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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ustilago maydis ist der Erreger des Maisbeulenbrands. Vorraussetzung fiir eine erfolgreiche Infektion
sind Fusion zweier kompatible Sporidien und Ausbildung eines dikaryotischen Filaments. Diese Pro-
zesse werden durch die beiden Paarungstyploci @ und b kontrolliert. Der a-Locus kodiert fiir ein bial-
lelisches Pheromon/Pheromonrezeptor-System, das die Zell/Zell-Erkennung und die Zellfusion regu-
liert. Die folgende pathogene Entwicklung wird durch den multiallelischen b-Locus kontrolliert, der
fiir zwei Homeodoménenproteine kodiert, bW und bE. Nach der Fusion der haploiden Sporidien kon-
nen sich bW/bE-Heterodimere aus bW- und bE-Proteinen unterschiedlicher Allele bilden. Diese regu-
lieren das filamentose Wachstum, die Penetration der Pflanzenoberfliche, das Wachstum in der
Pflanze und die Tumorinduktion. Das Ziel dieser Arbeit lag in der Isolierung von b-regulierten Genen,
die eine Rolle wihrend der frithen Infektionsphase spielen.

Dazu wurden U. maydis-Stimme erzeugt, in denen eine regulierte Expression von bW und bE ver-
schiedener Allele moglich ist. Diese Stimme wurden in einem nichtradioaktiven RNA-Fingerprint-
Ansatz eingesetzt, in dem nach Unterschieden im Transkriptom nach Ausbildung eines bW/bE-Hete-
rodimers gesucht wurde. Dabei wurde mehr als die Hilfte aller in U. maydis transkribierten Gene
durchmustert, wobei 348 Amplicons differentiell waren. Die weitere Analyse von 48 ausgewihlten
Amplicons fiihrte zur Identifikation von 12 neuen b-regulierten Genen. Davon sind 7 induziert und 5
reprimiert. Folglich ist das bW/bE-Heterodimer ein zentrale Regulator, der eine umgreifende Verinde-
rung des Transkriptoms auslost.

Fiir eines der induzierten Gene, frb52, das fiir ein DNA-Polymerase-X-Homolog kodiert, konnte eine
direkte Regulation durch das bW/bE-Heterodimer gezeigt werden. Die Deletion dieses Gens zeigte
keinen Einfluss auf das Kreuzungsverhalten und die Pathogenitit, so dass seine Rolle unklar ist. Ein
weiteres induziertes Gen kodiert fiir ein MAP-Kinase-Homolog, das mit Kpp6 bezeichnet wurde.
Kpp6 besitzt einen ungewshnlichen zusitzlichen N-Terminus von 150 Aminosiuren, der keine Ahn-
lichkeit zu bekannten Proteinsequenzen aufweist, und dem bislang keine Funktion zugewiesen werden
konnte. kpp6 ist nicht nur b-induziert, sondern weist auch ein kiirzeres, pheromoninduziertes Tran-
skript auf. Die gegenwirtigen Daten deuten darauf hin, dass beide Transkripte fiir das gleiche Protein
kodieren. Die Deletion von kpp6 fiihrt zu einer dramatisch reduzierten Pathogenitit. Bei Infektion von
Maispflanzen mit Deletionsmutanten tritt keine primére Anthocyanbildung auf, eine friilhe Abwehr-
reaktion der Pflanze, die bei Infektion mit Wildtyp-Stdmmen zu beobachten ist. Kpp6 spielt demnach
eine entscheidende Rolle in der frithen Infektionsphase und ist wahrscheinlich an der Kommunikation
zwischen Pilz und Pflanze beteiligt.

Die Analyse von drei der reprimierten Gene fiihrte zur Identifizierung eines Locus von sechs Genen
(dem cab-Locus), die alle pheromoninduziert sind und nach der Zellfusion reprimiert werden. Im Un-
terschied zu allen anderen bislang bekannten pheromoninduzierten Genen ist die Regulation dieser
Gene unabhingig von Prfl. Die regulatorische Rolle von Prfl scheint auf die Paarungstypgene, prf]
selber und Gene, die fiir die Reifung oder die Sekretion der Pheromone benétigt werden, beschrinkt
zu sein. Die Expression der Gene des cab-Locus unterliegt einer negativen Kontrolle durch die das
Pheromonsignal iibermittelnde MAP-Kinasekaskade und einer positiven Kontrolle durch die cAMP-
Kaskade. Diese antagonistische Regulation weist auf eine differentielle Interaktion zwischen beiden
Signalmodulen und den durch das bW/bE-Heterodimer kontrollierten Prozessen wihrend der ver-
schiedenen Stadien der friihen Infektionsphase hin.



Summary

Summary

The fungus Ustilago maydis is the causative agent of corn smut disease. Prerequisite for successful in-
fection is the fusion of two compatible haploid sporidia and formation of a dikaryon. This process is
controlled by the two mating type loci a and b. The a-locus encodes a biallelic pheromone/pheromone
receptor system which is responsible for cell-cell recognition and fusion of the sporidia. The subse-
quent pathogenic development is controlled by the multiallelic b-locus, encoding two homeodomain
proteins, bW and bE. After fusion of haploid sporidia, bW and bE proteins from different alleles can
form heterodimers, triggering downstream cascades of regulatory processes. These control filamen-
tous growth, penetration of the plant surface, growth inside the plant and induction of galls. The aim
of this work was the isolation of genes regulated by the bW/bE heterodimer that play a role during
early pathogenic development.

For this U. maydis strains were constructed in which bW and bE genes from different alleles can be
turned on and off in a regulated fashion. These strains were used in a non-radioactive RNA-fingerprint
analysis to identify differences in the transcriptome in response to the formation of the bW/bE hetero-
dimer. The screen covered more than half of all genes transcribed in U. maydis, and 348 amplicons
appeared to originate from differentially expressed genes. Further analysis of 48 chosen amplicons led
to the identification of 12 previously unknown b-regulated genes. Of those, 7 are upregulated, 5 are
downregulated. Therefore the bW/bE heterodimer is a central regulator, triggering a vast change in the
transcriptome.

For one of the upregulated genes, frb52 encoding a DNA polymerase X homolog, direct regulation
by the bW/bE heterodimer could be shown. Deletion of this gene has no effect on mating and patho-
genicity, providing no hint as to the role of the protein in these processes. Another upregulated gene
encodes a MAP kinase homolog, named Kpp6. Kpp6 has an unusual amino terminal extension of 150
amino acids that exhibits no similarity to any known protein sequence and has no apparent function.
kpp6 is not only induced after b-induction, but also shows a different shorter transcript in response to
pheromone. Present data indicate that both transcripts encode for the same polypeptide. Deletion of
kppo6 leads to a greatly reduced pathogenicity. In infections of corn plants with deletion mutants, no
anthocyanin production of the plant is visible, an early defense reaction normally seen in infections
with wild-type cells. Therefore Kpp6 has a crucial role in the early infection process and mediates
most likely the communication between fungus and plant.

Analysis of three of the downregulated genes led to the identification of a cluster of six genes (the
cab locus) that are upregulated during phereomone stimulation and shut off after successful cell fu-
sion. Unlike all the other genes known to be upregulated upon pheromone response, this regulation is
independent of the transcription factor Prfl. The regulatory role of Prfl seems to be restricted to the
mating type genes, prfl itself, and genes necessary for pheromone processing or transport. The expres-
sion of the cab locus genes is negatively regulated by the pheromone MAP kinase cascade and positi-
vely regulated by the cAMP signalling cascade. This antagonistic control points to a differential inter-
action between the two signalling modules and the processes regulated by the bW/bE heterodimer du-
ring different stages of the early infection process.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Ustilago maydis, ein Modellorganismus fiir pathogene Pilze

Im Verlauf der letzten zwanzig Jahre hat sich der Basidiomycet Ustilago maydis, der Erreger
des Maisbeulenbrands, zu einem der wichtigsten Modellorganismen zur Untersuchung phyto-
pathogener Pilze entwickelt. Er nimmt damit unter den Basidiomyceten eine Stellung ein, die
mit der des Reispathogens Magnoporthe grisea unter den Ascomyceten zu vergleichen ist.
Begiinstigt wurde dies durch Eigenschaften von U. maydis, die diesen Pilz zu einem hervor-
ragenden Untersuchungsobjekt machen. Dazu zdhlt, dass der Lebenszyklus unter kontrollier-
ten Laborbedingungen innerhalb von etwa drei Wochen nachvollzogen werden kann. Das
Vorhandensein eines sexuellen Zyklus ermoglicht genetisches Arbeiten, und in den letzten
Jahren wurden eine ganze Reihe von molekulargenetischen Methoden, wie z. B. Transforma-
tion mit frei replizierenden Plasmiden oder homologe Rekombination zur Deletion von Genen
etabliert, was die funktionelle Analyse von Genen erlaubt. Saprophytisch wachsende Zellen
von U. maydis lassen sich leicht in groBem Mafstab in Fliissig- und auf Festmedien kultivie-
ren, wodurch biochemische Arbeiten vereinfacht werden. Bei der Wirtspflanze Mais handelt
es sich auflerdem um einen gut untersuchten Organismus, der relativ einfach zu kultivieren
ist, und mit dem schon sechs bis sieben Tage nach der Aussaat Pathogenititsstudien durchge-
fiihrt werden konnen (Kahmann et al., 2000).

Die in den letzten Jahren verstidrkten Untersuchungen pilzlicher Infektionsmechanismen ha-
ben vor allem zwei Griinde. Zum einen dominieren pilzliche Infektionen unter den Ursachen
fiir pflanzliche Krankheiten. So werden von den 162 wichtigsten Infektionskrankheiten der in
Mitteleuropa genutzten Pflanzen 135 (83%) durch Pilze, die iibrigen durch Nematoden, Bak-
terien, Viren und Viroide verursacht (Miiller und Loeffler, 1992). Der jahrlich weltweit durch
Pilze verursachte Schaden ist schwer zu beziffern und wird mit zwischen 8% und 25% des
Ernteertrags angegeben (Weber, 1993; Borner, 1997). Zum anderen haben durch human-
pathogene Pilze hervorgerufene Krankheiten in den letzten Jahren vor allem unter immun-
supprimierten oder mit HIV infizierten Patienten stark zugenommen (Guarro et al., 1999). Zu
den wichtigsten und am besten untersuchten Erregern zéhlen dabei die Ascomyceten Candida
albicans, Aspergillus fumigatus und Histoplasma capsulatum' und der Basidiomycet Crypto-
coccus neoformans' (Hogan et al., 1996; Guarro et al., 1999). Zur Bekidimpfung von pathoge-

nen Pilzen stehen nur begrenzte Mittel zur Verfiigung. Bei Pflanzenpathogenen werden zu-

! Histoplasma capsulatum wird auch mit Ajellomyces capsulata bezeichnet, Cryptococcus neoformans mit Filo-
basidiella neoformans; es wird jeweils der gebriduchlichere Name verwendet.
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meist Fungizide auf der Basis von Schwermetallionen in organischen Verbindungen verwen-
det, deren Einsatz mit einem hohen technischen und finanziellen Aufwand verbunden und
okologisch bedenklich ist (Miiller und Loeffler, 1992; Borner, 1997). Die gegen Human-
pathogene eingesetzten Antibiotika zielen hauptsichlich auf die Biosynthese von Ergosterol,
einem Molekiil der pilzlichen Zellmembran. Dabei ist in den letzten Jahren verstirkt das Auf-
kommen von Antibiotikaresistenzen beobachtet worden (Vanden Bossche ef al., 1998).

Das primire Ziel der Untersuchung pathogener Pilze besteht daher darin, auf der Basis des
gewonnenen Wissens gezieltere, besser wirksame und vertriglichere Wirkstoffe zu entwik-
keln (Groll ef al., 1998; Klein und Li, 1999). Die in diesem Zusammenhang gewonnenen Er-
gebnisse zeigen eine Vielzahl von Parallelen in der Pathogenitit von phyto- und humanpatho-
genen Pilzen auf. Dazu zéhlt die in vielen untersuchten Pilzen gefundene Beteiligung evolu-
tionér konservierter Signaliibertragungswege, wie z. B. der MAP-Kinasekaskaden oder der
cAMP-Kaskaden an der pathogenen Entwicklung (Madhani und Fink, 1998; Borges-Walms-
ley und Walmsley, 2000). Besonders wichtig war die Erkenntnis, dass die Fahigkeit des Mor-
phologiewechsels zwischen hefeartig und filamentos wachsenden Zellen bzw. Zellverbinden
eine wichtige Pathogenititskomponente darstellt (Madhani und Fink, 1998; Borges-Walmsley
und Walmsley, 2000). Die mogliche Ubertragbarkeit von Ergebnissen gibt der Untersuchung
eines einzelnen Systems damit eine weitergehende Bedeutung.

U. maydis bietet in diesem Zusammenhang ein ideales Modellsystem zur molekularen Un-
tersuchung der pathogenen Entwicklung. Neben den oben beschriebenen praktischen Vorzii-
gen stehen in diesem Pilz Entwicklung und Dimorphismus unter Kontrolle des b-Paarungs-
typlocus (siche Abschnitt 1.3). Dadurch ergibt sich mit der Isolierung der durch diesen Locus
regulierten Gene und Proteine die Moglichkeit, Pathogenititsfaktoren auf direktem Wege zu
identifizieren. Ein weiterer Vorteil besteht in der, zumindestens in geméBigten Breiten, gerin-
gen Schadwirkung von U. maydis. In Deutschland wird U. maydis in die Sicherheitsklasse S1
eingruppiert (ZKBS, Berlin), was das Arbeiten im Labor vereinfacht. Der Befall von Mais-
kulturen betrdgt in Nordamerika im Durchschnitt unter 1% (Christensen, 1963), und da U.
maydis ungiftig ist, konnen selbst befallene Maispflanzen als Tierfutter verwendet werden.
Die Tumore werden in Mittel- und Siidamerika sogar seit Hunderten von Jahren als Delika-
tesse geschitzt (Banuett, 1992; Valverde ef al., 1995; Ruiz-Herrera und Martinez-Espinoza,
1998). Auch in Europa ist die Unbedenklichkeit des Verzehrs von U. maydis-Sporen seit ei-
nem zweiwochigen Selbstversuch von F. Imhof im Jahre 1784 bekannt (Imhof, 1784).
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1.2 Der Lebenszyklus von U. maydis

Im Vergleich zu anderen phytopathogenen Pilzen, wie z. B. den Rostpilzen, weist U. maydis
einen relativ einfachen Lebenszyklus auf. Die Kernphasenwechsel korrelieren dabei mit An-
derungen der Zellmorphologie (Abbildung 1A und Kahmann et al., 2000). Voraussetzung fiir
eine erfolgreiche Infektion von Maispflanzen ist die gegenseitige Erkennung der haploiden,
hefeartig wachsenden Sporidien® (Abbildung 1B, Stadium 1), die unterschiedliche Allele der
Paarungstyploci besitzen miissen (sieche Abschnitt 1.3).

Die zigarrenformigen Zellen antworten auf das Pheromon des jeweils anderen Paarungstyps
mit der Ausbildung von langen, unregelmifig geformten Konjugationshyphen. Diese konnen
an der Spitze miteinander fusionieren, was zu Ausbildung eines dikaryotischen Filaments
fiihrt (Abbildung 1B, Stadium 2; Snetselaar und Mims, 1992; Snetselaar, 1993). In der Natur
finden diese Ereignisse auf der Pflanzenoberfliche statt (Holliday, 1961; Snetselaar und
Mims, 1993). Die dikaryotischen Filamente bestehen auerhalb der Pflanze aus nur einer
Spitzenzelle mit dahinter liegenden leeren Abschnitten. Sie entstehen durch den regelmifigen
Einzug von Septen am distalen Ende der Spitzenzelle und einen darauf folgenden Riicktrans-
port des Zellmaterials nach vorne. Zusammen mit der Neusynthese der Zellwand an der Hy-
phenspitze fiihrt dies zu einer Vorwirtsbewegung der Spitzenzelle auf der Pflanzenoberfla-
che, dem sogenannten Spitzenwachstum (Banuett und Herskowitz, 1994b). In diesem Sta-
dium findet genauso wie nach Ausbildung der Konjugationshyphen keine weitere Kernteilung
mehr statt, wihrend der Kreuzungsvorgénge ist der Zellzyklus demnach vermutlich arretiert
(Snetselaar und Mims, 1992; Snetselaar, 1993; Banuett und Herskowitz, 1994b). Die Prozesse
der Zell/Zell-Erkennung und Ausbildung filamentoser Strukturen konnen auf kiinstlichen ak-
tivkohlehaltigen Medien nachvollzogen werden. Die dikaryotischen Hyphen erscheinen dabei
wegen der luftgefiillten leeren Abschnitte weill, damit sind sie leicht von glatt wachsenden
Kolonien haploider Zellen zu unterscheiden. Die weiteren Entwicklungsschritte von U. may-
dis sind abhingig von der Wirtspflanze®.

An geeigneten Stellen erfolgt das Eindringen in die Pflanze, wobei eine Struktur ausgebildet
wird, die den Appressorien von z. B. Magnaporthe grisea dhnelt (Snetselaar und Mims, 1992;
1993). U. maydis kann alle oberirdischen Teile der Maispflanzen infizieren, wobei zumindest

unter Laborbedingungen eine Infektion nur in junges Gewebe erfolgreich ist (Christensen,

% Es handelt sich dabei eigentlich um Basidiosporen; in dieser Arbeit wird fiir die hefeartig wachsenden haploi-
den Zellen der gebriuchlichere Begriff "Sporidie" verwendet (vgl. Christensen, 1963).

3 Ruiz-Herrera et al. (1999a) beschreiben eine erfolgreiche Vollendung des sexuellen Zyklus und die Ausbildung
sporenihnlicher Strukturen unter Laborbedingungen auferhalb der Maispflanze. Dazu wurden Mischungen von
kompatiblen Stammen, getrennt durch eine pordse Membran, auf embryogenen Mais-Zellkulturen kultiviert.
Obwohl in diesen Experimenten Kernfusion, Rekombination und Meiose beobachtet wurde, ist nicht bekannt,
wie diese Prozesse ablaufen und ob sie mit denen in der Maispflanze vergleichbar sind. So ist z. B. nicht geklart,
ob die sporenihnlichen Zellen wirklich die Strukturen sind, in denen die Meiose stattfindet, oder ob es sich dabei
um Chlamydosporen handelt (vgl. Kusch und Schauz, 1989).
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1963). Der Pilz wichst zunichst intrazellulér, dabei bleibt die Plasmamembran der Pflanzen-
zellen intakt (Snetselaar und Mims, 1992). Auch wihrend der spiteren Stadien scheint sich
der Pilz ausschlieBlich im Apoplasten zu befinden. Obwohl mikroskopisch keine Abwehr-
reaktion der Pflanze zu erkennen ist (Snetselaar und Mims, 1993), konnen etwa drei Tage
nach Infektion Anthocyanbildung und vereinzelt auch Nekrosen an der Stelle der Infektion
beobachtet werden (Banuett und Herskowitz, 1996).

/_ﬂ Zellfusion
Ausbildung von
KonJugatlonshyphen \
Infektion
® D\
Mycelbildung
\
\ Tumorinduktion
Qt(’ und Proliferation
Vegetatives
Wachstum \ § @
Freisetzung

der Sporidien

&
0% skeimen
Xy
‘l@ der Brandsporen

Bildung der
Probasidie

Abbildung 1: Der Lebenszyklus von U. maydis. A) Schematische Darstellung des Lebenszyklus, nidhe-
re Einzelheiten siehe Text. Die Zahlen beziehen sich auf die entsprechenden Stadien in B). B) Raster-
elektronenmikroskopische Aufnahmen von U. maydis-Zellen. (1) Haploide Sporidien vermehren sich ve-
getativ durch Sprossung (mit freundlicher Genehmigung von G. Wanner, C. Quadbeck-Seeger und J.
Kéamper). (2) Fusion zweier haploider Zellen und Dikaryenbildung auf der Blattoberfliche (aus
Snetselaar und Mims, 1993). (3) Starke Proliferation des Pilzmyzels im Tumor (mit freundlicher Geneh-
migung von K. Snetselaar). (4) Bildung der Brandsporen in den sporogenen Hyphen (aus Snetselaar und
Mims, 1994). C) Tumorbildung auf einem Maiskolben (aus Murawksi, 2000).
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Innerhalb der Pflanze beginnt sich der Pilz wieder zu teilen und als echtes dikaryotisches My-
zel zu wachsen (Banuett und Herskowitz, 1996). Etwa fiinf Tage nach Infektion kann erstmals
die Bildung von Tumoren beobachtet werden, die aus einer grolen Zahl von stark vergrofer-
ten Pflanzenzellen bestehen® (Snetselaar und Mims, 1994). In diesen Tumoren findet in den
folgenden Tagen eine starke Proliferation der pilzlichen Filamente statt, der Pilz wiachst in
diesem Stadium bevorzugt interzelluldr (Abbildung 1B, Stadium 3). Ungefihr zehn Tage nach
Infektion beginnen sich die Filamente abzurunden. Die einzelnen Zellen wandeln sich in so-
genannte Brandsporen® um, die einen diploiden Zellkern besitzen (Abbildung 1B, Stadium 4;
Snetselaar und Mims, 1994). Der genaue Zeitpunkt der Kernfusion ist nicht bekannt, sie fin-
det aber wahrscheinlich gegen Ende der Proliferationsphase statt (Christensen, 1963). Die
Brandsporen sind von einer schwarz pigmentierten Zellwand umgeben, die charakteristische
Oberfldchenstrukturen aufweist (Abbildung 101B, Stadium 4). Da sich der GroBteil der in ei-
nem Tumor befindlichen Zellen zu Brandsporen umbildet, erscheinen die Tumore zu spiten
Zeitpunkten schwarz, was zu dem Namen Maisbeulenbrand gefiihrt hat (Abbildung 1C). Fiir
einen Tumor mittlerer Grofe wurde die Anzahl der darin enthaltenen Brandsporen auf etwa
200 Millionen geschitzt (Christensen, 1963). Die Brandsporen werden nach dem Aufplatzen
der Tumore durch Wind und Regen verbreitet und kénnen mehrere Jahre iiberdauern
(Christensen, 1963).

Beim Auskeimen erfolgt die Meiose und es wird eine Probasidie ausgebildet, in welche die
vier haploiden Kerne einwandern. Von dieser Probasidie werden die Sporidien sukzessive ab-
geschniirt (Christensen, 1963). Die saprophytisch wachsenden haploiden Sporidien lassen
sich unter Laborbedingungen leicht in Fliissig- oder auf Festmedien kultivieren und stellen
damit das bevorzugte Untersuchungsobjekt dar. Es ist allerdings nicht bekannt, inwieweit sie
im natiirlichen Lebenszyklus iiberhaupt eine Rolle spielen. So wurde unter anderem beob-
achtet, dass auf der Pflanzenoberfldche auskeimende Brandsporen die Pflanze auch direkt in-
fizieren konnen (Walter, 1934).

1.3 Kontrolle der Entwicklung durch die Paarungstyploci

Die Zell/Zell-Erkennung, die Zellfusion und die anschlieBende Ausbildung des infektidosen
dikaryotischen Filaments unterliegt der Kontrolle durch die beiden Paarungstyploci a und b
(fiir eine Ubersicht sieche Kahmann et al., 2000). Fiir eine erfolgreiche Infektion miissen

haploide Sporidien unterschiedliche Allele beider Loci besitzen. Der a-Locus, der in zwei

* Die korrekte Bezeichnung wire wahrscheinlich "Pflanzengallen", nachdem die Pflanzenzellen weder transfor-
miert sind noch unbeschrianktes Wachstum aufweisen; es wird hier trotzdem der iiblichere Begriff "Tumor" ver-
wendet (vgl. Christensen, 1963).
® Da in nicht allen Fillen aus den Sporen eine Probasidie gebildet wird (Walter, 1934), ist die hiufig verwendete
Bezeichnung "Teliospore" nicht vollstindig korrekt (Christensen, 1963). Aus diesem Grund wird der neutralere
Begriff "Brandspore" verwendet.
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Allelen vorliegt, ist dabei vor allem fiir die gegenseitige Erkennung und die Zellfusion ver-
antwortlich, der multiallelische b-Locus fiir die Aufrechterhaltung des dikaryotischen Fila-
ments und die nachfolgende pathogene Entwicklung (Banuett, 1995).
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Abbildung 2: Die Paarungstyploci in U. maydis. A) Schematische Darstellung des a/- und des a2-
Locus. Auf der rechten Seite sind zusitzlich die aulerhalb der a-Loci liegenden Gene rbal bzw. rba2
angedeutet. Diese beiden Gene sind in ihren N-Termini identisch, besitzen aber unterschiedliche
C-Termini (Urban et al., 1996a). B) Schematische Darstellung des b-Locus und der davon kodierten
Homeodoménen-Proteine bW und bE. In A) und B) deuten die dickeren schwarzen Balken die zwischen
den verschiedenen Allelen der a- und der b-Loci identischen Randbereiche an, die grauen Kisten stehen
fiir kodierende Bereiche. Bei der Darstellung der b-Proteine bezeichnet V die variablen und K die kon-
stanten Regionen. C) bW- und bE-Proteine dimerisieren nur dann miteinander, wenn sie von unter-
schiedlichen Allelen stammen.

Der a-Locus existiert in den beiden Allelen a/ und a2 (Abbildung 2A). Es konnte gezeigt
werden, dass fiir die Zellfusion unterschiedliche a-Loci ausreichend sind (Trueheart und
Herskowitz, 1992). Jedes der beiden Allele kodiert fiir einen Pheromonvorldaufer (Mfal bzw.
Mfa2) und fiir einen membranstdndigen Pheromonrezeptor (Pral bzw. Pra2), an den das se-
kretierte Pheromon des anderen Paarungstyps binden kann (Bolker et al., 1992). Dies fiihrt
zur Ausbildung der oben beschriebenen Konjugationshyphen (Spellig et al., 1994). Dieses
Pheromon/Pheromonrezeptor-System entspricht dem einer ganzen Reihe von Pilzen, wie z. B.
den gut untersuchten der Ascomyceten Saccharomyces cerevisiae (Kurjan, 1993) und Schizo-
saccharomyces pombe (Yamamoto et al., 1997). Im Unterschied zu diesen beiden Systemen,
bei denen die Gene fiir beide Paarungstypen in allen Zellen vorhanden sind, liegen sie in U.
maydis, wie bei allen bisher untersuchten Basidiomyceten, in unterschiedlichen Allelen vor
(Banuett, 1998). Die Pheromonvorlaufer-Peptide sind im Fall von Mfal 40 Aminosduren und
im Fall von Mfa2 38 Aminosduren lang und werden posttranslational modifiziert. Die sekre-
tierten Formen sind dreizehn bzw. neun Aminosduren lang und an ihren C-Termini vermut-
lich methyliert und farnesyliert (Spellig et al., 1994). Beide Pheromone entsprechen damit
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ihrer Struktur nach dem a-Faktor aus S. cerevisiae, der ebenfalls C-terminal modifiziert wird®.
Im a2-Locus liegen noch zwei weitere Gene, /ga2 und rga2 (Abbildung 2A; Urban et al.,
1996a). Beide Gene sind zwar wihrend der Kreuzungsvorginge differentiell reguliert, ihre
Deletion hat aber keine Auswirkung auf die Ausbildung des Dikaryons und auf die pathogene
Entwicklung (Urban et al., 1996b). Daher ist ihre Rolle bislang ungeklart.

Der b-Locus liegt in mindestens 33 Allelen vor (DeVay, zitiert in Wong und Wells, 1985) und
kodiert fiir zwei divergent transkribierte Gene, bW und bE, die durch eine intergenische Pro-
motorregion von 200 bp voneinander getrennt sind (Abbildung 2B). Die bW-Gene kodieren
fiir Proteine von 645 Aminosduren und die bE-Gene fiir Proteine von 473 Aminoséduren
Linge (Gillissen et al., 1992). Obwohl die bW- und die bE-Proteine keine Homologie zuein-
ander aufweisen, ist ihr struktureller Aufbau dhnlich. Der N-terminale Bereich der Proteine ist
zwischen den einzelnen Allelen zu etwa 40-60% konserviert, zeigt also eine hohe Variabilitit.
Dagegen ist der C-terminale Bereich mit mehr als 90% Identitdt zwischen den einzelnen
Allelen deutlich stirker konserviert und enthilt bei beiden Proteinen ein Homeodoménen-
motiv (Abbildung 2B; Kronstad und Leong, 1990; Schulz et al., 1990; Gillissen et al., 1992).
Es konnte gezeigt werden, dass fiir die pathogene Entwicklung bW- und bE-Proteine von ver-
schiedenen Allelen iiber ihre variablen N-Termini miteinander interagieren und ein bW/bE-
Heterodimer ausbilden miissen (Kdmper et al., 1995). b-Proteine, die von dem gleichen Allel
kodiert werden, sind nicht in der Lage zu dimerisieren. Deshalb stellt die Fusion zweier
haploider Zellen mit verschiedenem b-Locus normalerweise die unbedingte Voraussetzung
fiir die Pflanzeninfektion dar (Abbildung 2C). Allerdings konnte durch Austausch des bW1-
Gens durch ein bW2-Gen im bl-Locus des Stammes FB1 (a/ bl) der Stamm CL13 (al
bW2bEI) hergestellt werden, der als haploider solopathogener Stamm in der Lage ist, Mais-
pflanzen zu infizieren (Bolker et al., 1995b). Damit kann dem b-Locus bzw. dem bW/bE-
Heterodimer die Rolle des zentralen Pathogenititsfaktors zugeschrieben werden.

Vergleichbare Kombatibilitétsloci besitzt auch das nah verwandte Roggenpathogen Ustilago
hordei. Allerdings liegen hier die mfa, pra, bW und bE entsprechenden Gene benachbart und
werden gemeinsam als ein Paarungstyplocus vererbt (Bakkeren und Kronstad, 1993; 1994;
1996). Daher weist dieser Pilz ein bipolares Paarungssystem auf, im Vergleich zu dem tetra-
polaren von U. maydis. Durch Hybridisierungsstudien konnte gezeigt werden, dass Paarungs-
typloci vom Typ des a- und des b-Locus vermutlich in allen Brandpilzen zu finden sind
(Bakkeren et al., 1992).

Die Funktion des bW/bE-Heterodimers kann von einem kiinstlichen Fusionsprotein iiber-

nommen werden, in dem bE mit einer flexiblen Linkerregion an bW fusioniert ist (Romeis et

¢ Experimente mit kiinstlich hergestelltem Pheromon sind daher nicht so einfach durchzufiihren wie im Fall von
S. cerevisiae, wo der hydrophile o-Faktor verwendet werden kann. Trotzdem ist es gelungen, auch in U. maydis
durch Zugabe von kiinstlich hergestelltem Pheromon zum Wuchsmedium eine Pheromonantwort hervorzurufen
(Spellig et al., 1994; Urban et al., 1996b).
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al., 1997). In diesem Fusionsprotein konnen die variablen N-terminalen Doménen aus bW
und bE entfernt werden, ohne dass es zu einem Verlust der Pathogenitit kommt. Damit
kommt diesen Bereichen neben der Dimerisierung vermutlich keine weitere Funktion zu
(Romeis et al., 1997). Dagegen fiihren Mutationen in den Homeodoménen zu einem Verlust
der Pathogenitit (Schlesinger et al., 1997). Dieser Befund lédsst vermuten, dass fiir die regu-
latorische Funktion des bW/bE-Heterodimers Bindung an DNA notwendig ist. bW weist aus-
serdem eine Doméne auf, die in S. cerevisiae zur transkriptionellen Aktivierung eines Repor-
tergens fiihrt (Romeis et al., 2000). Fiir /ga2, ein Gen aus dem a2-Locus (Romeis et al.,
2000), und kiirzlich auch fiir dik6, ein b-reguliertes Gen mit ebenfalls unbekannter Funktion
(Bohlmann, 1996; G. Weinzierl, pers. Mitteilung), konnte eine direkte Regulation durch Bin-
dung des bW/bE-Heterodimers in der Promotorregion nachgewiesen werden. Damit erscheint
es wahrscheinlich, dass die b-Proteine in U. maydis als positive oder negative Regulatoren der
Transkription von Pathogenitédtsgenen fungieren konnten.

In den Basidiomyceten Coprinus cinereus und Schizophyllum commune und im Ascomyce-
ten S. cerevisiae werden ebenfalls wichtige Entwicklungsprozesse durch Heterodimere aus
zwei verschiedenen Homeodoméinenproteinen gesteuert (Casselton und Olesnicky, 1998). Nur
in S. cerevisiae sind bislang Gene bekannt, die von dem Heterodimer, in diesem Fall beste-
hend aus Matalp und Mato2p, reguliert werden. Dabei wirkt das Heterodimer in diesem Fall
nicht direkt als Transkriptionsregulator, sondern rekrutiert die generellen Transkriptionsfakto-
ren Tuplp und Ssn6p an Promotoren haploid-spezifischer Gene, wo diese einen Repressor-
komplex ausbilden (Johnson, 1995). Allerdings sind Matalp und Mato2p deutlich kleiner als
die entsprechenden Proteine in Basidiomyceten. Es fehlt ihnen unter anderem die C-terminale
basische Domine, die dafiir verantwortlich sein konnte, dass die Heterodimere in Basidio-
myceten direkt als Aktivatoren der Transkription dienen koénnten (Casselton und Olesnicky,

1998).

1.4 Signaltransduktion wahrend der Zell/Zell-Erkennung

Nach Bindung des Pheromons an den Pheromonrezeptor des anderen Paarungstyps kommt es
zu einer transkriptionellen Aktivierung sdamtlicher in den Paarungstyploci liegender Gene
(Urban et al., 1996b). Diese Regulation wird durch die Bindung des Transkriptionsfaktors
Prfl an die sogenannten "pheromone response elements" (PREs) in der Nihe dieser phero-
monregulierten Gene vermittelt (Abbildung 3; Hartmann et al., 1996). prfl-Deletionsmutan-
ten sind steril und apathogen; eine Deletion in solopathogenen Stimmen, die ohne vorherige
Kreuzung mit einem kompatiblen Partner in der Lage sind, Maispflanzen zu infizieren, fiihrt
ebenfalls zu einem Verlust der Pathogenitéit (Hartmann et al., 1996). Der derartiger Stamm,
wie z. B. CL13 (al bW2bEI) wichst auf kiinstlichen Medien hefeartig, dagegen auf und in

der Maispflanze filamentos. Nach Deletion von prfl kann dieses filamentdse Wachstum nicht
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mehr beobachtet werden. Dies lisst darauf schlieBen, dass Prfl nicht nur an der Ubertragung
des Pheromonsignals, sondern zu einem spiteren Zeitpunkt auch an der Ubermittlung eines
Signals von der Pflanze entscheidend beteiligt ist. Durch Einfiihrung eines konstitutiv expri-
mierten kompatiblen Paars von bW- und bE-Genen kann die Pathogenitit wieder hergestellt
werden (Hartmann et al., 1996). Damit kommt Prfl eine zentrale Rolle in der Signaliiber-
mittlung von der Pheromon-Stimulation hin zur Expression der b-Gene und auch spiter beim
Wachstum in der Pflanze zu. Es ist nicht geklart, ob Prfl auBier der Regulation der Paarungs-
typgene noch weitere Funktionen zukommen, wie z. B. bei der Ausbildung der Konjugations-

hyphen, dem ersten sichtbaren Zeichen der Pheromonantwort.

Pflanze und
Umwelt? .§

N
b-unabhangige b-abhangige Pheromon- Bildung von
Filamentbildung Filamentbildung Stimulation Konjugations-

hyphen und
Zellfusion
Pathogene
Entwicklung

Abbildung 3: Signaltransduktion in U. maydis wihrend der Zell/Zell-Erkennung. Einzelheiten siche
Text (modifiziert nach Kahmann et al., 2000).

