in die
einzelne Pflanzenzelle weitergefliihrt werden. Die Reproduktion des Pathogens
schlief3t einen erfolgreichen Infektionszyklus ab. Das Wachstum und die Ausbrei-
tung des Phytopathogens auf der Wirtspflanze enden nicht selten mit dem Tod der
gesamten Pflanze.

Betrachtet man diese sehr komplexen Interaktionsstadien einzeln, ist es mdglich,
verschiedene Hypothesen zu entwickeln, die die Grundlagen fiir Untersuchungen
der Interaktion eines Phytopathogens mit seiner Wirtspflanze bilden. Auf dieser Ba-
sis ist es dann vielleicht weiterhin moglich, Strategien zu entwickeln, den Erreger zu
stoppen und eine erfolgreiche Ausbreitung der Infektion zu verhindern.

Bei vielen Phytopathogen-Pflanze-Interaktionen ist die Bedeutung von Zellwand-
abbauenden Enzymen fur die direkte Penetration der Pflanze bzw. der pflanzlichen
Zelle beschrieben. Gut untersucht sind in vielen Systemen Pektin-abbauende En-
zyme, die schon fruhzeitig als mdglicherweise sehr wichtige Faktoren hinsichtlich
Pathogenitat oder Virulenz in den Interaktionen betrachtet wurden, da besonders in
dikotylen Pflanzen Pektin als wichtige Substanz fir die Quervernetzung der pflanzli-
chen Zellwand angesehen wird [Bateman und Millar, 1966; Collmer und Keen, 1986;
Carpita, 1996].

Das am besten untersuchte System in dieser Hinsicht ist die Interaktion des phyto-
pathogenen Bakteriums Erwinia chrysanthemi mit seinen Wirten. Mehrere
verschiedene lytische und hydrolytische Enzyme fliir den Abbau von Pektin in der
pflanzlichen Zellwand sind flir dieses Bakterium beschrieben und detailliert unter-
sucht worden [Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996; Herron et al., 2000].

Bei pilzlichen Pathogenen ist in den letzten zehn Jahren eine intensive Untersu-
chung von Proteinen als méglichen Pathogenitatsfaktoren durchgefiihrt worden.
Irdnum und Howlett [2001] haben in einem Ubersichtsartikel 79 bis dahin bekannte
pilzliche Gene aufgelistet, deren Genprodukten eine direkte Verbindung zur Virulenz
oder Pathogenitat des jeweiligen Pilzes zugeordnet werden kann. Die Liste enthalt
Gene, die fur die Synthese von Toxinen kodieren, daneben weitere, die fur die Aus-

bildung der Infektionsstrukturen auf der Pflanze bendtigt werden, sowie solche, die
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fur Komponenten von Signal-Transduktions-Kaskaden kodieren. Weiterhin sind eine
Reihe von Proteinen bekannt, die pflanzliche Abwehrmechanismen Uberwinden
konnen. Wichtig ist die Tatsache, dass auch einige pilzliche Gene, die flr Zellwand-
abbauende Enzyme kodieren, nachgewiesenermalien als Virulenz- oder Pathogeni-
tatsfaktoren betrachtet werden kénnen. Der lytische- und hydrolytische Abbau von
Pektinen scheint dabei in einigen Interaktionen eine grof3e Rolle zu spielen, aus den
phytopathogenen Pilzen Fusarium solani, Colletotrichum gleosporioides, Aspergillus
flavus, Botrytis cinerea und Aspergillus citri [Irdnum und Howlett, 2001] und bei Cla-
viceps purpurea, dem Erreger der Mutterkornkrankheit auf Roggen [Tenberge et al.,
1996; Oeser et al., 2001], sind eine Reihe dieser Enzyme beschrieben, die in direk-
tem Zusammenhang mit der Pathogenitdt bzw. der Virulenz des jeweiligen
Organismus stehen.

Fur Colletotrichum gloeosporioides f.sp. malvae sind mehrere Pektin-abbauende
Enzyme nachgewiesen worden, mit deren Synthese der Wechsel von der bi-
otrophen zur nekrotrophen Lebensweise des Pilzes auf seinen Wirten anscheinend
eingeleitet wird. Eine direkte Beteiligung dieser Enzyme an der Pathogenitat des Mi-
kroorganismus ist daher als wahrscheinlich angenommen worden [Shih et al., 2000].
Durch Disruption eines Gens, das fir eine Pektat-Lyase kodiert, ist nachgewiesen
worden, dass diese Pektat-Lyase tatsachlich einen entscheidenden Beitrag zur Vi-
rulenz dieses Pilzes auf dem Wirt Avocado liefert [Yakobi et al., 2001].

Bei Claviceps purpurea sind zwei Gene, die flir Polygalakturonasen kodieren, ge-
funden worden. Werden beide Gene ausgeschaltet, kann der Pilz in vitro zwar
wachsen, ist aber nicht mehr in der Lage, die Wirtspflanze Roggen zu infizieren
[Tenberge et al., 1996; Oeser et al., 2001]. Hier liegt eines der wenigen Interaktions-
Systeme mit einer monokotylen Pflanze vor, in dem ein direkter Zusammenhang
von Pektin-Abbau und Pathogenitat des Mikroorganismus festgestellt werden konn-
te.

Die Tatsache, dass die Zellwand der monokotylen Pflanzen nur einen geringen An-
teil an strukturellen Pektinen besitzt und die oben beschriebenen Ergebnisse,
unterstitzen die Theorie, dass diese fir die Stabilitdt und Integritat der Zelle eine
grolie Bedeutung besitzen, und dass deshalb der Abbau dieser Komponente in der
Virulenz von pflanzlichen Pathogenen eine entscheidende Rolle spielen kdonnte.
Ustilago maydis, ein biotrophes Pathogen auf Mais, produziert, wenn es in vitro mit
pflanzlichem Gewebe als Kohlenstoff-Quelle wachst, Pektat-Lyase-, Polygalakturo-
nase-, Zellulase- und Xylanase-Aktivitat, abhangig von der Art des Gewebes, das
eingesetzt wird [Cano-Canchola et al., 2000]. In planta kann eine Induktion dieser

Enzyme in der Reihenfolge Pektat-Lyasen, Polygalakturonasen, Zellulasen und ab-
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schlielend wahrend der Reproduktion von Xylanasen beobachtet werden. Die Rolle
dieser Enzyme als Pathogenitats- bzw. Virulenzfaktoren ist jedoch noch unklar [Ca-
no-Canchola et al., 2000].

Am weitaus besten charakterisiert sind jedoch die Pektin-abbauenden Enzyme ei-
nes nicht-pathogenen Pilzes, die industriell genutzt werden kdénnen. Aspergillus
niger produziert ein Set an Zellwand-abbauenden Enzymen [deVries, 2003], das
u.a. aus Pektin-Methylesterasen [Kester et al., 2000], mindestens funf Pektin-
Lyasen [Harmsen et al., 1990; Kusters-van-Someren et al., 1991; Jenkins et al.,
1996; Vitali et al., 1998] und einer Pektat-Lyase [Dean et al., 1989; Benen et al.,
2000], sowie Endopolygalakturonasen [Parenicova et al., 1998; Benen et al., 1999;
van Santen et al., 1999; Parenicova et al., 2000a,b] und Exo-Polygalakturonasen
[deVries und Visser, 2001] besteht.

4.1 EINORDNUNG DER PEKTINOLYTISCHEN ENZYME VON F. GRAMINEARUM

4.1.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE PARAMETER

Mit der vorliegenden Arbeit sollten Grundlagen geschaffen werden, die es ermogli-
chen, ein Stadium der Interaktion des Pilzes Fusarium graminearum mit einer
bedeutenden Wirtspflanze, dem Weizen (Triticum aestivum), besser zu verstehen.
Der Pilz dringt nach erfolgreicher Anheftung an die Blitenblatter der Wirtspflanze
Uber die gedffneten Stomata in das Innere des pflanzlichen Gewebes vor. Ausge-
hend vom Interzellularraum werden dann einzelne Zellen durch direkte Penetration
befallen [Pritsch et al., 2000]. Dieses direkte Vordringen in die Pflanzenzellen und
die dabei moglicherweise ausgeschuitteten Zellwand-Komponenten-abbauenden
Enzyme werden intensiv untersucht. Ziel ist es, die Mechanismen dieser Reaktionen
besser zu verstehen und auf dieser Grundlage neue Ansatzpunkte fur die erfolgrei-
che Uberwindung von pilzlichen Pathogenen zu erhalten.

Im folgenden sollen nun noch einmal ein paar Satze zur Einordnung der pektinolyti-
schen Enzyme folgen. Diese erfolgte zundchst aufgrund von Sequenzvergleichen
mit den Nukleotid- und Aminosauresequenzen aus diesem Bakterium. Es wurden
zunachst drei verschiedene Unterfamilien unterschieden. In eine vierte Unterfamilie
wurden aufgrund der vollkommenen Diversitat der Sequenzen der Enzyme zu den
Sequenzen der drei erstgenannten Familien, pilzliche Pektin- und Pektat-Lyasen,
vornehmlich der Gattung Fusarium, eingeordnet [Heffron et al., 1995; Henrissat et
al., 1995].
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Zusatzlich wurden intensive Studien hinsichtlich der dreidimensionalen Strukturen
von pektinolytischen Enzymen aus den verschiedenen Unterfamilien betrieben. Es
konnte gezeigt werden, dass sich die Proteine, obwohl in ihren Sequenzen grund-
satzlich verschieden, in ihren dreidimensionalen Strukturen sehr ahnlich sind. Auf
den Grundlagen der Strukturuntersuchungen konnten weiterhin eindeutige Aussa-
gen beziglich der Bindeeigenschaften der pektinolytischen Enzyme mit
verschiedenen Pektin-Substraten gemacht werden [Henrissat et al., 1995; Herron et
al., 2000]. Aullerdem liel3en sich noch Proteine, die vollig andere Reaktionen kata-
lysieren, mit in diese ,Strukturfamilie“ einordnen. Unter dem Dach dieser Oberfamilie
von Proteinen konnten alle bisher auf ihre Struktur untersuchten, pektinolytischen
Enzyme eingeordnet werden. Aufgrund ihrer Sequenzunterschiede wurde die Ein-
gruppierung in die verschiedenen Unterfamilien beibehalten.

Mittlerweile ist es mdglich, auf der Basis der bisher gewonnenen Strukturergebnis-
se, mit Hilfe der Aminosduresequenzen einzelner pektinolytischer Enzyme, mittels
Datenbankvergleichen Voraussagen Uber die wahrscheinliche dreidimensionale
Struktur der Proteine zu treffen. Aufgebaut sind diese Proteine aus parallel ange-
ordneten B-Faltblatt-Strukturen, die von linearen Schleifen unterbrochen werden.
Charakteristisch ist weiterhin eine hoch-konservierte Leiter aus parallel angeordne-
ten Asparaginen zwischen den Faltblattern 2 und 3, die sich fast durch das gesamte
Protein zieht und die aufgrund der Ausbildung von Wasserstoffbriicken in groRem
Male zur Stabilitat der Proteine beitragt [Henrissat et al., 1995]. In den aktiven Zent-
ren der Enzyme befinden sich vier invariante Aminosauren, die fur die Katalyse
unerlasslich sind: ein Histidin und ein Asparagin, deren Rollen in der Reaktion bis-
her nicht bekannt sind, sowie ein in der weniger Ublichen cis-Konformation
angeordnetes Prolin, welches ein Arginin fur die Bereitstellung einer positiven La-
dung optimal ausrichtet. Die positive Ladung wird flr die Neutralisation des negativ
geladenen Intermediats, das durch die initiale Abspaltung eines Protons vom Sub-
strat bei der B-Elimination entsteht, bendtigt [Henrissat et al., 1995; Vitali et al.,
1998]. Die ersten Proteine mit dieser Struktur, die rontgenkristallographisch darge-
stellt worden sind, waren bakterielle Pektat-Lyasen [Yoder et al., 1993; Lietzke et
al., 1994; Piekersgrill et al., 1994]. Mittlerweile sind in diese Strukturfamilie noch vie-
le weitere Proteine mit anderen Funktionen, wie z.B. pflanzliche Pollenproteine,
alkaline Proteasen oder ein Fragment des Tailspike-Proteins (TSP) des Phagen P22
[Jenkins et al., 1998], eingruppiert worden. Obwohl in ihrer grundsatzlichen Struktur
gleich, sind wesentliche Unterschiede in der Anordnung der Aminosauren in einzel-

nen Regionen der Proteine gefunden worden, mit deren Hilfe sich unter anderem
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die verschiedenen Reaktionsmechanismen, wie z.B. die absolute Abhangigkeit der
Pektat-Lyasen von Kalzium, bzw. die Unabhangigkeit der Pektin-Lyasen von diesen
zweiwertigen lonen (s. 4.1.2), beschreiben lassen [Vitali et al., 1998]. Die Reakti-
onsmechanismen der durch diese Enzyme katalysierten Reaktionen sind aber
grundsatzlich ahnlich, obwohl deutliche Unterschiede aufgrund der jeweiligen Funk-
tionen der Proteine zu erwarten waren. Als Schlussfolgerung der gewonnenen
Daten kommen Jenkins et al. [1998] zu dem Ergebnis, dass, obwohl sich die Se-
quenzen dieser Proteine im Verlaufe der Evolution sehr veradndert haben, die
strukturelle Homologie der Proteine dennoch eher auf eine divergente Entwicklung,
ausgehend von einem oder wenigen urspringlichen gemeinsamen Vorfahren,
schlielen lasst, als auf eine konvergente Entwicklung vieler Proteine zu einer &hnli-
chen Struktur.

Fur die Einordnung der Enzyme aus F. graminearum ist es neben den Kenntnissen
der Nukleotidsequenz-Analysen und der Protein-Analysen an dieser Stelle ab-
schlieRend notwendig, eine Betrachtung der bisher untersuchten pektinolytischen
Enzyme der Pilze der Gattung Fusarium durchzuflihren. Diese Gattung umfasst so-
wohl Pathogene von Dikotylen, als auch von monokotylen Pflanzen.

Eine induzierbare Pektat-Lyase (PelA) aus dem phytopathogenen Pilz Fusarium so-
lani ist schon sehr friih als wichtiges Instrument in der Interaktion mit der
Wirtspflanze Erbse (Pisum sativum) nachgewiesen worden [Crawford et al., 1987;
Gonzales-Candelas et al., 1992]. Im weiteren sind in diesem Pilz drei weitere Gene
(pelB, pelC und pelD), die flir die Synthese von Pektat-Lyasen kodieren, und die
wahrend der Infektion der Wirtspflanze exprimiert werden, gefunden worden [Guo et
al., 1995a,b; 1996]. Hierbei zeigte sich, dass insgesamt drei dieser Gene (pelA,
pelC und pelD) erst durch Substrate der Enzyme induziert werden, wahrend sie
durch Glukose reprimiert werden. Dagegen ist die Pektat-Lyase B dieses Pilzes
konstitutiv exprimiert, kdnnte also als ,Scouting-Enzym® wirken und die Induktoren
fur die Synthese der weiteren Pektat-Lyasen wahrend der Interaktion mit der Pflan-
ze freisetzen.