In Zusammenhang mit der Ubermittlung des Pheromonsignals spielt die posttranskriptionelle
Regulation von Prfl eine entscheidende Rolle (Hartmann ez al., 1999). Prfl weist eine poten-

tielle MAP-Kinase-Interaktionsdoméne, sowie potentielle Phosphorylierungsstellen fiir MAP-
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Kinasen und fiir cAMP-abhingige Proteinkinasen A (PKAs) auf. Punktmutationen in den
MAP-Kinase-Phosphorylierungsstellen und in der MAPK-Interaktionsdoméne in Prf1 fiihren
zu einem Defekt in der Weiterleitung des Pheromonsignals (Miiller et al., 1999). Mit Kpp2’
konnte eine MAP-Kinase identifiziert werden, welche die Weiterleitung des Signals iiber-
nehmen konnte: kpp2-Deletionsmutanten zeigen eine deutlich reduzierte Kreuzungskompe-
tenz und Pathogenitit (Miiller et al., 1999). Interessanterweise kann der Pathogenititsdefekt
der Mutanten durch die konstitutive Expression kompatibler bW- und bE-Proteine nur teil-
weise wieder aufgehoben werden, Kpp2 scheint daher wihrend der pathogenen Entwicklung
eine weitere Rolle zu besitzen, die vermutlich unabhingig von Prfl ist (Miiller ez al., 1999).

Mit der MAPKK-Kinase Kpp4’ (P. Miiller, pers. Mitteilung) und der MAPK-Kinase Fuz7’
(Banuett und Herskowitz, 1994a) wurden weitere mogliche Komponenten der MAP-Kinase-
kaskade isoliert. Deletionen in den entsprechenden Genen fiihren zu einem weitgehenden
Verlust der Kreuzungskompetenz (Banuett und Herskowitz, 1994a; Andrews et al., 2000; P.
Miiller, pers. Mitteilung). Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass die Expression konstitutiv
aktiver Allele beider Gene zur transkriptionellen Aktivierung der Paarungstypgene und zur
Ausbildung von Konjugationshyphen fiihrt; diese Effekte sind nicht zu beobachten, wenn
kpp2 deletiert wird (P. Miiller, pers. Mitteilung). Damit scheint die Situation in U. maydis der
in S. cerevisiae zu entsprechen, wo das Pheromonsignal ebenfalls iiber eine MAP-Kinasekas-
kade iibermittelt wird.

In U. maydis ist mit der cAMP-Kaskade ein zweites Signaltransduktions-Modul an der Re-
gulation der Zellfusion und Pathogenitit beteiligt (Abbildung 3). Es besteht aus Gpa3, der
a-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins (Regenfelder et al., 1997; Kriiger et al.,
1998), der Adenylatzyklase Uacl (Gold et al., 1994) und der regulatorischen und einer kata-
lytischen Untereinheit der PKA, Ubcl (Gold et al., 1994) und Adrl (Diirrenberger et al.,
1998). Dieses Signaltransduktions-Modul ist in filamentosen Pilzen evolutionr stark konser-
viert und an der Regulation von Entwicklungsprozessen beteiligt (Kronstad und Staben,
1997). Die Aktivierung des heterotrimeren G-Proteins fiihrt zur Dissoziation der o-Unterein-
heit Gpa3 von der By-Untereinheit und zur Aktivierung von Uacl. Die daraus resultierende
Erhohung der intrazelluldren cAMP-Konzentration fiihrt zur Dissoziation des Ubcl/Adrl-
Komplexes, so dass Adrl Zielproteine phosphorylieren kann (Gold et al., 1997; Diirrenberger
et al., 1998). Das Signal, das iiber diese Kaskade iibermittelt wird, ist nicht bekannt, es konnte
sich dabei unter anderem um das Pheromonsignal handeln, nachdem ein erhohter intrazellu-

larer cAMP-Spiegel zu einer transkriptionellen Induktion der Paarungstypgene fiihrt (Kriiger

7 Da die Komponenten der MAP-Kinasekaskade in mehreren Ansitzen unabhingig voneinander gefunden wur-
den, existieren unterschiedliche Bezeichnungen der entsprechenden Gene. kpp2 entspricht ubc3, fuz7 entspricht
ubc5 und kpp4 entspricht ubc4 (Mayorga und Gold, 1998; 1999; Andrews et al., 2000). Die in dieser Arbeit
verwendeten Genbezeichnungen wurden von Miiller ef al. (1999 und P. Miiller, pers. Mitteilung) iibernommen,
auch wenn es sich im Fall von kpp2 und kpp4 nicht um den in der jeweiligen Erstveroffentlichung verwendeten
Namen handelt.

10
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et al., 1998). Diese Regulation ist abhingig von Prfl und Mutationen in den potentiellen
PKA-Phosphorylierungsstellen von Prfl haben einen deutlichen Einfluss auf die Ubertragung
des cAMP-Signals und die Paarungskompetenz (M. Feldbriigge, pers. Mitteilung). Eine inter-
essante Moglichkeit ist, dass durch unterschiedliche Phosphorylierung von Prfl die Informa-
tion von zwei Signalwegen, der MAP-Kinasekaskade und der cAMP-Kaskade integriert wird.
Eine direkte Phosphorylierung von Prfl konnte allerdings bislang nicht nachgewiesen wer-
den.

Alle Mutanten mit Deletionen in Komponenten der cAMP-Kaskade weisen Pathogenitatsde-
fekte auf (Gold et al., 1994; 1997; Regenfelder et al., 1997; Diirrenberger et al., 1998). Dem-
nach spielt diese Kaskade wihrend der biotrophen Phase eine wichtige Rolle und konnte an
der Ubermittlung von Pflanzen- oder anderen Umweltsignalen beteiligt sein (Kriiger et al.,
2000). Stamme, in denen die cAMP-Kaskade nicht aktiv ist (durch Deletion von gpa3, uacl
oder adrl), zeigen filamentoses Wachstum, das im Fall der gpa3- und uacl-Deletionsmutan-
ten durch externe Zugabe von cAMP aufgehoben werden kann (Gold et al., 1994; Regenfel-
der et al., 1997; Diirrenberger et al., 1998). Eine Zugabe von cAMP zum Medium fiihrt dage-
gen bei Wildtyp-Zellen zu Defekten in der Zytokinese (Gold et al., 1994). Der gleiche Effekt
tritt auch in Stimmen auf, in denen ubcl deletiert ist oder in denen das konstitutiv aktive Allel
8DPa3 pyps, exprimiert wird (Gold et al., 1994; Regenfelder et al., 1997). In diesen Fillen sollte
eine erhohte Menge an freier und damit aktiver Adrl in der Zelle vorliegen.

Interessanterweise sind alle bisher bekannten Komponenten der MAP-Kinasekaskade auch
iiber einen genetischen Ansatz gefunden wurden, in dem nach Suppressormutationen gesucht
wurde, die das filamentose Wachstum von uac!-Deletionsmutanten unterdriicken (Mayorga
und Gold, 1998; 1999; Andrews et al., 2000). Diese antagonistische Rolle der MAP-Kinase-
und der cAMP-Kaskade bei der Regulation der Zellmorphologie unterscheidet sich von der
oben beschriebenen synergistischen Funktion bei der transkriptionellen Regulation der Paa-
rungstypgene. Es sind bisher keine Gene bekannt, die von den beiden Kaskaden in entgegen-
gesetzter Weise reguliert werden. Unklar ist auch, in welchen Entwicklungsstadien dieser
Antagonismus eine Rolle spielt, und ob Prfl in diesen Fillen an der Signaliibermittlung be-

teiligt ist.

1.5 Die friihe Infektionsphase von U. maydis

Im Vergleich zu anderen pathogenen Pilzen bietet U. maydis den grolen Vorteil, dass mit
dem bW/bE-Heterodimer der zentrale Regulator sowohl des Morphologiewechsels als auch
der pathogenen Entwicklung bekannt ist. Die bW- und bE-Gene werden schon wihrend der
Pheromonantwort und Ausbildung der Konjugationshyphen transkriptionell induziert (Urban

et al., 1996b). Erst nach Zellfusion kommt es jedoch zur Heterodimerisierung der bW- und
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Die friihe Infektionsphase von Ustilago maydis

bE-Proteine, die Pheromon- und Rezeptorgene werden reprimiert und das dikaryotische Fila-
ment ausgebildet (Abbildung 4).

haploid
Spordien LW =

Pheromon-Stimulation

v kontrolliert durch

Konjugations- den a-Locus

-

hyphen (\\_/,—ﬁ e RES

s -~ Gene des b-Locus
| werden induziert

Zellfusion

\L/ kontrolliert durch

dikaryotisches den b-Locus

Filament ==

Pheromon- und
Rezeptorgene
werden reprimiert

Pflanzeninfektion

un
Tumorinduktion

Abbildung 4: Die Prozesse wiahrend der friihen Infektionsphase in U. maydis.

Diese Prozesse, die im natiirlichen Lebenszyklus von U. maydis auf der Pflanzenoberfliche
stattfinden und Voraussetzung fiir die erfolgreiche Infektion der Maispflanzen und die Tu-
morinduktion sind, werden als friihe Infektionsphase bezeichnet. Damit umfasst diese Phase
gleichzeitig die auf kiinstlichen Medien untersuchbaren Prozesse. Die daran beteiligten Sig-
naltransduktions- und Regulationsprozesse sind bei einer ganzen Reihe von pathogenen Pil-
zen evolutionir konserviert (Kronstad und Staben, 1997). Uber die Prozesse und Gene, die
durch die b-Proteine reguliert werden, ist allerdings nur wenig bekannt.

Mit verschiedenen revers genetischen Ansitzen auf mRNA- und Proteinebene konnten bis-
her neben /ga?2 fiinf weitere Gene identifiziert werden, die nach Bildung des bW/bE-Hetero-
dimers induziert werden. Dabei handelt es sich um das Endonukleasegen eg// (Schauwecker
et al., 1995), das Repellentgen repl (Wosten et al., 1996), das Hydrophobingen hum?2
(Bohlmann et al., 1994; Bohlmann, 1996) und zwei Gene fiir Proteine mit unbekannter Funk-
tion, dikl und dik6 (Bohlmann et al., 1994; Bohlmann, 1996). Einzeldeletion dieser Gene
fiihrt in keinem Fall zu einem Verlust der Kreuzungskompetenz oder der Pathogenitit, so dass
nicht bekannt ist, welche Rolle diese Gene wihrend der Entwicklung besitzen (Schauwecker
et al., 1995; Bohlmann, 1996; Wosten ef al., 1996). Nur im Fall von Repl kann in den
Mutanten ein Defekt in der Ausbildung von Lufthyphen beobachtet werden, der jedoch keine
Auswirkung auf die Pathogenitit hat (Wosten et al., 1996). Damit ist es mit diesen Ansétzen
nicht gelungen, Gene zu isolieren, die eine zentrale Rolle bei der pathogenen Entwicklung
spielen. Die bislang identifizierten Gene sind wahrscheinlich mit Ausnahme von /ga2 und
dik6 eher indirekt durch das bW/bE-Heterodimer reguliert. Vermutlich liegt hier eine Regula-
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Einleitung

tionskaskade vor, bei der die b-abhiingige Aktivierung oder Repression einiger zentraler Fak-
toren indirekt die Regulation einer ganzen Reihe von Genen zur Folge hat.

Wie in Abbildung 4 gezeigt, sind Pheromon-Stimulation und Zellfusion Voraussetzung fiir
b-abhingige Dikaryenbildung. Diese Prozesse laufen bei Kreuzungsansitzen mit kompatiblen
haploiden Sporidien auf aktivkohlehaltigen Festmedien nicht synchron und in allen Zellen ab,
so dass zum Zeitpunkt der Ausbildung weiler Lufthyphen ein Gemisch aus hefeartig wach-
senden haploiden Zellen, pheromonstimulierten Zellen mit Konjugationshyphen und dikaryo-
tischen Filamenten vorliegt. Dadurch war bei den bisherigen Ansitzen z. B. keine Identifika-
tion reprimierter oder nur kurz nach Bildung des b-Komplexes induzierter Gene moglich.
Eine Alternative bietet hier die Verwendung diploider Stimme, die durch eine erzwungene
Zellfusion von Auxotrophiemutanten erzeugt werden konnen (Banuett und Herskowitz,
1989). Der Stamm FDB11 (ala2 b1b2) entspricht dabei bei Wachstum auf aktivkohlehaltigen
Festmedien in Bezug auf die Zellmorphologie und die Genexpression einem dikaryotischen
Filament, der Stamm FBD12-3 (a/a2 b1bl) pheromoninduzierten Zellen. Bei einem Ver-
gleich dieser beiden Stimme konnten zwar b-reprimierte, aber keine transient regulierten
Gene identifiziert werden. Zudem weisen die zu vergleichenden Zellen unterschiedliche Mor-
phologien auf, weshalb wahrscheinlich ein GroBteil der differentiell exprimierten Gene mor-
phologiespezifisch reguliert sein diirfte.

Ein weiteres Problem besteht in der Sensitivitit der bislang verwendeten Ansitze. Alle ge-
fundenen Gene weisen ein relativ hohes Expressionsniveau auf. Fiir die Identifikation diffe-
rentiell exprimierter Gene, die ein geringes Expressionsniveau besitzen, wire eine Uberex-
pression der Gene des b-Locus eventuell von Vorteil. Gerade bei solchen nur schwach expri-

mierten Genen konnte es sich um zentrale Regulatoren der pathogenen Entwicklung handeln.

1.6  Fragestellung dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Isolierung b-regulierter Gene, die eine Rolle wihrend der frii-
hen Infektionsphase von U. maydis spielen. Dazu sollte ein induzierbares Promotorsystem
etabliert werden, mit dem eine kontrollierte (Uber-)Expression der Gene des bh-Locus in
haploiden Stimmen moglich ist. Es war bereits der durch Kohlenstoffquellen regulierte Pro-
motor der Arabinase crgl (Bottin et al., 1996) bekannt, die Beschreibung des durch Stick-
stoffquellen regulierten Nitratreduktasegens narl (Banks et al., 1993) bot eine zweite Mog-
lichkeit fiir die Etablierung eines solchen Systems. Ein entsprechendes Expressionsystem
sollte zur Identifizierung differentiell exprimierter Gene verwendet werden. Dabei lag der
Schwerpunkt auf Genen, deren Expressionsmuster sich zu einem friihen Zeitpunkt nach der
induzierten Expression kompatibler b-Proteine verdndert und die im idealen Fall direkte Ziel-
gene des bW/bE-Heterodimers darstellen. Als Detektionssystem sollte eine Variante der
Technik des "Differential Display" (Liang und Pardee, 1992; 1998) etabliert werden, die eine
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Die friihe Infektionsphase von Ustilago maydis

Isolierung auch schwach exprimierter Gene ermoglicht®. Von den identifizierten und hin-
sichtlich der differentiellen Regulation durch den b-Komplex bestitigten Genen sollten die
interessantesten Kandidaten in Bezug auf ihre Rolle wihrend der pathogenen Entwicklung

untersucht werden.

% Die verwandten Techniken des Differential Displays (Liang und Pardee, 1992) und des RNA-Fingerprints
(Welsh et al., 1992) haben sich in den letzen Jahren zu Standardmethoden bei der Identifizierung differentiell
exprimierter Gene entwickelt (Matz und Lukyanov, 1998). Die Vorteile dieser Methoden, im Vergleich zu den
friiher angewandten der subtraktiven oder differentiellen Hybridisierung (Sargent, 1987), liegen in der Moglich-
keit, mehrere verschiedene mRNA-Populationen gleichzeitig miteinander zu vergleichen, in der relativ geringen
Menge an benétigtem Ausgangsmaterial, in der vergleichsweise einfachen Durchfiihrung und darin, dass der
PCR-Amplifikationsschritt theoretisch eine Isolierung auch sehr schwach exprimierter Gene ermoglichen sollte.
AulBerdem liegt ein wichtiger Vorzug in der Moglichkeit der Identifizierung relativer Expressionsunterschiede
(Liang und Pardee, 1995; McClelland et al., 1995). Damit erschien diese Technik als am geeignetsten fiir die
Isolierung b-regulierter Gene. Die Methoden der SAGE ("Serial Analysis of Gene Expression"; Velculescu et
al., 1995; Bertelsen und Velculescu, 1998) und der RDA ("Representational Difference Analysis"; Lisitsyn und
Wigler, 1993; Hubank und Schatz, 1994) erschienen dagegen weniger geeignet: SAGE ist mit einem relativ
groflen Aufwand verbunden und bei der RDA konnen nur wenige Unterschiede gleichzeitig identifiziert, nur
zwei mRNA-Populationen miteinander verglichen und nicht gleichzeitig induzierte und reprimierte Gene isoliert
werden.
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2. Ergebnisse

2.1 Isolierung b-regulierter Gene durch RNA-Fingerprint

2.1.1 Regulierte Expression der Gene des b-Locus

Zur Identifikation und Analyse b-regulierter Gene in U. maydis wurden Derivate des haploi-
den Stammes FB2 (a2 b2) hergestellt, in denen eine kontrollierte Expression der Gene des b-
Locus moglich ist. Dazu wurden eine Reihe von Vorversuchen durchgefiihrt, die zur Etablie-
rung der induzierbaren Promotoren des Nitratreduktasegens nar/ und des Arabinasegens crg/
und zur Eingrenzung der essentiellen Promotorelemente fiihrten. Diese Experimente sind im
Anhang in den Abschnitten 6.1 bis 6.3 beschrieben. Zur Erzeugung der regulierbaren Stimme
wurde die intergenische Promotorregion zwischen W2 und bE2 im b-Locus durch Promotor-
kassetten ersetzt, die entweder zwei divergent orientierte crg/- oder narl-Promotoren besit-
zen. Zwischen den beiden Promotoren befindet sich jeweils eine Phleomycin-Resistenzkas-
sette (Abbildung 5A). Die entsprechenden Plasmidkonstrukte fiir die homologe Rekombina-
tion (pAB31 bis pAB34) enthalten zusitzlich die 5'-Bereiche von entweder W2 und bE2 oder
bW2 und bEI (Details siche Abschnitt 4.1.4). Nach homologer Integration ergab das zwei
Paare von Stammen, in denen sich bW2 und bE2 bzw. bW2 und bE! unter Kontrolle des crg!-
bzw. narl-Promotors befinden und somit kontrolliert exprimiert werden kénnen (AB31 bis
AB34, Abbildung 5B). Als zusitzliche Kontrolle wurde der Stamm AB2 erzeugt, ein FB2-
Derivat, in dem der gesamte b-Locus deletiert und durch eine Phleomycin-Resistenzkassette
ersetzt ist (Abbildung 5B).

Um die Funktionalitit der erzeugten regulierbaren b-Loci zu bestimmen, wurde in Northern-
Analysen die Expression von bW und b E und vier bekannten b-regulierten Genen, /ga?2
(Urban et al., 1996b; Romeis et al., 2000), dik6 (Bohlmann et al., 1994), egll (Schauwecker
et al., 1995) und repl (Wosten et al., 1996) untersucht. Dazu wurden die Stimme AB2 (a2
Ab), AB33 (a2 P,,:bW2,bEI) und AB34 (a2 P,,:bW2,bE2) in Minimalmedium mit NH," als
einziger Stickstoff- und Glucose als einziger Kohlenstoffquelle (AM-Glc) bis ODg, = 0,5 an-

nar nar

gezogen und anschlieBend in das gleiche Medium, allerdings mit NO;™ statt NH,* als Stick-
stoffquelle (NM-Glc) iiberfiihrt. Vor und eine, zwei und fiinf Stunden nach Induktion wurden
Zellaliquots entnommen und die Expression analysiert (Abbildung 5C).

Dabei zeigte sich, dass sowohl bW- als auch bE-Transkripte schon eine Stunde nach Induk-
tion detektierbar waren, unter reprimierenden Bedingungen dagegen nicht (Abbildung 5C).

Die Expressionsstirke erreicht etwa zwei Stunden nach Induktion ein Maximum und geht da-
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Die friihe Infektionsphase von Ustilago maydis

nach auf etwa ein Drittel zuriick; auf diesem Niveau bleibt die Expression auch bei ldngerer
Inkubation (nicht gezeigt). Fiir die vier untersuchten b-regulierten Gene kénnen Transkripte
nur im Stamm AB33 (a2 P,,,:bW2,bE1) nachgewiesen werden (Abbildung 5C). Wihrend die
direkt b-regulierten Gene /ga2 (Romeis et al., 2000) und dik6 (G. Weinzierl, pers. Mitteilung)
bereits zwei Stunden nach Induktion exprimiert sind, werden die vermutlich indirekt durch b
regulierten Gene eg// und repl erst spiter induziert (Abbildung 5C). Im Stamm AB2 (a2 Ab)
kann wie erwartet keines der Transkripte nachgewiesen werden (Abbildung 5C).

A C AB2 AB33 AB34
AM-Glc ==NM-Glc AM-Glc ==NM-Glc AM-Glc == NM-Glc

b2-Locus — KbWZI V«H’-’V IbEZK — Oh 1h 2h 5h Oh 1h 2h 5h 0h 1h 2h 5h
X X o o
Promotor- A - o | bE
Austausch- PIRG
konstrukte - ~ ‘ lga2
(PAB31-34) 2 oo ~ ,
Promotor Promotor - diké
P — eglt
B - rep1
rRNA
AB2 -- - - - . .. et T RS- =
(a2 Ab)
AB31 bw2 Perg  pesr Perg = PE12 D AB2 AB31 AB32

NM-Glc == NM-Ara NM-Glc =>~NM-Ara NM-Glc = NM-Ara
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(a2 P gibW2,bE1)
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Abbildung 5: Regulierte Expression der Gene des b-Locus in U. maydis. A) Schematische Darstellung des
b2-Locus in Stamm FB2 (a2 b2) und der Promotoraustausch-Konstrukte pAB31 bis pAB34. Verwendete Abkiir-
zungen: K, konstanter Bereich von bW2 bzw. bE2; V, variabler Bereich von bW2 bzw. bE2 oder bE1. B) Sche-
matische Darstellung der modifizierten b-Loci in den Transformanten AB2, AB31, AB32, AB33 und AB34. Die
Stimme AB31 und AB33 enthalten Genfusionen aus dem variablen Bereich von bE] und dem konstanten Be-
reich von bE2; genetisch verhalten sich diese wie bE1. Schematische Darstellungen sind nicht mafistabsgetreu.
C) Northern-Analyse der Stimme AB2, AB33 und AB34. Kultivierung siehe Text; zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden Aliquots entnommen. Pro Spur wurde etwa 10 ug RNA geladen. D) Northern-Analyse der
Stamme AB2, AB31 und AB32. Kultivierung siehe Text; zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots ent-
nommen. Pro Spur wurde etwa 9 ug RNA geladen. Als Ladungskontrolle in C) und D) wurden Hybridisierungen
mit einer fiir 18S rRNA spezifischen Sonde durchgefiihrt (sieche Abschnitt 6.16).

Ahnliche Ergebnisse zeigen sich bei der Northern-Analyse mit den Stimmen AB31 (a2 P,
bW2,bEI) und AB32 (a2 P,,:bW2,bE2) (Abbildung 5D). Fiir diesen Versuch wurden die
Stimme in Minimalmedium mit NO;" als einziger Stickstoff- und Glucose als einziger Koh-
lenstoffquelle (NM-Glc) bis ODg,, = 0,5 angezogen und anschliefend in das gleiche Medium,
allerdings mit Arabinose statt Glucose als Kohlenstoffquelle (NM-Ara) iiberfiihrt. In Ver-
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gleich zum Versuch mit dem regulierbaren nar/-Promotor fallen jedoch einige Unterschiede
auf. Sowohl bei AB31 als auch bei AB32 ist auch unter reprimierenden Bedingungen ein
schwaches bW- und bE-Signal erkennbar (Abbildung 5D). Obwohl die Expressionsstirke fiir
die Induktion der vier untersuchten b-regulierten Gene nicht ausreicht, konnte dies bei ande-
ren b-regulierten Genen der Fall sein. Zusitzlich zeigen egl/ und rep! eine basale Expression
in arabinosehaltigem Medium (Abbildung 5D).

Parallel zu den Northern-Analysen wurden die Stimme unter den gleichen Bedingungen auch
lichtmikroskopisch untersucht. Unter reprimierenden Bedingungen waren dabei keine mor-
phologischen Unterschiede zwischen den Stimmen FB2 (a2 b2), AB2 (a2 Ab), AB31 (a2 P,
bW2,bEI), AB32 (a2 P, :bW2,bE2), AB33 (a2 P,,:bW2,bEI]) und AB34 (a2 P,,:bW2,bE2)
zu erkennen (nicht gezeigt). Etwa zwei Stunden nach Induktion der b-Genexpression konnte
in den Stimmen AB31 und AB33 die beginnende Ausbildung filamentoser Strukturen beob-
achtet werden (nicht gezeigt). Nach etwa fiinf Stunden Induktion zeigten mehr als 90% aller
Zellen der Stimme AB31 und AB33 deutliche Filamente (Abbildung 6A bis C und E bis G).
In den Kontrollstimmen zeigten sich keine morphologischen Verinderungen (Abbildung 6D
und H).

g DW2,
DEI)und AB32 (a2 P,:bW2,bE2) wurden die Zellen in NM-Glc bis zu ODgy = 0,5 kultiviert und an-
schlieBend fiir 5 h in AM-Ara induziert. Im Fall von AB33 (a2 P,,:bW2,bEl) und AB34 (a2 P,,:bW2,
bE2) wurden die Zellen in AM-Glc bis zu ODg, = 0,5 kultiviert und anschliefend fiir 5 h in NM-Glc in-
duziert. Es sind charakteristische Einzelzellen der jeweiligen Kulturen gezeigt. Der Pfeil in G) markiert
einen leeren Hyphenabschnitt. Die Analyse erfolgte mittels DIC-Mikroskopie an einem Axiophot
(ZEISS). Der Langenmalstab bezieht sich auf alle Abbildungen.

Abbildung 6: Fil tbildung nach induzierter b-Genexpression. Im Fall von AB31 (a2 P,

Bei den gebildeten Filamenten besitzt der mit Zytoplasma gefiillte Bereich eine Lidnge von
maximal 100 pm (Abbildung 6G), und bleibt auch bei lingerer Inkubation stets uninukleér
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(nicht gezeigt und Z. Szabd, pers. Mitteilung). Die Filamente wachsen unter Abschniirung
leerer Abschnitte unipolar weiter (Abbildung 6C und G) und konnen auf geeigneten Festme-
dien eine Lédnge von iiber einem Zentimeter erreichen (nicht gezeigt). Diese Merkmale sind
charakteristisch fiir dikaryotische Filamente nach Fusion haploider Zellen (Banuett und Hers-
kowitz, 1994b; Lehmler et al., 1997; Steinberg et al., 1998).

Die Ergebnisse hinsichtlich der Genexpression, der morphologischen Veridnderungen und des
b-induzierten Zellzyklus-Arrests entsprechen denen, die nach Fusion kompatibler haploider
Zellen beobachtet werden. Beide Systeme sind daher geeignet, kontrollierte Expression der
Gene des b-Locus zu vermitteln. Da bei Verwendung des narl-Promotors keine bW- und bE-
Transkripte unter reprimierenden Bedingungen detektierbar sind, erscheinen die Stimme
AB33 (a2 P,,:bW2,bE]) und AB34 (a2 P,,:bW2,bE2) fiir die Suche nach b-regulierten Ge-
nen besser geeignet.

nar nar

2.1.2 Nichtradioaktives RNA-Fingerprint zur Isolierung b-regulierter Gene

Zur Isolierung b-regulierter Gene wurde die Technik des RNA-Fingerprint (Welsh et al.,
1992) angewandt, eine Variante der bekannteren Methode des Differential Display (Liang und
Pardee, 1992) zur Identifikation differentiell exprimierter Gene. Dabei wurde das Protokoll
von Friedel et al. (Friedel et al., 1997) modifiziert und in Bezug auf den GC-Gehalt des Ge-
noms und der Komplexitit des Transkriptoms den Bedingungen in U. maydis angepasst (siche
unten und Abschnitt 4.4). Die einzelnen Schritte sind in Abbildung 7A schematisch darge-
stellt. Ausgehend von Gesamt-RNA der zu vergleichenden Stimme oder Bedingungen wird
zuerst eine reverse Transkription mit dT-Oligonukleotiden durchgefiihrt. Die nach RNaseA-
Behandlung und Entfernung der dT-Oligonukleotide erhaltenen cDNA-Populationen werden
in PCR-Ansitze mit jeweils 2 Oligonukleotiden eingesetzt. Die dazu verwendeten Oligonu-
kleotide sind 18 Nukleotide lang und weisen einen GC-Gehalt von 61,1% (11 GC und 7 AT)
auf, was in etwa dem angenommenen GC-Gehalt des U. maydis-Genoms von 62%° (Leaper et
al., 1980; Schildkraut et al., 1962) entspricht. Die Sequenz ist willkiirlich und in der Regel
wurden bereits vorhandene Oligonukleotide aus anderen Versuchen benutzt. Die stringente
Hybridisierungstemperatur dieser Oligonukleotide liegt bei etwa 65°C. Zunichst werden zwei
PCR-Zyklen mit einer niedrigeren Hybridisierungstemperatur (50°C) durchgefiihrt, so dass
eine Hybridisierung der Oligonukleotide auch an nicht vollstindig komplementire DNA-Se-
quenzen in den cDNA-Molekiilen moglich ist. Darauf folgen 35 Zyklen mit stringenten Hy-
bridisierungsbedingungen (65°C), in denen die erzeugten Amplicons vervielfiltigt werden.
Der wichtigste Unterschied zu dem von Friedel et al. (Friedel et al., 1997) veroffentlichten

Protokoll besteht in verdnderten Oligonukleotid- und Nukleotidkonzentrationen. Dadurch ent-

° Die Ende 2000 abgeschlossene Sequenzierung von 86% des U. maydis-Genoms ergab einen von diesem Wert
abweichenden GC-Gehalt von etwa 54% (J. Kédmper und R. Kahmann, pers. Mitteilung).
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stehen so groe Mengen an Amplifikaten, dass diese direkt auf normalen Agarosegelen auf-
getrennt und durch Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden konnen. Dies hat
mehrere Vorteile: weder Polyacrylamid-Gele noch Radionukleotide werden benétigt und die
erhaltenen Amplicons koénnen direkt aus den Gelen ausgeschnitten und kloniert werden. Eine
Reamplifikation, die zu einer Anreicherung falsch positiver Kandidaten fiihren kann (Callard
et al., 1994), ist nicht notwendig.

Primer OAN3/OAN26 OAN24/0AN54 OAN28/OAN42

Stamm AB33  AB34 AB33  AB34 AB33  AB34
1h 5h 1h th 5h 1h 5h

Isolierung von Gesamt-RNA

Induktion 1h 5h 1h

mRNA ANNANNANNNANNNIN AAAAAAAARAAAAARA

Reverse Transkription

¢ mit oligo(dT)-Primern
'\JV\NWVVVVW\/WW
-

RNase-Behandlung
und Entfernung der Primer

“wma »’I‘i’aau‘m-‘-
-  rrrTTTTOTTTCTOTT . ol
cDNA Seeweres. H
Erster PCR-Zyklus
mit nicht-stringenten
Hybridisierungsbedingungen Abbildung 7: RNA-Fingerprint-Ana-
" hmer Primer lyse in U. maydis. A) Schematische Dar-
Zweiter PCR-ZyKlus stellung fier em-zelnex} Schritte der M(?—
mit nicht-stringenten thode, Einzelheiten siehe Text. B) Bei-
Hybridisierungsbedingungen spiel eines Agarosegels mit aufgetrennten
Amplicons aus dem in Abschnitt 2.1.3
b beschricbenen Ansatz. Jeweils 7 ul der
35 PCR-Zyklen eschriebenen Ansatz. Ml de
mit stringenten PCR-Ansitze mit den angegebenen Pri-
Hybridisierungsbedingungen merkombinationen wurden auf einem 2%

= T TBE-Agarosegel mit Ethidiumbromid fiir

3,5h bei 7,5 V/cm und 8°C aufgetrennt.

i Als GroBenmarker diente die 100 bp-

I ladder von NEB. Gezeigt ist ein etwa 16

\( V x 19 cm groBer Ausschnitt aus dem 20 x

DNA Se— 19 cm groBen Gel. Der Pfeil bezeichnet
Amplicons m——— | das differentielle Amplicon fib323.

Die nicht-stringente Hybridisierungstemperatur wihrend der ersten beiden PCR-Zyklen
wurde mit 50°C so gewihlt, dass je nach verwendeten Oligonukleotidpaaren zwischen 5 und
30, im Mittel ca. 20 verschiedene Amplicons detektierbar sind. Die Elongationszeit von einer
Minute in den darauf folgenden 35 stringenten PCR-Zyklen fiihrt zu einer bevorzugten Am-
plifikation von Amplicons einer GroBe zwischen 150 und 1.200 bp. In Abbildung 7B ist ein
Agarosegel aus dem in Abschnitt 2.1.3 beschriebenen Ansatz gezeigt. Durch die Modifikatio-
nen der Methode ist erstmals eine RNA-Fingerprint-Analyse mit verhiltnisméBig hohem

Durchsatz moglich.
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2.1.3 RNA-Fingerprint-Ansatz zur Isolierung b-regulierter Gene

Nach den in einem Testansatz gewonnenen Erkenntnissen (sieche Abschnitte 6.4 bis 6.6) wur-
den in dem RNA-Fingerprint-Ansatz zur Isolierung b-regulierter Gene die Stimme AB33 (a2
P, .bW2,bEl) und AB34 (a2 P,,:bW2,bE2) verwendet. Die Induktion der b-Genexpression

erfolgte durch Wechsel von Wachstum in AM- zu NM-Fliissigmedium fiir eine und fiinf

nar

Stunden (siehe Abschnitt 2.1.1) und jeweils in zwei unabhidngigen Parallelen, so dass jeder
PCR-Ansatz acht cDNA-Populationen umfasste. Insgesamt wurden 412 PCR-Ansitze mit
Kombinationen aus 131 verschiedenen Oligonukleotiden durchgefiihrt und analysiert, wo-
durch iiber 8.000 Amplicons entstanden. Unter der Annahme, dass alle Oligonukleotide unter
den angewandten Bedingungen mit der gleichen Wahrscheinlichkeit mit cDNA-Molekiilen
hybridisieren konnen, entsteht die eine Hilfte der Amplicons durch Amplifikation mit zwei
unterschiedlichen Oligonukleotiden und die andere Hilfte durch Amplifikation mit dem glei-
chen Oligonukleotid an beiden Enden. Bei mehrmaliger Verwendung des gleichen Oligonu-
kleotids entstehen dabei zum Teil die gleichen Amplicons. Diese Zahl muss bei der Bestim-
mung der Anzahl an erhaltenen unterschiedlichen Amplicons abgezogen werden. Im vorlie-
genden Fall bedeutet das, dass von den erzeugten 8.000 Amplicons etwa 4.500 verschieden
sein diirften'’. Diese groBe Anzahl an Amplicons erlaubt statistische Aussagen iiber die An-
zahl der durch das bW/bE-Heterodimer regulierten Gene (sieche Diskussion).