Da es sich bei dem Wirt dieses Pathogens um eine dikotyle Pflanze handelt, deren
Zellen Zellwénde mit einer gro3en Menge an Pektin enthalten, wurde die Vermu-
tung, das es sich bei den pektinolytischen Enzymen um wichtige Virulenzfaktoren
handeln kénnte, weiter unterstitzt. Durch gleichzeitiges Ausschalten von zweien
dieser Gene (pelA und pelD) ist gezeigt worden, dass diese flr die Virulenz des Pa-
thogens eine sehr wichtige Rolle spielen [Rogers et al., 2000].

Fur einen weiteren Pilz aus dieser Gattung, F. oxysporum, ist ebenfalls eine in der

Wirtspflanze Tomate exprimierte Pektat-Lyase nachgewiesen worden. Die Rolle

69



4. DISKUSSION

dieses ebenfalls durch bestimmte Substrate wie Polygalakturonsaure induzierbaren
Enzyms hinsichtlich der Virulenz des Pathogens, ist aber noch nicht geklart [DiPietro
und Roncero, 1996; Huertas-Gonzales et al., 1999]. Auffallig ist, dass dieses Enzym
anscheinend nicht durch hochmethylverestertes Pektin induzierbar ist. Nicht unter-
sucht worden ist bisher, ob in diesem Pilz noch weitere pektinolytische Enzyme
vorhanden sind.

Aufgrund ihrer Nukleotid- und Aminosdure-Sequenzen sind die pektinolytischen En-
zyme aus diesen beiden Fusarium-Arten in die Familie 4 (s.0.) eingeordnet worden.
Sie bilden zusammen mit einigen weiteren Enzymen aus Pilzen und mittlerweile
auch einer ungewoéhnlichen Pektat-Lyase aus Bacillus subtilis, eine Familie von pek-
tinolytischen Enzyme, deren relativ geringes Molekulargewicht von ungefahr 25
kDa ein weiteres signifikantes Merkmal ist [Gonzalles-Candelas und Kollattukudy,
1992; Henrissat et al., 1995; Heffron et al., 1995; Soriano et al., 2000].

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, mit unterschiedlichen Methoden aus dem
phytopathogenen Pilz F. graminearum zwei Gene zu isolieren, die fur pektinolyti-
sche Enzyme kodieren (3.1 und 3.2). Die resultierenden Proteine haben eine GréfRe
von etwa 26kDa (Pel1) bzw. etwa 25kDa (Pel2). In vitro-biochemische Untersu-
chungen, die im Arbeitskreis Moerschbacher in den letzten Jahren durchgefiihrt
wurden, haben das Vorhandensein dieser beiden Enzyme bereits bestatigt. Zusatz-
lich konnte eine Polygalakturonase eindeutig identifiziert werden [Conze, 2000;
Klein, 2001], eine molekulargenetische Untersuchung dieses Enzyms steht jedoch
noch aus.

Die beiden Gene, die fiir die Lyasen kodieren, sind aufgrund ihrer Sequenzhomolo-
gie untereinander (Abb. 3.18) und der Homologie zu anderen pilzlichen
pektinolytischen Enzymen vornehmlich aus der Gattung Fusarium (Abb. 3.7, 3.8 und
3.17; Tab. 3.3) nach Henrissat et al. [1995] ebenfalls in die Familie 4 der pektinolyti-
schen Enzyme einzuordnen (3.1.2 und 3.2.1).

Fir beide Proteine konnte eine charakteristische Signalsequenz am N-terminalen
Ende [Heijne, 1985; Heijne, 1986; Nielsen et al., 1997] nachgewiesen werden, auf-
grund derer die Enzyme aus der Zelle heraus geschleust werden sollten. Dieses
Signalpeptid ist bei Pel1 15 Aminosauren lang (Abb. 3.6) und bei Pel2 18 Aminosau-
ren (Abb. 3.16). Die charakteristische Lange von pilzlichen N-terminalen
Signalpeptiden betragt zwolf bis 24 Aminosauren [Heijne, 1985; Heijne, 1986; Niel-
sen et al., 1997].

Bei beiden Enzymen kénnen 2 (pel1) bzw. 3 (pel2) relativ kurze Intronsequenzen
von jeweils etwa 50 bp Lange in der genomischen Sequenz nachgewiesen werden.

Diese Beobachtung der Langen und der Anzahl der Intronstrukturen deckt sich mit
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den Analysen der weiteren pilzlichen Gene, die in diese Unterfamilie eingeordnet
worden sind. Alle bekannten pektinolytischen Enzyme aus der Gattung Fusarium
besitzen jeweils zwei bis drei Intronsequenzen dieser Lange [Crawford et al., 1987,
Gonzales-Candelas et al., 1992; Guo et al., 1995 a,b; 1996; DiPietro und Roncero,
1996; Huertas-Gonzales et al., 1999], so dass auch im Fall der Intronstrukturen von
einer Charakteristik fiir diese Gruppe von Enzymen gesprochen werden kann.

Die dreidimensionalen Strukturen der beiden Pektat-Lyasen aus F. graminearum
sind mit Hilfe des Programms Swiss-Prot vorhergesagt worden (3.1.3, Abb. 3.9 und
3.2.2, Abb. 3.18). Eine abschlielliende und genaue Aussage kann zwar erst nach ei-
ner rontgenkristallographischen Untersuchung der Proteine erfolgen, aufgrund des
Umfangs, den die Datenbanken bereits besitzen, ist jedoch davon auszugehen,
dass die erhaltenen Ergebnisse genau genug sind, um eine Einordnung der Enzyme
vorzunehmen. Beide Proteine besitzen sowohl eine parallele B-Faltblatt-Struktur, als
auch die charakteristische Asparagin-Leiter in der Schleife 2 zwischen den paralle-
len B-Faltblattern 2 und 3 und kdénnen damit in die Oberfamilie der Proteine mit
paralleler B-Faltblatt-Struktur eingeordnet werden. Der Nachweis von invarianten
Aminosauren im aktiven Zentrum der Enzyme kann auf diese Weise nicht erbracht
werden, sicher kann nur das invariante Histidin in beiden aktiven Zentren identifiziert
werden. Die drei anderen absolut invarianten Aminosauren sind mehrfach vorhan-
den, eine genaue Zuordnung kann nur mit Hilfe des Swiss-Prot-Programms nicht

erfolgen.

4.1.2 BIOCHEMISCHE PARAMETER

Auf biochemischer Ebene wird zwischen Pektin- und Pektat-Lyasen unterschieden.
Verschiedene Kriterien wurden und werden dazu zu Grunde gelegt. In einigen
Arbeiten erfolgt eine Einordnung auch aufgrund des bevorzugten Substrates:
hochmethylverestertes Pektin gegenlber Polygalakturonsaure [Linhardt et al.,
1986], gleichwohl wurde bald festgestellt, dass eine scharfe Trennung aufgrund der
bevorzugten Substrate nicht durchgehalten werden kann, da fast alle als Pektat-
Lyasen eingeordneten Enzyme auch ein breites Spektrum an verschieden Methyl-
veresterten Substraten abbauen kdénnen [Bartling et al., 1995].

Die Klassifizierung erfolgt im Weiteren dann aufgrund der Abhangigkeit von Ca®'-
lonen fur die Katalyse. Fur Lyasen, die eher wenig Methyl-veresterte Pektine bzw.
Polygalakturonsdure als Substrate bevorzugen, ist festgestellt worden, dass diese in

ihrer Reaktion streng abhangig von Ca*" sind, wahrend Lyasen, die eher hoch-
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Methyl-veresterte Substrate bevorzugen, in ihrer Reaktion unabhingig von Ca®*
sind. Mit dieser Einordnung gelingt zwar eine strikte Trennung in zwei mdgliche un-
terschiedliche Katalyse-Mechanismen, im Zusammenhang mit der Substratspezifitat
kann aber immer noch keine befriedigende Unterscheidung zwischen Pektin- und
Pektat-Lyasen erfolgen. Rontgenstrukturanalysen bestatigen das Vorkommen von
Ca?*-Abhéngigkeit und -Unabhéngigkeit bei verschiedenen Lyasen, so dass derzeit
definitionsgemaR Ca®*-abhéngige Enzyme als Pektat-Lyasen und Ca?*-unabhéngige
Enzyme als Pektin-Lyasen eingeordnet werden [Yoder und Jurnak, 1995; Mayans et
al., 1997; Vitali et al., 1998; Scavetta et al., 1999].

Aufgrund der strikten Abhangigkeit von Ca®* fiir die Katalyse handelt es sich bei den
Enzymen von F. graminearum definitionsgemafl um Pektat-Lyasen (3.1.3 und 3.2.2)
[Yoder und Jurnak, 1995; Mayans et al., 1997; Vitali et al., 1998; Scavetta et al.,
1999].

Die optimalen Reaktionsbedingungen hinsichtlich der Parameter Temperatur, pH-
Wert, Ca®*- und Na*-Konzentration und der bevorzugten Substrate, sowie die Spal-
tungsmechanismen der Pektat-Lyase 1 sind mit dem in A. niger heterolog
exprimierten und aufgereinigten Enzym detaillierter bestimmt worden (3.1.5). Bezlig-
lich des Temperaturoptimums von 40 °C, das auch schon fiir das Enzymgemisch
bestimmt worden war [Conze, 2000], kann festgestellt werden, dass das Enzym un-
ter physiologischen Bedingungen in der Interaktion mit der Pflanze wahrscheinlich
sehr stabil ist und gegen Temperaturschwankungen gut geschitzt ist. Der optimale
pH-Wert im Basischen von 9.5 ist im Rahmen der Optima, die flir andere pektinolyti-
sche Enzyme bestimmt worden sind [Linhardt et al., 1986; Crawford et al., 1987;
Guevara et al., 1997] und kann als ideale Bedingung fir den Reaktionsmechanis-
mus der B-Eliminierung betrachtet werden [Linhardt et al., 1986; Hansen et al.,
2001]. Die strikte Abhangigkeit des Enzyms von Ca?* wird durch diese Versuche
noch einmal bestatigt. Die im Vergleich zur Pektat-Lyase A aus A. niger deutlich ge-
ringere optimale Konzentration von 0.75 mM, was dem physiologischen Wert der in
planta Situation an extrazelluldren freien Ca?*-lonen nahezu entspricht [Buchanan et
al., 2002], kann als optimale Anpassung des Enzyms an die in der Pflanze herr-
schenden Bedingungen gedeutet werden. Aufgrund der Spaltprodukte polymerer
Substrate, die sich unter den fiir das Protein optimalen Bedingungen ergeben, kann
dieses Enzym als Endo-Pektat-Lyase definiert werden, da zu Beginn der Reaktion
zunachst Oligomere mit héherem Polymerisationsgrad (DP > 6) entstehen, wahrend
ein exo-spaltendes Enzym Dimere oder Trimere freisetzen wiirde. Anscheinend ist

es mdglich, mit Hilfe einer Anderung der Ca?*-Konzentration das Spaltungsmuster
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der Substrate hin zu veranderten Produkten zu verschieben, eine Beobachtung die
bei den Enzymen von Aspergillus bisher nicht gemacht werden konnte. Da hdhere
Ca?*-Konzentrationen in die Tests nicht eingesetzt werden kdnnen, macht dies das
Fusarium-Enzym moglicherweise interessant fiir weitere praktische Anwendungen.

Die heterologe Expression des zweiten Enzyms und damit die genauere Charakteri-

sierung seines Spaltmechanismus steht noch aus.

4.2 IN PLANTA-STUDIEN

Zu wissen, wie die genetische Kontrolle der Pektat-Lyase Gene aus F. graminearum
funktioniert, ist aus zwei verschiedenen Griinden interessant. Um einen ersten U-
berblick zu bekommen, in welcher Form die Enzyme mdglicherweise eine Rolle im
pathogenen Lebenszyklus des Pilzes spielen, wurde untersucht, unter welchen Be-
dingungen eine Expression dieser Gene in der Pflanze stattfindet. Die
Genexpression war in vitro induzierbar bzw. reprimierbar, die Regulation dieser Pro-
zesse wird von den Promotoren der Gene gesteuert. Im nachsten Abschnitt soll die
maogliche Funktion und Anwendbarkeit der Promotoren der pel-Gene diskutiert wer-
den (4.3). Dieser Abschnitt 4.2 befasst sich zunachst mit den Bedingungen, unter
denen die pel-Gene nachweisbar sind, und mit der in planta-Situation. Aus den bio-
chemischen Untersuchungen war bereits bekannt, dass die Enzyme, wenn der Pilz
in Medium mit Glukose als alleiniger Kohlenstoffquelle gewachsen war, nicht nach-
weisbar sind. Erst wenn der Pilz in Medien gezogen wurde, die ein Substrat fir die
pektinolytischen Enzyme als alleinige Kohlenstoffquelle enthalten, konnen die Prote-
ine und damit auch Enzymaktivitat nachgewiesen werden [Conze, 2000]. Diese
Ergebnisse sind auf die molekulargenetischen Beobachtungen der Gene ausge-
dehnt worden. Hier konnte gezeigt werden, dass die Pektat-Lyase 1 von F.
graminearum in Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle tatsachlich nicht transkri-
biert wird (Abb. 3.5). Erst durch Wachstum des Pilzes in Medien, die einen Induktor
(Pektin, Polygalakturonsaure oder Weizenzellwand-Extrakt) enthalten, ist die mRNA
des pel1-Gens nachweisbar. Dagegen ist eine Basismenge an Transkript fir die
pel2 auch in Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle nachweisbar (Abb. 3.15), die
Transkription ist aber auch im Fall der pel2 induzierbar, d.h. in den induzierenden
Medien ist die Summe an Produkt in der RT-PCR-Reaktion deutlich héher als in der
mRNA, die aus dem Pilz gewonnen worden ist, wenn dieser in Glukose-haltigem
Medium gewachsen ist (Abb. 3.15).

Die Basisaktivitat der pel2 sorgt unter reprimierenden Bedingungen flir eine sehr ge-

ringe Menge an Enzym, das durch Substrat-Abbau die zur Induktion der
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Transkription méglicherweise nétigen Oligogalakturonide bereit stellen konnte. Erst
wenn diese durch das ,Scouting“-Enzym Pel2 produziert wurden, d.h. die Bedin-
gungen herrschen, bei denen sich eine aufwendige Synthese groler Mengen an
Pektin-abbauenden Enzymen ,lohnt“, wird die Transkription und Translation der Ge-
ne erhoht im Fall von pel2 und in Gang gesetzt im Fall von pel1.

Eine ahnliche Situation kann fir die in planta-Situation wahrend der Infektion ange-
nommen werden. Wahrend der frGhen Phase des Wachstums lebt der Pilz zunachst
von seinen eigenen Reserven. Doch schon kurz nach dem Eindringen in die Pflanze
penetriert er die pflanzlichen Zellen direkt, wahrscheinlich durch den enzymatischen
Abbau der Zellwande [Pritsch et al., 2000]. Ist also die Zellwand erreicht und damit
Pektin als Barriere in der Zellwand und als Substrat fiir pektinolytische Enzyme ver-
fugbar, kdnnte es durch die geringen Mengen an vorhandenem Pel2-Enzym verdaut
werden und gleichzeitig wirden Induktoren entstehen, die die Synthese von Pel2
erhdhen und von Pel1 einleiten. Nach dieser Hypothese ist also zu erwarten, dass
ein Transkript des pel2-Gens schon in einer relativ frihen Phase wahrend der Infek-
tion nachweisbar sein misste, wahrend das Transkript des pel1-Gens erst zu einem
spateren Zeitpunkt der Interaktion nachzuweisen sein durfte.