Beim Vergleich zwischen AB33 und AB34 zum Zeitpunkt eine Stunde nach Induktion er-
schienen 100 Amplicons (1,3%) b-induziert und 9 Amplicons (0,1%) b-reprimiert. Nach fiinf-
stiindiger Induktion konnten 238 (3,0%) potentiell b-induzierte und 79 (1,0%) potentiell
b-reprimierte Amplicons detektiert werden. Dabei war bei 31 b-induzierten Amplicons (0,4%)
nur nach einer Stunde, nicht aber nach fiinf Stunden ein Signal erkennbar, die entsprechenden
Gene konnten also eventuell nur transient induziert sein. Alle Amplicons, die nach einer
Stunde b-reprimiert erschienen, waren auch nach fiinf Stunden b-reprimiert, d. h. eine tran-
siente Repression war nicht zu erkennen. Insgesamt wurden so 348 Amplicons potentiell
b-regulierter Gene identifiziert und aus den entsprechenden Agarosegelen extrahiert.

Fiir eine weitere Analyse wurden von diesen 48 Amplicons ausgewihlt, die ein sehr deutlich
differentielles Erscheinungsmuster zeigten, und diese in den Vektor pCR-Topo 2.1 (Invitro-
gen) kloniert. Dabei handelte es sich um 20 friih- und 28 spitregulierte Amplicons, so dass
die interessantere Klasse der friihregulierten Gene leicht iiberreprisentiert war''. Pro Ampli-

con wurden jeweils sechs Klone mittels Restriktionsanalyse untersucht (siche Abschnitt 4.4).

1% Im Mittel entstehen pro Ansatz zehn Amplicons mit zwei verschiedenen Oligonukleotiden, fiinf mit dem einen
und fiinf mit dem anderen Oligonukleotid auf beiden Seiten. Bei 412 Ansitzen mit 131 Oligonukleotiden ergibt
das (412 x 10) + (131 x 5) = 4.775 verschiedene Amplicons, 3.645 Amplicons (412 x 5 + 281 x 5) wiren redun-
dant.

' "Friihreguliert" bedeutet hier, dass schon eine Stunde nach Induktion ein Unterschied in der Signalstirke er-
kennbar ist, "spitreguliert”, dass der Unterschied erst fiinf Stunden nach Induktion zu beobachten ist. Insgesamt
wurden 109 (31%) frithregulierte und 239 (69%) spitregulierte Amplicons identifiziert.
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Dabei zeigte sich, dass in 26 Fillen alle sechs

i i 2PI; ide gleich . . . ]
3 Plasmide gﬂlelch 5ozsml e gleict Klone das glelche Ampllcon belnhalteten’ o 8
4 Plasmide gleich 5% alle Plasmide gleich

15% b Fillen waren fiinf der Plasmide gleich und in 7

Fillen vier der Plasmide. In den iibrigen 7 Fil-

5 Plasmio deich len waren jeweils nur drei oder zwei Plasmide
gleich (Abbildung 8). Es scheint also, dass sich
Abbildung 8: Klonfrequenzen der isolier- in fast der Hilfte der Fille mehrere Amplicons

ten Plasmide aus dem RNA-Fingerprint-
Ansatz. Angegeben ist die prozentuale Héu-

figkeit der einzelnen Klassen, Einzelheiten ben". Durch die Méglichkeit der direkten Klo-
siehe Text.

an der gleichen Position im Gel befunden ha-

nierung bei der verwendeten Methode des
nichtradioaktiven RNA-Fingerprints kann jedoch mit einiger Sicherheit davon ausgegangen
werden, dass zumindest in den 41 Fillen (86%), in denen mehr als die Hilfte der untersuchten
Plasmide das gleiche Insert enthilt, auch wirklich das extrahierte Amplicon kloniert wurde.
Dies sollte die Anzahl falsch positiver Klone deutlich reduzieren.

2.1.4 Sequenzanalyse der ausgewéihlten Amplicons

Die Sequenzanalyse der 48 Amplicons ergab, dass einige Amplicons mehrfach kloniert wor-
den waren, bzw. den gleichen Genen zugeordnet werden konnen (Tabelle 1; eine vollstiandige
Liste der Sequenzihnlichkeiten aller analysierten Amplicons befindet sich in Abschnitt 6.11).
So entsprachen drei Klone b-reprimierter Amplicons bE2, zehn b-induzierte Klone rep! und
drei weitere Klone lagen doppelt vor. Damit blieben 34 unterschiedliche Klone iibrig.

Die Isolierung von bE2 stellt eine Art Positivkontrolle dar, da nur der Stamm AB34 (a2
P,.:bW2,bE2), nicht aber AB33 (a2 P,,:bW2,bEI) bE2 enthilt. Auch das Auftreten des stark

b-induzierten Gens rep/ unter den Amplicons bestitigt das Funktionieren des Ansatzes. Aus-

nar

serdem wurden mit exc/ (frb133") und pdil (frb23") zwei Gene gefunden, deren Regulation
in Abhingigkeit von b schon im Testansatz (sieche Abschnitt 6.4) gezeigt werden konnte. Von
den iibrigen 30 Klonen weisen die Mehrzahl (20) entweder keine Ahnlichkeiten zu bekannten
Proteinen oder nur Ahnlichkeiten zu Proteinen mit unbekannter Funktion auf, so dass keine
Riickschliisse auf eine mogliche Rolle getroffen werden konnten. Die Ahnlichkeiten der ande-
ren 10 Klone zu z. B. einer GMP-Synthase aus S. cerevisiae oder einem ATP-bindenden Pro-
tein, ebenfalls aus S. cerevisiae, lieen dies allerdings auf den ersten Blick auch nicht zu
(siehe Abschnitt 6.11). Daher wurde zunichst eine Expressionsanalyse der zu den Amplicons
gehorenden Gene durchgefiihrt. In Abschnitt 2.1.8 wird noch einmal genauer auf die Se-

quenzihnlichkeiten der bestétigten Amplicons b-regulierter Gene eingegangen.

2 Dieses Kontaminationsproblem ist in vielen bisherigen Differential Display- bzw. RNA-Fingerprint-Ansitzen
beschrieben worden (Welsh et al., 1992; Bauer et al., 1993; Callard et al., 1994; Li et al., 1994; Mou et al.,
1994; Wang und Feuerstein, 1995).

" Die zu den isolierten Amplicons gehorenden Gene wurden mit fib (Fingerprint-Analyse mit regulierbarem b)
bezeichnet. Die Nummer bezieht sich auf die Reihenfolge der urspriinglichen Isolierung der Amplicons.
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2.1.5 Expressionsanalyse mittels Dot-Blot-Hybridisierung

Zur schnellen Voranalyse der ausgewihlten Klone diente die Technik der Dot-Blot-Hybridi-
sierung. Dazu wurden die inserierten DNA-Fragmente durch PCR mit den jeweiligen im
RNA-Fingerprint verwendeten Oligonukleotiden amplifiziert und etwa 15 ng Fragment in
vier Parallelen mittels eines BioGrid Roboters (BioRobotics) auf geladene Nylonmembranen
aufgebracht (Hauser et al., 1998). Die Detektion der Expressionsstirke erfolgte nach Hybridi-
sierung mit radioaktiven Sonden, die ausgehend von den zum RNA-Fingerprint verwendeten
cDNA-Priparationen hergestellt wurden (Abbildung 9). Das Verfahren und die Vorgehens-

weise bei der Datenauswertung ist in Abschnitt 4.3.2 genauer beschrieben.

A AB33 (a2 P,,:bW2,bE1) AB34 (a2 P,,:bW2,bE2)

5h |:: HH N8
ue 2 ne: @ [l
B

166 214 274 2742 333 336 5 52 112 157 157-2 232
232-2 245 299 342 54 187 47 47-2 473 252 252-2 260
260-2 260-3 323 34 110 124 136 184 203 204 244 14

14-2 23 53 63 74 83 91 92 92-2 98 103 103-2

133 172 172-2 173 176  176-2 207 208 221 248 251 290

Abbildung 9: Dot-Blot-Analyse ausgewihlter Klone aus dem RNA-Fingerprint. A) Gezeigt sind 12
x 5 cm grofle Ausschnitte der im Original 12 x 8 cm grolen Membranen. Die sich zusitzlich auf den
Membranen befindenden Kontrollen sind nicht gezeigt. Die Membranen wurden mit radioaktiv markier-
ten cDNA-Sonden hybridisiert, die aus Gesamt-RNA der Stimme AB33 und AB34, jeweils eine und
fiinf Stunden nach Induktion isoliert worden war. Es handelt sich hier um die gleichen cDNA-Populatio-
nen, die auch im RNA-Fingerprint eingesetzt wurden. Einzelheiten zur Technik siehe Abschnitt 4.3.2.
Die grauen Kiisten zeigen als Beispiel die Position der Klone frb98 und frb103 an, wobei beide Ampli-
cons aus dem ORF von rep/ stammen. Sie weisen daher im Stamm AB33 nach fiinfstiindiger Induktion
starke, auf den iibrigen Membranen dagegen nur schwache Hybridisierungssignale auf. B) Die Position
der einzelnen frb-Klone auf den Membranen; fiir jeden Klon wurde die DNA in vier Parallelen aufge-
bracht.

Die Analyse ergab im Fall von 25 Amplicons einen deutlichen Signalunterschied, welcher der

erwarteten Regulation entsprach (b-abhidngige Induktion bei frb14, frb23, frb52, frb63, frb74,
frb83, frb9l, frb98, frb103, frbl33, frbl57, frbl72, frbl72-2, frb173, frb248, frb251, frb290

22



Ergebnisse

und frb299; b-abhingige Repression bei frb34, frb124, frb136, frb184, frb203, frb204 und
frb323). Insbesonders die b-abhingige Regulation von rep/ konnte bei allen 10 Klonen beob-
achtet werden. In den iibrigen Fillen waren entweder keine Unterschiede in der Signalstirke
erkennbar oder die detektierten Signale waren so schwach, dass keine eindeutige Aussage ge-
troffen werden konnte (siehe Diskussion). Bei den mit dieser Methode bestitigten Klonen
handelt es sich vor allem um Amplicons, die nach fiinfstiindiger b-Induktion aktiviert erschei-
nen.

2.1.6 Northern-Analyse der zu den Amplicons gehérenden Gene

Das unzureichende Auflosungsvermogen des Dot-Blot-Verfahrens machte eine Northern-
Analyse der Kandidaten notwendig, die in der Dot-Blot-Analyse entweder keine oder nicht
eindeutig differentielle Ergebnisse gezeigt hatten. Um Medieneffekte ausschliefen und die
Regulation durch das bW/bE-Heterodimer unabhéngig bestitigen zu konnen, wurden dabei
weitere Kontrollen durchgefiihrt: zum einen wurde die Genexpression auch im Stamm AB2
(a2 Ab) getestet und zum anderen erfolgte eine Analyse unter dquivalenten Bedingungen mit
den Stammen AB31 (a2 P,,:bW2,bEI) und AB32 (a2 P, :bW2,bE2) (Abbildung 10). Da-
durch konnten einige Klone eliminiert werden, deren Regulation entweder nicht b-abhingig
war oder bei denen sich in nur einem der beiden Stammpaare (AB31 und AB32, bzw. AB33
und AB34) eine differentielle Expression des zugehdrigen Gens zeigte. Insgesamt wurden so
drei b-regulierte Gene identifiziert, die in der Dot-Blot-Analyse kein Unterschiede in der Sig-
nalstirke gezeigt hatten (frb92, frb110 und bE2). Umgekehrt wiesen fiinf der in der Dot-Blot-
Analyse bestitigten Gene bei der Northern-Analyse keine eindeutige b-abhéngige Regulation
auf (frb91, frb157, frb184, frb204 und frb299); der Grund hierfiir ist ungeklért. Bei den iibri-
gen 20 positiven Klonen aus der Dot-Blot-Analyse zeigten die zugehorigen Gene auch in der
Northern-Analyse das entsprechende Expressionsmuster. Insgesamt konnte durch die Nor-
thern-Analyse die Isolierung und Identifikation von sieben neuen b-induzierten und fiinf
neuen b-reprimierten Genen bestitigt werden (Abbildung 10). Eines der als b-reprimiert ge-
fundenen Gene, frb110, zeigte dabei interessanterweise zwei unterschiedlich groBe Tran-
skripte, von denen das kleinere negativ und das groflere positiv durch b reguliert zu sein
schien (Abbildung 10).

Bei genauerer Betrachtung der Expressionsmuster der gefundenen Gene kann eine weitere
Klassifizierung vorgenommen werden: Von den sieben b-induzierten Genen zeigen drei
(frb52, frb53 und frb133) eine strikte Regulation durch das bW/bE-Heterodimer, d. h. in Ab-
wesenheit aktiven Heterodimers ist kein Signal detektierbar (Abbildung 10). Im Fall von
Jfrb52 tritt das b-induzierte Signal bereits eine Stunde nach Induktion auf, was deutlich friiher
ist als bei allen bisher bekannten und untersuchten b-regulierten Genen (vgl. Abbildung 5C
und D). Bei frb133 ist eine zweite konstitutive Bande zu erkennen, die vermutlich von einer

Kreuzhybridisierung mit dem Transkript eines nahe verwandten Gens herriihrt. Die iibrigen
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vier b-induzierten Gene (frb23, frb63, frb92 und frb172) weisen dagegen ein gewisses basales
Expressionsniveau auf, zeigen aber ein deutlich stirkeres Signal bei Anwesenheit des bW/bE-
Heterodimers (Abbildung 10).

Stamm AB2 AB33 AB34 AB2 AB31 AB32
Genotyp Ab bW2E1 bW2E2 Ab bW2E1 bwW2E2
Induktion 1th 5h 1h 5h 1h 5h 1th 5h 1h 5h 1h 5h

| .". bW
- .

frb52

frb53

fro133

frb23 T

frb63

frb92

fro172

frb34

frb124 ¢

fro136

frb323

frb110

rRNA

Abbildung 10: Northern-Analyse der neu gefundenen differentiell regulierten Gene. Fiir die linken
sechs Spuren wurden die Stimme AB2 (a2 Ab), AB33 (a2 P,,:bW2,bEI) und AB34 (a2 P,,:bW2,bE2) in
AM bis zu ODgy, = 0,5 angezogen und fiir 1 bzw. 5 h in NM induziert. Fiir die rechten sechs Spuren wur-
den die Stimme AB2 (a2 Ab), AB31 (a2 P,,,:bW2,bEI) und AB32 (a2 P,,,:bW2,bE2) in NM-Glc bis zu
ODyy = 0,5 angezogen und fiir 1 bzw. 5 h in NM-Ara induziert. Pro Spur wurde jeweils etwa 9 g RNA
aufgetragen. Zum Vergleich wurden die Filter mit einer bW- und bE-spezifischen Sonde hybridisiert.

Ahnlich kann bei zwei der b-reprimierten Gene (frb136 und frb323) schon eine Stunde nach
Induktion eine Abnahme des Signals festgestellt werden, bei den tibrigen beiden (frb34 und
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frbl124) dagegen erst nach fiinf Stunden. Der Sonderfall von frb/10, bei dem zwei unter-
schiedlich groBe und verschieden regulierte Transkripte auftauchen, ist schon oben erwihnt
worden. Die differentielle Regulation beider Transkripte ist erst fiinf Stunden nach Induktion

eindeutig zu erkennen.

2.1.7 Regulation der frb-Gene unter Kreuzungsbedingungen

Die Stimme AB31 und AB33 zeigen zwar unter Induktionsbedingungen alle charakteristi-
schen Merkmale eines Dikaryons nach Fusion kompatibler haploider Zellen (sieche Abschnitt
2.1.1), sind allerdings im Unterschied dazu haploid. Deshalb wurde durch eine Northern-
Analyse getestet, ob die differentielle Expression der zwolf isolierten b-regulierten Gene auch
unter Kreuzungsbedingungen vorliegt. Um zwischen regulatorischen Effekten unterscheiden
zu konnen, die durch Pheromonstimulation einerseits und Bildung funktioneller bW/bE-Hete-
rodimere nach erfolgter Fusion andererseits hervorgerufen werden, wurden weitere Kontroll-
stimme in die Analyse mit einbezogen. Eine Mischung von Zellen der Stimme FB1 (al bl)
und FB6a (a2 bl), bei der sich die Zellen zwar gegenseitig stimulieren konnen, aber wegen
des gleichen b-Locus nicht in der Lage sind, ein filamentoses Dikaryon auszubilden, dient da-
bei als Indikator fiir pheromonabhingige Regulation. Eine weitere Kontrolle, neben den
haploiden Ausgangsstimmen FB1 (a/ b/) und FB2 (a2 b2), stellt der Stamm FB1Auacl1 dar.
Dieser Stamm weist eine Deletion des Gens fiir Adenylatzyklase auf und wichst auch in Ab-
wesenheit funktioneller bW/bE-Heterodimere filamentos (Gold et al., 1994). Er dient damit
zur Identifikation von Genen, die allgemein bei filamentosem Wachstum differentiell regu-
liert sind. Um Medieneffekte auszuschlielen, wurden alle Stimme in CM-Fliissigmedium bis
zu ODyg,, = 0,5 angezogen, in einer Dichte von etwa 0,1 ODg,,/cm* auf NM-Aktivkohleplatten
ausgestrichen und 24 Stunden bei 29°C inkubiert. Im Fall von FB1Auacl wurde dem CM-
Fliissigmedium 6 mM cAMP zugegeben, damit der filamentdse Phénotyp erst bei Wachstum
auf der Aktivkohleplatte auftritt. Zum Zeitpunkt der Zellernte waren bei der Kreuzung FB1 x
FB2, bei AB33 und bei FB1Auacl deutliche Filamentbildung und bei der Mischung FB1 +
Fbba die Ausbildung von Konjugationshyphen zu beobachten (nicht gezeigt).

Alle sieben b-induzierten Gene zeigen ein deutliches Signal nicht nur im Stamm AB33, son-
dern auch in der Kreuzung der Stamme FB1 (a/ b/) und FB2 (a2 b2). Bis auf frb133 scheint
die Expression keines der Gene durch die Deletion von uac! beeinflusst zu sein. Drei Gene
dieser Gruppe (frb52, frb23 und frb92) weisen ebenfalls pheromonabhéngige Induktion auf.
Besonders auffillig ist das Auftreten von zwei unterschiedlich groen Transkripten bei frb92.
Das groBere davon scheint b-induziert zu sein und das kleinere wihrend Pheromonstimulation
aufzutreten (Abbildung 11).

In der Gruppe der b-reprimierten Gene weisen frb34, frb124 und frb136 fast identische Ex-
pressionsprofile auf. Besonders interessant ist hier die Induktion unter Pheromon-Stimula-

tionsbedingungen. Alle drei Gene weisen ein basales Transkriptionsniveau auf, aber weder in
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Stamm AB33 noch in Stamm FB1Auacl
sind Signale detektierbar (Abbildung 11).
frb323 zeigt neben der schon gezeigten
Repression durch b eine induzierte Ex-
pression in der Kreuzung von FB1 mit
FB2, die allerdings nicht durch Phero-
monstimulation erkldrt werden kann
(Abbildung 11). Der Grund fiir diese Re-
gulation ist nicht bekannt. Bei Hybridi-
sierung mit einer Sonde, die das Ampli-
con von frbl10 umfasst, treten wieder
zwei unterschiedliche Transkripte auf
(Abbildung 11). Das untere davon
scheint b-reprimiert zu sein und auch in
FB1Auacl ist kein Signal erkennbar. Die
Regulation des oberen Transkripts ist
dagegen schwieriger zu erkldren, da es
sowohl unter Pheromonstimulation, als
auch nach b-Induktion und in Stamm
FB1Auacl auftritt (Abbildung 11).

Insgesamt zeigt diese Analyse, dass die
b-abhingige Regulation der frb-Gene
auch unter Kreuzungsbedingungen be-
statigt werden kann. Auller frb/33 weist
keines der b-induzierten Gene ein er-
hohtes Expressionsniveau im b-unabhén-
gigen Filament von FBlAuacl auf, es
handelt sich daher um Gene, die nicht
allgemein filamentabhingig induziert
werden, sondern wahrscheinlich spezi-
fisch fiir das b-abhingige Filament sind.
Als besonders interessant wurden die Er-

gebnisse gewertet, die zeigen, dass die Expression der b-reprimierten Gene frb34, frb124 und

frb136 pheromoninduziert ist und dass frrb92 zwei verschieden grofe und unterschiedlich re-

gulierte Transkripte besitzt.
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Stamm FB1 FB2

Genotyp af b1 a2b2

FB1 FB1 FB1
X + AB

FB2 FB6a Auacl

a1xb1 a1+b1 a2 albil

a2b2 a2b1 bW2ET Auact

frb52
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- .. frb133
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Rt - ' frb34 7
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Abbildung 11: Northern-Analyse der frb-Gene
unter Kreuzungsbedingungen. Kultivierungsbe-
dingungen und weitere Einzelheiten siche Text; in
den Fillen von FB1 x FB2 und FB1 + FB6a wur-
den die Stimme getrennt angezogen und auf der
NM-Aktivkohleplatte mit einer Dichte von
0,05 ODg/cm? pro Stamm gemischt. Auf die Spu-
ren wurden jeweils etwa 10 ug RNA aufgetragen.
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2.1.8 Zusammenfassung der Ergebnisse des RNA-Fingerprint-Ansatzes

Ausgehend von den Ergebnissen der Northern-Analyse (Abbildungen 10 und 11) und den Se-
quenzihnlichkeiten der bestitigten differentiell regulierten Gene (Tabelle 1) wurden die inter-

essantesten Kandidaten fiir eine weitergehende Analyse ausgewihlt (siehe unten).

Tabelle 1: Sequenzihnlichkeiten der bestitigten b-regulierten Amplicons und Gene

Amplicon Fragmentlinge Ahnlichkeit zu Identitit'*  angenommene Funktion
(Gen) (Genlinge)

b-induziert

frb23 (pdil) 274 bp Pdil (Trichoderma reesei') 2% Proteindisufid-Isomerase
frb52 392 bp
(2247 bp) PolP (Homo sapiens) 28% DNA-Polymerase X
frb53 189 bp
frb63 322bp -
frb92 (kpp6) 752 bp Pmk1 (Magnaporthe grisea) 72% MAP-Kinase
(1608 bp) Pmk1 (Magnaporthe grisea) 68% MAP-Kinase
frb133 (excl) 749 bp Excl (Trichoderma harzianum) 29% Exochitinase
frbl72 741 bp -

b-reprimiert

frb34 1055 bp YrhL (Bacillus subtilis) 27% Acyltransferase
(1323 bp) YrhL (Bacillus subtilis) 26% Acyltransferase
frbl10 527 bp
(1794 bp)
frbl124 557 bp
frb136 1091 bp Capl0p (Cryptococcus neoformans) 25% kapselassoziiertes Protein
(2025 bp) Capl0p (Cryptococcus neoformans) 25% kapselassoziiertes Protein
frb323 1002 bp Pmalp (Cryptococcus neoformans) 66% Plasmamembran (H*)-ATPase

Dazu zéhlte unter den b-induzierten Genen frb52, das keine Ahnlichkeit zu bekannten Genen
aufwies. Der sehr frithe Zeitpunkt der b-abhéngigen Induktion liel es wahrscheinlich erschei-
nen, dass es sich hier um ein direkt durch das bW/bE-Heterodimer reguliertes Gen handeln
konnte. Daneben wurde frb92 ausgewihlt, da es ein interessantes pheromon- und b-induzier-
tes Expressionsmuster mit zwei unterschiedlich langen Transkripten zeigt und die abgeleitete
Proteinsequenz Ahnlichkeit zu einer Reihe pilzlicher MAP-Kinasen aufweist (Tabelle 1). Die
Analyse der anderen fiinf b-induzierten Gene wurde zuriickgestellt. Bei frb23 (pdil) mit einer
starken Ahnlichkeit zu Genen, die fiir Proteindisulfid-Isomerasen kodieren, und frb133 (excl)
mit Homologie zu Exochitinase-Genen scheint es sich um indirekt b-regulierte Gene zu han-
deln, die in Zusammenhang mit dem morphologischen Wechsel von hefeartigem zu filamen-

" Bei Sequenzihnlichkeiten wird die prozentuale Identitit der abgeleiteten Aminosiuresequenzen mit Proteinen
aus offentlichen Datenbanken angegeben. Im Fall von vollstindig sequenzierten Genen bezieht sich die Aussage
auf den Vergleich der gesamten Proteine, im Fall von EST-Klonen teilweise nur auf homologe Dominen. Es
werden ausschlieBlich signifikante Ahnlichkeiten aufgefiihrt.

'S Wird auch mit Hypocrea jecorina bezeichnet, es wird der gebriuchlichere Name verwendet.
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tosem Wachstum induziert werden. Das gleiche konnte auch auf die Gene frb53, frb63 und
[frb172 zutreffen, die ebenfalls erst zu einem spiteren Zeitpunkt induziert werden.

Unter den b-reprimierten Genen fiel die Wahl auf frb110, das ebenfalls zwei unterschiedlich
regulierte Transkripte besitzt und auf frb34 und frb136. Die abgeleitete Proteinsequenz von
frb34 zeigt Ahnlichkeit zu Acyltransferasen und die von frb136 zu Capl0p, einem kapsel-
assoziierten Protein aus Cryptococcus neoformans (Tabelle 1). Da bislang auflerhalb des
a-Locus keine weiteren b-reprimierten Gene bekannt waren, erschien diese Klasse besonders
interessant fiir die weitere Untersuchung. frb323, das vermutlich fiir eine Plasmamembran
(H")-ATPase kodiert, wurde wegen des uneinheitlichen Expressionsmusters in die erste Ana-
lyse nicht mit einbezogen. frb124 wurde vorerst nicht weiter untersucht, da eine Southern-
Analyse unter nicht-stringenten Hybridisierungsbedingungen mehrere Signale zeigte (nicht
gezeigt). Das deutet darauf hin, dass es sich hier um das Mitglied einer eng verwandten Gen-
familie in U. maydis handelt, was die Untersuchung deutlich erschwert. Die gleiche Southern-
Analyse ergab bei vier der fiinf ausgewéhlten Gene (frb52, frb110, frb34 und frb136) keinen
Hinweis auf das Vorliegen nah verwandter Homologe in U. maydis (nicht gezeigt). Im Fall
von frb92 konnten weitere Signale detektiert werden. Die Groflen entsprachen den fiir kpp2

erwarteten Fragmenten (nicht gezeigt).
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2.2 Untersuchung des Gens frb52

2.2.1 frb52 kodiert fiir ein Protein mit Ahnlichkeit zu DNA-Polymerasen X

Ausgehend von dem frb52-Amplicon wurde ein Cosmid und aus diesem ein 8.645 bp grofer
BamHI-Subklon isoliert. Die Sequenzanalyse ergab fiir frb52 einen ORF von 2.247 bp, so
dass das abgeleitete Protein 749 Aminoséuren lang ist (genauere Einzelheiten sieche Abschnitt
4.1.5 und Abbildung 38). Es zeigt in seinem C-Terminus von Position 492 bis Position 736
eine fiir DNA-Polymerasen X typische Domine. Dort finden sich auch Ahnlichkeiten zu be-
kannten DNA-Polymerasen X (z. B. 28% Identitét mit Polf aus Homo sapiens und mit PollV
aus S. cerevisiae). In ihren N-Termini weisen DNA-Polymerasen X nur sehr geringe Ahnlich-
keit zueinander auf. Das erkldrt, warum mit der Sequenz des urspriinglichen Amplicons, das
im vorderen Drittel des Gens zwischen Nukleotidposition 319 und 710 liegt, keine verwand-
ten Gene gefunden werden konnten.

187 bp hinter dem Translations-Stoppkodon von frb52 befindet sich das 3'-Ende eines kon-
vergent transkribierten Gens, das zur Klasse der Translations-Elongationsfaktoren Tu ge-
hort'’. Auf dem 3.002 bp langen 5'-Bereich von fib52, der sich auf dem Subklon befindet,
konnten keine weiteren Gene identifiziert werden. In diesem fiir U. maydis ungewohnlich
langen intergenischen Bereich befinden sich auch keine auffilligen Promotorelemente. Die
Suche nach Motiven, die der bekannten Bindesequenz des bW/bE-Heterodimers im Promotor
von [ga2 (Romeis et al., 2000) dhneln, brachte zunichst keine iiberzeugenden Ergebnisse.
Daher sollte mittels Gelretardations- und DNase-Footprint-Analysen untersucht werden, ob es
sich bei frb52 um ein direkt b-reguliertes Gen handelt, und wenn ja, an welche Sequenz das
bW/bE-Heterodimer im frb52-Promotor bindet.

2.2.2  frb52 ist ein direkt b-reguliertes Gen

Im Kontext der Promotoranalyse von frb52 wurde zunichst untersucht, ob His-Kon8, ein
biologisch aktives, verkiirztes bW/bE-Fusionsprotein (Romeis et al., 2000), die Transkription
von frb52 induzieren kann. Dazu wurde in den ip-Locus des Stamms FB2 (a2 b2) ein Kon-
strukt eingebracht, das his-kon8 unter Kontrolle des crg/-Promotors enthélt. In dem so ent-
standenen Stamm FB2kon8 kann damit die Expression von His-Kon8 durch Wechsel der
Kohlenstoffquelle von Glucose zu Arabinose vorgenommen werden. Bei der Northern-Ana-

lyse dieses Stammes konnte schon eine Stunde nach Transfer in arabinosehaltiges Medium

' Der klonierte Bereich umfasst mit 3.208 bp wahrscheinlich nicht das gesamte Gen. Die abgeleitete Aminosiu-
resequenz zeigt Ahnlichkeit zu einer Reihe von Translations-Elongationsfaktoren 2 in verschiedenen Organis-
men (z. B. 43% Identitdt mit Eft2 aus S. pombe und 38% Identitit mit Ynl136¢ aus S. cerevisiae). Das Gen
wurde daher fef2 benannt.
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ein deutliches his-kon8-Signal detektiert werden, das nach 2 Stunden ein Maximum erreichte
und dann auf ein mittleres Niveau zuriickging (Abbildung 12). Die Expression von frb52 war

zwei Stunden nach Induktion nachweisbar (Abbildung 12). Dies
ist spiter als bei Verwendung des Stammes AB31 (a2 P,,:
bW2,bEI), wo schon nach einer Stunde ein schwaches Signal
auftritt, und ist wahrscheinlich auf die schon friiher beobachtete
geringere Aktivitidt von His-Kon8 im Vergleich zum bW/bE-
Heterodimer zuriickzufiihren (Romeis et al., 1997; 2000). Das
bekannte b-regulierte Gen /ga2 zeigt eine etwas verzogerte
Induktion im Vergleich zu frb52 (Abbildung 12). Mit diesem
Versuch konnte gezeigt werden, dass His-Kon8 die Expression
von frb52 in U. maydis reguliert und daher fiir biochemische
Untersuchungen geeignet ist.

Zum in vitro-Nachweis der Bindung von His-Kon8 an den
frb52-Promotor und um die Region eines moglichen
b-Bindemotivs eingrenzen zu konnen, wurden zunidchst zwei
etwa 400 bp lange Fragmente aus dem 5'-Bereich in Relretar-
dations-Analysen getestet. Das eine umfasste die Region von
Position -741 bis -343 und das andere den Bereich von Posi-

tion -343 bis +41, jeweils gerechnet vom angenommenen

FB2kon8
CM-Glc —> CM-Ara
Oh 1h 2h 5h
o - W | kon8
- ” frb52
” lga2
-

Abbildung 12: Genregula-
tion durch His-Kon8 in U.
maydis. Zellen wurden in
CM-Glc bis zu ODgy, =0,5
angezogen und anschliefend
fiir insgesamt 5 h in CM-Ara
induziert. Vor Induktion und
zu den angegebenen Zeit-
punkten danach wurden Ali-
quots entnommen. Pro Spur
wurde etwa 10 ug RNA auf-
getragen.

Translations-Startpunkt von frb52. Dabei konnte lediglich mit

dem zweiten, proximalen Fragment ein His-Kon8/DNA-Komplex nachgewiesen werden
(nicht gezeigt). Fiir eine genauere Analyse wurde der 340 bp Bereich vor frb52 in drei tiber-
lappende, jeweils 140 bp lange Fragmente FR1 bis FR3 zerlegt (Abbildung 13A). Von diesen
wies FR1 eine deutliche Bindung an His-Kon8 auf (Abbildung 13B). Mit den Fragmenten
FR2 und FR3 konnte keine signifikante Komplexbildung nachgewiesen werden.

Fiir die genaue Bestimmung der von His-Kon8 gebundenen Region wurde mit dem Frag-
ment FR1 eine DNase-Protektionsanalyse durchgefiihrt. Dabei konnte sowohl auf dem Plus-
als auch auf dem Minus-Strang eine durch die Bindung von His-Kon8 vor DNase-Angriff ge-
schiitzte Region identifiziert werden (Abbildung 13C und D). Zusitzlich trat auf dem Plus-
Strang in der Nihe der His-Kon8-Bindestelle eine DNase-hypersensitive Stelle auf (Abbil-
dung 13C). Die durch His-Kon8 auf beiden Stringen geschiitzte Region weist eine Linge von
26 bp auf und befindet sich von Position -257 bis -232 relativ zum frb52-Translations-Start-
punkt (Abbildung 13E).

Von diesen 26 bp stimmen 16 bp mit der fiir den /ga2-Promotor ermittelten b-Bindesequenz
(Romeis et al., 2000) iiberein (Abbildung 13E). Damit ist gezeigt, dass es sich bei frb52 um
ein direkt b-reguliertes Gen handelt. Die Induktion der Expression tritt zu einem friiheren
Zeitpunkt als bei den bislang bekannten b-induzierten Genen auf.
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frb52 TTGCCAGCAAGCGTGTCATTCTGCTGATCATTCCTCTCCTT
AACGGTCGTTCGCACAGTAAGACGACTAGTAAGGAGAGGAA

I AR A I
CCTCAGCACAGTCTGTCACACTTCTCATCATGAAAGTGGAA
GGAGTCGTGTCAGACAGTGTGAAGAGTAGTACTTTCACCTT

| |
-150 -160 -170 -180

lga2

Abbildung 13: Charakterisierung der b-Bindestelle im frb52-Promotor. A) Schematische Darstel-
lung der Lage der fiir die Analysen verwendeten drei PCR-Fragmente; die Abbildung ist maBstabsge-
recht. B) Gelretardations-Analyse mit den drei Promotorfragmenten und His-Kon8, Einzelheiten siehe
Abschnitt 4.5.1. Es treten drei verschieden grofie His-Kon8/DNA-Komplexe auf, was auch schon bei der
Untersuchung des /ga2-Promotors beobacht wurde. Sie sind vermutlich mit Bindung von C-terminal ver-
kiirzten His-Kon8-Abbauprodukten an die jeweiligen DNA-Fragmente zu erkldren (Romeis et al., 2000).
C) und D) DNase-Protektionsanalyse des Plus- und des Minus-Strangs von FR1. His-Kon8 wurde in
steigenden Konzentrationen von 3,3, 10, 30 und 90 ng/ul eingesetzt, weitere Einzelheiten siehe Abschnitt
4.5.2. Geschiitzte Bereiche sind durch graue Balken, die DNase-hypersensitive Stelle im Plus-Strang (C)
durch einen Pfeil verdeutlicht. E) Vergleich der b-Bindestellen im frb52- und im /ga2-Promotor. Ge-
schiitzte Bereiche sind grau hinterlegt, gleiche Basenpaare zwischen den beiden Sequenzen durch Striche
dargestellt. Die Positionen beziehen sich auf den Translations-Startpunkt der Gene.
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2.2.3 Die Deletion von frb52 hat keinen Einfluss auf Pathogenitit

Zur Untersuchung der Funktion von frb52 wurden Deletionsmutanten hergestellt, bei denen in
den Stdmmen FB1 (a/ bI) und FB2 (a2 b2) der 2.247 bp groie ORF vollstandig entfernt und
durch eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt ist. Die entsprechenden Transformanten
AB71 (al bl Afrb52) und AB72 (a2 b2 Afrb52) zeigen keine erkennbaren Unterschiede im
Wachstumsverhalten und in der Zellmorphologie (nicht gezeigt).