Bisher ist es nicht gelungen, die Transkription der beiden Gene wahrend der Inter-
aktion des Pilzes mit der Wirtspflanze Weizen nachzuweisen. Die Infektion von
Weizenpflanzen mit Sporensuspensionen des Pilzes bereitet keine Probleme (Abb.
3.11). Verschiedene Strategien, mMRNA der Gene mittels RT-PCR nachzuweisen,
fUhrten bisher aber nicht zum Erfolg, was moéglicherweise an dem geringen Verhalt-
nis an pilzlicher mRNA zur pflanzlichen mRNA nach der Isolation aus dem
infiziertem Material liegt. Zudem ist méglich, dass der hohe Gehalt an Speicherstar-
ke und anderen Polysacchariden, die wahrend der Isolation nur unzureichend
entfernt werden kénnen, die Reverse Transkription und die PCR-Reaktion derart
storen, dass ein Nachweis der Transkription der pel-Gene bisher nicht moglich war.
Wichtig ist in der nahen Zukunft, diese Probleme in den Griff zu bekommen, um obi-
ge Hypothese weiter zu entwickeln, die die Pektat-Lyasen als mdgliche Virulenz-
oder Pathogenitatsfaktoren von F. graminearum vorsieht, prifen zu kénnen. Ein ers-
ter Ansatz ist es, nur die infizierten Blitenblatter fur die Isolation der Nukleinsduren
zu verwenden, um das Verhaltnis von pflanzlichen Nukleinsduren zu pilzlichen Nuk-
leinsduren anzugleichen und um vor allem die Speicherpolysaccharide aus den
Kornern nicht mehr weiter zu verschleppen. Wenn der Nachweis der Expression der
Gene in planta erbracht ware, wiirde das nachste Ziel sein, beide Gene auszuschal-
ten, um eine Funktion der Enzyme im Infektionsprozel als moégliche Virulenz- oder

Pathogenitatsfaktoren zu Uberprifen.
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Die in der Einleitung aufgestellte zweite Hypothese, dass die Menge an Pektin in
den Zellwadnden der Poales evulotionar reduziert und durch andere Elemente zur
Quervernetzung der Zellulose ersetzt wurden (z. B. GAX), kénnte eine alternative
Erklarung der bisherigen Ergebnisse der in planta-Studien liefern. Fur den Fall, dass
Pektin keine Rolle flir die Stabilitdt der Zellwénde der Poales spielt und daher ein
Abbau des Pektins nicht zur Auflésung der Zellwand-Strukturen flihrt, ist die Stoff-
wechsel-intensive Synthese der pektinolytischen Enzyme unwahrscheinlich. Es
waren eher andere Zellwand-Komponenten-abbauende Enzyme, wie z.B. Xylana-
sen, zu erwarten. Die Pektat-Lyasen von F. graminearum kdénnten dann ebenfalls
als evolutionare Uberbleibsel angesehen werden, die im Genom noch vorhanden
sind, durch ein alleiniges Angebot der Substrate als Kohlenstoffquellen in vitro zum
Uberleben synthetisiert werden, jedoch in der Infektion der Wirtspflanzen keine Rol-
le mehr spielen. Mdglicherweise spielen die Enzyme nur wahrend der
saprophytischen Lebensphase, wenn sich der Pilz von abgestorbenen Pflanzenres-
ten auf den Feldern erndhren muf3, eine Rolle.

Inokulationsversuche haben gezeigt, dass F. graminearum auch in der Lage ist,
Nicht-Wirt-Pflanzen, wie z.B. Arabidopsis, Tomate, Tabak oder Sojabohne, zu be-
siedeln und im Fall von Arabidopsis sogar einen vollstandigen Infektionszyklus
auszupragen [Urban et al., 2002]. Diese dikotylen Pflanzen besitzen in ihren Zell-
wanden relativ grole Mengen an Pektin, das fir die Stabilitat und die
Quervernetzung eine grofRe Rolle spielen. Wenn es also mdglich ist, dass F. grami-
nearum um zu Uberleben sein Wirtspektrum derart erweitern kann und auch dikotyle
Pflanzen befallt, konnte das eine weitere Erklarung fir das Vorhandensein der pek-

tinolytischen Enzyme in diesem Pilz sein.

4.3 PROMOTORSTUDIEN

Die bisherigen Ausfuhrungen haben deutlich gemacht, dass zumindest die Pektat-
Lyase 1 aus F. graminearum durch Glukose reprimierbar und durch Substrate des
Enzyms induzierbar ist. Damit stellt sich die Frage der Regulation dieses Mecha-
nismus auf genetischer Ebene. Von zwei denkbaren Ansatzen ist dabei zunachst
ausgegangen worden: (i) einer Kontrolle der Transkription oder (ii) einer Kontrolle
der Translation. Das wurde im letzteren Fall bedeuten, dass ein Transkript des Gens
konstitutiv vorhanden, also mit RT-PCR oder Northern-Analysen in jedem Fall
nachweisbar sein musste. Fir die Pektat-Lyase 1 ist jedoch nach Wachstum im
Glukose-Medium zu keiner Zeit und nach Wachstum in den Induktionsmedien nicht

vor dem Zeitpunkt 40 Stunden nach Inokulation ein Transkript des Gens zu detektie-
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ren (3.1.4; Abb. 3.10), so dass von einer transkriptionalen Kontrolle und nicht von
einer translationalen Kontrolle der Pektat-Lyase Synthese ausgegangen werden
kann. Dagegen ist die pel2 konstitutiv transkribiert, auch wenn in dem Fall ebenfalls
von einer Hochregulierung der Transkription durch Wachstum in den Induktionsme-
dien ausgegangen werden kann (3.2.1, Abb. 3.15).

Die entwickelte Arbeitshypothese geht davon aus, dass die Kontrolle des Promotors
des pel1 Gens moglicherweise in einem direkten Zusammenhang mit den Substra-
ten steht. Eine direkte Wirkung von Glukose oder anderen Sacchariden auf
eukaryontische Promotoren ist bisher nicht beschrieben, die Wirkung wird UGber
Transkriptionsfaktoren (CRE-Faktoren) gesteuert, entsprechende regulatorische
Promotorelemente sind aus anderen Pilzen bekannt [Suto und Tomita, 2001]. Neu-
este Studien haben gezeigt, dass die Repression von Zellulasen und Xylanasen in
Trichoderma durch Glukose allein abhangig von den CRE-Faktoren ist, wahrend fir
die Induktion durch die Substrate wahrscheinlich weitere Transkriptionsfaktoren in
Wechselwirkung mit CRE eine Rolle spielen. Die genauen Strukturen und Mecha-
nismen dieser Aktivierung sind jedoch noch unklar, méglicherweise werden
extrazellulare Signale Uber Phosphorilierungsreaktionen dieser Faktoren innerhalb
der Zelle umgesetzt [Mach und Zeilinger, 2003]. In bakteriellen Systemen ist eine di-
rekte Wirkung von Zuckern auf die Transkriptionsfaktoren beschrieben worden
[Spiridonov und Wilson, 1999], fir eukaryontische Systeme konnte bisher ein sol-
cher Regulationsmechanismus nicht beobachtet werden, wird aber spekulativ
diskutiert [Mach und Zeilinger, 2003].