FB1 AB71 Tabelle 2: Pathogenitit der frb52-

at bt al bt Deletionsmutanten
Afrb52

Inoculum Tumorbildung” % von Wildtyp

FBI x FB2 115/126 100%

FB1 x AB72 42/47 98%
FB2 az2b2 AB71 x FB2 41/48 94%

AB71 x AB72 207/243 93%

* Angegeben ist die Anzahl von Pflanzen mit
Tumorbildung im Vergleich zur Gesamtzahl
der infizierten Pflanzen 14 Tage nach Infektion.

a2 b2
ABT72 Sp52

Abbildung 14: Kreuzungsverhalten der frb52-Deletionsmutanten. Die oben und links ange-
gebenen Stimme wurden einzeln und in Kombination auf PD-CC-Festmedium aufgetropft und
24 h bei 21°C inkubiert. Die Kolonien erscheinen bei Ausbildung der dikaryotischen Filamente
wegen der luftgefiillten leeren Abschnitte Weil3.

Auch in Bezug auf das Kreuzungsverhalten auf aktivkohlehaltigem Festmedium (Abbildung
14) und auf Pathogenitit bei Infektion von Maispflanzen (Tabelle 2) zeigen sich keine Unter-
schiede zu den jeweiligen Ausgangsstimmen. Infektionen mit Kreuzungen der Stimme AB71
(al bl Afrb52) und AB72 (a2 b2 Afrb52) fiihren zu normaler Tumorbildung sowohl was die
Anzahl als auch die GroBe der resultierenden Tumore angeht (nicht gezeigt). Auch bei der
Bildung von Brandsporen innerhalb der Tumore und bei der Sporulation zeigten sich keine
Abweichungen zum Wildtyp (nicht gezeigt).

Damit wurde zwar fiir frb52 die direkte Regulation durch das bW/bE-Heterodimer nachge-
wiesen, iiber die mogliche Rolle im Infektionsprozess kann jedoch nur spekuliert werden

(siehe Diskussion).
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2.3 Untersuchung des Gens frb110

2.3.1 Neben frb110 befindet sich ein konvergent transkribiertes Gen

Mit dem frb110-Amplicon als Sonde wurden ein Cosmid und aus diesem zwei iiberlappende
Xbal- bzw. BamHI-Subklone isoliert, die zusammen ein 8.625 bp grofies Fragment umfassen.
Die Sequenzanalyse zeigt fiir frb110 einen ORF von 1.794 bp, wobei das Amplicon zwischen
Nukleotidposition 834 und 1.360, also in der Mitte des ORFs liegt (Abbildung 15A; genauere
Einzelheiten siehe Abschnitt 4.1.5). Das abgeleitete Protein ist 598 Aminoséduren lang und
weist keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen auf. 192 bp hinter dem Translations-Stopp-
kodon von frbl10 befindet sich das 3'-Ende eines konvergent transkribierten Gens von
1.077 bp Léange (Abbildung 15A). Zu der abgeleiteten Proteinsequenz von 359 Aminoséduren
konnen in den Datenbanken ebenfalls keinerlei Homologien gefunden werden, das Gen wurde
daher mit gohl (Gen ohne Homologe) benannt. Auf dem 3.376 bp langen 5'-Bereich von
frb110, der sich auf dem Subklon befindet, konnten keine weiteren Gene oder auffillige Pro-

motorelemente identifiziert werden.

2.3.2 Die beiden Transkripte stammen von zwei verschiedenen Genen

Das interessanteste Merkmal von frb110 ist das Auftreten von zwei verschieden langen und
unterschiedlich regulierten Transkripten, die sich in Northern-Analysen mit dem Amplicon
als Sonde zeigen (Abbildungen 10, 11 und 15B). Dabei ist das groere ungefiahr 2.600 Nu-
kleotide lang und das kleinere etwa 2.000 Nukleotide (Abbildung 15B). Es wurde zunéchst
versucht, die 5'- und 3'-Enden dieser beiden Transkripte mittels PCR aus einer cDNA-Bank
zu isolieren (siehe Abschnitt 4.3.4). Dabei konnte ein Transkriptions-Startpunkt bei Position
-50 und Polyadenylierungsstellen bei Position 1.879 und 1.902 relativ zum angenommenen
Translations-Startpunkt von frb/ 10 identifiziert werden, was sehr gut zu dem b-reprimierten
Transkript von ungefihr 2.000 Nukleotiden Linge passt. Gleichzeitig wurden bei dieser
Analyse eine Reihe von gegenldufigen Transkripten isoliert, die mehrere unterschiedliche
Polyadenylierungsstellen an den Positionen 613, 620, 639, 641, 787 bzw. 792 aufwiesen. Dies
liel vermuten, dass es sich bei dem ldangeren Transkript um goh/ handeln konnte, das mit der
doppelstriangigen frbl10-Sonde detektiert werden kann. Durch Hybridisierung der Membra-
nen mit einzelstrangspezifischen Sonden konnte die Vermutung bestitigt werden (Abbildung
15C). Kontrollexperimente, in denen doppelstringige Sonden aus dem 5'-UTR (Position -320
bis 184) bzw. dem 3'-UTR (Position 1.779 bis 2.159) von frb110 eingesetzt wurden, zeigten
die gleichen Ergebnisse, dariiber hinaus auch noch das Auftreten eines kiirzeren, etwa 1.400
Nukleotide langen und konstitutiv exprimierten gohl-Transkripts (Abbildung 15D). Fiir die-

ses Transkript konnten Polyadenylierungsstellen an Position 1.842 und 1.849 identifiziert
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werden, 146 bzw. 139 Nukleotide hinter dem Stop von gohl. Das 5'-Ende der gohl-Tran-
skripte diirfte sich daher etwa zwischen Position 3.100 und 3.200 befinden, also 50 bis 150
Nukleotide vor dem Startkodon.

A 110-5' frb110 110-3'

S NNNNNNNNNNNNNNNNNN
ANNNNNNNNNNNN-—
~SENANNNNNNNN

4"'__) frb110 = goht I(:I—

1 110 1794 1987 3063
10,
110"
B
bw |
frb110
bE
| diké
2661 nt —|
1821 nt — ffb110
1517 nt —
frb110
rRNA

Abbildung 15: Northern-Analyse des frb110-Locus. A) Schematische Darstellung des sequenzierten
frb110-Locus. Angegeben ist die Lage der beiden Gene frb110 und gohl, ihrer Transkripte (Wellenli-
nien) und der fiir die Northern-Analysen verwendeten Sonden (dicke Linien). Bei frb/10, 110-5" und
110-3" handelt es sich um doppelstringige, bei //0* und /10" um einzelstringige Sonden. Die Abbildung
ist mafstabsgetreu. B) Northern-Analyse mit RNA der Stimme AB33 (a2 P,,:bW2,bE]) und AB34 (a2
P,..bW2,bE2). Die Zellen wurden in AM-Glc bis ODy, = 0,5 inkubiert, dann fiir 5 h in NM-Glc indu-
ziert. Pro Spur wurde etwa 14 ug RNA aufgetrennt. Kontrollhybridisierungen zeigen die induzierte b-
Genexpression (das Signal fiir bE2 in Stamm AB34 ist schwicher als das bE/-Signal in Stamm AB33, da
eine bEI-Sonde verwendet wurde, die nur zum Teil mit bE2 hybridisiert) und die b-abhingige Expres-
sion von dik6. Das kiirzere Signal fiir frb/10 wird durch die darunter laufende 18S rRNA zerteilt. Dieses
Phidnomen ist schon &fters bei Northern-Analysen beobachtet worden, z. B. im Fall von prfl (Hartmann
et al., 1996). Die Groflenangaben beziehen sich auf die Positionen eines parallel aufgetragen RNA-Gros-
senstandards (MERCK RNA-ladder II). C) und D) Gleiche Northern-Analyse wie in B), allerdings mit
den oben angegebenen einzelstriangigen (C) bzw. doppelstringigen (D) Sonden. Die detektierten Tran-
skripte sind rechts daneben angegeben.

Zusammengenommen lassen es diese Daten wahrscheinlich erscheinen, dass es sich bei dem
langeren, scheinbar b-induzierten Transkript um ein verldngertes gohl-Transkript handelt.
Dieses Transkript tritt offenbar nur dann auf, wenn frb110 transkriptionell reprimiert ist. Da
keine weiteren Unterschiede auf cDNA-Ebene festgestellt werden konnten (nicht gezeigt),

kodieren das ldngere und das kiirzere gohl-Transkript vermutlich fiir das gleiche Protein.
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2.3.3 Die Deletion von frb110 hat keinen Einfluss auf Pathogenitét

Zur Funktionsanalyse des b-reprimierten Gens frb/10 wurden Deletionsmutanten hergestellt,
indem in den Stimmen FB1 (a/ bl) und FB2 (a2 b2) der 1.794 bp groBe ORF vollstindig
entfernt und durch eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt wurde. Die entsprechenden
Transformanten AB101 (al bl Afrb110) und AB102 (a2 b2 Afrb110) zeigen im Vergleich zu
den Ausgangsstaimmen keine Unterschiede im Wachstumsverhalten und in der
Zellmorphologie (nicht gezeigt).

FB1 AB101 Tabelle 3: Pathogenitit der frb110-

ai b1 a1 b1 Deletionsmutanten
Afrb110

Inoculum Tumorbildung” % von Wildtyp
FBI x FB2 77/87 100%
FBI x AB102 33/35 100%
FB2 a2b2 ABI0I x FB2 33/35 100%
ABI01 x AB102 145/170 96%
“ Angegeben ist die Anzahl von Pflanzen mit
AB102 a2b2 Tumorbildung im Vergleich zur Gesamtzahl

Aty der infizierten Pflanzen 14 Tage nach Infektion.

Abbildung 16: Kreuzungsverhalten der frb110-Deletionsmutanten. Die oben und links ange-
gebenen Stamme wurden einzeln und in Kombination auf PD-CC-Festmedium aufgetropft und
24 h bei 21°C inkubiert. Die Kolonien erscheinen bei Ausbildung der dikaryotischen Filamente
wegen der luftgefiillten leeren Abschnitte Weil3.

Bei Kreuzungstests auf aktivkohlehaltigem Festmedium (Abbildung 16) und bei Infektion
von Maispflanzen (Tabelle 3) konnte ebenfalls kein vom Wildtyp abweichender Phinotyp
festgestellt werden. Infektionen mit Kreuzungen der Stimme AB101 (a/ b! Afrb110) und
AB102 (a2 b2 Afrb110) fithren zur Bildung normaler Tumore mit Brandsporen, deren
Sporulation normal verlduft (nicht gezeigt).

Damit kann frb1 10 derzeit keine Funktion in U. maydis zugeordnet werden. Da es sich aller-
dings um ein b-reprimiertes Gen handelt, wiirde man bei Deletion auch keinen Einfluss auf
die pathogene Entwicklung erwarten. Interessant wire hier, Stimme zu untersuchen, in denen
frb110 der Kontrolle durch das bW/bE-Heterodimer entzogen und konstitutiv exprimiert wird.
Bei dem unter b-Induktionsbedingungen auftretenden ldngeren Transkript handelt es sich
vermutlich um eine mRNA-Variante eines konvergent transkribierten Nachbargens, die durch
alternative Transkriptions-Termination erkldrt werden kann. Es ist offen, ob das Auftreten der

beiden gegenldufigen Transkripte einen Regulationsmechanismus darstellt.
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2.4 Untersuchung des MAP-Kinasegens kpp6 (frb92)

24.1 frb92 kodiert fiir die ungewéhnliche MAP-Kinase Kpp6

Fiir die Untersuchung von frb92 konnten ausgehend vom Amplicon zwei iiberlappende Cos-
mide und aus einem der beiden ein 6.782 bp BamHI-Subklon isoliert werden, der den gesam-
ten ORF des Gens umfasst (Abbildung 17A). Der grofite offene Leserahmen ist 1.680 bp lang,
spitere Ergebnisse lassen jedoch einen 81 bp weiter 3' gelegenen Translations-Startpunkt
wahrscheinlicher erscheinen (siehe Abschnitt 2.4.9)". Damit ist frb92 insgesamt 1.599 bp
lang. Das Amplicon liegt in der Mitte dieses ORFs von Position 458 bis 1.227. Im 2.667 bp
langen 5'-Bereich, der sich auf dem sequenzierten Subklon befindet, konnen keine weiteren
offensichtlichen ORFs detektiert werden. Etwa 400 bp vor dem Translations-Startpunkt von
frb92 befinden sich zwei 20 bp voneinander entfernte PRE-Boxen ("pheromone response
element"-Boxen), potentielle Bindesequenzen fiir den Transkriptionsfaktor Prfl (Abbildung
17A). Dabei entspricht die erste (PRE1) genau der Konsensussequenz TCCCTTTGT (Hart-
mann et al., 1996; Urban et al., 1996b), die zweite (PRE2) weist an einem Ende einen Nu-
kleotidaustausch auf (ACCCTTTGT). 627 bp hinter dem Stoppkodon von frb92 beginnt ein in
die gleiche Richtung laufender ORF, wobei die von dem 1.886 bp langen Fragment' abge-
leitete Proteinsequenz keine Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen aufweist.

Die von frb92 abgeleitete, 533 Aminosduren lange Proteinsequenz weist dagegen eine hohe
Ahnlichkeit zu einer ganzen Reihe vor allem pilzlicher MAP-Kinasen auf. Darunter befinden
sich z. B. Pmk1 aus Magnaporthe grisea (68% lIdentitit) oder Fus3 (54% Identitit) und Kssl
(56% Identitiit) aus S. cerevisiae. Alle diese Proteine besitzen das fiir MAP-Kinasen typische
Motiv [LIVM][TS]XX[LIVM]XT[RK][WY]YRXPX[LIVM][LIVM] in der Unterdomine
VIII (Kiiltz, 1998), an dem die Phosphorylierung durch MEKs (MAP/ERK-Kinasen) stattfin-
det (Hunter und Plowman, 1997). Eine enge Verwandtschaft (67% Identitit) zeigt sich auch
zwischen Kpp6 und der MAP-Kinase Kpp2 aus U. maydis (Abbildung 17B), von der ange-
nommen wird, dass sie das Pheromonsignal iibermittelt (Miiller e al., 1999). Auffillig ist das
bei allen diesen MAP-Kinasen identische Phosphorylierungsmotiv TEYVATRWYRAPE
(Aminosdureposition 355 bis 367 in Kpp6, Abbildung 17B; siehe auch Diskussion). Da es
sich bei frb92 offensichtlich um ein MAP-Kinasegen handelt, wurde das Gen aufgrund der
Ahnlichkeit zu kpp2 in kpp6 umbenannt'. Im Gegensatz zu fast allen bekannten MAP-Kina-
sen, die eine Linge von etwa 350 Aminosduren aufweisen, besitzt Kpp6 eine zusitzliche, un-

" Um Missverstindnisse zu vermeiden, beziehen sich alle Angaben in Text und Abbildungen auf diesen, erst
spéter ermittelten Translations-Startpunkt und das in FB1 vorliegende Allel, bei dem der Alaninlinker 12 Ami-
noséuren lang ist (siche unten).

'8 Auf dem BamHI-Subklon ist vermutlich nicht das vollstindige Gen enthalten.

' kpp steht fiir Kinase PCR-Produkt; bislang waren fiinf verschiedene Kinase PCR-Produkte isoliert worden (P.
Miiller, pers. Mitteilung).
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gefihr 150 Aminosiuren lange N-terminale Domine ohne Ahnlichkeit zu bekannten Protei-

nen oder Proteindoménen.

A AV VAV VAAAVVAAAVAA

////\\\\

-396
TCCCTTTGTTCGALL:L TCGTCCCACCTCCACCCT 1 u,l
AGGGAAACAAGCTGCGAGC
—_— —»
PRE1 PRE2
Kpp6 N
Kpp2
Stamm AB2 AB33 AB34
Genotyp a2 Ab a2bWiE2 a2 bW2e2

Indukton 1h 5h 1th 5h 1h 5h
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- - -——
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Abbildung 17: Der kpp6-Locus, die MAP-Kinase Kpp6 und die transkriptionelle Regulation von
kpp6. A) Schematische Darstellung des kpp6-Locus. Die Lage des frb92-Amplicons ist durch einen dik-
ken Strich, die beiden kpp6-Transkripte durch Wellenlinien angedeutet. Die Abbildung ist maBstabsge-
treu. B) Vergleich der Aminosiuresequenz von Kpp6 und Kpp2. Gezeigt ist auBerdem das zwischen bei-
den Proteinen vollstindig konservierte Phosphorylierungsmotiv und die Position des "Alaninlinkers" in
Kpp6 ("A"). Die Darstellung ist maBstabsgerecht. C) Vergleich der Expression von kpp6 und kpp2. Ver-
suchsbedingungen siehe Abbildung 10. D) Northern-Analyse der beiden kpp6-Transkripte. Die Stimme
wurden in CM-Flissigmedium bis ODg,, = 0,5 einzeln angezogen, in einer Dichte von insgesamt
0,1 ODgyy/cm?* auf CM-CC-Festmedium ausgestrichen und 48 h bei 29°C inkubiert. Pro Spur wurde etwa

9 ug RNA aufgetrennt.

Zwischen dieser Doméne und der MAP-Kinasedomine befinden sich auf DNA-Ebene Wie-

derholungen des Basentripletts GCT, die fiir einen natiirlichen "Alaninlinker" in Kpp6 kodie-

ren. In verschiedenen U. maydis-Stimmen konnten durch direkte Sequenzierung von PCR-
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Produkten aus dieser Region mehrere kpp6-Allele nachgewiesen werden, die sich in der An-
zahl der Triplettwiederholungen unterscheiden. In zwei Fillen kodieren sie fiir 6 Alaninreste
(FB2 und ATCC22893), in einem Fall fiir 8 (ATCC22505), in vier Fillen fiir 9 (ATCC22883,
22889, 22892 und 22895), in vier Fillen fiir 11 (ATCC18604, 22885, 22891 und 22895) und
in acht Fillen fiir 12 Alaninreste (FB1, ATCC22882, 22884, 22886, 22887, 22888, 228927
und 22898). Wie spitere Versuche andeuten, sind vermutlich alle Allele funktionell (siche
Abschnitt 2.4.7, FuBnote 24).

Ein Vergleich der Expressionsmuster der beiden MAP-Kinasegene kpp6 und kpp2 zeigt,
dass nur kpp6 b-abhingig reguliert ist, kpp2 dagegen mehr oder weniger konstitutiv expri-
miert wird (Abbildung 17C). Das in Abbildung 11 aufgefallene Auftreten von zwei unter-
schiedlich langen und verschieden regulierten Transkripten fiir kpp6 wurde in einer zweiten
unabhédngigen Northern-Analyse mit den diploiden Stimmen FBDI11 (a/a2 b1b2) und
FDB12-3 (ala2 b1bl) nochmals untersucht. FBD11 (ala2 b1b2) weist zwei verschiedene a-
und b-Loci auf und ist daher mit einem dikaryotischen Filament nach Fusion kompatibler
haploider Sporidien vergleichbar. FBD12-3 (ala2 bibl) besitzt zwar zwei verschiedene
a-Loci und kann sich daher selber durch Pheromon stimulieren, hat aber nur ein b-Allel in
doppelter Kopie. Damit diirfte dieser Stamm dem Zustand haploider, pheromonstimulierter
Sporidien vor der Zellfusion entsprechen. Die Kontrollhybridisierungen mit fiir dik6 und mfal
spezifischen Sonden bestitigen dies (Abbildung 17D): das mfal-Transkript ist in der Kreu-
zung der Stimme FB1 und FB2, in FBD12-3 und basal exprimiert in FB1 nachweisbar, fehlt
hingegen im Stamm FB2 und ist im Stamm FBD11 deutlich reprimiert. Umgekehrt kann das
dik6-Transkript in der Kreuzung FB1 x FB2 und im Stamm FBD11, nicht jedoch in den
Stammen FB1, FB2 und FBD12-3 detektiert werden (Abbildung 17D).

Wie schon in Abbildung 11 zeigt sich auch hier fiir kpp6 ein langeres, etwa 2.300 Nukleotide
langes b-induziertes und ein um etwa 200 bis 300 Nukleotide kiirzeres pheromoninduziertes
Transkript (Abbildung 17D). Weitere Northern-Analysen mit Sonden aus dem 5'- und 3'-UTR
von kpp6 deuten darauf hin, dass beide Transkripte das gleiche 3'-Ende besitzen und sich in
ihrem 5'-Ende unterscheiden (nicht gezeigt). Mittels PCR wurde zunéchst versucht, das 5'-
und 3'-Ende des lidngeren der beiden Transkripte aus einer cDNA-Bank zu isolieren (siehe
Abschnitt 4.3.4). Dabei konnte ein Transkriptions-Startpunkt bei Position -404 und Poly-
adenylierungsstellen bei Position 1.818 und 1.821 relativ zum angenommenen Translations-
Startpunkt von kpp6 identifiziert werden, was sehr gut mit der beobachteten Transkriptlinge
iibereinstimmt. Fiir das kiirzere Transkript konnte bislang noch keine Transkriptions-Start-
stelle bestimmt werden. Spitere Ergebnisse zeigen aber, dass diese mindestens 81 Nukleotide
vor dem ATG von kpp6 liegen muss (siche Abschnitt 2.4.5 und Abbildung 21C). Die Sequen-

zierung interner cDNA-Fragmente ergab keinen Anhaltspunkt auf Intronsequenzen, so dass

2 Der Stamm ATCC22892 (al bM bzw. al b8, je nach Nomenklatur) besitzt zwei unterschiedliche kpp6-Al-
lele, die fiir 9 bzw. 12 Alanine kodieren. Er weist zwar nur jeweils ein ¢- und ein b-Allel auf (J. Kdmper, pers.
Mitteilung), enthilt aber entweder eine Verdopplung des kpp6-Locus oder ist generell diploid.
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davon ausgegangen werden muss, dass beide Transkripte fiir das gleiche Protein kodieren
(sieche Abschnitt 4.3.4).

Die Transkriptions-Startstelle des lingeren Transkripts befindet sich genau in der zweiten
PRE-Box, das kiirzere Transkript tritt unter Pheromon-Induktion auf. Nimmt man diese bei-
den Ergebnisse zusammen, so erscheint es denkbar, dass die pheromoninduzierte Expression
von kpp6 durch Bindung von Prfl an die PREs im kpp6-Promotor vermittelt wird. Dadurch
konnte sich der Transkriptions-Startpunkt weiter stromabwirts verschieben, was ein kiirzeres
Transkript zur Folge hitte. Um diese Hypothese zu testen, wurde der Northern-Analyse ein
weiterer Stamm zugefiigt, FB1Aubcl. In diesem Stamm ist das Gen fiir die regulatorische
Untereinheit der PKA (Proteinkinase A) deletiert, was zur konstitutiven Aktivierung der ent-
sprechenden katalytischen Untereinheiten der PKA fiihrt (Gold et al., 1997). Diese Situation
ist vergleichbar der einer aktivierten cAMP-Kaskade. Bei den bisher getesteten Prfl-regu-
lierten Genen des a-Locus konnte gezeigt werden, dass sie sowohl durch Pheromon-Stimula-
tion, als auch durch eine aktivierte cAMP-Kaskade induziert werden und dass diese Regula-
tion Prfl-abhingig ist (Hartmann et al., 1999). Entsprechend kann in Abbildung 17D die
deutlich induzierte Expression von mfal/ im Stamm FB1Aubcl im Vergleich zum Ausgangs-
stamm FB1 beobachtet werden. Auch die Gene des b-Locus, in dem sich ebenfalls PRE-Bo-
xen befinden, zeigen eine erhohte Transkriptionsrate (Abbildung 17D). Im Gegensatz dazu
kann im Fall von kpp6 zwar ein verkiirztes Transkript nachgewiesen werden, das Expres-
sionsniveau ist aber ungeféahr gleich dem des Ausgangsstamms. Falls Prfl an die PRE-Boxen
im kpp6-Promotor bindet, scheint dies keine Auswirkung auf die Transkriptionsrate von kpp6
zu haben. Es konnte aber die Verschiebung des Transkriptions-Startpunkts erkldren (siche
Abschnitt 2.4.11).

kpp6 kodiert demnach fiir eine MAP-Kinase, die groBe Ahnlichkeit zu Kpp2 aufweist aber ei-
nen ungewohnlichen N-Terminus besitzt. kpp6 ist sowohl pheromon- als auch b-induziert,
wobei zwei verschiedene Transkripte entstehen. Im Promotor von kpp6 befinden sich zwei
PRE-Boxen, so dass eine transkriptionelle Regulation durch Prfl denkbar ist. Ausgehend von
diesen Ergebnissen schienen folgende Fragen fiir die weitere Analyse besonders interessant:

e Welche Funktion oder Funktionen erfiillt Kpp6 wihrend der Kreuzung und dem Infek-
tionsprozess? Welche Signale werden dabei von Kpp6 iibermittelt?

e Welche Rolle spielt der ungewohnliche N-Terminus von Kpp6?

e Existiert eine funktionelle Redundanz zwischen Kpp2 und Kpp6?

e Kodieren die beiden unterschiedlich langen Transkripte von kpp6 fiir das gleiche Protein?

e Sind die PRE-Boxen im kpp6-Promotor essentiell fiir die transkriptionelle Regulation?

e Welche Rolle spielt Prfl bei der Regulation von kpp6?
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2.4.2 Die Deletion von kpp6 hat keinen Einfluss auf Kreuzungsverhalten,
Filament- und Appressorienbildung

Die hohe Ahnlichkeit zwischen Kpp6 und Kpp2 und die induzierte Expression von kpp6 unter
Pheromon-Stimulationsbedingungen lie3 eine Rolle wihrend des Kreuzungsprozesses ver-
muten. Zur Untersuchung einer moglichen Beteiligung von Kpp6 an der Ubertragung des
Pheromonsignals wurde in den haploiden Stimmen FB1 (a/ b/) und FB2 (a2 b2) ein
1.680 bp langes Fragment, das den gesamten ORF von kpp6 und 81 bp aus dem 5-UTR um-
fasst, deletiert und durch eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt (sieche Abschnitte 4.1.3
und 4.1.4). Die entsprechenden Transformanten AB81 (a/ bl Akpp6) und AB82 (a2 b2
Akpp6) zeigen im Vergleich zu den Ausgangsstimmen keine Unterschiede im Wachstums-

verhalten und in der Zellmorphologie (nicht gezeigt).

A FB1  ABSI B

at bt atl b1
Akpp6

C FB1 x FB2 AB81 x AB82
at b1 xa2 b2 a1 b1 Akpp6 x a2 b2 Akpp6

',-

Abbildung 18: Kreuzungsverhalten, Filament- und Appressorienbildung von kpp6-Deletions-
mutanten. A) Die oben und links angegebenen Stimme wurden einzeln und in Kombination auf PD-CC-
Festmedium aufgetropft und 24 h bei 21°C inkubiert. B) Konfrontations-Analyse nach Snetselaar et al.
(1996). Die beiden Stamme wurden etwa 100 um entfernt voneinander auf mit Wasseragar beschichtete
Objekttrager aufgetropft und 12 h bei RT inkubiert. C) Appressorienbildung bei Wildtyp- und Mutanten-
kreuzung. Maispflanzen wurden mit den angegebenen Stimmen infiziert und 48 h nach Infektion Blatt-
stiickchen aus der Infektionsregion mit Fungifluor (SIGMA) gefirbt. Filamente und Appressorien sind
unter UV-Licht auf der Blattoberfliche deutlich zu erkennen. Die Maflangabe bezieht sich auf alle Ab-
bildungen.

AB81 (a1 b1 Akpp6)

FB2 a2b2

a2 b2
AB82 Akpp6

ABB82 (a2 b2 Akpp6)

25 um

40



Ergebnisse

In Bezug auf das Kreuzungsverhalten auf aktivkohlehaltigem Festmedium (Abbildung 18A)
zeigen sich keine Unterschiede zu den jeweiligen Ausgangsstimmen. Die Bildung von weis-
sen dikaryotischen Hyphen erfolgt in der Mutanten-Kreuzung genauso wie beim Wildtyp. Die
deutlich sensitivere Konfrontations-Analyse ldsst ebenfalls keine Unterschiede erkennen
(Abbildung 18B). Die gegenseitige Stimulation und Ausbildung von Konjugationshyphen
verlduft normal. Die Untersuchung der Appressorienbildung auf der Blattoberfliche mittels
Fluoreszenz-Mikroskopie nach Farbung mit Fungifluor (SIGMA) bestitigt die Hyphenbil-
dung bei Kreuzung der Mutanten AB81 (al bl Akpp6) und AB82 (a2 b2 Akpp6) (Abbildung
18C). Die charakteristischen regelméBigen Septen zwischen den leeren Abschnitten sind
deutlich zu erkennen. Auch die gebildeten Appressorien zeigen keine Abweichungen im Ver-
gleich zu Wildtyp-Kreuzungen (Abbildung 18C). Sie scheinen in den Mutanten-Kreuzungen
etwas grofler zu sein, was aber statistisch nicht abgesichert werden konnte.

Damit kann Kpp6 keine Funktion wihrend der Prozesse der Zell/Zell-Erkennung, der Zellfu-
sion, der Filament- und der Appressorienbildung zugeordnet werden. Dies ist im Hinblick auf
die pheromoninduzierte Expression iiberraschend. Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass in
den Deletionsmutanten die Rolle von Kpp6 von einem nahen Homologen, z. B. Kpp2, iiber-
nommen wird, wie es bei Fus3 und Kssl in S. cerevisiae der Fall ist (Madhani et al., 1997);
dadurch konnte ein Funktionsverlust gleichsam maskiert und nicht zu erkennen sein (siehe
Abschnitte 2.4.7 und 2.4.8).

2.4.3 kpp6-Deletionsmutanten weisen eine reduzierte Pathogenitét auf

Zur Untersuchung einer moglichen Rolle von Kpp6 im Infektionsprozess wurde zusitzlich zu
den schon vorhandenen Stammen ABS81 (al bl Akpp6) und ABS82 (a2 b2 Akpp6) der kpp6-
Locus auch noch im haploiden solopathogenen Stamm SG200 (al/mfa2 bW2bEI) deletiert
und in gleicher Weise durch eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt. Der Stamm SG200
(almfa2 bW2bET) ist in der Lage, Maispflanzen ohne vorherige Fusion erfolgreich zu infizie-
ren, und dient daher zur Analyse von Postfusions-Ereignissen. Mit dem resultierenden Trans-
formanten AB83 (almfa2 bW2bEI Akpp6) und Kreuzungen der Stimme AB81 und AB82
wurden Maispflanzen infiziert und 14 Tage nach Infektion auf Infektionssymptome unter-
sucht. Dabei zeigte sich eine deutliche Abnahme in der Anzahl von Pflanzen, die Tumore
ausbilden (Tabelle 4 und Abbildung 19A). Sie ist von Experiment zu Experiment etwas unter-
schiedlich und liegt zwischen 20% und 50% des Wildtyp-Niveaus (vgl. Tabellen 4, 6, 9 und
11). Diese Reduktion tritt in gleicher Weise bei den Mutanten-Kreuzungen als auch bei AB83
(almfa2 bW2bEI Akpp6) auf, was darauf schlielen ldsst, dass es sich um einen Postfusions-
Defekt in den Mutanten handelt. Dariiber hinaus kommt es bei Infektion mit Kreuzungen der
Staimme FB1 (al bl) und FB2 (a2 b2) oder mit SG200 (almfa2 bW2bEI) zu einer deutlichen
Reduktion in GréBe und Gewicht der befallenen Pflanzen im Vergleich zu Pflanzen ohne

Tumore, wihrend dieser Effekt bei den Infektionen mit kpp6-Deletionsmutanten in Bezug auf
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das Gewicht der Pflanzen deutlich geringer und in Bezug auf die PflanzengroBe nicht erkenn-

bar ist (Abbildung 19B und C). Die gebildeten Tumore sind in der Regel wesentlich kleiner

als bei vergleichbaren Wildtyp-Infektionen, und sie werden haufig nicht an den iiblichen

Stellen gebildet (siehe unten und Abbildung 20A). Am auffilligsten ist jedoch das vollstéin-

dige Ausbleiben der Anthocyanbildung in der Nihe der Injektionsstelle bei Infektionen mit

den Deletionsmutanten. Aus diesem Grund muss zunichst genauer auf die bei Wildtyp-Infek-

tionen zu beobachtenden Pathogenititssymptome eingegangen werden.

Tabelle 4: Pathogenitit der kpp6-Deletionsmutanten

A

100%

Inoculum prim. Ac- % von Tumor- % von
Reaktion” "Wildtyp" bildung” "Wildtyp" 80% ohne Symptome
FBI x FB2 264270 100% 245270 100% o o
60%
AB81 x AB82 0/262 0% 59/262 23% =]
Tumorbildung
SG200 145/152 100% 132/152 100% 20%
AB83 0/158 0% 70/158 44%
* Angegeben ist die Anzahl von Pflanzen mit primirer Anthocyan-Reak- Bl
tion bzw. Tumorbildung im Vergleich zur Gesamtzahl der infizierten

Pflanzen 14 Tage nach Infektion.
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Pflanzen mit Tumorbildung Ac-Reaktion Symptome Pflanzen mit Tumorbildung

Abbildung 19: Ergebnisse der Pflanzeninfektionen mit kpp6-Deletionsmutanten. A) Graphische
Darstellung der Daten aus Tabelle 4. Die prozentualen Angaben beziehen sich jeweils auf die Gesamt-
zahl der infizierten Pflanzen. B) und C) Vergleich der Linge (B) und des Gewichts (C) von Maispflanzen
14 Tage nach Infektion mit den angegebenen Stimmen. Die Daten zu Pflanzen, die zwar eine primére
Anthocyan-Reaktion aber keine Tumorbildung aufweisen und die zu symptomfreien Pflanzen sind aus
allen vier Infektionen zusammengenommen. Einzelereignisse sind durch graue Punkte, der Median aller
Ereignisse durch einen schwarzen Strich dargestellt. Gemessen wurde jeweils die gesamte Pflanze ohne
Waurzel. Die Anzahl der Pflanzen und die jeweiligen Medianwerte waren: 29 Pflanzen mit Tumorbildung
bei FB1 x FB2 (38 cm, 3,3 g), 24 Pflanzen mit Tumorbildung bei AB81 x AB82 (74 cm, 8,8 g), 39
Pflanzen mit Tumorbildung bei SG200 (42 cm, 4,6 g), 29 Pflanzen mit Tumorbildung bei AB83 (69 cm,
8,2 g), 16 Pflanzen mit primédrer Anthocyan-Reaktion aber ohne Tumorbildung (77 cm, 13,1 g) und 45
Pflanzen ohne Symptome (73 cm, 10,7 g). Zur Definition des Begriffs "primire Anthocyan-Reaktion"
siche Abschnitt 2.4.4.

Ac-Reaktion Symptome
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2.4.4 Bei kpp6-Deletionsmutanten sind friihe Infektionsprozesse gestort

Bei Standard-"Spritzinfektionen" werden 200 bis 250 pl einer Pilzsuspension (in Wasser,
ODgy = 3,0) in das Innere des Blattwirtels von sieben Tage alten Maispflanzen der Sorte Gol-
den Bantam gespritzt. Die Injektionsstelle befindet sich etwa 1 cm iiber der Erde, also etwa
1,5 bis 3 cm oberhalb des basalen Pflanzenmeristems. Dabei werden in der Regel die Blatt-
scheiden des ersten und des zweiten Blattes® und die Blattspreiten des dritten und vierten
Blattes durchstochen. Als erstes Infektionssymptom ist nach vier bis fiinf Tagen auf dem
dritten und vierten Blatt eine beginnende Anthocyan-Produktion zu beobachten, und zwar un-
gefihr 1 bis 3 cm unterhalb der Durchstichstellen (Abbildung 20B). In diesen Regionen kann
schon einen Tag nach Infektion Appressorienbildung bei U. maydis beobachtet werden (Ab-
bildung 18C), so dass sich hier wahrscheinlich die bevorzugten Eintrittsstellen des Pilzes bei
dieser Art der Infektion befinden. Es konnte sich um einen Bereich handeln, in dem sich die
Pflanzenzellen zum Zeitpunkt der Infektion im Streckungswachstum befinden und deshalb
ein Durchdringen der Zellwand leichter moglich ist. Sieben Tage nach Infektion zeigen sich
die ersten Tumore, in der Regel werden die Pflanzen nach zwei Wochen bonitiert. Typi-
scherweise findet man Tumore (1) in und unterhalb des Bereichs der Anthocyan-Produktion
auf der Blattspreite des dritten und vierten Blattes, (2) am Ubergang von der Blattspreite zur
Blattscheide an diesen beiden Blittern, (3) auf und in der Blattscheide und (4) direkt an der
Basis der Pflanze (Abbildung 20A). Im Bereich der Tumore tritt hdufig ebenfalls Anthocyan-
Produktion auf. Vor allem in den Fillen 2 und 4, bei denen die Tumorbildung in oder in der
Nihe meristematisch aktiver Bereiche der Pflanze stattfindet, konnen die Tumore sehr grof3
werden und bei Bildung "basaler" Tumore unter Umstdnden zu einem Absterben der Pflanze
fiihren. Oberhalb der Infektionsstelle auf dem dritten und vierten Blatt und auf den weiteren
Blittern (so sie noch gebildet werden) finden sich dagegen nur in seltenen Ausnahmefillen
Tumore.

Das Ausmaf} der Tumorbildung zwischen einzelnen Pflanzen bei derselben Infektion (Ab-
bildung 19B und C) oder zwischen verschiedenen Versuchen und Experimentatoren kann sich
deutlich unterscheiden (nicht gezeigt). Bei Pflanzen, die nach Wildtyp-Infektionen Tumorbil-
dung aufweisen, kann jedoch in allen Féllen die Anthocyan-Produktion auf dem dritten und
vierten Blatt beobachtet werden (Abbildung 20A und B). Diese Reaktion wird nicht durch die
Verletzung der Blitter hervorgerufen, was sich durch Kontrollinfektionen mit Wasser oder
haploiden Sporidien zeigen ldsst (Abbildung 20B). Sie ist daher vermutlich eine Reaktion der
Pflanze auf versuchte oder erfolgreiche Infektion durch U. maydis und dient als sensitiver
Nachweis der Pilz/Pflanzen-Interaktion. Im Rahmen dieser Arbeit wird daher zwischen der
Anthocyan-Bildung auf der Blattspreite des dritten und vierten Blattes und einer eventuell
spiter stattfindenden Produktion von Anthocyan in der Nidhe von Tumoren unterschieden. Fiir
erstere wird im Folgenden die Bezeichnung "primére Anthocyan-Reaktion" verwendet.

! Gerechnet wird hier nach dem Erscheinen der Blitter, wobei das Keimblatt nicht mit einbezogen wird.
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Vergleicht man die Infektionssymptome von Wildtyp- und kpp6-Mutanten-Infektionen, so
fdllt bei Injektion von Deletionsmutanten vor allem ein volliges Ausbleiben der priméren
Anthocyan-Reaktion auf (Tabelle 4 und Abbildungen 19a und 20). Zwar konnen in diesem
Bereich vereinzelt Nekrosen beobachtet werden, diese treten aber in manchen Fillen auch bei
Infektionen mit haploiden Sporidien auf (Abbildung 20B). Tumore finden sich an den schon
beschriebenen Stellen, allerdings hdufig auch oberhalb der Injektionsstelle auf der Blattspreite
des dritten und vierten Blattes und in wenigen Fillen auf der Blattspreite des fiinften Blattes
(Abbildung 20A). Die gebildeten Tumore sind deutlich kleiner, in ihrer Umgebung zeigt sich
nur vereinzelt Anthocyan-Produktion (Abbildung 20A). Bei einigen groen Tumoren konnten
sporogene Hyphen und die Bildung normaler Brandsporen beobachtet werden (nicht gezeigt).
In einem Fall wurde das Sporulationsverhalten der Brandsporen untersucht, wobei sich keine
Abweichungen zum Wildtyp ergaben (nicht gezeigt).

Zur Kontrolle wurde eine unterschiedliche Art der Pflanzeninfektion, die sogenannte Tropf-
infektion, durchgefiihrt. Dabei werden jeweils 800 pl einer Pilzsuspension (ODy,, = 3,0 in
Wasser) in die Blattwirtel von 14 Tage alte Pflanzen der Sorte Gaspar Flint gespritzt, ohne die
Pflanze dabei zu verletzen. Die resultierenden Tumore befinden sich bei dieser Art der Infek-
tion an den oberen Blittern und vor allem in der ménnlichen Bliite. Dort zeigt sich auch
Anthocyanbildung. Drei Wochen nach Infektion mit FB1 x FB2 konnten an 28 von 45 Pflan-
zen Tumore beobachtet werden, bei AB81 x AB82 waren es 2 von 45 Pflanzen (7% von
Wildtyp). Infektion mit SG200 fiihrte in 6 von 15 Fillen zur Tumorbildung, bei AB83 in 3
von 43 Fillen (17% von Wildtyp). Es zeigte sich ebenfalls eine deutliche Reduktion der
Anthocyan-Produktion als Reaktion auf die Infektion mit kpp6-Mutanten. Da sich der Effekt
im Fall der Spritzinfektion auf das dritte und vierte Blatt beschrinkt und deswegen besser dar-

stellbar ist, wurde fiir die weiteren Untersuchungen diese Art der Infektion angewandt.

Diese Ergebnisse lassen bei den kpp6-Deletionsmutanten auf einen Defekt in der Interaktion
zwischen Pilz und Pflanze schlieBen. Um die Prozesse innerhalb der Pflanze nach der Appres-
sorienbildung, die ja noch normal verlduft (Abbildung 18C), genauer untersuchen zu kénnen,
wurden U. maydis-Stamme hergestellt, die gelbe bzw. blaue Varianten von GFP (YGFP bzw.
CGFP) konstitutiv exprimieren. Diese beiden Proteine liegen in ihren Anregungs- und Emis-
sions-Wellenldngen weit genug auseinander, um durch Fluoreszenz-Mikroskopie getrennt

nachweisbar zu sein. Die entsprechenden Konstrukte wurden in Einzelkopie in den ip-Locus

Abbildung 20 (vorhergehende Seite): Pathogenititssymptome bei Infektion mit U. maydis. A) Auf-
nahmen von Maispflanzen 14 Tage nach Infektion mit den angegebenen Kreuzungen. Es wurden Bei-
spiele von Pflanzen mit unterschiedlich starker Tumorsymptomatik ausgewihlt. Weitere Einzelheiten
siche Text. B) Primidre Anthocyan-Reaktion nach Infektion mit U. maydis. Gezeigt sind Beispiele von
dritten Blittern der Maispflanzen 14 Tage nach Infektion mit den angegebenen Stimmen bzw. Kreuzun-
gen. Die Injektionsstellen (durch Pfeile angedeutet), Anthocyan- und Tumorbildung sind deutlich zu er-
kennen. Die Zahlenangaben in der schematischen Darstellung beziehen sich auf die Haufigkeit des Auf-
tretens von Anthocyan- und Tumorbildung auf der Blattspreite bei Pflanzen mit Tumorbildung nach In-
fektion mit FB1 x FB2.
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eingebracht. Dabei wurden ausgehend vom Stamm SG200 (a/mfa2 bW2bEI) die Transfor-
manten AB120 (almfa2 bDW2bEI ip'[P,,.;cgfplip’)” und AB121 (almfa2 bW2bEI ip'[P,,,..
ygfplip®) und ausgehend vom Stamm ABS83 (almfa2 bW2bEI Akpp6) die Transformante
AB122 (almfa2 bBW2DbE1 Akpp6 ip'[P .. ygfplip’) hergestellt.

Drei Tage nach Koinfektion von Maispflanzen mit den Stimmen AB120 und AB121 konn-
ten unterhalb der Durchstichstelle in der Blattspreite gelb und blau fluoreszierende U. maydis-
Filamente nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Auch innerhalb der Tumore fanden sich
beide Stamme nebeneinander als sporogene Hyphen (nicht gezeigt). Dies zeigt, dass beide
Varianten von GFP in der Pflanze getrennt nachweisbar sind, dass die Expression von CGFP
bzw. YGFP keinen Einfluss auf die Pathogenitét hat und dass es sich bei der Tumorbildung
bei dieser Art der Infektion nicht um ein klonales Ereignis handelt. Dem gegeniiber konnten
weder bei Einzelinfektion des Stammes AB122 noch bei Koinfektion mit dem Stamm AB120
die gelb fluoreszierenden kpp6-Mutantenzellen innerhalb der Pflanze gefunden werden (nicht
gezeigt). Dies ist neben der ausbleibenden Anthocyanbildung bei den infizierten Pflanzen ein
weiterer Hinweis darauf, dass in den Deletionsmutanten friihe Prozesse nach dem Eindringen
in die Pflanze gestort sind und nur ein kleiner Teil der Pilzzellen zu einer erfolgreichen Infek-
tion in der Lage ist (siehe Diskussion). In Fillen, bei denen es zu einer erfolgreichen Infektion
und zur Bildung von Tumoren nach Infektion mit dem Stamm AB122 kam, fanden sich in
den Tumoren gelb fluoreszierende Filamente und sporogene Hyphen (nicht gezeigt). Bei Ko-
infektion mit den Staimmen AB120 und AB122 konnten in den resultierenden Tumoren nur

die blau fluoreszierenden Hyphen des Stammes AB120 nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Zusammengefasst weisen die kpp6-Deletionsmutanten eine deutlich reduzierte Pathogenitit
auf. Es finden sich weniger Tumore, die Tumore sind kleiner und die Pflanzen sind in der Re-
gel in ihrem Wachstum nur wenig behindert. Am auffilligsten ist die fehlende primire
Anthocyan-Reaktion der Maispflanzen, die normalerweise als Antwort auf die Infektion

durch U. maydis zu beobachten ist.

2.4.5 Der N-Terminus von Kpp6 wird fiir die Pathogenitit nicht benotigt

Bei der Analyse der kpp6-Sequenz fillt der ungewdohnliche, etwa 150 Aminoséduren lange
N-Terminus von Kpp6 auf, der in dhnlichen Proteinen fehlt. Daher wurde als nichstes unter-
sucht, ob dieser Domine von Kpp6 eine Funktion zugeordnet werden kann. Es sollte getestet
werden, mit welchen Teilen von Kpp6 der beobachtete Pathogenititsdefekt wieder aufgeho-

ben werden kann. Dazu wurden verschiedene Konstrukte in Einzelkopie in den ip-Locus der

2 Fiir Integrationen in den ip-Locus (siche Abschnitt 6.1) wird die Bezeichnung ip[...]ip* verwendet, ip'[kpp6lip*
steht z. B. fiir ein in den ip-Locus inseriertes Konstrukt, das kpp6 enthilt. Bei sdmtlichen in dieser Arbeit ver-
wendeten Konstrukten zur Integration in den ip-Locus wird das entsprechende Gen in die entgegengesetzte
Richtung relativ zu den ip-Genen abgelesen (Abbildung 36).
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bereits vorhandenen kpp6-Deletionsmutanten AB81 (al bl Akpp6), AB82 (a2 b2 Akpp6) und
AB83 (almfa2 bW2bEI Akpp6) eingebracht. Das erste Konstrukt enthilt eine 2.371 bp lange
Promotorregion, den gesamten Leserahmen von kpp6 und 428 bp des 3'-UTR (pkpp6NA).
Zusitzlich wurden zur leichteren Klonierung der Folgekonstrukte mittels gerichteter PCR-
Mutagenese an der zundchst angenommenen Translations-Startstelle (also an Position -81)
eine Ncol-Schnittstelle und direkt hinter das Stoppkodon eine AscI-Schnittstelle eingefiigt
(siche Abschnitt 4.1.4). Davon ausgehend wurde in einem zweiten Konstrukt der kpp6-Pro-
motor direkt an ein verkiirztes kpp6-Allel (kpp6C-term) fusioniert, das fiir ein an Amino-
sdureposition 170, also direkt hinter dem Alaninlinker beginnendes Protein kodiert (pkpp6C-
term; siche Abschnitt 4.1.4). Diese Variante umfasst demnach die C-terminale MAP-Kinase-
doméne von Kpp6. In den beiden Konstrukten pkpp6NA und pkpp6C-term wurde aulerdem
jeweils der kpp6-Promotor durch den o2tef-Promotor ersetzt, um in den Transformanten eine
konstitutive Expression von Kpp6 bzw. des C-Terminus von Kpp6 zu ermoglichen. Die so
entstandenen Plasmide wurden mit pPo2tef:kpp6NA bzw. pPo2tef:kpp6C-term bezeichnet.

Die Transformanten sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Staimme mit Komplementations-Konstrukten

Transformanten Genotyp Ausgangsstamm
ABI76 al bl Mkpp6 ip'[Py,s:kpp6lip* AB8I
AB177 a2 b2 Akpp6 ip'[P,,s:kpp6lip* AB82
ABI171 almfa2 bW2bEI Akpp6 ip'[P,,,s:kpp6lip* AB83
AB178 al bl Akpp6 ip'[Py,,s:kpp6C-termlip* ABS1
ABI179 a2 b2 Akpp6 ip'[Py,,s:kpp6C-termlip® AB82
AB165 almfa2 bW2bEI Akpp6 ip"[Py,,s:kpp6C-termlip* ABS83
AB223 al bl Akpp6 ip'[P .:kpp6lip* AB81
AB224 a2 b2 Akpp6 ip'[P,,zkpp6lip* AB82
AB225 almfa2 bW2bEI Akpp6 ip'[P z.z-kpp6lip* AB83
AB226 al bl Akpp6 ip'[P u,:kpp6C-termlip* AB81
AB227 a2 b2 Akpp6 ip'[P . kpp6C-termlip* ABS82
AB228 almfa2 bW2bEI Akpp6 ip'[P ,.:kpp6C-termlip® AB83

Alle 12 Stimme zeigten normales Wachstumsverhalten, eine normale Zellmorphologie und
normale Filamentbildung auf aktivkohlehaltigem Festmedium (nicht gezeigt). Die Tumorbil-
dung bei den Stammen, die das Vollldngen kpp6-Konstrukt tragen, ist vergleichbar der bei In-
fektion mit kpp6-Deletionsmutanten (Stimme AB176 und AB177, bzw. AB171 in Tabelle 6
und Abbildung 21A und B), allerdings konnte in wenigen Fillen (etwa 15% von Wildtyp)
eine leichte Anthocyanbildung auf der Blattspreite beobachtet werden (Tabelle 6 und Abbil-
dung 21A). Daraus wird abgeleitet, dass das Volllingen kpp6-Konstrukt die Deletion von
kpp6 nur partiell komplementieren kann. Demgegeniiber liegt die Anthocyanbildung in den
Stimmen, die entweder das C-terminale Fragment von Kpp6 unter Kontrolle des kpp6-Pro-
motors enthalten (AB178 und AB179, bzw. AB165) oder das Vollldngen- oder das verkiirzte
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Protein konstitutiv exprimieren (AB223 und AB224, bzw. AB225; AB226 und AB227, bzw.
AB228) zwischen 80 und 100% des Wildtyp-Niveaus (Tabelle 6 und Abbildung 21A und B).
Die GroBle der gebildeten Tumore bei Infektion mit diesen Stimmen entspricht ebenfalls den
Ergebnissen bei Wildtyp-Infektionen (nicht gezeigt), in Bezug auf die Anzahl der betroffenen
Pflanzen zeigt nur der Stamm AB225 eine auf die Hilfte veringerte Pathogenitit (Tabelle 6
und Abbildung 21A und B). Ansonsten wurden bei den Kreuzungen kompatibler Stimme und
dem entsprechenden solopathogenen Stamm jeweils vergleichbare Ergebnisse erzielt (Tabelle
6 und Abbildung 21A und B). Demnach konnen mit diesen Konstrukten kpp6-Deletions-

mutanten komplementiert werden.
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Anthocyanbildung
60%
=]
Tumorbildung
40%
20%
0%
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Abbildung 21: Komplementation der kpp6-Deletionsmutanten. A) Graphische Darstellung der Daten
aus Tabelle 6. Die prozentualen Angaben beziehen sich jeweils auf die Gesamtzahl der infizierten Pflan-
zen. B) Primidre Anthocyan-Reaktion 14 Tage nach Infektion mit den abgegebenen Stimmen. C) Nor-
thern-Analyse mit den angegebenen Stimmen. Zellen wurden in CM-Fliissigmedium bis ODy,, = 0,5 ge-
trennt inkubiert, im Fall der Kreuzungen im gleichen Verhiltnis gemischt und in einer Dichte von
0,1 ODgyy/cm? auf CM-CC-Festmedium ausgestrichen. Die Zellernte erfolgte nach 24-stiindiger Inkuba-
tion bei 29°C. Pro Spur wurde 10 pg RNA aufgetrennt.
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Tabelle 6: Komplementation der kpp6-Deletionsmutanten

Inoculum eingebrachtes Konstrukt prim. Ac-Reaktion” % von "Wildtyp" Tumorbildung” % von "Wildtyp"
FBI x FB2 102/106 100% 95/106 100%
SG200 145/152 100% 132/152 100%
AB81 x AB82 0/87 0% 37/87 47%
AB83 0/158 0% 70/158 51%
AB176 x AB177  pkpp6NA 6/45 14% 17/45 42%
ABI171 pkpp6NA 14/100 15% 49/100 56%
AB178 x AB179  pkpp6C-term 44/45 100% 40/45 99%
AB165 pkpp6C-term 61/80 80% 57/80 82%
AB223 x AB224  pPo2tef:kpp6NA 42/44 99% 34/44 86%
AB225 pPo2tef:kppoNA 35/43 85% 21/43 56%
AB226 x AB227  pPo2tef:kpp6C-term 45/47 99% 45/47 100%
AB228 pPo2tef:kpp6C-term 42/45 98% 41/45 100%
ABI175 pkppowt 6/43 15% 20743 53%
ABI161 pkpp6N-term 0/32 0% 18/32 65%
AB265 pkpp6/2 0/46 0% 34/46 80%

“ Angegeben ist die Anzahl von Pflanzen mit primirer Anthocyan-Reaktion bzw. Tumorbildung im Vergleich zur Gesamt-
zahl der infizierten Pflanzen 14 Tage nach Infektion.

Dieses Ergebnis ist nicht einfach zu interpretieren (siche Diskussion). Um Sequenzfehler im
Plasmid pkpp6NA, das als Ausgangskonstrukt verwendet wurde, auszuschlieen, wurde das
Plasmid aus dem Stamm AB171 reisoliert (siche Abschnitt 4.3.1) und sequenziert. Dabei
konnten in kpp6 und in einem Bereich von 800 bp vor und 428 bp hinter dem Gen keine Se-
quenzabweichungen festgestellt werden (nicht gezeigt).

Eine weitere Moglichkeit wire, dass das Einfiigen der Ncol- bzw. AscI-Schnittstellen vor
bzw. hinter dem Gen die Expression beeintrachtigt. Daher wurde das Plasmid pkpp6, das den-
selben Bereich umfasst wie pkpp6NA, die Modifikationen aber nicht besitzt, in den Stamm
AB83 eingebracht. Die resultierende Transformante AB175 (almfa2 bW2bEI Akpp6 ip"
[kpp6lip*) zeigt den Pathogenititsdefekt der kpp6-Deletionsmutante, genauso wie der ver-
gleichbare Stamm AB171 (almfa2 bW2bEI Akpp6 ip'[P,,q:kpp6lip*), der die eingefiihrten
Restriktions-Schnittstellen besitzt: nur bei wenigen Pflanzen ist eine primére Anthocyan-Re-
aktion zu beobachten (Tabelle 6 und Abbildung 21A). Damit scheidet diese Erkldrungsmog-
lichkeit aus.

In einer Northern-Analyse wurde gepriift, ob die Expression von kpp6 in den in Tabelle 5
aufgefiihrten Stimmen verédndert ist. Dazu dienten Kreuzungen der jeweiligen kompatiblen
Stamme, die 24 Stunden auf aktivkohlehaltigem Festmedium gewachsen waren. Als Kon-
trollen wurden die diploiden Stimme FBD11 (ala2 b1b2) und FBD12-3 (ala2 bibl) ver-
wendet. In allen Kreuzungen konnen Transkripte von bW, bE, dik6 und mfa2 nachgewiesen
werden (Abbildung 21C). Dies zeigt, dass in diesen Fillen ein Gemisch von pheromonstimu-
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lierten und fusionierten Zellen vorliegen diirfte. Bei Hybridisierung mit einer fiir kpp6 spezi-
fischen Sonde treten in der Wildtyp-Kreuzung FB1 x FB2 die bereits bekannten zwei Tran-
skripte auf, in der Kreuzung der kpp6-Deletionsmutanten (AB81 x AB82) dagegen nicht (Ab-
bildung 21C). Die Kreuzung von Stimmen, die kpp6 unter Kontrolle seines eigenen Promo-
tors im ip-Locus tragen (AB176 x AB177) zeigen die gleichen kpp6-Transkripte wie die
Wildtyp-Kreuzungen (Abbildung 21C). Dies zeigt, dass zumindest fiir die Genregulation aus-
serhalb der Pflanze der verwendete 2.317 bp lange 5'-Bereich von kpp6 ausreichend zu sein
scheint. Auch im Fall der Kreuzung von Stammen, in denen der C-Terminus von Kpp6 unter
Kontrolle des kpp6-Promotors steht (AB178 x AB179), konnen zwei Transkripte nachgewie-
sen werden, die, wie erwartet, etwa 600 bp kleiner sind (Abbildung 21C). Da in diesen Stam-
men wegen der falsch angenommenen Translations-Startstelle nicht nur der fiir den
N-Terminus kodierende Teil von kpp6 sondern auch 81 bp des 5'-UTR fehlen (siche oben),
trotzdem aber ein kiirzeres Transkript auftritt, befindet sich das 5'-Ende dieses Transkripts
vermutlich mehr als 81 bp vor dem ATG-Startkodon (siehe Abschnitt 2.4.1). Dies zeigt sich
auch im Vergleich mit den Signalen, die in den Kreuzungen von Stimmen erkennbar sind, in
denen Kpp6 bzw. dessen C-Terminus ausgehend von dem konstitutiven o2tef-Promotor ex-
primiert wird (AB223 x AB224 bzw. AB226 x AB227): die entsprechenden Transkripte sind
gut nachweisbar und etwas kiirzer als die jeweiligen kiirzeren kpp6-Transkripte bei Verwen-
dung des kpp6-Promotors (Abbildung 21C).

Abschliefend wurden noch zwei weitere Konstrukte hergestellt, die nur den N-Terminus von
Kpp6 (Aminoséduren 1 bis 179) bzw. diesen N-Terminus in N-terminaler Fusion mit Kpp2
unter Kontrolle des kpp6-Promotors enthalten (pkpp6N-term bzw. pkpp6/2). Diese Kon-
strukte wurden in Einzelkopie in den ip-Locus des Stammes AB83 (almfa2 bW2bE1 Akpp6)
eingebracht. Die daraus entstandenen Transformanten AB161 (a/mfa2 bW2bEI Akpp6 ip"
[Pyps:kppON-term]ip*) und AB265 (almfa2 bW2DbEI Akpp6 ip'[P,,,:kpp6/2]ip*) waren eben-
falls nicht in der Lage, nach Infektion Anthocyanbildung in den Maispflanzen hervorzurufen
(Tabelle 6 und Abbildung 21A). Die Konstrukte konnen folglich kpp6-Deletionsmutanten
nicht komplementieren. Da das Volllingen Kpp6-Konstrukt dazu ebenfalls nicht in der Lage
ist, miissen diese Versuche allerdings mit Vorbehalt betrachtet werden.

Zusammenfassend geht aus diesen Ergebnissen hervor, dass dem N-Terminus von Kpp6 in
der Pathogenitét keine Funktion zugeschrieben werden kann. Das C-terminale MAP-Kinase-

Fragment von Kpp6 reicht zur Induktion der Tumor- und Anthocyanbildung aus.

» Die relativen Signalstirken von dik6 und mfa2 schwanken zwischen den einzelnen Ansitzen. Dieser Effekt ist
beim Vergleich von Kreuzungen schon mehrfach beobachtet worden und ist wahrscheinlich auf kleine, statisti-
sche Unterschiede in den Kultivierungsbedingungen zuriickzufiihren. Da in Fillen, in denen ein starkes dik6-
Signal zu erkennen ist, das mfa2-Signal eher schwicher ist und umgekehrt (Abbildung 21C), reflektieren diese
Signale vermutlich das relative Verhiltnis von fusionierten zu pheromonstimulierten Zellen.
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2.4.6 Die Uberexpression von Kpp6 zeigt im Wildtyp keinen Effekt

Da es sich bei kpp6 im Unterschied zu kpp2 um ein transkriptionell reguliertes MAP-Kinase-
gen handelt, besteht die Moglichkeit, dass eine Uberproduktion von Kpp6 oder von Teilen des
Proteins zum falschen Zeitpunkt einen dominanten Effekt hervorrufen kann. Aus diesem
Grund wurden zusitzlich zu den oben schon erwéhnten Konstrukten pPo2tef:kpp6 und
pPo2tef:kpp6C-term die Konstrukte pPo2tef:kpp6N-term und pPo2tef:kpp6/2 zur konstituti-
ven Expression des N-Terminus von Kpp6 bzw. des Fusionsproteins aus Kpp6 und Kpp2 her-
gestellt. Durch Einzelinsertion der Konstrukte in den ip-Locus der Stimme FB1 (a/ b/) und
FB2 (a2 b2) bzw. des solopathogenen Stammes SG200 (a/mfa2 bW2bEI) (nur im Fall der
Plasmide pPo2tef:kpp6N-term und pPo2tef:kpp6C-term) entstanden die in Tabelle 7 zusam-
mengefassten Stamme (siche Abschnitte 4.1.3 und 4.1.4). Das Expressionsniveau bei konsti-
tutiver Expression durch den o2fef-Promotor entspricht etwa dem von Kpp6 unter induzierten
Bedingungen (Abbildung 21C).

Tabelle 7: Stamme zur Uberexpression von Kpp6

Transformanten Genotyp Ausgangsstamm
AB221 al bl ip[P ,zkpp6lip* FB1
AB222 a2 b2 ip'[P . ckpp6lip® FB2
AB162 al bl ip'[P ,kpp6C-term]ip* FBI1
AB163 a2 b2 ip'[P ,ckpp6C-term)ip® FB2
AB164 almfa2 bW2bE1 ip'[P,y,:kpp6C-term]ip* SG200
AB168 al bl ip'[P,y.;kpp6N-term]ip® FBI1
AB169 a2 b2 ip'[P ,,:kpp6N-term]ip* FB2
AB170 almfa2 bW2bEI ip'[P,,:kpp6N-term]ip* SG200
AB261 al bl ip'[P ,zkpp6/2]ip* FB1
AB262 a2 b2 ip'[P ,:kpp6/2]ip* FB2

100%

80%

60%

[
Tumorbildung
40%

20%

0%

FB1 SG AB81 AB AB221  AB162 AB AB168 AB AB261
X X X X X X
FB2 200 AB82 - AB222  AB163 ik AB169 170 AB262

Abbildung 22: Pathogenititssymptome bei Uberproduktion von Kpp6 in Wildtyp-Stimmen. Gra-
phische Darstellung der Daten aus Tabelle 8. Die prozentualen Angaben beziehen sich jeweils auf die Ge-
samtzahl der infizierten Pflanzen.
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Tabelle 8: Pathogenitiit bei Uberexpression von Kpp6

Inoculum eingebrachtes Konstrukt Anthocyanbildung” % von "Wildtyp" Tumorbildung” % von "Wildtyp"
FBI x FB2 102/106 100% 95/106 100%
SG200 145/152 100% 132/152 100%
AB81 x AB82 0/87 0% 37/87 47%
AB83 0/158 0% 70/158 51%
AB221 x AB222  pPo2tef:kpp6NA 40745 92% 39/45 97%
AB162 x AB163  pPo2tef:kpp6C-term 30/30 100% 29/30 100%
AB164 pPo2tef:kpp6C-term 44/45 100% 39/45 100%
AB168 x AB169  pPo2tef:kpp6N-term 35/36 100% 31/36 96%
AB170 pPo2tef:kpp6N-term 44/47 98% 39/47 96%
AB261 x AB262  pPo2tef:kpp6/2 31/31 100% 31/31 100%

“ Angegeben ist die Anzahl von Pflanzen mit Anthocyan- bzw. Tumorbildung im Vergleich zur Gesamtzahl der infizierten
Pflanzen 14 Tage nach Infektion.

In Bezug auf Zellmorphologie und Wachstum unterschied sich keiner dieser Stimme von
dem jeweiligen Ausgangsstamm, das Kreuzungsverhalten bzw. die Filamentbildung auf ak-
tivkohlehaltigem Festmedium waren ebenfalls nicht gestort (nicht gezeigt). Auch bei Pflan-
zeninfektionen mit diesen Stimmen konnen keine Unterschiede zum Wildtyp festgestellt
werden: Anthocyan-, Tumor- und Sporenbildung verlaufen normal (Tabelle 8, Abbildung 22
und nicht gezeigt).

Eine Uberexpression von Kpp6, seiner N- bzw. C-terminalen Domine und eines Fusionspro-
teins aus dem N-Terminus von Kpp6 vor Kpp2 ruft demnach in Wildtyp-Stdmmen keinen er-

kennbaren Effekt hervor.

2.4.7 Kpp6 und Kpp2 besitzen unterschiedliche, aber teilweise iiberlappende
Funktionen

Der hohe Grad an Sequenzihnlichkeit zwischen Kpp6 und Kpp2 (Abbildung 17B) konnte
darauf hindeuten, dass beide Proteine an der Ubermittlung des gleichen Signals beteiligt sind,
also redundante Funktionen besitzen. Da die jeweiligen Deletionsmutanten jedoch unter-
schiedliche Phénotypen aufweisen, scheinen sie entweder ausschlieBlich oder zumindest zu-
sdtzlich in verschiedenen Signaltransduktions-Kaskaden zu liegen. Es stellt sich daher zu-
nichst die Frage, worin der spezifische Unterschied zwischen Kpp2 und Kpp6 besteht. Dem
N-Terminus von Kpp6, der den grofiten Unterschied zwischen beiden Proteinen darstellt,
konnte dabei eine besondere Rolle zukommen. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob eine
Expression des C-Terminus von Kpp6 den Kreuzungsdefekt von kpp2-Deletionsmutanten
autheben kann. Dieselbe Analyse wurde auch mit dem Fusionsprotein aus dem N-Terminus
von Kpp6 vor Kpp2 durchgefiihrt. Die entsprechenden Konstrukte pkpp6C-term und
pPo2tef:kpp6/2 wurden dazu in Einzelkopie in den ip-Locus der kpp2-Deletionsmutanten
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FB1Akpp2 (al bl Akpp2) und FB2Akpp2 (a2 b2 Akpp2) eingebracht, die entsprechenden
Transformanten waren AB166 (al bl Akpp2 ip'[P,.kpp6C-term]ip®) und AB167 (a2 b2
Akpp2 ip'[Py,,s:kpp6C-termlip*), bzw. AB263 (al bl Akpp2 ip'[P ,,:kpp6/2]ip*) und AB264
(a2 b2 Akpp?2 ip'[P,,,zkpp6/2]ip®).

A FB1 FB1 AB166 AB263 B
Akpp2

[FB2~ \ AB167

FB2 s : 4 - /
FB2Akpp2 'Fs'ﬁ—@?‘"’/)% m
AB167 \ ,_ %&Q
AB264 o

[FB2Akpp2 B (AB264

=

c FBI  AB81 FB1  ABot & g =SUA \
Akpp2 10 um j _ N,

Abbildung 23: Kpp2 und Kpp6 besitzen unter-
schiedliche, aber teilweise iiberlappende Funktio-
nen. A) Kreuzungstest mit kpp2-Deletions- und Kom-

FB2 plementations-Stammen. Die oben und links angegebe-
nen Stimme wurden einzeln und in Kombination auf
PD-CC-Festmedium aufgetropft und 24 h bei 21°C in-
AB82 kubiert. B) Pheromonstimulation der angegebenen
Stimme. Die Zellen wurden bis ODgy = 0,5 in PD-
FB2Akpp2 Fliissigmedium inkubiert, in frisches Medium mit
5 pg/ul al-Pheromon iiberfiihrt und nach 6 h mit Pha-
e senkontrast mikroskopiert. Der Lingenstandard bezieht

sich auf alle Bilder. C) Kreuzungstest mit kpp6-, kpp2-
und kpp6/kpp2-Deletionsmutanten. Versuchsbedingun-
gen siehe A).

Bei Kreuzung der kpp2-Deletionsmutanten auf aktivkohlehaltigem Festmedium kann der be-
schriebene Kreuzungsdefekt (Miiller et al., 1999) im Vergleich zur Wildtyp-Kreuzung beob-
achtet werden (Abbildung 23A). Die Expression des C-Terminus von Kpp6 zeigt in den kpp2-
Mutanten keinen deutlichen Effekt, wihrend es bei Expression des Kpp6/Kpp2-Fusionspro-
teins zu einer zumindest teilweisen Komplementation des Kreuzungsdefekts kommt (Abbil-
dung 23A). Um dieses Ergebnis abzusichern, wurde ein sensitiverer Nachweis angewandt:
Zellen des Stamms FB2Akpp2 (a2 b2 Akpp2) reagieren nicht auf eine Zugabe von al-Phero-
mon zum Medium, wihrend FB2-Zellen (a2 b2) darauf mit der Bildung von Konjugationshy-
phen antworten (Abbildung 23B). Im Fall von AB167 (a2 b2 Akpp2 ip'[P,,,.:kpp6C-termlip*)
konnten in diesem Versuch ebenfalls keine Konjugationshyphen beobachtet werden, im
Stamm AB264 (a2 b2 Akpp2 ip'[P,,,:kpp6/2]ip’) dagegen schon (Abbildung 23B). Allerdings
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konnte in diesem Fall die Ausbildung von Konjugationshyphen nur bei etwa 5-10% aller
Zellen beobachtet werden, beim Wildtyp-Stamm FB2 (a2 b2) im Vergleich dazu bei iiber der

Hilfte der Zellen (nicht gezeigt). Tabelle 9: Einfluss von Kpp2 und Kpp6 auf die

Zusitzlich wurden die Stimme in Pa- Pathogenitit

thogenititstests eingesetzt. Kreuzungen Inoculum Tumorbildung” % von "Wildtyp"

von kpp2-Deletionsmutanten zeigten da- FB1 x FB2 81/110 100%

bei eine reduzierte Pathogenitit (19% AB166 x AB167 2/46 6%

. T AB263 x AB264 20/45 60%

von Wildtyp), genauso wie die Kreuzung * / ’

. FBI x AB82* 30/43 95%

der Stimme AB166 und AB167 (9% von ’

ABSI x FB2% 32/45 97%

Wildtyp), in denen zusitzlich der C-Ter- ABS1 x ABS2 20204 19%

minus von Kpp6 exprimiert wird (Ta- FB1 x FB2Akpp2 41/45 100%

belle 9). Eine Infektion mit einer Kreu- FB1Akpp2 x FB2 34/47 98%

" FB1Akpp2 x FB2Akpp2 7047 20%

zung der Stimme AB163 und AB264, ppex ERSSkpp ! ’

. . . FBI x AB92 47/57 100%

die das Kpp6/Kpp2-Fusionsprotein ex- ’

ABOI x FB2 74192 100%

primieren, fiihrt dagegen in fast der AB91 x AB92 097 0%
Halfte der Falle zur TumOI‘bﬂdung (60% “ Angegeben ist die Anzahl von Pflanzen mit Tumorbildung im
. Vergleich zur Gesamtzahl der infizierten Pflanzen 14 Tage

von Wildtyp; Tabelle 9). nach Infektion.