Fur die Induktion durch die Substrate der Pel-Enzyme sind ebenfalls mehrere Hypo-
thesen denkbar. Eine direkte Wechselwirkung der Pektin-Oligomere mit der DNA
erscheint nach bisherigem Kenntnisstand sehr unwahrscheinlich. Eine Mdglichkeit
ist eine von den CRE-Faktoren der Glukose-Regulation unabhangige Regulation der
Induktion durch weitere Transkriptionsfaktoren. Diese mdglichen regulatorischen E-
lemente auf dem Promotor des Gens muiften durch die weiteren Arbeiten
identifiziert werden.

Da das pel1-Gen durch Glukose jedoch immer reprimiert ist, kann eine dritte Mog-
lichkeit diskutiert werden. Danach ist die Induktion der Transkription durch Pektin-
Oligomere und die Reprimierbarkeit durch Glukose mittels der CRE-Faktoren zu-
mindest in gegenseitiger Wechselwirkung voneinander abhangig, oder wird
maoglicherweise nur durch die CRE-Faktoren bestimmt. Solange sich Glukose als
Kohlenstoffquelle im System befindet, ist die Pektat-Lyase 1 aus, wahrend durch die
Basisaktivitat der Pel2 mogliche Induktoren frei gesetzt werden. Sinkt der Glukose

Spiegel rapide ab, bei gleichzeitiger Freisetzung von Induktoren, wird die Reprimie-
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rung durch veranderte Eigenschaften des CRE-Faktors aufgehoben bzw. Gberwun-
den.

Um diese Theorien zu Uberprifen sind Vektoren konstruiert worden, bei denen ver-
schiedene Langen des Promotors von pel1 in Verbindung mit dem GUS-Gen aus E.
coli, das fur B-Glukuronidase-Aktivitat kodiert, gebracht worden sind. Erste Tests mit
diesen Konstrukten sind in E. coli durchgeflhrt worden. Es zeigte sich, dass der
Promotor in den Bakterien aktiv ist, die Regulation dieses eukaryontischen Promo-
tors funktioniert jedoch nicht.

Aus diesem Grund wurden die weiteren Versuche in A. niger durchgefihrt. Dieses
pilzliche System ist in der Anwendbarkeit fast genauso gut etabliert wie das proka-
ryontische System E. coli. Zusatzlich bestand die Hoffnung, dass das
Regulationssystem fur pektinolytische Enzyme in Pilzen sehr hoch konserviert ist
und die Regulation des Fusarium-Promotors deshalb in A. niger funktioniert. Es ist
gelungen, ein Promotor-GUS-Konstrukt mit einer Promotorlange von 756 bp in den
Pilz zu transformieren und erste Untersuchungen beziglich der Regulation durchzu-
fuhren. Erste Ergebnisse deuten eindeutig darauf hin, dass die Regulation in einer
Abhangigkeit von der im Kulturmedium gewahlten Kohlenstoffquelle steht. Nicht ge-
klart werden konnte bisher die Frage, wie die Regulation tatsachlich funktioniert
(3.1.5.2). In einer Folgearbeit sollen diese initial begonnenen Studien fortgeflihrt

werden um die regulatorischen Elemente auf dem Promotor zu identifizieren.
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4.4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die mit biochemischen Methoden gewon-
nenen Erkenntnisse beziiglich der pektinolytischen Enzyme des Getreidepathogens
Fusarium graminearum [Conze, 2000] mit molekularbiologischen Methoden weiter
zu vertiefen. Mit der genetischen Analyse der pektinolytischen Enzyme des Pilzes
sollen Grundlagen geschaffen werden, um in Zukunft Strategien ableiten zu kénnen,
die dabei helfen, (i) zusammen mit den Erkenntnissen der weiteren Mitarbeiter der
LAG Fusarium® zu verstehen, wie dieser Pilz bei der Interaktion mit seinen Wirts-
pflanzen im allgemeinen, und bei der Penetration der pflanzlichen Zelle im
besonderen, vorgeht, (ii) eine weitere Charakterisierung der pektinolytischen Enzy-
me des Pilzes, ihrer Substrate und Produkte erlauben, (iii) auf der Basis dieser
Erkenntnisse neue Abwehrmechanismen zu erschliefen und Wirktargets zu entwi-
ckeln, die eine Uberwindung des Schadlings fordern und (iv) einen ersten Einblick in
die Regulationsmechanismen der Biosynthese von Zellwand-abbauenden Enzymen
des Pilzes liefern.

Um dieses Ziel zu erreichen, sind zunachst die genetischen Informationen von zwei
Genen, pel1 und pel2, die fiir Pektat-Lyasen kodieren, mit Hilfe verschiedener PCR-
Methoden, Southern Analysen und dem Anlegen und Screenen subgenomischer
Banken gewonnen worden. Die bisherigen biochemischen Analysen hatten das
Vorhandensein von zwei pektinolytischen Enzymen vorhergesagt. Aufgrund der
sehr hohen sequentiellen Homologie dieser Gene zu weiteren pektinolytischen En-
zymen anderer Pilze aus der Gattung Fusarium, der strikten Abhangigkeit von
zweiwertigen Kalzium-lonen und von Strukturanalysen mit Hilfe von Datenbanken
konnten beiden Gene kodierende Funktionen fir Pektat-Lyasen eindeutig zugewie-
sen werden. Die Induzierbarkeit der Transkription der Gene durch Substrate der
Enzyme, wie z.B. Polygalakturonsaure und Pektin, aber auch durch pflanzliche
(Weizen-) Zellwandextrakte, bzw. die vollige (im Fall von pel1) oder starke (im Fall
von pel2) Reprimierbarkeit durch Glukose in in vitro-Versuchen lasst darauf schlie-
Ren, dass die Enzyme nur unter induzierenden Bedingungen wahrend der
Interaktion mit der Pflanze synthetisiert werden. Aufgrund diverser Schwierigkeiten
mit den Untersuchungen der in planta-Situation kann derzeit leider noch keine Aus-
sage getroffen werden, ob und zu welchem Zeitpunkt die Gene auf der Pflanze
angeschaltet werden.

Um eine erweiternde Charakterisierung der Enzyme vornehmen zu kénnen ist ver-
sucht worden, beide Gene in heterologen Organismen zu exprimieren. Vektoren flr

die Expression der Gene in A. niger sind fir beide Gene konstruiert worden, die he-
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terologe Expression des pel/1-Gens in diesem Pilz ist erfolgreich durchgefiihrt wor-
den. Die Charakterisierung des Genprodukts hat die zuvor gewonnenen Daten, und
damit die Richtigkeit der Einordnung des Enzyms als Endo-Pektat-Lyase bestatigt.
Mit dem aufgereinigten Protein werden zur Zeit weitere Untersuchungen z.B. mit
Zellwand-Extrakten Rost-resistenter und -suszeptibler Pflanzen durchgefihrt.

Da das pel1-Gen unter Bedingungen mit Glukose als Kohlenstoffquelle vollstandig
reprimierbar ist, mit Substraten des Enzyms jedoch eine Induktion der Transkription
des Gens erreicht werden kann, ist der Promotor dieses Gens initial untersucht wor-
den. Erste Versuche zeigten eine Aktivitdt des Promotors auch in dem bakteriellen
System E. coli, eine Reprimier- bzw. Induzierbarkeit konnte jedoch nicht festgestellt
werden. Im pilzlichen System A. niger zeigt sich, dass die Kontrolle des Promotors
und damit der Reprimierung bzw. Induktion mdglicherweise in direktem Zusammen-
hang mit Glukose bzw. Pektin oder Polygalakturonsaure steht. Flr die Tests ist
dabei ein Promotorfragment von 756 bp Lange in Verbindung mit dem GUS-
Reportergen eingesetzt worden. Nachstes Ziel auf diesem Arbeitsgebiet ist die Iden-
tifizierung moglicher regulatorischer Elemente auf dem Promotor, die diese

Beteiligung der Zucker an der Regulation bewirken.
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TABELLE 6.1: Liste der fur die Klonierungen verwendeten Oligonukleotide mit Se-
quenzen und Annealing-Temperaturen (An-Temp).

| Oligonukleotid Sequenz An-Temp
pel2uni ATGGC(CT)TGCCTCGG(AC)TACAC 55°C
peklyslirev CCGTAGTTGGA(T/C)GTTGATGCC 55°C
pel2inv3’ CGCCAACATCATCGGTGGTG 55 °C
pelinvrev GCCCGTGTATCCGAGGCAC 55°C
pelcDNAuni ATGAAGTACGCCACTATCCTCG 56 °C
pelcDNArev TTAGCAGGTCTTGGTCGCACC 56 °C
pel2cDNAuni ATGCACGCTCCCAGCCTTATC 56 °C
pel2cDNArev CTAGCACTTGCTGGCCTTGG 56 °C
M-13uni CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 50 °C
M-13rev TCACACAGGAAACAGCTATGAC 50 °C
Proguskasfor AACGGTACCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTG 63 °C
Proguskasrev TATGGTACCGTTAGCTCACTCATTAGGCACC 63 °C
peltuni CCCAAGCTTGAACTAGCTTCCCCCTTTGG 56 °C
Protexpel1stopNotl | GCAGCGGCCGCTTAGCAGGTCTTGGTCGC 56 °C
pel2cDNAuniRcal ATCATGAACGCTCCCAGCCTTATC 62 °C
pel2cDNArevNotl AAGGCGGCCGCCTAGCACTTGCTGGC 68 °C
pelR1-1 TGACCGTAGTTGGYGTTrAyGCC 55°C
pelF1-1 TGGTGGGCCGAYGTCTGYGAGGAYGC 55 °C
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_HindIll

Xbal
£ Notl

pki Promo
BamHI

ABBILDUNG 6.1:

Vektorkarte des Expressionsvektors pHex1 flir die heterologe Expressi-

on der Pektat-Lyase 1 in A. niger

Real
Real,

,HindIIT
/ X

Hygro
e 5000

Real.
1000

pPromo
4000

5301 bps

Real
3000

/

Promotor pell

HindIII

Xba)l(bml“ ‘BamHI

ABBILDUNG 6.2: Vektorkarte des Vektors fiir die Promotorstudien in A. niger. Es wurden
verschiedene Promotorlangen kloniert. Die Isolation der Promotor-GUS-

Kassette erfolgte durch PCR-Reaktion aus pRT-104-GUS.
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Real
BspHI
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3000 bps
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ABBILDUNG 6.3: Vektorkarte des pGemT-Vektors fir die Klonierung von PCR-

Fragmenten.
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EcoRI
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ABBILDUNG 6.4: Vektorkarte des pBluescriptllKS-Vektors.
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While a number of reagent kits for the isolation of DNA and RNA from plants and
bacteria are available, none of these is optimized for the isolation of nucleic acids
from filamentous fungi. The quality and yield of DNA/RNA isolated from filamentous
fungi using these protocols are unsatisfactory. Similarly, when other commonly used
methods for the isolation of nucleic acids from plants or microorganisms are applied
to filamentous fungi, they typically yield only low amounts of nucleic acids, and the
quality is often poor [1; 2]. These methods for the extraction of nucleic acids yield
between 20 and 200 pg NA per gram of fresh weight mycelium. In order to isolate
substantial amounts of high quality DNA and RNA from fungal mycelia, we devel-
oped a fast and simple method based on existing techniques used for the isolation
of DNA from plant tissues.

High quality DNA can be isolated from plant tissues in high yields using a
urea/phenol/chloroform (UPC) protocol. This simple and reliable method exploits the
rapid denaturation of proteins in at least 5 M urea, followed by the extraction of nu-
cleic acids with a mixture of phenol and chloroform, and their precipitation with
isopropanol. We used the UPC protocol as the basis for the development of an effi-
cient method for the isolation of DNA and RNA from six different fungal species:
Fusarium graminearum, Phytophtora infestans, Puccinia graminis f.sp. tritici,
Sordaria macrospora, Botrytis cinerea, and Claviceps purpurea. The novel UPC pro-
tocol gave significantly higher DNA and RNA vyields from fungal mycelia than
existing protocols. The quality of the obtained nucleic acids was assayed by assess-
ing the suitability of selected DNA and RNA preparations for downstream
applications.

The procedure for the isolation of DNA for filamentous fungi using the UPC protocol
was the following: Freshly harvested mycelium was dried by vacuum filtration and
snap frozen in liquid nitrogen. Alternatively, freeze-dried mycelium was also used
and gave identical results. The success of the protocol depended strongly on careful
grinding of the mycelium in liquid nitrogen, where care was required to ensure the
material remained securely frozen at all times during grinding. After grinding, five ml
of two-fold concentrated isolation buffer (0.1 M Tris, 0.6 M sodium chloride, 40 mM
EDTA, 4 % Sarcosyl, 1 %SDS), 5 ml of 10 M urea and 5 ml of phenol were mixed in
a 50 ml polypropylene reaction vial (Falcon, Becton Dickinson Labware Europe,
France) on ice, and 0.5 g of the ground mycelium was added. The suspension was
then thoroughly mixed on a laboratory vortex device for at least 30 s, carefully avoid-
ing the generation of clumps, and placed back on ice. Denatured proteins and cell
debris were removed by the addition of 10 ml of a 1/1 (v/v) mixture of phenol and

chloroform, followed by vigorous vortexing. Phase separation was performed by
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centrifugation at 3500 rpm at 4 °C for 5 min in a swinging bucket rotor. The upper
aqueous phase containing the nucleic acids was transferred to a fresh vial, and the
nucleic acids were precipitated by the addition of 0.7 vol. of ice-cold 2-propanol and
centrifugation at 4000 rpm at 4 °C for 2 h. The supernatant was discarded and the
pellet was washed with 70 % ethanol before centrifugation at 4000 rpm for 15 min.
The pellet was air-dried and then dissolved in either 1 ml 7U/ml RNAse (RNAse
One™, Promega Life Sciences, Mannheim, Germany) in 0.1 M Tris/HCI-buffer pH
8.0 or in 1 ml distilled water with a slightly alkaline pH of 8.3 for the removal of con-
taminating RNA.

A slight modification of this protocol can be used for the RNA isolation from filamen-
tous fungi. Following the phenol/chloroform extraction, RNA was specifically
precipitated by the addition of lithium chloride to the nucleic acid containing aqueous
phase to a final concentration of 2 M. The precipitated RNA was then recovered by
centrifugation as above. Any remaining DNA was then removed by RNAse-free
DNAse treatment (Promega Life Sciences, Mannheim, Germany) as follows. Sixty
micro-litres of the upper isolation was mixed with 10ul of each 1M KCI, 30mM Mg.Cl
and 0.2M Tris-HCI, pH 8.3. Finally 100U of the DNAse was added. The reaction was
incubated at 37°C for two hours, the enzyme was then denatured by shifting the
temperature to 75°C for 15 minutes, followed by an direct incubation on ice for an-
other 15 minutes. DNA and RNA extraction was assessed by spectrophotometry
and agarose gel electrophoresis.

Table 2 shows a brief description of the steps of the enhanced UPC-protocol.

We isolated nucleic acids from six different filamentous fungi using the enhanced
UPC protocols and the results are presented in Table 1. DNA yields were signifi-
cantly higher when compared to conventional methods, up to 36-times greater in the
case of the wheat pathogen F. graminearum and 200-times greater in the case of P.
graminis. The ratio of absorbance at 260 nm and 280 nm (Ageo1280) ranged from 1.8
to 2.0 indicating that the UPC protocol yielded high quality DNA.