Dies zeigt, dass das Kpp6/Kpp2-Fu-
sionsprotein zu einem gewissen Grad die Funktion von Kpp2 iibernehmen kann. Der C-Ter-

minus von Kpp6 ist dazu nicht in der Lage.

Durch diese Ergebnisse ist aber nicht ausgeschlossen, dass Kpp6 und Kpp2 teilweise redun-
dante Funktionen erfiillen. Dies konnte z. B. erkldren, warum kpp2-Deletionsmutanten zwar
einen Kreuzungsdefekt aufweisen, aber nicht vollstidndig steril sind, oder warum kpp6-Dele-
tionsmutanten in ihrer Pathogenitit deutlich reduziert, aber nicht apathogen sind. Zur Kldrung
dieser Moglichkeit wurde in den kpp2-Deletionsstimmen FB1Akpp2 und FB2Akpp2 der ge-
samte ORF von kpp6 deletiert und durch eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt. Die so
entstandenen Doppelmutanten AB91 (al bl Akpp2 Akpp6) und AB92 (a2 b2 Akpp2 Akpp6)
zeigten zunichst eine normale Zellmorphologie und normales Wachstum (nicht gezeigt). Bei
Kreuzung auf aktivkohlehaltigem Medium konnte keine Filamentbildung mehr beobachtet
werden (Abbildung 23C). Dieser Effekt ist deutlich stidrker als bei Kreuzung der kpp2-Dele-
tionsstimme gegeneinander (Abbildung 23C). Die Doppelmutanten sind allerdings nicht ste-
ril, da sich bei Kreuzung mit kompatiblen Wildtyp-Stimme Filamentbildung zeigt. Interes-
santerweise ist diese Reaktion bei Kreuzung der Doppelmutanten mit kompatiblen kpp6-De-

letionsmutanten deutlich reduziert (Abbildung 23C), was fiir eine Funktion von Kpp6 wih-

** Sowohl die Kreuzung FB1 x AB82, als auch die Kreuzung AB81 x FB2 zeigen in Bezug auf primire
Anthocyan-Reaktion und Tumorbildung keinen Unterschied zu Wildtyp-Kreuzungen. Das bedeutet, dass Kpp6
aus FB1 mit zwolf Alaninen und Kpp6 aus FB2 mit sechs Alaninen funktionell sein miissen. Deswegen ist es
wahrscheinlich, dass alle bisher gefundenen kpp6-Allele fiir funktionelle Proteine kodieren (sieche Abschnitt
2.4.1).

54



Ergebnisse

rend der Kreuzungsvorginge spricht. Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass
Kpp6 in Bezug auf die Ubermittlung des Pheromonsignals teilweise die Funktion von Kpp2
iibernehmen kann. Sie deuten aber auch an, dass es eventuell noch eine dritte MAP-Kinase
geben konnte, die diese Funktion iibernehmen kann, da die kpp2/kpp6-Doppelmutanten nicht
steril sind.

Vergleicht man die Pathogenitit der Einzel- und Doppelmutanten, so zeigt sich bei Kreu-
zung mit kompatiblen Wildtyp-Stimmen keine Reduktion (Tabelle 9). Die Pflanzeninfektion
scheint demnach ein deutlich sensitiverer Test fiir erfolgte Zellfusion zu sein als der Kreu-
zungstest auf aktivkohlehaltigem Festmedium. Wahrend jedoch die kpp6- und die kpp2-Dele-
tionsmutanten in der Kreuzung in diesem Versuch auf etwa 20% des Wildtyp-Niveaus der
Tumorbildung kommen, sind die kpp6/kpp2-Doppelmutanten vollstindig apathogen (Tabelle
9). Das kann darauf hindeuten, dass Kpp2 in der Pflanze eventuell Funktionen von Kpp6
iibernimmt. Es war schon bekannt, dass kpp2-Deletionsmutanten unabhingig von dem Kreu-
zungsdefekt auch eine reduzierte Pathogenitit aufweisen (Miiller et al., 1999).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Kpp2 und Kpp6 zwar vermutlich primér unterschiedliche

Funktionen besitzen, wihrend der Pflanzeninfektion aber auch eine Redundanz auftritt.

2.4.8 Mutationen in der Aktivierungsdoméne von Kpp6 fiihren zu einem
drastischen Pathogenititsdefekt

Ein derartiger Fall teilweiser funktioneller Uberlappung ist fiir die beiden MAP-Kinasen
Fus3p und Ksslp aus S. cerevisiae beschrieben (Madhani et al., 1997). In fus3-Deletions-
mutanten kann Kss1p die Funktion von Fus3p in der Ubermittlung des Pheromonsignals teil-
weise libernehmen. Erst durch die Verwendung inaktiver Fus3p-Varianten, die zur Signal-
weiterleitung nicht mehr in der Lage sind, konnte gezeigt werden, dass unter normalen Um-
standen diese Funktion von Fus3p allein erfiillt wird (Madhani ez al., 1997). In Analogie zu
diesen Versuchen wurden durch gerichtete PCR-Mutagenese inaktive Kpp6-Varianten herge-
stellt, die in der Aktivierungsdomine (Kpp6T355A,Y357F) bzw. der ATP-Bindestelle
(Kpp6K220R) mutiert sind. Da in

Tabelle 10: Transformanten mit Kpp6-Varianten

den vorigen Versuchen das Volllan-

Transformanten Genotyp Ausgangsstamm
gen-Kpp6-Konstrukt im ip-Locus AB301 al b1 kpp6NA FBI
den Pathogenititsdefekt von kpp6- AB302 a2 b2 kpp6NA FBI
Deletionsmutanten nicht komple— AB303 almfa2 bW2bEI kpp6NA SG200

. . . 3. . )
mentieren konnte (siehe Abschnitt AB311 al bL kppST3SSAY3S7E FBI
. AB312 a2 b2 kpp6T355A,Y357F FB2
2.4.5 und Abbildung 21A und B), AB313 almfa2 bW2bEI kpp6T355A,Y357F $G200
sollten die Kpp6-Varianten liber AB321 al bl kpp6K220R FBI
homologe Rekombination direkt in AB322 a2 b2 kpp6K220R FB2
AB323 almfa2 bBW2bEI kpp6K220R FB2

den kpp6-Locus eingebracht werden.
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Die dafiir benotigten Konstrukte wurden ausgehend von dem Volllingen-Konstrukt pkpp6NA
durch Hinzufiigen einer 1.327 bp langen 3'-Flanke von kpp6 und Austausch von kpp6 durch
die Mutantenallele erzeugt (sieche Abschnitt 4.1.4). Die Plasmide pkpp6NA-Cbx (als Positiv-
kontrolle), pkpp6T355A,Y357F-Cbx und pkpp6K220R-Cbx besitzen also 2.371 bp des kpp6-
Promotors, das gesamte Gen, 428 bp des 3'-UTR, daran anschlieBend eine Carboxin-Resis-
tenzkassette zur Selektion, und hinter dieser die 1.327 bp lange 3'-Fanke von kpp6. Bei Trans-
formation dieser Konstrukte in die kpp6-Deletionsmutanten AB81 (al bl Akpp6), AB82 (a2
b2 Akpp6) und AB83 (almfa2 bW2bEI Akpp6) konnten Transformanten, in denen die Hy-
gromycin-Resistenzkassette durch kpp6 bzw. die Varianten ersetzt ist, wegen des Verlusts der
Hygromycin-Resistenz einfach vorselektiert werden. Die so erhaltenen Stimme sind in Ta-
belle 10 aufgefiihrt und wiesen in Bezug auf Zellmorphologie und Wachstumsverhalten keine

Auftilligkeiten auf (nicht gezeigt).

Bei der Analyse des Kreuzungsver-
Tabelle 11:  Pathogenitiit der Stimme mit inaktiven

haltens auf aktivkohlehaltigem Kpp6-Varianten
Festmedium konnte bei den Stim- Inoculum primire Ac- % von Tumor- % von
men, die inaktive Kpp6-Varianten Reakiion” "Wildiyp” bildung” "Wildtyp"
exprimieren, eine leichte Reduktion FBI xFB2 40142 100% 912 100%
. . . . $G200 43/44 100% 39/44 100%
in der Filamentbildung im Ver-
ABSI x AB82 0/44 0% 13/44 32%
gleich zu Wildtyp-Kreuzungen be- ABS3 0/44 0% 15/44 38%
obachtet werden (Abbildung 24A, AB301 x AB302 39/39 100% 38/39 100%
B und C). Auf die Zugabe von Phe- AB303 43/44 100% 41/44 100%
romon zum Medium reagieren aber AB3IL x AB312 0746 0% 1746 2%
. . . AB313 0/46 0% 4/46 10%
alle Stamme mit der Ausbildung
. . . AB321 x AB322 0/43 0% 10/43 25%
von Konjugationshyphen (Abbil- AB3Z3 047 0% 3447 9%
dung 24D) Kpp6 kann daher fiir " Angegeben ist die Anzahl von Pflanzen mit primirer Anthocyan-Reaktion

bzw. Tumorbildung im Vergleich zur Gesamtzahl der infizierten Pflanzen

die Ubermittlung des Pheromonsig- 14 Tage nach Infektion.

nals bestenfalls eine untergeordnete
Rolle zugeordnet werden.

In den Pflanzeninfektionen zeigen die Stamme AB301, AB302 und AB303, die das Wildtyp
Kpp6-Allel tragen, wie erwartet keine Unterschiede zum Wildtyp (Tabelle 11 und Abbildung
24E und F). Das verwendete Konstrukt ist demnach funktionell. Dies ist eine weitere Bestti-
gung dafiir, dass die beobachteten Probleme mit dem Volllinge-Konstrukt im ip-Locus nicht
durch einen Fehler im Konstrukt verursacht sind (siche Abschnitt 2.4.5).

Demgegeniiber konnen die Stimme mit inaktiven Kpp6-Varianten weder bei Kreuzung noch
als solopathogener Stamm nach Infektion eine primére Anthocyan-Reaktion hervorrufen (Ab-
bildung 24E und F und Tabelle 11). Die Mutation der ATP-Bindestelle (in den Stimmen
AB321 und AB322, bzw. AB323) fiihrt zu einer Reduktion der Tumorbildung, wie sie in etwa
bei Infektion mit kpp6-Deletionsmutanten zu beobachten ist (Abbildung 24E und Tabelle 11).
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Abbildung 24: Kreuzungs-, Pheromonstimulations- und Pathogenitits-Tests mit Stimmen mit in-
aktiven Kpp6-Varianten. A-C) Kreuzungstest mit Stimmen mit verschiedenen Kpp6-Allelen. Die an-
gegebenen Stimme wurden einzeln und in Kombination auf PD-CC-Festmedium aufgetropft und 24 h
bei 21°C inkubiert. D) Pheromonstimulation der angegebenen Stimme. Die Zellen wurden bis
ODyy = 0,5 in PD-Fliissigmedium inkubiert, in frisches Medium mit DMSO bzw. 5 pg/ul al-Pheromon
iiberfiihrt und nach 6 h mittels DIC-Mikroskopie betrachtet. Der Lingenstandard bezieht sich auf alle
Bilder. E) Graphische Darstellung der Daten aus Tabelle 11. Die prozentualen Angaben beziehen sich
jeweils auf die Gesamtzahl der infizierten Pflanzen. F) Primidre Anthocyan-Reaktion auf der Blattspreite
14 Tage nach Infektion mit den angegebenen Kreuzungen bzw. Stimmen.

Bei Infektion mit dem Stamm AB323 (al/mfa2 bW2bEI kpp6K220R) kommt es zwar zu kei-

ner deutlichen Reduktion in der Anzahl der Pflanzen, die Tumorbildung zeigen, die Tumore
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sind jedoch deutlich kleiner und befinden sich an hiufig an uniiblichen Stellen auf der Pflanze
(vgl. Abschnitt 2.4.3).

Die Mutationen in der Aktivierungsdomine (in den Stimmen AB311 und AB312, bzw.
AB313) fiihren dagegen zu einem drastischen Pathogenititsdefekt. Im Fall der Kreuzung
AB311 x AB312 bildete nur eine der 46 infizierten Pflanzen einen Tumor aus, bei Infektion
mit AB313 traten an vier der 46 infizierten Pflanzen jeweils ein Tumor auf (Abbildung 24E
und Tabelle 11). Diese fiinf Tumore hatten alle einen Durchmesser von weniger als 2 mm,
also deutlich kleiner als Tumore von Infektionen mit Wildtyp-Stammen. Es konnte keine
Sporenbildung nachgewiesen werden (nicht gezeigt), was allerdings bei Tumoren dieser
GroBe haufig der Fall ist (nicht gezeigt und K.-H. Braun, pers. Mitteilung).

2.4.9 Die beiden Transkripte von kpp6 kodieren fiir das gleiche Protein

Als nichstes sollte die Frage beantwortet werden, ob ausgehend von den beiden kpp6-Tran-
skripten das gleiche oder zwei unterschiedliche Proteine translatiert werden. Die bisherigen
Versuche zeigen (siche Abschnitt 2.4.1), dass beide Transkripte den gesamten ORF von kpp6
enthalten. Trotzdem ist es denkbar, dass in den beiden Fillen unterschiedliche Translations-
Startpunkte verwendet werden. Daher wurden Stamme hergestellt, die Epitop-markierte Vari-
anten von Kpp6 exprimieren. In Western-Analysen sollte anschlieBend die jeweilige Grofe
der Fusionsproteine unter b-Induktions- bzw. Pheromon-Stimulationsbedingungen ermittelt
werden. Als Epitop wurde ein fiir einen Triple-Myc-Tag kodierendes Fragment mittels ge-
richteter PCR-Mutagenese an das angenommene 5'- bzw. 3'-Ende von kpp6 fusioniert
(kpp6N-myc bzw. kpp6C-myc). Die entsprechenden Konstrukte wurden in Einzelkopie in den
ip-Locus von Stimmen eingebracht, die entweder jeweils das eine oder das andere Transkript
zeigen (FBD11 (ala2 b1b2) und

FBDI12-3 (ala2 bIbI); Abbil- Tabelle 12: Stimme mit Epitop-markierten Kpp6-Varianten

. . Transformanten Genotyp Ausgangsstamm
dung 17D), oder die eine regu-
. . AB241 ala2 b1b2 ip'[P,,s:kpp6N-myclip* FBD11
lierte Expression des bW/bE-He- P v
AB242 ala2 blbl ip'[Py,,s:kpp6N-myclip® FBDI12-3
terodimers und damit von Kpp6 AB243 a2 P, :bW2,bEI ip' [P, kppON-myclip’ AB33
erlauben (AB33 (a2 P,,:bW2, AB244 a2 P, :bW2 DE2 ip' [Py, kpp6N-myclip* AB34
bE]) und AB34 (a2 P”m‘:bWZ’ AB251 ala2 b1b2 ip'[P,,.:kpp6C-myclip® FBDI11
. . AB252 1a2 bibl ip'[P,,,,kpp6C-myclip* FBDI12-3
bE2); Abbildung 17C). Die ent- alaz bIbL ip Rupskpp6C-myclip
X . AB253 a2 P,,:bW2,bE1 ip'[Py,,s:kpp6C-myclip® AB33
standenen Stimme sind in Ta- AB254 a2 P, :bW2,bE2 ip/ [Py s:kpp6C-myclip* AB34

belle 12 zusammengefasst.

Zur Kontrolle wurden zunéchst Northern-Analysen durchgefiihrt. Dabei konnte die Tran-
skripte der b-Gene in allen Stimmen, die b-induzierte Expression von frb52 bzw. dik6 in den
Stammen AB33, AB243 und AB253, bzw. FBD11, AB241 und AB251, die pheromonindu-
zierte Expression von mfa2 in den Stimmen FBD12-3, AB242 und AB252 und die Repres-
sion von mfa2 in den Stimmen FBD11, AB241 und AB251 unter den Versuchsbedingungen
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nachgewiesen werden (Abbildung 25A und B). Die Stimme zeigen also die erwartete phero-

mon- und b-abhéngige Regulation.

AB AB AB AB AB AB FBD FBD AB AB AB AB
Stamm 53 34 243 244 253 254 Stamm "7 123 241 242 251 252
Genotyp bW2ET bW2E2 bW2ET bW2E2 bW2E1 bW2E2 Genotyp £122 8122 8182 alaz alal  alaz
kpp6 Allel kpp6N-myc  kpp6C-myc kppé6 Allel kpp6N-myc  kpp6C-myc
bw 5 l 3
bE i :
SO T T T T
myc mfa2
frb52 diké
rRNA rRNA
83 kD 83 kD
Myc- Myc-
Kpp6 Kpp6
62 kD 62 kD
48KD 48 kD
Stamm AB AB AB AB AB AB AB AB AB
33 241 242 243 244 251 252 253 254
Genotyp bW2E1 2182 2182 pwoer bweez §122 2182 pwoEtr bwze2
kpp6 Allel kpp6N-myc kpp6C-myc
83 kD —
- — o | My
Kpp6
p;
62 kD — - -
- —
-

Abbildung 25: Expression von N- und C-terminal markierten Kpp6-Varianten. A) Die angegebenen
Stimme wurden in AM-Fliissigmedium bis ODy,, = 0,5 inkubiert, fiir 5 h in NM-Fliissigmedium indu-
ziert und anschlieend die Zellen fiir die RNA- und Protein-Priparation geerntet. B) Die angegebenen
Stimme wurden in CM-Fliissigmedium bis ODgy, = 0,5 inkubiert, in einer Dichte von 0,1 ODg/cm’ auf
CM-CC-Festmedium ausgestrichen, fiir 24 h bei 29°C inkubiert und anschlieend die Zellen fiir die
RNA- und Protein-Priparation geerntet. C) Grofenvergleich der markierten Kpp6-Fusionsproteine aus
den Préparationen von A) und B). Fiir die Northern-Analysen wurde jeweils etwa 10 ug RNA, fiir die
Western-Analysen ungefihr 100 ug Proteinextrakt aufgetrennt. In den Western-Analysen zeigen sich bei
Verwendung des Anti-Myc-Antikorpers kreuzhybridisierende Proteine mit apparenten Molekularmassen

von 84, 70 und 55 kD.

Bei Hybridisierung mit einer fiir kpp6 spezifischen Sonde trat im Fall von Stamm FDB12-3

und seiner Derivate AB242 und AB252 nicht nur das kiirzere, sondern auch das liangere kpp6-
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Transkript auf (Abbildung 25B). Diese Unterschiede zeigten sich bei mehreren Analysen (vgl.
Abbildungen 17D, 21C und 26B). Demgegeniiber ist unter b-Induktionsbedingungen fast aus-
schlieBlich das ldngere der beiden Transkripte detektierbar (vgl. Abbildungen 10, 11, 17D,
21C, 25A und B, 26 und 27A). Auf diese Effekte wird in Abschnitt 2.4.11 genauer eingegan-

gen.

In den Western-Analysen mit diesen Stimmen unter Verwendung eines Myc-spezifischen
Antikorpers zeigte sich in allen Fillen ein Grofenunterschied zwischen den N- und den C-
terminal markierten Kpp6-Varianten von etwa 3 kD (Abbildung 25). Dies ldsst vermuten,
dass nicht der zunichst angenommene und mit dem Epitop-Tag versehene Translations-Start-
punkt in U. maydis verwendet wird, sondern ein weiter stromabwirts gelegenes ATG benutzt
wird. Dazu kommen zwei mogliche Startkodons in Frage, die 72 bzw. 81 Nukleotide weiter 3'
liegen, so dass bei beiden ein Fusionsprotein gebildet werden wiirde, das etwa 3 kD kleiner
wire als angenommen. Beide entsprechen genauso wie die zunichst angenommene Startstelle
relativ gut der Konsensus-Sequenz fiir Translations-Startstellen in filamentosen Pilzen
(Ballance, 1990; Konsensus: CAACATG; an Position -81”: CATCATG; an Position -9:
CGACATG; an Position 1: TAACATG). Bei der Sequenzanalyse des fiir den Alaninlinker ko-
dierenden Bereichs von kpp6 in 18 verschiedenen U. maydis-Stimmen zeigte sich, dass drei
Staimme eine Punktmutation an Position -7 aufweisen (ATT statt ATG). Das ldsst die Benut-
zung des weiter stromabwirts gelegenen Startkodons wahrscheinlicher erscheinen. Aus die-
sem Grund wurden alle Positionsangaben im kpp6-Locus auf diese Stelle bezogen (siche Ab-
schnitt 2.4.1 und Abbildung 17A und B).

Vergleicht man die in den Western-Analysen unter b-Induktions- und unter Pheromon-Sti-
mulationsbedingungen bei Verwendung des Anti-Myc-Antikorpers auftretenden Signale (Ab-
bildung 25C), so finden sich keine Unterschiede in der GroBe. Es zeigen sich keine Signale
kleinerer Proteine, Kpp6 wird daher vermutlich nicht posttranslationell modifiziert (Abbil-
dung 25C). Die Signale geringerer Grofe, die bei den C-terminal markierten Kpp6-Varianten
auftreten, werden wahrscheinlich von N-terminal verkiirzten Abbauprodukten hervorgerufen
(Abbildung 25C).

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass ausgehend von den beiden Transkripten

von kpp6 das gleiche Protein translatiert wird.

2.4.10 Die PRE-Boxen sind fiir die Expression von Kpp6 nicht essentiell

Da sich ungefihr 400 bp vor der Translations-Startstelle von kpp6 zwei PRE-Boxen befinden
und die Expression des Gens unter Kreuzungsbedingungen induziert ist (Abbildung 17A und

D), kann auf eine transkriptionelle Regulation durch den Transkriptionsfaktor Prfl spekuliert

» Die Positionsangaben beziehen sich auf die letztendlich als wahrscheinlich betrachtete Translations-Startstelle
(siehe auch Abschnitt 2.4.1)
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werden. In diesem Fall sollte eine Mutation oder Deletion der PRE-Boxen einen Einfluss auf
die Transkription von kpp6 zeigen. Die Untersuchungen werden dadurch erschwert, dass sich
der Transkriptions-Startpunkt des ldngeren der beiden Transkripte genau in der zweiten PRE-
Box befindet (sieche Abschnitt 2.4.1). Bei einer Deletion der PRE-Boxen auftretende Effekte
konnten daher nicht eindeutig erklidrt werden. Sie konnen sowohl durch die fehlende Bindung
von Prfl an den Promotor als auch durch Behinderung der generellen Transkriptions-Maschi-
nerie hervorgerufen werden. Aus diesem Grund wurden in die PRE-Boxen durch gerichtete
PCR-Mutagenese Punktmutationen eingefiihrt, die zumindest in vitro die Bindung von Prfl
nicht mehr ermoglichen (bei PRE1: TCCCTTTGT wird zu TCCTTTTGT; bei PRE2:
ACCCTTTGT wird zu ACCTTTTGT; vgl. Hartmann, 1997). Diese mutierten kpp6-Promotoren
wurden dann als 2.371 bp lange Fragmente mit Einzel- bzw. Doppelmutation vor egfp in ein
Plasmid eingebracht, das zur Integration in den ip-Locus geeignet ist. Die entsprechenden
Konstrukte sind pPkpp6(PRE1mut):egfp, pPkpp6(PRE2mut):egfp und pPkpp6(PRE1,2mut):
egfp. Als Kontrolle diente ein Konstrukt mit dem Wildtyp-Promotor, pPkpp6:egfp. Diese
Konstrukte wurden wie im vorigen Abschnitt in Einzelkopie in den ip-Locus der Stimme
FBD11 (ala2 b1b2) und FBD12-3 (ala2 bibl), bzw. AB33 (a2 P,,:bW2,bE]) und AB34 (a2
P,.:bW2,bE2) eingebracht. Daraus entstanden die in Tabelle 13 zusammengefassten Stimme.

nar

Tabelle 13: Stamme mit Mutationen in den PRE-Boxen

Transformanten Genotyp Ausgangsstamm
AB181 ala2 b1b2 ip'[Py,segfplip* FBDI11
AB182 ala2 blbl ip'[Py,segfplip’ FBDI12-3
AB183 ala2 b1b2 ip[Py,psereimun:egfPlip* FBDI1
AB184 ala2 bIbl ip[Py,psereimu:egfPlip* FBDI12-3
AB185 ala2 b1b2 ip'[Py,psereamaegfplip* FBDI11
AB186 ala2 bIbl ip'[Pysereamuegfplip* FBDI12-3
ABI187 ala2 b1b2 ip'[Py,serer 2mu-e&fPlip* FBDI1
AB188 ala2 bIbl ip'[Py,sprer 2mu-e&fPliD’ FBDI12-3
AB191 a2 P,,:bW2,bEI ip'[Py,gegfplip’ AB33
AB192 a2 P,,:bW2,bE2 ip'[Py,,egfplip’ AB34
AB193 a2 P, :bW2,bEI ip' [Py, pspreimu-e&fPlip’ AB33
AB19%4 a2 P,,:bW2,bE2 ip' [Py, spreimune&fPlip* AB34
AB195 W2,bEL ip'[Pyypspreamae8f1ip® AB33
AB196 a2 P,,:bW2,bE2 ip' [Py, spremun-e&fPlip* AB34
AB197 a2 P,,:bW2,bEI ip' [Py, sprer 2mun:e&fP)ip’ AB33
AB198 a2 P, :bW2,bE2 ip' [Py, gerer 2mun:e&Plip’ AB34

Mit diesen Stimmen wurden Northern-Analysen mit fiir kpp6 und egfp spezifischen Sonden
durchgefiihrt. Die egfp-Signale sollten Auskunft dariiber geben, ob die Mutation der PRE-Bo-
xen einen Einfluss auf die Transkriptlinge hat. Aus unbekannten Griinden zeigen sich beim
Wildtyp-Promotor unter b-induzierenden Bedingungen (in Stamm AB191) zwei unterschied-

lich lange egfp-Transkripte, aber nur ein kpp6-Transkript (Abbildung 26A). Dies konnte dar-
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auf hindeuten, dass im ip-Locus zusitzliche Regulationsmechanismen auftreten, oder der
verwendete Promotorbereich fiir die korrekte Regulation nicht ausreicht. Nachdem dieses
Phianomen jedoch nur bei Expression von egfp und nicht bei Expression von kpp6 im ip-
Locus auftritt (Abbildung 21C und nicht gezeigt), handelt es sich wohl eher um einen Effekt,
der in der Kombination des kpp6-Promotors mit egfp begriindet ist. So kann aus diesem Expe-
riment keine sichere Aussage auf den Einfluss der Mutationen in den PRE-Boxen auf die
Transkriptlinge getroffen werden. Die Transkriptmengen von kpp6 und egfp sind dagegen in
allen Fillen vergleichbar (Abbildung 26A und B). Als Kontrolle dienten Hybridisierungen
mit spezifischen Sonden fiir die b-abhingig exprimierten Gene frb52 und dik6 und fiir das
pheromonabhingig exprimierte Gen myfa2. Damit konnten in allen Fillen die bei b- bzw. Phe-
romoninduktion erwarteten Signale detektiert werden (Abbildung 26A und B).

stamm AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB FBDFBD AB AB AB AB AB AB AB AB
33 34 191 192 193 194 195 196 197 198 11 12-3 181 182 183 184 185 186 187 188

Genot bw2 bW2 bWz bW2 bW2 bw2 bw2 bw2 bw2 bw2 Genoty, ala2 ala2 ala2 ala2 ala2 ala2 ala2 ala2 ala2 ala2
Yo "E1 E2 E1 E2 E1 E2 E1 E2 E1 E2 P bib2 bib1 bib2 bib1 bib2 bib1 bib2 bib1 bib2 b1b2

Stamm

PRE1 o - owt owt mut mut wt wt mut mut PRE1 S o wt wt mut mut wt  wt mut mut
PRE2 o - owtowt wt owt mut mut mut mut PRE2 o g wt wt wt wt mut mut mut mut

B BN R B |

B R | -

.__' - - e | oo
egip

' e e B

L I Et - ® = o e
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33kD 33kD
Egip Egfp
25kD 25 kD

Abbildung 26: Einfluss von Mutationen in den PRE-Boxen auf die Expression von Kpp6. A) Die
angegebenen Stimme wurden in AM-Fliissigmedium bis ODg, = 0,5 inkubiert, fiir 5 h in NM-Fliissig-
medium induziert und anschliefend die Zellen fiir die RNA- und Protein-Priparation geerntet. B) Die
angegebenen Stimme wurden in CM-Fliissigmedium bis ODgy, = 0,5 inkubiert, in einer Dichte von
0,1 ODgyy/cm?* auf CM-CC-Festmedium ausgestrichen, fiir 24 h bei 29°C inkubiert und anschlieBend die
Zellen fiir die RNA- und Protein-Préparation geerntet. Fiir die Northern-Analysen wurde jeweils etwa
10 ug RNA, fiir die Western-Analysen ungefihr 100 pg Proteinextrakt aufgetrennt.

Einen deutlich besseren Anhaltspunkt zur Bedeutung der PRE-Boxen fiir die Expression von
Kpp6 bieten hier die Western-Analysen mit Anti-GFP-Antikorper. Die Stimme mit Mutatio-
nen in den PRE-Boxen zeigen weder ein geringeres basales noch ein geringeres b-induziertes
EGFP-Signal (Stimme AB191 bis 198 in Abbildung 26A) als entsprechende Varianten mit
Wildtyp-Promotor. Auch beim Vergleich der b- mit der pheromoninduzierten EGFP-Expres-
sion kann kein Unterschied festgestellt werden (Stimme AB181 bis 188 in Abbildung 26B).
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Die PRE-Boxen scheinen daher fiir die Expression von Kpp6 nicht essentiell zu sein. Damit
stellt sich die Frage, ob bzw. wieweit Prf1 iiberhaupt an der transkriptionellen Regulation von
kpp6 beteiligt ist.

2.4.11 Prfl hat keinen Einfluss auf die Expression von Kpp6

Untersuchungen zur Rolle von Prfl bei der Regulation von a- oder b-regulierten Genen wer-
den dadurch erschwert, dass Prfl fiir die Expression der Pheromon- und Rezeptorgene sowie
der Gene des a- und des b-Locus essentiell ist. Aus diesem Grund war es bislang unmdoglich,
zwischen direkten Effekten von Prfl auf die Expression eines Gens und indirekten Effekten
durch die Prfl-abhingige Regulation der Paarungstypgene zu unterscheiden. Dazu muss die
Expression dieser Gene der Kontrolle durch Prfl entzogen werden. In den Stimmen AB31
(a2 P, :bWI,bE2) und AB33 (a2 P,,:bWI,bE2) ist das der Fall. Daher wurde im Stamm
AB33 der gesamte ORF von prfl deletiert und durch eine Nourseothricin-Resistenzkassette
ersetzt. Der resultierende Stamm AB281 (a2 P,,:bWI1,bE2 Aprfl) zeigt bei Induktion der
b-Genexpression normale Filamentbildung (nicht gezeigt). Dies entspricht den Erwartungen,

crg

nar

da schon gezeigt werden konnte, dass der Verlust von Prfl keinen Einfluss auf b-abhingige
Prozesse wie Filamentbildung und Pathogenitidt hat, wenn die Expression der Gene des
b-Locus gewihrleistet ist (Hartmann et al., 1996). In Northern-Analysen unter induzierenden
Bedingungen konnen in diesem Stamm sowohl dik6- als auch kpp6-Transkripte nachgewiesen
werden (Abbildung 27A). Das bedeutet, dass die b-abhéngige Regulation von kpp6 unabhin-
gig von Prf1 erfolgt, was ebenfalls nicht iiberraschend ist.

Interessanter ist in diesem Zusammenhang die Untersuchung der Bedeutung von Prfl wih-
rend der a-abhéngigen Induktion von kpp6. Dazu wurden Derivate des Stammes FB2 (a2 b2)
hergestellt, die eine regulierte Expression von Pheromon- und Rezeptorgenen erlauben. In
diesen Stammen, AB131 (P, :pra2,mfal b2), AB132 (P, :pra2,mfa2 b2), AB133 (P,
mfal b2) und AB134 (P,,:pra2,mfa2 b2), stehen jeweils pra2 und entweder mfal oder mfa2
unter der Kontrolle regulierbarer Promotoren. Die entsprechenden Konstrukte wurden durch

wPra2,

nar

homologe Integration in den Promotorbereich von pra2 im a2-Locus eingebracht (siche Ab-
schnitt 2.6.1). Die Stamme besitzen daher zusétzlich noch mfa2 mit seinem eigenen Promotor
(Abbildung 31).

Mit diesen Stimmen konnen Prozesse nach Pheromonstimulation der Zellen simuliert wer-
den. So zeigt sich z. B. bei Northern-Analysen unter induzierenden Bedingungen in den
Stammen AB131 bzw. AB133 eine induzierte Expression von kpp6 und mfa2, in den Kon-
trollstimmen AB132 und AB134 dagegen nicht (Abbildung 27B, Spuren 1 bis 4). Bei Zugabe
von al-Pheromon zum Medium kann auch im Stamm AB134 eine induzierte Expression von
kpp6 und mfa2 nachgewiesen werden (Abbildung 27B, Spur 5). Auf die Phinotypen bei In-
duktion der a-Genexpression wird in Abschnitt 2.6.2 nidher eingegangen. Da die Pheromon-

und Rezeptorgene der Regulation durch Prfl entzogen sind, kann in diesen Stimmen der Ef-
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fekt eines Verlusts von Prfl auf die Expression von a-regulierten Genen untersucht werden.
Dazu wurde im Stamm AB133 ebenfalls der gesamte ORF von prfl deletiert und durch eine
Nourseothricin-Resistenzkassette ersetzt, wodurch der Stamm AB282 (P,,:pra2,mfal b2
Aprfl) entstand.

Bei der Northern-Analyse dieses Stammes zeigte sich unter induzierenden Bedingungen

nar

keine induzierte Expression von kpp6 und mfa2 (Abbildung 27B, Spur 6). Bei Zugabe von al-
Pheromon zum Medium kann wieder ein kpp6-Signal nachgewiesen werden, jedoch kein
mfa2-Signal (Abbildung 27B, Spur 7). Daraus ergeben sich zwei Folgerungen: (1) Prfl hat of-
fensichtlich neben der Regulation der Gene des a- und des b-Locus noch mindestens eine
weitere Funktion. Diese konnte die Reifung oder den Export des Pheromons betreffen. (2) Die
pheromoninduzierte Expression von kpp6 wird im Gegensatz zu der von mfa2 nicht durch
Prf1 vermittelt. In Zusammenhang damit ist es auch interessant, dass bei allen bislang unter-
suchten, Prfl-regulierten Genen (bW, bE, pra und mfa) auch die basale Expression abhingig
von Prf1 ist (Hartmann et al., 1996; Hartmann, 1997). Fiir kpp6 trifft das nicht zu (Abbildung
27B, Spur 6).

AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB
Stamm 34 32 33 34 281 Stamm 437 132 133 134 134 282 282
bW2ET1 ra2 ra2 ra2 ra2 rag  Pré2. pra2
Genotyp  bW2E1 bW2E2 bW2ET bW2E2 P0G Genoyp P2 praz praz  praz praz g"’,ﬂ Z;fa]
o prf1
W al-Pheromon - - - - + - +
.-.. bE ‘ |
wger ! e
2 ” ” i # ; mfa2
rRNA

Abbildung 27: Northern-Analysen zur transkriptionellen Regulation von kpp6. A) Die angegebenen
Stimme wurden in AM-Glc Fliissigmedium bis ODg, = 0,5 inkubiert, danach in NM-Ara (AB31 und
AB32) bzw. NM-Glc Fliissigmedium (AB33, AB34 und AB281) fiir 5 h induziert. B) Die angegebenen
Stimme wurden in AM-Glc Fliissigmedium bis ODgy = 0,5 inkubiert, danach in einer Dichte von
ODgy = 5,0 in NM-Ara (AB131 und AB132) bzw. NM-Glc Fliissigmedium (AB133, AB134 und
AB282) fiir 5 h induziert. Im Fall von Spur 5 und Spur 7 wurde dem Medium 10 pg/ul al-Pheromon zu-
gegeben. Bei beiden Analysen wurde jeweils etwa 10 g RNA pro Spur aufgetrennt.

Zusammengenommen zeigen diese Resultate, dass Prfl keinen direkten Einfluss auf die Ex-
pression von kpp6 zu haben scheint. Die beiden Transkripte lassen aber vermuten, dass Prfl
an den Promotor binden kann und dadurch zu einer Verschiebung des Transkriptions-Start-
punkts weiter stromabwirts fithren konnte. Die beobachteten Unterschiede in der relativen
Stirke der beiden Signale in Northern-Analysen mit dem Stamm FBD12-3 (ala2 bibl)
konnten daher durch Unterschiede in der Bindung von Prfl an den kpp6-Promotor begriindet

sein.
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2.4.12 kpp6 wird durch die Pheromon-MAP-Kinasekaskade® positiv reguliert

AbschlieBend wurde getestet, iiber welche der bekannten Signaltransduktionswege die tran-
skriptionelle Regulation von kpp6 unter Kreuzungsbedingungen beeinflusst wird. Dazu kann
eine Reihe von bereits existierenden Mutanten verwendet werden. Die bereits erwihnten
Mutanten FB1Auacl (al bl Auacl; Gold et al., 1994) und FB1Aubcl (al bl Aubcl; Gold et
al., 1997) weisen Deletionen des Gens fiir Adenylatzyklase bzw. der regulatorischen Unter-
einheit der PKA auf, weswegen in diesen Stimmen der cAMP-Signalweg nicht aktiv bzw.
konstitutiv aktiviert sein diirfte. In den Mutanten FB1Akpp4 (al bl Akpp4; P. Miiller, pers.
Mitteilung), FB1Afuz7 (al bl Afuz7; Banuett und Herskowitz, 1994a) und FB1Akpp2 (al bl
Akpp2; Miiller et al., 1999) sind die Gene fiir die bekannten Komponenten der Pheromon-
MAPK-Signalkaskade deletiert (siche Einleitung), die das Pheromonsignal auf Prfl tibertra-
gen. Dabei handelt es sich bei Kpp4 um die MAPKKK, bei Fuz7 um die MAPKK und bei
Kpp2 um die MAP-Kinase. Im Stamm FB1kpp4-2 (al bl P,,:kpp4-2) befindet sich ein kon-
stitutiv aktives Allel der MAPKKK Kpp4, dessen Expression durch den crg/-Promotor ge-
steuert ist (P. Miiller, pers. Mitteilung). Entsprechend tragt der Stamm FB1fuz7DD (al bl
P,:fuz7DD) ein konstitutiv aktives Allel der MAPKK Fuz7, dessen Expression sich ebenfalls
unter Kontrolle des crg/-Pormotors befindet (P. Miiller, pers. Mitteilung). Durch Medien-
wechsel von Glucose- in Arabinose-haltiges Medium kann daher in diesen beiden Stimmen
eine Aktivierung der Pheromon-MAPK-Signalkaskade auf zwei verschiedenen Ebenen simu-
liert werden. In die Northern-Analyse aller Stimme wurden FB1 (a/ b/) und FB1Aprfl (al
bl Aprfl) als Kontrollen mit einbezogen.

FB1 FB1 FB1 FB1 FB1 FB1 FB1 FB1

Stamm - FB1 \oi fuaci Aubc akppd Auz? Akpp2 kppd-2 fuz7DD

Abbildung 28: Regulation von kpp6 durch
cAMP- und MAP-Kinasekaskade. Die ange-
gebenen Stimme wurden in CM-Glc Fliissig-
medium bis ODgy, = 0,5 inkubiert, danach in
CM-Ara Fliissigmedium fiir 5 h induziert. Im
Fall von Stamm FB1Auacl wurde der Vorkul-
tur 6 mM cAMP zugegeben. Es wurde jeweils
etwa 10 pg RNA pro Spur aufgetrennt.

Bei Hybridisierung mit einer mfal-spezifischen Sonde kann deutlich die induzierte Expres-
sion bei aktivierter cAMP- bzw. Pheromon-MAPK-Signalkaskade nachgewiesen werden
(Abbildung 28). Bei Deletion eines der Elemente der Pheromon-MAPK-Signalkaskade oder
von prfl tritt dagegen iiberhaupt kein mfal-Signal auf (Abbildung 28). Dies zeigt, dass Prfl

% Mit der Identifikation von Kpp6 und dem Nachweis, dass Kpp6 und Kpp2 wahrscheinlich unterschiedliche
Funktionen besitzen, muss neben dem bekannten MAP-Kinasemodul aus Kpp4, Fuz7 und Kpp2, welches unter
anderem das Pheromonsignal iibermittelt, ein zweites Modul mit Kpp6 und noch zu identifizierenden MAPKK-
und MAPK-Kinasen postuliert werden. Deswegen wird im Folgenden das MAPK-Modul aus Kpp4, Fuz7 und
Kpp2 als Pheromon-MAP-Kinasekaskade bezeichnet, das zweite Modul als Kpp6-MAP-Kinasekaskade.
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auch die basale Expression von mfal reguliert und diese Regulation wahrscheinlich eine
Signaliibermittlung iiber die Pheromon-MAPK-Kaskade benotigt (vgl. Miiller et al., 1999).
Bei Deletion von uacl kann ebenfalls eine Reduktion in der mfal-Expression gegeniiber der
Wildtyp-Situation beobachtet werden (Abbildung 28). Betrachtet man dagegen die Ergebnisse
im Fall von kpp6 in diesen Stimmen, zeigt sich, dass die basale Expression von kpp6 weder
durch die Deletion von prfl, noch von kpp4, fuz7 oder kpp2 beeinflusst wird (Abbildung 28).
Das bestitigt in Bezug auf Prfl die bisherigen Resultate. Die konstitutiv aktiven Allele von
Kpp4 und Fuz7 koénnen dagegen die Transkription von kpp6 induzieren (Abbildung 28). Da-
bei treten im Fall von Kpp4-2 nur das obere Transkript, bei Fuz7DD beide Transkripte auf.
Die stirkere Aktivierung von mfal bei Induktion iiber Fuz7DD im Vergleich zu Kpp4-2 in
diesem Versuch (Abbildung 28) konnte eine hohere Menge an aktivem Prfl reflektieren, was
wiederum zu der oben diskutierten Verschiebung des Transkriptions-Startpunkts von kpp6
fiihren konnte. Bei den Stimmen mit Mutationen in Komponenten der cAMP-Signalkaskade
zeigt sich ein erhohtes Expressionsniveau von kpp6 in beiden Fillen (Abbildung 28), so dass
keine eindeutige Aussage iiber eine transkriptionelle Regulation von kpp6 durch diesen
Signalweg getroffen werden kann.

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass die durch Pheromon stimulierte Expres-
sion von kpp6 vermutlich wenigstens zum Teil durch die schon bekannte Pheromon-MAPK-

Signalkaskade vermittelt wird, jedoch von Prfl unabhingig ist.
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2.5 Untersuchung der b-reprimierten Gene frb34 und frb136

2.5.1 frb34 und frb136 liegen benachbart in einem Locus mit weiteren dhnlich
regulierten Genen

Fiir die Analyse der b-reprimierten Gene frb34 und frb136 wurden ausgehend von den Am-
plicons Cosmide isoliert. Dabei zeigte sich, dass eines der Cosmide beide Gene enthilt. Im
Fall von frb34 wurden fiir die weitere Untersuchung zwei nebeneinander liegende PstI-Frag-
mente von 4.727 bp und 5.543 bp Linge und im Fall von frb136 zwei iiberlappende Frag-
mente, ein 4.041 bp langes HindIll- und ein 6.247 bp langes BamHI-Fragment, subkloniert
(siehe Abschnitt 4.1.5). Die Sequenzanalyse dieser Fragmente ergab, dass sich die Subklone,
die frb34 und frb136 enthalten, um 396 bp iiberlappen, so dass insgesamt Information iiber
einen 18.094 bp grofen Bereich vorlag. In diesem Bereich befinden sich neben frb34 und
frb136 noch vier weitere ORFs (Tabelle 14 und Abbildung 29A).

Tabelle 14: Gene im Locus um frb34 und frb136

Gen Linge Ahnlichkeit zu Identitit angenommene Funktion
orfl 2038 bp

frb136 2025bp  CaplOp (Cryptococcus neoformans) 25% kapselassoziiertes Protein
orf2 1629 bp  GMSI (S. pombe) 25% UDP-Galaktose-Transporter
orf3 1926 bp  CaplOp (Cryptococcus neoformans) 23% kapselassoziiertes Protein
frb34 1323 bp  YrhL (Bacillus subtilis) 26% Acyltransferase

orf4 1638 bp  GMSI (S. pombe) 28% UDP-Galaktose-Transporter

Die abgeleiteten Proteinsequenz von orfl zeigt keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen,
Frb34 ist dagegen dhnlich zu YrhL, einer Acyltransferase aus Bacillus subtilis (26% Identi-
tit). Die von frb136 und orf3 kodierten Proteine weisen Ahnlichkeit zu Cap10p, einem kap-
selassoziierten Protein aus Cryptococcus neoformans auf (25% bzw. 23% Identitét) und sind
auch untereinander zu 33% identisch. Das gleiche Phdnomen zeigt sich auch bei orf2 und
orf4. Beide abgeleiteten Aminosiuresequenzen besitzen Ahnlichkeit zu UDP-Galaktose-
Transportern, wie z. B. GMSI aus S. pombe (25% bzw. 28% ldentitit) und sind zueinander
23% identisch. Interessanterweise besitzen Frb136 und Orf3 mit 675 und 642 Aminosiduren
bzw. Orf2 und Orf4 mit 543 und 546 Aminosduren auch vergleichbare Lingen. Es konnte
sich hier also um einen Locus zu handeln, der aus einer Genduplikation hervorgegangen ist.
Datfiir spricht auch, dass die relative Lage von frb136 zu orf4 der von orf3 zu orf2 entspricht,
so dass man sich vorstellen konnte, dass die duplizierten Bereiche zwischen frb/36 und orf4
inseriert wurden. Allerdings finden sich dariiber hinaus keine weiteren Anhaltspunkte fiir
diese Hypothese.
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Abbildung 29: Der genomische Locus um frb34 und frb136 und transkriptionelle Regulation der
darin befindlichen Gene. A) Schematische Darstellung des sequenzierten Bereichs, die Transkriptions-
richung der sechs Gene ist durch Pfeile gekennzeichnet. Dicke Striche zeigen die Lage der in dem RNA-
Fingerprint-Ansatz isolierten Amplicons. Die Zeichnung ist mafstabsgetreu. B) Northern-Analyse der
Expression der Gene aus diesem Locus unter Kreuzungsbedingungen. Einzelheiten zu den Versuchsbe-
dingungen siehe Abschnitt 2.1.7 und Abbildung 11. C) Northern-Analyse der Genregulation durch die
cAMP- und MAPK-Signalkaskade. Einzelheiten zu den Versuchsbedingungen siehe Abschnitt 2.4.11
und Abbildung 27C.

Die Northern-Analyse aller sechs Gene zeigt, dass ihre Expression bei Pheromon-Stimulation
induziert ist (Abbildung 29B). Die fiir frb34 und frb136 gefundene Repression durch das
bW/bE-Heterodimer kann bei den anderen vier Genen nicht beobachtet werden, was aller-
dings im Fall von orf2, orf3 und orf4 darauf zuriickzufiihren ist, dass diese Gene unter den
Versuchsbedingungen keine basale Expression aufweisen (Abbildung 29B). Alle Gene aus
diesem Locus unterliegen also zumindest im Fall der Pheromon-Stimulation einer gemeinsa-
men Kontrolle. Der zugrundeliegende Regulationsmechanismus konnte auch bei frb124 vor-
liegen, das sich nicht in diesem Locus befindet, aber das gleiche Expressionsmuster besitzt
(Abbildung 29B).

Zur Untersuchung der Frage, iiber welche Signalkaskaden das Pheromonsignal in diesem

Fall iibermittelt wird, wurde eine Northern-Analyse mit Mutanten aus der cAMP- und der
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Pheromon-MAPK-Signalkaskade durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass mit Ausnahme von orf1”
alle Gene wiederum die gleiche Regulation aufweisen (Abbildung 29C). Im Gegensatz zu den
bisher bekannten pheromoninduzierten Genen, wie z. B. mfal, bei denen die Expression
durch beide Kaskaden stimuliert werden kann, wird die Transkription der hier getesteten
Gene nur durch eine aktivierte cAMP-Signalkaskade aktiviert (Abbildung 29C). Eine Akti-
vierung der Pheromon-MAPK-Signalkaskade fiihrt dagegen zu einer vollstindigen Repres-
sion von frb136, orf2, orf3, frb34, orf4 und frb124 (Abbildung 29C). Die Deletion von prfi
hat keinen Einfluss auf die basale Expression dieser Gene (Abbildung 29C). Der Locus um
frb136 und frb34 wurde aufgrund der dhnlichen Expressionsprofile der darin gefundenen
Gene als cab-Locus bezeichnet ("controlled by @ and b mating type loci").

2.5.2 frbl124 und frb136 werden nicht durch Prfl reguliert

Diese Beobachtung ist in Einklang damit, dass sich in der gesamten 18,1 kb grolen Region
keine PRE-Box identifizieren ldsst. Trotzdem wurde in einer Northern-Analyse, genauso wie
im Fall von kpp6 (siehe Abschnitt 2.4.11 und Abbildung 27B) getestet, ob die pheromonindu-
zierte Expression der b-reprimierten Gene unabhiéngig von Prfl ist. Da sich in den bisherigen
Untersuchungen keine gravierenden Unterschiede zwischen den Genen des cab-Locus gezeigt
haben, wurde bei diesem Versuch stellvertretend nur die Regulation von frb136 analysiert.
Zusitzlich wurde die Expression von frb/24 untersucht.

A8 AB  AB  AB  AB Wie in Abbildung 30 zu sehen ist, zeigen die bei-

Stamm
133 134 134 282 282 . .
den untersuchten Gene und mfa2 sowohl bei In-

Genotyp prfaz p’f”z prfaz 7%221 r‘v’:’laazi
miat mie2 @2 ppiit - aprit duktion der endogenen Pheromonproduktion im
al-Pheromon = - + - +

Stamm AB133 (P,,:pra2,mfal b2) als auch bei

mfa2  exogener Stimulation im Fall von Stamm AB134
(P,

‘ sion. Bei exogener Pheromon-Stimulation des
frb136 Stammes AB282 (P,,:pra2,mfal b2 Aprfl) zeigt

7 sich, dass diese Aktivierung im Fall von frb124 und
rRNA Jfrb136 unabhingig von Prfl ist. Die Resultate sind

pra2,mfa2 b2) die erwartete aktivierte Expres-

nar

| frb124

nar

Abbildung 30: Prfl-unabhingige vermutlich auch auf die anderen Gene des cab-
Pheromon-Induktion von frbl24
und frb136. Einzelheiten zu den Ver-
suchsbedingungen siehe Abschnitt vermutlich eine ganze Reihe von Genen unter Phe-
2.4.11 und Abbildung 27B.

Locus iibertragbar. Diese Ergebnisse zeigen, dass

romon-Stimulation induziert werden und dass diese
Stimulation unabhéngig von der Pheromon-MAPK-Signalkaskade und von Prf1 erfolgt. Aus-
serdem konnte erstmals auf transkriptioneller Ebene eine antagonistische Regulation durch
die cAMP- und die Pheromon-MAPK-Signalkaskade gezeigt werden.

7 orfl konnte unter den Versuchsbedingungen nicht nachgewiesen werden.

69



Die friihe Infektionsphase von Ustilago maydis

2.6 Die Rolle von Prfl im Kreuzungsprozess

2.6.1 Erzeugung von Stimmen, die eine von Prfl unabhingige Expression der
Paarungstypgene ermoglichen

Nachdem in den vorangegangenen Versuchen schon fiir eine Reihe von Genen gezeigt wer-
den konnte, dass ihre durch Pheromon stimulierte Regulation nicht durch Prfl tibermittelt
wird, stellte sich die Frage, ob Prfl auBler der Aktivierung der Paarungstypgene iiberhaupt
noch weitere Funktionen zukommen. Dazu wurden zunédchst Stimme konstruiert, in denen die
durch Prfl regulierten Gene bW, bE, pra und mfa dieser Kontrolle entzogen sind. Im Fall der
Gene der a-Loci wurden dabei durch homologe Rekombination Konstrukte eingebracht, bei
denen sich pral und mfal (palcon) bzw. pra2 und mfa2 (pa2con) unter Kontrolle von kon-
stitutiven o2tef-Promotoren befinden (Abbildung 31).

at-Locus:
wt — nicht-kodierende Bereiche
mfat prat [ offene Leserahmern
mmm  Resistenzkassetten
areon == Randbereiche, in denen der a7-
mfal Cbx pral und der a2-Locus identisch sind
Pootef Pootef —>» eingebrachte Promotoren
1kb
a2-Locus: E—
" bz g g e
_———
200N
? o2 oar" 2 gaz g2 me
_———— T s — e ——
Pootef Pootef
P pra2,mfat
i P2 Phieo migl ga? 'gg2  mig2
_— e e — T —— -
Perg e
P_,pra2,mfa2
o Pras pa2 Phieo” mig2  iga2 rga2  mfg2
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Abbildung 31: Konstitutive und regulierte Expression der a-Gene. Schematische Darstellung der a-
Loci ohne und mit eingebrachten Konstrukten, die jeweils ausgetauschten Bereiche sind grau hinterlegt.
Intronbereiche sind in dieser Abbildung nicht eingezeichnet (vgl. Abbildung 2A). Die Zeichnung ist
maBstabsgetreu.
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Zusitzlich wurden dhnlich wie im Fall von AB31 bis AB34 Konstrukte hergestellt, die nach
homologer Rekombination in den a2-Locus eine regulierte Expression von pra2 und mfal
bzw. von pra2 und mfa2 durch Verwendung des crgl- bzw. narl-Promotors erlauben
(pPcrg:pra2,mfal, pPcrg:pra2,mfa2, pPnar:pra2,mfal und pPnar:pra2,mfa2; Abbildung 31).
Fiir eine konstitutive Expression der Gene der b-Loci wurden Plasmide konstruiert, welche
die Gene bWI und bEI, bzw. bW2 und bE2 unter Kontrolle des o2tef-Promotors tragen
(pblcon bzw. pb2con). Durch die einzelne, bzw. im Fall von palcon/pblcon und pa2con/
pb2con aufeinander folgende Transformation dieser Konstrukte in die Wildtyp-Stimme FB1
(al bl) und FB2 (a2 b2) entstanden eine Reihe von Stimmen, von denen die folgenden fiir
die weiteren Untersuchungen benutzt wurden: AB141 (al“" bl), AB142 (a2 b2), AB144
(al bI*"), AB145 (a2 b2°"), AB146 (al“" bI“"), AB147 (a2°" b2°"), AB131 (P,,,:pra2,mfal
b2), AB132 (P,,,:pra2,mfa2 b2), AB133 (P,,:pra2,mfal b2) und AB134 (P, :pra2,mfa2 b2).
Alle diese Stimme zeigten unter Normalbedingungen (also im Fall der regulierbaren Stimme

crg nar nar

im nicht induzierten Zustand) keine Abweichungen im Wachstum und in der Zellmorphologie
im Vergleich zu Wildtyp-Stimmen (nicht gezeigt).

2.6.2 Prfl besitzt neben der Regulation der Paarungstypgene weitere Funktionen

Zunichst wurde untersucht, inwieweit die Stimme, in denen die Gene des a- und des b-Locus
konstitutiv exprimiert werden, in der Lage sind, miteinander zu kreuzen und in der Pflanze
Tumorbildung auszulosen. Wihrend auf aktivkohlehaltigen Medien bei allen moglichen
Kombinationen von Stimmen Filamentbildung nachgewiesen werden konnte (Abbildung
32A), sank die Pathogenititsrate bei konstitutiver Expression aller Paarungstypgene auf etwa
die Halfte des Wildtyp-Niveaus (Tabelle 15).

Tabelle 15: Pathogenitit bei konstitutiver Expression der Paarungstypgene

Inoculum Genotypen Tumorbildung” % von Wildtyp
FB1 x FB2 al bl x a2 b2 98/115 100%
ABI141 x AB142 al" bl x a2“" b2 33/56 69%
AB144 x AB145 al bI“" x a2 b2°" 18/18 100%
AB146 x AB147 al" bI“" x a2“" b2 100/212 56%
AB291 x AB292 al“" b1" Aprfl x a2" b2°" Aprfl 0/121 0%
AB146 x AB295 al“" b X a2 b2" Amfa2 0/94 0%
AB146 x AB292 al«" bI«" x a2 b2°" Aprfl 0/48 0%
AB291 x AB147 al®" b1 Aprfl x a2 b2°" 0/47 0%

" Angegeben ist die Anzahl von Pflanzen mit Tumorbildung im Vergleich zur Gesamtzahl der in-
fizierten Pflanzen 14 Tage nach Infektion.

Allerdings besitzt der Stamm AB147 (a2 b2°") immer noch eine Wildtyp-Kopie des mfa2-
Gens im a2-Locus. Daher wurde in diesem Stamm mfa2 deletiert, so dass der Stamm AB295
(a2°" b2°" Amfa2) entstand. Bei Kreuzung mit AB146 (a/“" b1°") konnte nur eine sehr stark
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reduzierte Filamentbildung beobachtet werden (Abbildung 32B), jedoch keine Tumorbildung

nach Pflanzeninfektion (Tabelle 15). Der konstitutive o2fef-Promotor ist demnach entweder

zu schwach fiir eine ausreichende Expression der Pheromongene, oder die konstitutive Ex-

pression der Gene des a-Locus hat einen negativen Einfluss auf die Bildung und Aufrechter-

haltung des filamentosen Dikaryons oder das Wachstum auf und in der Pflanze.
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Abbildung 32: Die Rolle von Prfl bei Kreuzung und Bildung von Konjugationshyphen. A) Kreu-
zungsverhalten von Stimmen mit Konstitutiver a- und b-Expression. B) Kreuzungsverhalten bei prfl-
Deletionsmutanten. C) und D) Pheromon-Stimulationstest mit den angegebenen Stimmen. In A) bis D)
wurden jeweils die oben und links angegebenen Stimme einzeln und in Kombination auf PD-CC-Fest-
medium aufgetropft und 24 h bei 21°C inkubiert. E) und F) Induktion der Konjugationshyphenbildung.
Die angegebenen Stamme wurden in AM-Glc Fliissigmedium bis ODg, = 0,5 inkubiert, danach in einer
Dichte von ODgy, = 5,0 in NM-Ara (AB131 und AB132) bzw. NM-Glc Fliissigmedium (AB133, AB134
und AB282) fiir 5 h induziert und mit DIC-Optik mikroskopiert. Bei den rechten Bildern in F) wurde
dem Medium 10 pg/ul al-Pheromon zugegeben. Der LingenmaBstab bezieht sich auf alle mikroskopi-

schen Abbildungen.

Parallel dazu wurde in den Stimmen AB146 (al“" b1“") und AB147 (a2°" b2°") der offene
Leserahmen von prfi deletiert. Die daraus resultierenden Stimme AB291 (al“" b1“" Aprfl)
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und AB292 (a2 b2°" Aprfl) konnen nicht mehr miteinander kreuzen (Abbildung 32B) und
sind apathogen (Tabelle 15). Dies konnte damit begriindet werden, dass Prfl fiir die phero-
moninduzierte Expression des mfa2-Wildtypgens im a2-Locus benotigt wird. Allerdings ist
bei Kreuzungen zwischen FB1 (a/ b/) und AB295 (a2“" b2“" Amfa2) noch eine leichte Hy-
phenbildung zu erkennen, wihrend bei Kreuzung von FB1 (al bI) mit AB292 (a2°" b2°"
Aprfl) keine Filamente mehr auftreten (Abbildung 32B, linker grauer Kasten). Dies spricht
fiir eine zusitzliche Rolle von Prfl im Kreuzungsprozess. Noch deutlicher kann dieser Effekt
beim Vergleich der Kreuzung AB146 (al“" b1“") x FB2 (a2 b2) mit der Kreuzung AB291
(al®" b1“" Aprfl) x FB2 (a2 b2) beobachtet werden (Abbildung 32B, rechter grauer Kasten).

Der Kreuzungsdefekt kann zwei Ursachen haben: mangelnde Pheromon-Sekretion und damit
fehlende Stimulation des Kreuzungspartners, oder Schwierigkeiten bei der Zellfusion. Um die
Pheromon-Ausschiittung der Stimme zu testen, wurden sie zusammen mit den sogenannten
Pheromon-Testerstimmen FDB12-17 (a2a2 b1b2) und FBD11-7 (alal bib2), die auf die
Anwesenheit von Pheromon mit Filamentbildung reagieren, auf aktivkohlehaltigem Festme-
dium inkubiert. Dabei zeigte sich, dass die prfl-Deletionsmutanten AB291 und AB292 die
Testerstimme schlechter stimulieren konnen als die entsprechenden Ausgangsstimme AB146
und AB147 und als der mfa2-Deletionsstamm AB295 (Abbildung 32C und D, graue Kisten).
Die prfi-Deletionsmutanten sekretieren daher vermutlich eine geringere Menge an aktivem
Pheromon.

Dieses Ergebnis sollte durch in einem zweiten Versuch unter Verwendung der Stimme zur
induzierten Expression der a-Gene iiberpriift werden. Die Stimme AB131 (P, :pra2,mfal b2)
und AB133 (P,,:pra2,mfal b2) zeigen etwa drei bis vier Stunden nach durch Medienwechsel
induzierter Expression von pra2 und mfal die Ausbildung von Konjugationshyphen (Abbil-
dung 32E). Diese Reaktion tritt nur bei relativ dichten Kulturen auf (nicht gezeigt; in der Re-
gel wurde mit ODg, = 5,0 bearbeitet), was ein Anzeichen dafiir ist, dass die Zellen nicht di-
rekt durch ihr selber produziertes Pheromon stimuliert werden, sondern durch das von der ge-
samten Kultur gebildete Pheromon im Medium. Bei den Kontrollstimmen AB132 (P,,:pra2,
mfa2 b2) und AB134 (P
von Konjugationshyphen zu beobachten (Abbildung 32E). Exogene Zugabe von al-Phero-

w-Pra2,mfa2 b2) war unter den gleichen Bedingungen keine Bildung
mon zum Medium kann diese Reaktion hervorrufen (nur gezeigt fiir AB134; Abbildung 32F,
obere Bilder).

Der schon in Abschnitt 2.4.11 erwéhnte Stamm AB282 (P,,:pra2,mfal b2 Aprfl), der ein
Derivat des Stammes AB133 mit einer zusitzlichen Deletion von prfl ist, zeigt nach indu-

nar

zierter Expression von pra2 und mfal keine Konjugationshyphen-Bildung, kann aber eben-
falls durch Zugabe von al-Pheromon zum Medium dazu stimuliert werden (Abbildung 32F,
untere Bilder). Dieses Ergebnis bestitigt, dass Prfl eine Rolle im Prozess der Pheromonrei-
fung oder des Pheromonexports spielt. Am wahrscheinlichsten erscheint dabei eine Beteili-
gung an der transkriptionellen Kontrolle von Genen, die fiir spezifische Peptidasen oder

Transporterproteine kodieren.
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3. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Identifikation b-regulierter Gene in U. maydis, um Ein-
blicke in die Regulation der frithen Infektionsphase durch das bW/bE-Heterodimer zu gewin-
nen. Dazu wurden in einem RNA-Fingerprint-Ansatz eine Reihe neuer b-induzierter und
erstmals auch b-reprimierter Gene isoliert. Bei der genaueren Untersuchung der interessan-
testen Kandidaten zeigte sich, dass frb52 ein direkt b-reguliertes Gen ist. Fiir die b-induzierte
MAP-Kinase Kpp6 konnte eine Rolle wihrend friiher Infektionsprozesse abgeleitet werden.
Die Analyse der b-reprimierten Gene frb34 und frb136 ergab, dass diese Gene benachbart
sind. Sie, vier weitere Gene aus dieser Region und frb/24 zeigen nicht nur eine negative Re-
gulation durch das bW/bE-Heterodimer, sondern weisen auch eine Induktion wihrend des
Zellfusionsprozesses auf. Bei dieser Signaliibermittlung wirken die cAMP- und die MAPK-

Kaskade antagonistisch und unabhingig von Prfl.

3.1 Das bW/bE-Heterodimer als transkriptioneller Regulator

3.1.1 Regulierte Expression der Paarungstypgene

Mit Hilfe des ip-Integrationssystems konnten zwei regulierbare Promotorsysteme etabliert
werden: der Promotor des Nitratreduktasegens nar/ und der des Arabinasegens crgl (siche
Abschnitt 6.2). Dies ermoglicht erstmals eine reproduzierbare und kontrollierte Expression
von Genen in U. maydis. Die regulierbaren Promotoren wurden zur Induktion der Expression
der Gene des b-Locus und der Pheromon- und Pheromonrezeptorgene in haploiden Sporidien
verwendet. In Bezug auf Genregulation und Morphologie gleichen diese Stimme im indu-
zierten Zustand in allen untersuchten Punkten Wildtyp-Zellen nach Pheromonstimulation
bzw. Ausbildung des dikaryotischen Filaments. Sie konnen daher zur Analyse der jeweiligen
Prozesse herangezogen werden. Bei den b-Induktionsstimmen kommt der zusétzliche Vorteil
hinzu, dass die Bildung der bW/bE-Heterodimere direkt erfolgt, ohne dass vorherige Phero-
monstimulation und Zellfusion stattgefunden haben miissen. Diese Situation entspricht zwar
nicht dem natiirlichen Ablauf, ermoglicht aber gerade deswegen die Analyse eines synchron
ablaufenden Morphologiewechsels.

Innerhalb von zwei Stunden nach Induktion der gleichzeitigen Expession des Pheromonre-
zeptors Pra2 und des al-Pheromons kommt es zu einem Erliegen der Zell- und Kernteilung
(nicht gezeigt), so dass vermutlich eine Arretierung des Zellzyklus vorliegt. Interessanter-

weise konnte eine Arretierung des Zellzyklus auch zwei Stunden nach Induktion der b-
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Genexpression in U. maydis festgestellt werden (nicht gezeigt und Z. Szabd, pers. Mittei-
lung). Ein Ausbleiben von Zell- und Kernteilung nach Pheromonstimulation bzw. nach Aus-
bildung dikaryotischer Filamente wurde schon bei morphologischen Untersuchungen von
Kreuzungsstrukturen beobachtet (Snetselaar und Mims, 1992; Snetselaar, 1993; Banuett und
Herskowitz, 1994b). In S. cerevisiae erfolgt nach Pheromonstimulation ebenfalls ein Arre-
tierung des Zellzyklus, so dass sich die Zellkerne bei der unmittelbar nach der Zellfusion er-
folgenden Kernfusion im gleichen Stadium des Zellzyklus befinden (Sprague und Thorner,
1992).

In U. maydis wird die Arretierung des Zellzyklus nach der Zellfusion wahrscheinlich durch
Ausbildung des funktionellen bW/bE-Heterodimers aufrecht erhalten. Nach Infektion der
Pflanze wird sie wieder aufgehoben und ein echtes dikaryotisches Myzel ausgebildet. Dieser
Wechsel konnte durch Pflanzensignale gesteuert sein, da Dikaryen durch Kokultivierung mit
Mais-Zellkulturen moglicherweise zur Kernteilung angeregt werden konnen (Ruiz-Herrera et
al., 1999a). Die Identifizierung von Faktoren, die an der Regulation des Zellzyklus beteiligt
sind, wire vor allem hinsichtlich einer moglichen Beteiligung der Pheromon-MAP-Kinase-

bzw. der cAMP-Kaskade an diesem Prozess interessant %,

3.1.2 Der RNA-Fingerprint-Ansatz zur Identifikation b-regulierter Gene

Die Methode des Differential Displays wurde in U. maydis schon mehrfach erfolgreich einge-
setzt und hat zur Identifikation der differentiell exprimierten Gene dik!, dik6, hum2, gpa4 und
migl gefiihrt (Bohlmann et al., 1994; Bohlmann, 1996; Regenfelder et al., 1997; Basse et al.,
2000). Die wichtigste Verdanderung der Technik in dieser Arbeit bestand in der Modifizierung
der Reaktionsbedingungen, so dass die Amplicons ohne vorherige Reamplifikation kloniert
werden konnen, womit eine potentielle Quelle fiir die Anreicherung falsch positiver Kandi-
daten (Bauer et al., 1993; Callard et al., 1994; Wang und Feuerstein, 1995) entfillt.

Von den 48 ausgewihlten Amplicons aus dem zweiten RNA-Fingerprint-Ansatz stammen
27 Amplicons (56%) von differentiell exprimierten Genen, 18 Amplicons (38%) waren falsch
positive Kandidaten. Damit ist der Anteil richtig positiver Klone etwa gleich hoch wie bei
vergleichbaren veroffentlichten Ansitzen (Debouck, 1995; Wan et al., 1996). Fiir drei Ampli-
cons (frb5, frb47-4 und frb187; 6%) konnten weder in den Dot-Blot- noch in den Northern-
Analysen Signale detektiert werden. Eine weitergehende RT-PCR-Analyse erscheint hier
sinnvoll, da es sich gerade bei schwach exprimierten Genen um zentrale Regulatoren handeln

konnte, die bislang nicht identifiziert wurden.

# Kiirzlich konnten in U. maydis mit Crul, einem Zellzyklus-Regulator aus der Familie der Frizzy-verwandten
Proteine und mit Crk1, einer Zyklin-abhédngigen Kinase Faktoren isoliert werden, die an den Prozessen der Zell-
fusion bzw. der Filamentbildung beteiligt zu sein scheinen, und die einer Regulation durch die Pheromon-MAP-
Kinasekaskade bzw. durch die cAMP-Signalkaskade unterliegen (J. Pérez-Martin, pers. Mitteilung).
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Fiir die Bestimmung, inwieweit in diesem Ansatz das Transkriptom von U. maydis abgedeckt
wurde, miissen einige Grundannahmen getroffen werden. Aus der vorhandenen Se-
quenzinformation des U. maydis-Genoms ergab sich, dass es insgesamt nicht mehr als 7.500
Gene enthalten diirfte (J. Kdmper und R. Kahmann, pers. Mitteilung). Aus dem Vergleich mit
entsprechenden Daten aus S. cerevisiae kann gefolgert werden, dass davon etwa 5.600 Gene
transkribiert und potentiell detektierbar wiren®. Unter der vereinfachenden Annahme, dass
die Wahrscheinlichkeit der Detektion im RNA-Fingerprint fiir jedes Transkript gleich grof3
ist, bedeutet das, dass mehr als die Hilfte des Transkriptoms von U. maydis durchmustert
wurde®. Die genauer untersuchten 48 Amplicons wiirden demnach etwa 7,6% aller potentiell
durch das bW/bE-Heterodimer regulierten Gene reprisentieren.