Quality of the DNA isolated was assessed by assaying its suitability for downstream
applications such as PCR, restriction enzyme digestion, and Southern analysis. As
an example, PCR was performed on genomic DNA isolated from axenically grown
mycelium of the obligately biotrophic fungus P. graminis f. sp. tritici [3] using ho-
mologous primers for the EF-1a-gene [4] (EF-1aforward: 5-GGTACCCTCGAGC
GATCGGGCAGATGCACAGC-3"; EF-1areverse: 5-CTCTTTACCCATTGTCGACG
TAGATTAGGG-3"). Using this primer combination, a 500 bp fragment of the EF-1a.-

promotor can be amplified (200 ng of genomic DNA; 10 pmol each of both primers;
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10 U of Tag-DNA-polymerase; 3 mM MgCl,; 1mM each of dATP, dCTP, dGTP, and
dTTP; final volume 25 pl). PCR was carried out using an Eppendorf Mastercycler
Gradient PCR cycler (25 cycles of i) 30 s at 94 °C, ii) 60 s at 57 °C, and iii) 60 s at
72 °C; followed by 5 min at 72 °C ). When PCR products were separated on a 1 %
agarose gel, the expected 500 bp fragment was seen (Fig. 1, lane 8).

We assessed the suitability of the enhanced UPC protocol for the extraction and di-
gestion of genomic fungal DNA. Genomic DNA (5 ug in a total volume of 30 pl) from
P. graminis f. sp. tritici was digested (4 h, optimum temperature) with four different
restriction enzymes (1 unit BamHI, EcoRI, Hindlll, or Xbal per ug DNA). Enzymes
were denatured at 75 °C and the digested DNA was separated on a 1 % agarose—
gel (Fig. 1). While undigested DNA appeared as a clear band with high molecular
mass, all four DNA digests showed the typical smear of fragments indicating com-
plete digestion of the genomic DNA.

The isolation of RNA was assessed for several fungal species. Yields and quality
were significantly higher when compared with conventional protocols. Figure 2
shows the isolated RNA of F. graminearum before and after DNAse digestion.
Downstream applications including Northern, RT-PCR were performed successfully;
demonstrating the quality of the NA isolated using the enhanced UPC protocol (data
not shown).

DNA and RNA isolated using the enhanced UPC protocols was shown to be stable
for at least two months when stored in water at 4 °C (DNA) or at —20 °C (RNA).
The enhanced UPC procedure to smaller amounts of fungal mycelium (e.g. <0.1 g)
by adjusting the volumes used, was successful and without losses in the relative
yield and quality of the NA (data not shown). We have successfully used genomic
DNA and RNA isolated from F. graminearum using the UPC protocol for the cloning
of a number of cell wall degrading enzymes, and for downstream methods such as
PCR, RT-PCR, Southern and Northern analysis, and the generation of sub-genomic
and cDNA libraries (manuscript in preparation). This demonstrated that both DNA
and RNA isolated using the UPC protocol was of sufficient quality for all routine
downstream applications.

Our results indicate that

the simple and fast enhanced UPC protocol can be used successfully for the isola-
tion of DNA and RNA from filamentous fungi;

DNA and RNA yields are significantly higher than achieved with alternative conven-
tional methods;

the quality of the DNA and RNA obtained is sufficient for typical downstream appli-

cations.
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Table 1. DNA concentrations measured spectrophotometrically at 260 nm.

No. Organism Quantity (g

fresh weight DNA yield [ug g7']

(fw) or dry

weight (dw))

Urea method (" alternative meth-
ods

1 B. cinerea 0.4 (fw) 2025 625 @
2 C. purpurea 0.5 (dw) 5780 1200 @
3 F. graminearum 0.2 (fw) 360 10@
4 P. graminis 0.15 (dw) 7200 330 @
5 P. infestans 0.3 (fw) 500 n.t.
6 S. macrospora 0.5 (fw) 360 n.t.
DNA was re-dissolved in 1ml double-distilled water and measured in an 1:50 di-
lution in an Eppendorf BioPhotometer ™. Sample 3 was re-dissolved in 0.3ml of
double-distilled water.
Method according to Doyle and Doyle [1] , re-dissolved in 0.5 ml of double-
distilled water.
Macherey & Nagel extraction kit for plant DNA, also applicable for filamentous
fungi, DNA re-dissolved in 0.1 ml of double-distilled water.
n.t. not tested
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Table 2: enhanced UPC protocol for the isolation of DNA and RNA from fila-

mentous fungi

1. Harvest mycelium and grind to a very fine powder under liquid nitrogen.

2. Prepare 5 ml of two-fold concentrated isolation buffer (0.6 M sodium chloride,
0.1 M Tris, 40 mM EDTA, 4 % Sarcosyl, 1 %SDS), 5 ml of 10 M urea and 5 ml of
phenol in a clean Falcon tube on ice and add 0.5 g of the ground mycelium.

3. Mix the suspension well by vortexing for at least 30 s avoiding to produce clumps,
and place back onice.

4. Add 10 ml of a 1:1 (v/v) mixture of phenol and chloroform, mix well.

5. Separate phases by centrifugation at 3500 rpm at 4 °C for 5 min in a swinging
bucket rotor.

6. Transfer the upper, nucleic acids containing aqueous phase into a fresh Falcon
tube, precipitate the nucleic acids with 0.7 vol of ice-cold 2-propanol by centrifu-
gation at 4000 rpm at 4 °C for 2 h in a swinging bucket rotor. In the case of RNA-
isolation precipitation with exactly 2M LiCl prior to the use of propanol is done.

7. Wash the pellet with 70 % ethanol and re-centrifuge at room temperature at
4000 rpm for 15 min in a swinging bucket rotor.

8. Re-dissolve the air-dried pellet in 1 ml of 0.1 M Tris/HCl-buffer pH 8.0, or in dis-
tiled water with slightly basic pH, containing RNAses to remove contaminating
RNA.

9. For isolation of RNA raise the aqueous phase from step 6 to exactly 2 M lithium

chloride prior to the isopropanol precipitation.
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genomic DNA of Puccinia graminis

undig. digested with undig. PCR-
M BamHI EcoRI Hindlll Xbal appl.

Figure 1. Genomic DNA of Puccinia graminis f. sp. tritici (Pgt) isolated using
the enhanced UPC protocol was either undigested (lane 2) or digested with
four different restriction enzymes (lanes 3-6) and PCR product (lane 8) ampli-
fied with primers derived from Pgt EF1-a-promotor sequence. Five micrograms
of genomic DNA were incubated with 1 U/ug of restriction enzyme (BamH]I, EcoRl,
Hindlll. or Xbal) in a total volume of 30 ul and incubated at 37 °C for four hours. The
digestion products were separated on a 1 % agarose gel. Two hundred ng of ge-
nomic DNA of Pgt were used as template for PCR. PCR profile was 94 °C for 5 min,
35 cycles of 94 °C for 30 s, 57°C for 1 min, 72 °C for 1 min, followed by 72 °C for
5 min. The DNA standard is a 1-kb ladder (M) (GIBCO BRL Life Technologies
GmbH, Karlsruhe, Germany), scale given in kb.
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F. gramiearum RNA

raw isolation DNAse digested

1.6 kb

1kb

0.5kb

Figure 2. RNA extracted from Fusarium graminearum using the enhanced UPC
protocol, undigested (lane 1) or digested with RNAse free DNAse. Five micro-
grams of total nucleic acid isolation were incubated with 5 U/ug of RNAse free
DNAse in a total volume of 20 ul and incubated at 37 °C for eight hours. The separa-
tion of both isolations was on a 1 % agarose gel. The standard is a 1-kb DNA ladder
(Marker) (GIBCO BRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Germany), scale given
in kb.
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