Eine interessante Alternative ldge in der Verwendung von cDNA-Microarrays zur Identifika-
tion differentiell exprimierter Gene (Schena et al., 1995; Wodicka et al., 1997). Diese wurden
vor allem in S. cerevisiae zur vergleichenden Untersuchung von globalen Expressionsprofilen
in einer Reihe von Ansitzen erfolgreich eingesetzt, wobei der Vorteil dieser Technik in der
Moglichkeit liegt, funktionelle Kategorien von dhnlich regulierten Genen identifizieren zu
konnen (Spellman et al., 1998; Hughes et al., 2000). Mit der Ende 2000 abgeschlossenen Se-
quenzierung von 86% des U. maydis-Genoms steht die Information fiir die Erstellung eines
entsprechenden cDNA-Microarrays zur Verfiigung (J. Kdmper und R. Kahmann, pers. Mit-
teilung). Schwierigkeiten bestehen hier jedoch im Nachweis differentieller Expression bei
sehr dhnlichen Mitgliedern von Genfamilien und in Féllen, bei denen unterschiedliche lange
Transkripte desselben Gens auftreten. Entsprechende Probleme waren bei der Dot-Blot-
Analyse im Fall von bE2 und frb110 aufgetreten. Bei der Untersuchung von Unterschieden
im Transkriptom muss generell beachtet werden, dass es sich nur um die erste Ebene der Ex-
pressionskontrolle handelt. Zwar besteht bei Pilzen eine deutlich bessere Korrelation zwi-
schen der Menge an Transkript und der Menge an gebildetem Protein, als das z. B. bei hohe-
ren Eukaryonten der Fall ist; dennoch konnten in S. cerevisiae gerade bei schwach expri-
mierten Genen zum Teil starke Abweichungen der nachweisbaren von der aufgrund der Tran-

skriptstirke angenommenen Proteinmenge nachgewiesen werden (Gygi ez al., 1999).

¥ S. cerevisiae besitzt etwa 6.200 Gene (Dujon, 1996), wobei in einer SAGE-Analyse fiir 4.665 dieser Hefegene
Transkripte nachgewiesen werden konnten (Velculescu et al., 1997). Um in dieser Untersuchung nachweisbar zu
sein, mussten die Transkripte in einer Kopienzahl von mindestens 0,3 pro Zelle vorliegen (Velculescu et al.,
1997), bei einer insgesamt angenommenen Anzahl von etwa 15.000 mRNA-Molekiilen pro Hefezelle (Hereford
und Rosbash, 1977). Geht man davon aus, dass eine derartige Kopienzahl auch bei einer RNA-Fingerprint-Ana-
lyse die untere Detektionsgrenze darstellt, dann wiirde das, iibertragen auf U. maydis, bedeuten, dass dort etwa
5.600 Gene detektierbar wiiren.

% Nach der Formel fiir die Binominalverteilung von Bernoulli wiirde ein beliebiges transkribiertes Gen mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1 — (***/; ¢00)**" = 55% mindestens einmal identifiziert werden. Eine Erzeugung weite-
rer Amplicons erscheint nicht sinnvoll, da sich mit zunehmender Anzahl die Redundanz erhéht, so dass z. B. fiir
eine Abdeckung von 90% des Transkriptoms etwa 13.000 unabhingige Amplicons generiert werden miissten,
was insgesamt iiber 20.000 Amplicons entsprechen wiirde.

1



Die friihe Infektionsphase von Ustilago maydis

3.1.3 Das bW/bE-Heterodimer reguliert eine grofie Anzahl von Genen

In dieser Arbeit konnten sieben neue b-induzierte und fiinf neue b-reprimierte Gene isoliert
werden. Davon zeigten zwei (frb52 und frb323) schon eine Stunde nach Induktion der b-
Genexpression ein differentielles Expressionsmuster, bei den tibrigen zehn Genen war ein
Unterschied erst nach fiinf Stunden zu erkennen. Rechnet man diese Zahlen auf das gesamte
Transkriptom von U. maydis hoch, so bedeutet das, dass etwa 20 Gene (0,4%) zu dem frithen
und 171 Gene (3,1%) zu dem spiteren Zeitpunkt differentiell exprimiert wiren’. Damit
zeigten sich in diesem Ansatz deutlich mehr Unterschiede als bei einem friither durchgefiihr-
ten, vergleichbaren Differential Display-Ansatz, in dem nur 0,44% der Gene b-abhéngig re-
guliert schienen (Bohlmann, 1996). Dabei waren nur acht der insgesamt 1.800 erzeugten Am-
plicons differentiell, was fiir eine unterschiedliche Sensitivitit der verwendeten Techniken
spricht (Bohlmann, 1996).

Das bW/bE-Heterodimer reguliert demnach direkt oder indirekt eine grole Anzahl von Ge-
nen. Bei den meisten der zu dem spiteren Zeitpunkt induzierten Gene handelt es sich wahr-
scheinlich eher um indirekt regulierte Gene, die in Zusammenhang mit dem filamentosen
Wachstum exprimiert werden. Fiir pdil, ein Gen, das fiir eine Proteindisulfid-Isomerase ko-
diert, konnte die induzierte Expression mit einer erhohten Sekretion von zum Umbau der
Zellwand benétigten Enzyme begriindet werden (siehe Abschnitt 6.8). Unter den sekretierten
Proteinen konnte sich z. B. Excl befinden, das Ahnlichkeit zu Exochitinasen aufweist. Zu der
gleichen Klasse der filamentabhéngig exprimierten Gene zihlen vermutlich auch fib53, frb63
und frb172, wobei die Expression in diesen drei Féllen spezifisch fiir das b-abhingige Fila-
ment zu sein scheint. Unterschiede in der Morphologie der bekannten Typen von Filamenten
wurden schon mehrfach beschrieben (Banuett und Herskowitz, 1994b; Z. Szabd, pers. Mit-
teilung), konnten bislang jedoch nur unzureichend klassifiziert werden. Daher war es bei
Mutanten, die filamentoses Wachstum zeigen, bisher nicht moglich zu spezifizieren, welcher
der Signalwege, die Morphologiewechsel kontrollieren konnen, betroffen war. Gene, wie
z. B. frb53, die spezifisch im b-abhingigen Filament exprimiert werden, konnten als moleku-
lare Marker fiir die verschiedenen Filamenttypen dienen. Alternativ ist auch eine Verwendung
als Reportergen zur Untersuchung der Regulationsvorginge bei der b-abhingigen Fi-
lamentbildung vorstellbar. In dieser Hinsicht unterscheidet sich frb53 von den auch in ande-
ren Filamenttypen exprimierten Genen repl, egll und hum?2 (nicht gezeigt und G. Weinzierl,
pers. Mitteilung).

3! Bei diesen Berechnungen wurde das bekannte, b-regulierte Gen repl mit einbezogen, bE2 dagegen nicht.
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3.1.4 frb52 ist ein direktes Zielgen des b-Komplexes

Mit frb52, das schon eine Stunde nach b-Induktion differentiell exprimiert ist, konnte ein di-
rektes Zielgen des bW/bE-Heterodimers identifiziert werden. Bei der im DNase I-Protek-
tionsexperiment von dem b-Komplex geschiitzten Region sind 16 der 26 Basenpaare identisch
mit der b-Bindesequenz im Promotor von /ga2 (Abbildung 33). Relativ konserviert ist in bei-
den Sequenzen das Motiv GATG- (9n) -ACA, das im Fall von /ga2 vollstidndig erhalten ist
und im Fall von firb52 nur eine Abweichung zeigt (Abbildung 33). Dieses Motiv ist identisch
mit dem konservierten isg-Motiv in S. cerevisiae, an das das Heterodimer aus Matalp und
Mato2p bindet (Goutte und Johnson, 1988). Dies konnte fiir eine evolutionire Konservierung
der Regulationsmechanismen von Homeodoménenprotein-Komplexen sprechen. Vergleicht
man dagegen die b-Bindesequenzen in den Promotoren von /ga2 und frb52 mit der im Pro-
motor von dik6 (G. Weinzierl, pers. Mitteilung), so sind zwischen /ga2 und dik6 nur 13, zwi-
schen frb52 und dik6 nur 10 und zwischen allen dreien nur 8 der 26 Basenpaare in den pro-
tektierten Regionen identisch (Abbildung 33). AuBlerdem zeigt die b-Bindestelle im dik6-
Promotor eine deutliche Abweichung von dem /hsg-Motiv. Daher kann aus den vorliegenden
Daten keine eindeutige Konsensussequenz fiir b-Bindestellen abgeleitet werden. Auffillig ist
jedoch die in allen drei Sequenzen auftretende Wiederholung des Basentripletts TGA im Ab-
stand von neun Nukleotiden (Abbildung 33).

fro52 AGGAATIGATCIAGCAGAATGIACACGCTTGC
lga2 TTTCATIGATGAGAAGTGTGACAGACTGTG
dk6 ACTCGT|IGACGIACAATCGTGHAATICACGAAT

hsg-Motiv GATGINNNNNNNNNACA

Abbildung 33: Vergleich der b-Bindesequenzen in den Promotoren von frb52,
Iga2 und diké6. Die durch Bindung von His-Kon8 auf beiden DNA-Stringen protek-
tierten Nukleotide sind fett dargestellt, identische Nukleotide durch graue Kisten
hinterlegt. Darunter ist das konservierte ssg-Motiv aus S. cerevisiae angegeben. Die
Pfeile bezeichnen die TGA-Basentripletts. Die b-Bindesequenz aus dem /ga2-Pro-
motor stammt aus Romeis et al. (2000), die aus dem dik6-Promotor von G. Wein-
zierl (pers. Mitteilung) und das hsg-Motiv aus Goutte und Johnson (1998).

Fiir frb52 konnte in Deletionsmutanten kein Einfluss auf das Kreuzungsverhalten und die pa-
thogene Entwicklung beobachtet werden. Das gleiche Ergebnis zeigte sich bei Deletion von
Iga2 (Urban et al., 1996a). Nur bei Deletion von dik6 konnte eine Reduktion in der Pathoge-
nitdt der Deletionsmutanten festgestellt werden (G. Weinzierl, pers. Mitteilung). Damit ist
ungeklirt, welche Rolle diese direkten Zielgene des bW/bE-Heterodimers wihrend der Ent-

wicklung spielen. Einer der Griinde fiir das Fehlen eines eindeutigen Phénotyps von Mutan-
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tenstimmen kann genetische Redundanz sein®. Ob ein zu frb52 dhnliches Gen in U. maydis
existiert, ist bislang nicht bekannt. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die Deletion
der Gene zwar einen Einfluss auf das Kreuzungsverhalten oder die Pathogenitit hat, die Un-
terschiede aber zu gering sind, um mit den verwendeten Methoden detektierbar zu sein. Aus
diesem Grund erscheint die Etablierung sensitiverer Kreuzungs- und Pathogenititstests sinn-
voll, wie z. B. die Analyse simultaner Infektionen von Mutanten- und Wildtyp-Stimmen.
Unter derartigen Konkurrenzbedingungen sollte ein positiver bzw. negativer Effekt von Mu-
tationen leichter nachweisbar sein.

Fiir die zu Frb52 dhnliche DNA-Polymerase 3 in Sdugerzellen konnte eine Rolle im soge-
nannten BER-Mechanismus ("base excision repair") der DNA-Reparatur ermittelt werden
(Dianov et al., 1999; Prasad et al., 2000). Eine Induktion eines derartigen Reparatursystems
konnte wihrend der Interaktion mit der Pflanze notwendig sein. Falls Maispflanzen auf die
Infektion durch U. maydis mit der Induktion einer sogenannten hypersensitiven Antwort und
der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (Heath, 2000) reagieren, so konnte dies Schéden in
der pilzlichen DNA hervorrufen. In einem solchen Fall wire bei Deletion der DNA-Polyme-
rase X wahrscheinlich kein deutlicher Phénotyp zu erwarten, da in eukaryotischen Zellen
noch eine Reihe weiterer Reparaturmechanismen vorhanden sind, die entsprechende Repara-
turfunktionen zumindestens teilweise iibernehmen kénnen (Seeberg e al., 1995)*.

Eine interessante alternative Moglichkeit fiir eine Funktion von frb52 wihrend der pathoge-
nen Entwicklung basiert auf der Beobachtung, dass eine Uberexpression von DNA-Polyme-
rase B in humanen Zelllinien eine héhere spontane Mutationsrate zur Folge hat (Frosina,
2000). Die Induktion von frb52 konnte ebenfalls zu einer hoheren Mutationsrate in
U. maydis-Zellen wihrend der pathogenen Entwicklung fiihren. Eine derartige Variation der
Mutationsrate in Abhéngigkeit von den Umweltbedingungen, auch als adaptive Evolution be-
zeichnet, stellt bei Pathogenen einen wichtigen Abwehrmechanismus gegen die Immunant-
wort der Wirtsorganismen dar (Metzgar und Wills, 2000). In einigen Fillen wird dabei eine
Beteiligung von DNA-Reparaturmechanismen angenommen (Rosenberg et al., 1998; Rad-
man, 1999).

3.1.5 Weitere Moglichkeiten zur Untersuchung der von b kontrollierten
Regulationskaskade

Damit konnten bislang zwar drei direkte Zielgene des bW/bE-Heterodimers identifiziert wer-
den, keines dieser Gene besitzt jedoch eine zentrale Bedeutung wéhrend der pathogenen Ent-

wicklung. Ein Problem bei der Identifizierung solcher Zielgene liegt darin, dass die Mehrzahl

2 Im Fall von dik6 konnte inzwischen mit dkh6 ein hnliches Gen gefunden worden, das die Funktion von dik6
iibernehmen konnte (G. Weinzierl, pers. Mitteilung).

* Im Zusammenhang mit moglichen Abwehrmechanismen der Pflanze kann auch die b-abhiingige Repression
von frb323, einem Gen fiir eine Plasmamembran (H")-ATPase gesehen werden (siche Abschnitt 6.12).
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der in den bisherigen Arbeiten und auch der in dieser Arbeit isolierten b-regulierten Gene
wahrscheinlich einer indirekten Regulation unterliegen. Dieser Effekt konnte durch die Eta-
blierung eines posttranslationalen Systems zur kontrollierten Bildung von bW/bE-Hetero-
dimeren in der Zelle eliminiert werden. Ein derartiges System ist von Sablowski und
Meyerowitz (1998) erfolgreich zur Identifikation von direkten Zielgenen eines Heterodimers
aus Homeodomanenproteinen in Arabidopsis thaliana eingesetzt worden. Es basiert auf der
Interaktion der Hormon-Bindedomine des Glukokortikoid-Rezeptors mit Hsp90*. Dieses
System wire wahrscheinlich auch in U. maydis anwendbar, nachdem es sich bei den Hsp90-
Proteinen um eine in Eukaryonten sehr konservierte Proteinfamilie handelt (Sablowski und
Meyerowitz, 1998). Allerdings treten in U. maydis generell Probleme bei der Expression he-
terologer Gene auf, deren molekulare Ursachen derzeit nicht verstanden sind (O. Ladendorf

und J. Kémper, pers. Mitteilung).

Alternativ wire zur Untersuchung der b-abhéngigen Prozesse ein gerichteter Ansatz vorstell-
bar, bei dem gezielt potentielle Zielgene isoliert und deletiert werden. Die abgeschlossene Se-
quenzierung von U. maydis erleichtert ein derartiges Vorgehen. Als Kandidaten dafiir konnten
z. B. die durch den A-Paarungstyplocus regulierten Gene pccl und clp/ aus dem Basidiomy-
ceten Coprinus cinereus dienen (Murata et al., 1998; Inada et al., 2001). Der A-Paarungstyp-
locus ist dem b-Locus von U. maydis vergleichbar (Banham et al., 1995; Kues, 2000). Bei
Uberexpression von Clpl bzw. bei Deletion von pcc/ kommt es unabhingig von A zur Aus-
bildung von Schnallenstrukturen in den Filamenten, einem Prozess der normalerweise durch
das A-Heterodimer gesteuert wird (Murata et al., 1998; Inada et al., 2001). Bei cipl konnte es
sich sogar um ein direktes Zielgen handeln, da sich im Promotor dieses Gens die Sequenz
GATG- (11n) -ACA befindet, die dem oben erwihnten hsg-Motiv aus S. cerevisiae dhnelt.
Homologe dieser Proteine konnten auch in U. maydis wichtige Entwicklungsschritte bei der
b-abhingigen Filamentbildung kontrollieren. Da die entsprechenden Gene in Coprinus cine-
reus A-abhingig exprimiert sind, konnten eventuell vorhandene Homologe in U. maydis
durch b reguliert sein und sollten daher auch im RNA-Fingerprint-Ansatz identifizierbar

sein®.

* Proteine, die in Fusion mit der Hormon-Bindedomiine exprimiert werden, werden im Zytosol zuriickgehalten.
Bei Zugabe von Steroidhormonen erfolgt die Dissoziation von Hsp90 und das Fusionsprotein kann in den Zell-
kern gelangen. Bei gleichzeitiger Zugabe von Inhibitoren der Proteinbiosynthese findet so ausschlieBlich eine
Aktivierung direkter Zielgene statt.

* Aus diesem Grund wurden auch Oligonukleotide benutzt, die Ahnlichkeit zu Sequenzen aus der HMG-Do-
méne von pccl aus Coprinus cinereus aufweisen. Von den bislang untersuchten Amplicons, die mit diesen Oli-
gonukleotiden erzeugt wurden, wies allerdings keines Ahnlichkeiten zu diesen Sequenzen auf (nicht gezeigt).
Ein dhnlicher Versuch, durch Verwendung sequenzspezifischer Oligonukleotide gezielt differentiell exprimierte
Mitglieder einer bestimmten Genklasse zu isolieren, ist fiir Mitglieder der Zinkfinger-Genfamilie bereits erfolg-
reich durchgefiihrt worden (Stone und Wharton, 1994).
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Es stellt sich allerdings die Frage, ob bei der Vielzahl der durch das bW/bE-Heterodimer re-
gulierten Gene und Prozesse die Identifikation weiterer zentraler Regulatoren iiberhaupt Auf-
schluss iiber die verschiedenen durch b regulierten Vorginge bieten wiirde. Stattdessen
konnte gerade die Untersuchung von Effektoren, deren Ausfall nur einen Teil des pathogenen
Programms betreffen, dazu besser geeignet sein. In diesem Zusammhang muss darauf hinge-
wiesen werden, dass die interessantesten Ergebnisse dieser Arbeit durch die Analyse der ver-
mutlich indirekt durch b regulierten Gene kpp6, frb34, frb124 und frb136 gewonnen wurden.
Eine andere Strategie konnte daher eventuell mehr Erfolg zeigen: Nachdem mehr als die
Hilfte der erzeugten Amplicons von differentiell regulierten Genen stammt, kann mit der
Technik des RNA-Fingerprints eine Subpopulation von Genen isoliert werden, die in Bezug
auf b-regulierte Gene deutlich angereichert ist. Die Sequenzanalyse der genomischen Loci
von frb52, frb110, kpp6, frb136 (frb204) und frb34 zeigte, dass die Amplicons in allen Fillen
Teile des offenen Leserahmens beinhalten. Eine Integration einer Resistenzkassette in den
entsprechenden Regionen wiirde wahrscheinlich zu einem Ausfall der Genfunktion fiihren.
Mit einer durchschnittlichen Gré8e von 500 bp liefern die Amplicons ausreichend grofie
Flanken zur homologen Rekombination. Aufgrund dieser Eigenschaften wire ein Vorgehen
denkbar, bei dem die Amplicons zunéchst kloniert und sequenziert werden. Anschlieend
konnten davon ausgehend direkt Konstrukte fiir die Insertionsmutagenese der entsprechenden
Gene in solopathogenen haploiden Stdmmen hergestellt werden, wie dies im Fall von big6
mit vergleichsweise geringem Aufwand durchgefiihrt wurde (siehe Abschnitt 6.7). Dem
Nachteil, dass in einigen Fillen mit der Insertion einer Resistenzkassette die Funktion des
Gens eventuell nicht beeintrdchtigt wird, stinde der Vorteil der schnelleren Funktionsanalyse

einer grolen Anzahl von Genen gegeniiber, von denen die Hilfte b-reguliert sein sollte.

3.2 Die Rolle der MAP-Kinase Kpp6 bei der Pathogenitit

3.2.1 kpp6 kodiert fiir eine ungewohnliche MAP-Kinase

Mit kpp6 konnte ein MAP-Kinasegen identifiziert werden, dessen Expression durch das
bW/bE-Heterodimer stark induziert wird. Im Promotorbereich konnten keine Sequenzen mit
Ahnlickeit zu den bisher bekannten b-Bindesequenzen gefunden werden. Da die transkriptio-
nelle Aktivierung auch erst zu einem spiteren Zeitpunkt nach Induktion der b-Genexpression
stattfindet handelt es sich vermutlich um ein indirekt durch b reguliertes Gen. Bei der weite-
ren Untersuchung zeigten sich zwei verschieden grof3e Transkripte, von denen das eine b-in-
duziert ist und das andere unter Pheromon-Stimulationsbedingungen auftritt. Nach den bishe-
rigen Ergebnissen kodieren aber beide Transkripte fiir dasselbe Protein. Die unterschiedliche
Transkriptlinge wird vermutlich durch die Bindung von Prf1 an die im Promotor befindlichen
PRE-Boxen bewirkt, was eine Verschiebung des Transkriptions-Startpunkts zur Folge hat.
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Die Bindung von Prfl im Promotor scheint dabei keinen Einfluss auf die Transkription von
kpp6 zu haben. Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Ergebnissen bei allen bisher unter-
suchten Genen, die PRE-Boxen in der Nihe ihres Promotors besitzen. Sowohl fiir die Gene
des b-Locus als auch fiir mfa und pra konnte gezeigt werden, dass Prfl essentiell fiir die
Transkription ist (Hartmann et al., 1996). Das bedeutet, dass die pheromoninduzierte Expres-
sion von kpp6 durch einen anderen Transkriptionsfaktor bewirkt wird. Es konnte sich hier so-
gar um dasselbe Protein handeln, das auch die b-abhingige Induktion vermittelt. Da phero-
monstimulierte und b-induzierte Zellen eine Reihe von Gemeinsamkeiten aufweisen, wie z. B.
eine Arretierung des Zellzyklus und unipolares Wachstum, erscheint eine dhnliche Regulation
einiger Gene in beiden Situationen wahrscheinlich. Mit der Analyse des kpp6-Promotors und
der Identifizierung von daran bindenden Faktoren konnte die Isolierung eines verbindenden
Elements zwischen diesen beiden Signalkaskaden moglich sein. Dies wire ein grofer Schritt
hin zu einem Verstdndnis der wihrend der friihen Infektionsphase ablaufenden Prozesse.
Kpp6 selber weist in seinem N-Terminus eine etwa 150 Aminoséduren grole Domine auf,
die keinerlei Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen oder Proteindominen besitzt. Es finden sich
auch keine Motive, die eine Prozessierung oder einen Transport des Proteins in ein bestimm-
tes Zellkompartiment vermitteln. Durch Western-Analysen konnte die Anwesenheit des N-
Terminus in Kpp6 gezeigt werden. Der N-Terminus unterscheidet Kpp6 deutlich von fast al-
len bekannten MAP-Kinasen, deren Grofle konserviert ist und bei etwa 350 Aminosduren

36

liegt™. Mogliche Funktionen des N-Terminus konnten in der Vermittlung oder Verhinderung
einer spezifischen Interaktion mit anderen Proteinen liegen. Nachdem allerdings die Deletion
dieses Bereichs keinen Effekt in Bezug auf die untersuchten Phénotypen zeigt und auch ein
Protein, in dem der N-Terminus von Kpp6 an Kpp2 fusioniert ist, die Rolle von Kpp2 iiber-
nehmen kann, erscheint das eher unwahrscheinlich. Damit bleibt die Funktion dieser Doméne
zundchst ungeklart.

Ein ebenfalls ungeklartes Phanomen ist, dass ein in den ip-Locus integriertes Fragment aus
dem kpp6-Locus die kpp6-Deletionsmutanten nicht komplementieren kann, obwohl der darin
enthaltene Promotorbereich fiir die pheromon- und b-abhingige Regulation ausreicht. Dies
lasst zundchst auf ein auBerhalb dieses Fragments liegendes Promotorelement schliefen, das
fiir die transkriptionelle Regulation zu dem Zeitpunkt, an dem der Pathogenititsdefekt der
kpp6-Deletionsmutanten beobachtet werden kann, notwendig ist. Ein Konstrukt, in dem ein
fiir die C-terminale MAP-Kinasedoméne kodierendes Fragment unter der Kontrolle des glei-

chen Promotorfragments steht, reicht allerdings fiir die Komplementation der Deletions-

* Bis jetzt wurden nur in Siugerzellen mit den MAP-Kinasen der ERK5-Subfamilie Kinasen mit davon abwei-
chender Struktur gefunden (Kiiltz, 1998). Im humanen ERKS befindet sich am C-Terminus eine zusétzliche, 400
Aminosiuren grofe Domine, die keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen oder Proteindominen aufweist
(Kasler et al., 2000). Dieser Bereich vermittelt Bindung zu Transkriptionsfaktoren der MEF2-Familie und ent-
hlt auBerdem eine transkriptionelle Aktivierungsdomine (Kasler et al., 2000). Er besitzt jedoch keine Ahnlich-
keit zu der N-terminalen Doméne von Kpp6. Interessanterweise sind bei allen MAP-Kinasen N- und C-Terminus
benachbart; aus diesem Grund befinden sich der N-Terminus von Kpp6 und der C-Terminus von ERKS vermut-
lich an vergleichbaren Stellen im Molekiil (vgl. Abbildung 34).
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mutanten aus. Eine mogliche Erkldrung konnte darin bestehen, dass in dem fiir den N-Termi-
nus kodierenden Bereich ein zusitzliches, negativ regulatorisches Element liegt. Zur Kldrung
dieses Phianomens wire eine Untersuchung der kpp6-Expression auf und in der Pflanze hilf-
reich. Technisch besteht hier allerdings die Schwierigkeit, geniigende Mengen an Pilzmaterial
vor allem aus den frithen Stadien der Infektion zu erhalten.

Ungewohnlich ist auerdem der Alaninlinker, der sich zwischen dem N-Terminus und der
eigentlichen MAP-Kinasedomine befindet. Dabei handelt es sich je nach Allel um sechs bis
zwolf Wiederholungen des Basentripletts GCT, wobei wahrscheinlich alle Allele fiir funktio-
nelle Kpp6-Proteine kodieren. Derartige, als Mikrosatelliten bezeichnete Triplettwiederho-
lungen finden sich in allen untersuchten eukaryontischen Genomen, zeichnen sich in der Re-
gel durch eine variable Linge aus und entstehen vermutlich durch Genkonversion (Jakupciak
und Wells, 2000; Richard und Paques, 2000). Von besonderem Interesse sind hier Wiederho-
lungen der Sequenz CAG”, die zur Bildung von unterschiedlich langen Folgen von Glutamin-
resten im Protein fithren, wobei Proteine mit vielen aufeinander folgenden Glutaminresten zur
Ausbildung unloslicher Fibrillen neigen (Cummings und Zoghbi, 2000). Bislang gibt es keine
Arbeit, die sich mit der Auswirkung einer Folge von Alaninresten in einem Protein befasst
hat. Es ist aber anzunehmen, dass dieser Bereich in Kpp6 eine flexible Struktur zwischen den
beiden Dominen einnehmen kann, er wurde deshalb als "Alaninlinker" bezeichnet.

3.2.2 Kpp6 besitzt eine wichtige Funktion wahrend der frithen Infektionsphase

Obwohl kpp6 wihrend der Pheromonstimulation transkriptionell induziert und auch wahrend
des vegetativen Wachstums basal exprimiert ist, weisen Deletionsmutanten auferhalb der
Pflanze keinen erkennbaren Phinotyp auf. Bei Austausch von kpp6 durch das Allel
kpp6T355A,Y357F, das fiir eine nicht mehr aktivierbare Variante kodiert, zeigt sich ebenfalls
keine Abweichung vom Wildtyp. Damit kann ausgeschlossen werden, dass in den Deletions-
mutanten ein homologes Protein die Funktion von Kpp6 wihrend dieser Prozesse iibernimmt
(vgl. Madhani et al., 1997), weshalb die Bedeutung der transkriptionellen Regulation von
kpp6 in diesen Stadien unklar ist. Allerdings werden z. B. auch die Gene des b-Locus bereits
wihrend der Pheromonstimulation aktiviert, obwohl kein funktionelles bW/bE-Heterodimer
ausgebildet werden kann, die Proteine also nach allen bekannten Daten vor der Zellfusion
keine Funktion besitzen (Hartmann et al., 1996; Urban et al., 1996b). Im Fall der b-Proteine
konnte diese Expression notwendig sein, damit nach der Zellfusion eine schnelle Bildung von
b-Komplexen erfolgt, die fiir die Etablierung des Dikaryons benétigt werden. Bei Kpp6 wire
etwas Ahnliches denkbar; allerdings laufen in den Mutanten die Filamentbildung, das Spit-
zenwachstum und die Bildung appressorienahnlicher Strukturen normal ab, was eine Beteili-

gung an diesen Prozessen unwahrscheinlich erscheinen lisst. Die daran beteiligte MAP-Ki-

3 Es handelt sich dabei um den gleichen Mikrosatelliten wie bei den Wiederholungen des Basentripletts GCT;
das Basentriplett CAG befindet sich auf dem Gegenstrang in einem unterschiedlichen Leseraster.
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nase Kpp2 ist dagegen konstitutiv exprimiert. Dies steht im Gegensatz zu der Situation in S.
cerevisiae, wo die Expression der fiir die Ubertragung des Pheromonsignals verantwortliche
MAP-Kinase Fus3p wihrend der Pheromonstimulation induziert ist (Elion et al., 1990).
Daran ist der Transkriptionsfaktor Stel2p beteiligt, der eine dhnliche Rolle wie Prfl spielt.
Vor diesem Hintergrund und aufgrund der hohen Ahnlichkeit zu Kpp2 ist es denkbar, dass
Kppb6 aus einer urspriinglich an der Pheromon-Signaltransduktion beteiligten MAP-Kinase

entstanden ist, deren Expression einer stringenten Kontrolle durch Prf1 unterlag.

Kpp6 kann erst wihrend der pathogenen Entwicklung in der Pflanze eine Funktion zugeord-
net werden: Deletionsmutanten und Stimme mit inaktiven kpp6-Allelen zeigen einen dramati-
schen Pathogenititsdefekt. Es scheint sich bei Kpp6 um einen Virulenzfaktor® zu handeln,
der fiir das vegetative Wachstum nicht von Bedeutung ist. Die Anzahl an Pflanzen, bei denen
es zur Tumorbildung kommt, ist geringer, und die gebildeten Tumore sind in den meisten
Fillen deutlich kleiner und befinden sich zum Teil an Stellen, an denen bei Wildtyp-Infektio-
nen normalerweise keine Tumorbildung zu beobachten ist. Die in den Tumoren gefundenen
pilzlichen Filamente und Brandsporen lassen dagegen keine Unterschiede zum Wildtyp er-
kennen. Auch wenn dadurch nicht ausgeschlossen ist, dass Kpp6 beim Wachstum in der
Pflanze eine Funktion besitzt, die z. B. in der Orientierung des Pilzmyzels hin zu meristema-
tisch aktiven Bereichen in der Pflanze liegen konnte, so scheinen in den kpp6-Mutanten vor
allem frithe Prozesse wihrend der Pflanzeninfektion gestort zu sein. Diese Vermutung wird
durch den auffilligsten Mutanten-Phéanotyp unterstiitzt, das vollstindige Ausbleiben der pri-
miren Anthocyanbildung durch die Maispflanze. Nachdem kpp6-Deletionsmutanten noch zur
Ausbildung normaler appressoriendhnlicher Strukturen in der Lage sind, bislang aber in der
Nihe der Infektionsstellen keine pilzlichen Filamente in der Pflanze detektiert werden konn-
ten, tritt der Pathogenitétsdefekt vermutlich wiahrend oder kurz nach dem Eindringen in die
Pflanze auf. Sehr interessant wire in diesem Zusammenhang eine genauere mikroskopische
Analyse des Penetrationsvorgangs. Bei simultaner Infektion und Detektion von solopathoge-
nen Wildtyp- und Mutanten-Zellen, die mit unterschiedlichen GFP-Proteinen markiert sind

(siehe Abschnitt 2.4.4), wire ein direkter Vergleich wihrend der Penetration moglich.

3.2.3 Welche Signale werden von Kpp6 iibertragen?

In phytopathogenen Pilzen konnten in den letzten Jahren eine Reihe von homologen MAP-
Kinasen isoliert werden. Dabei handelt es sich um Pmk1 und Mps1 aus Magnaporthe grisea
(Xu und Hamer, 1996; Xu et al., 1998), um Chkl aus Cochliobolus heterostrophus (Lev et
al., 1999), um Cmk!1 aus Colletotrichum lagenarium (Takano et al., 2000), um Bmpl aus

3 Der Begriff "Virulenzfaktor" ist in der Literatur nicht eindeutig definiert (vgl. Schifer, 1994; Hogan et al.,
1996; Agrios, 1997). Er wird hier zur Bezeichnung eines Gens bzw. Proteins benutzt, dessen Ausfall im vegeta-
tiven Wachstum keine Auswirkung hat aber zu einer deutlichen Reduktion der Pathogenitit fiihrt.
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Botrytis cinerea (Zheng et al., 2000) und um FMKI1 aus Fusarium oxysporum (Di Pietro et
al., 2001). In allen Féllen kommt es bei Deletion der entsprechenden Gene zu Defekten bei
der Ausbildung der Infektionsstrukturen und bei der Penetration der Pflanzenoberfliche (Xu,
2000). Die MAP-Kinasen Pmk1, Cmk1 und Bmpl sind wahrscheinlich auch fiir die weitere
pathogene Entwicklung in der Pflanze notwendig, da die entsprechenden Deletionsmutanten
auch nach Verwundung der Pflanzenoberfliche den Wirt nicht infizieren konnen (Xu und
Hamer, 1996; Takano et al., 2000; Zheng et al., 2000). Im Gegensatz dazu konnen Magna-
porthe grisea-Mutanten, in denen das Gen fiir die MAP-Kinase Mps1 deletiert ist, Reispflan-
zen durch Wundstellen infizieren (Xu et al., 1998).

Bislang liegen nur fiir Magnaporthe grisea weitere Daten zu den vermittelten Signalen oder
Zielproteinen der MAP-Kinasen vor. Hier konnte gezeigt werden, dass Cutin-Monomere und
die Hydrophobizitit der Oberfliche wichtige Signale fiir die Appressorienbildung darstellen
(Lee und Dean, 1994; Gilbert et al., 1996). Mit dem fiir die Ausbildung der Infektionsstruktur
notwendigen Plasmamembranprotein Pth11 konnte ein Rezeptor fiir eines dieser Signale
identifiziert worden sein (DeZwaan et al., 1999). Die Defekte der pthl-Deletionsmutanten
konnen durch Zugabe von cAMP aufgehoben werden (DeZwaan et al., 1999), was fiir eine
Beteiligung der cAMP-Kaskade an der Signaliibermittlung spricht. Ein wichtiger Prozess, der
sowohl durch die Pmk1-Kinasekaskade als auch durch die cAMP-Kaskade reguliert wird, ist
die fiir die Penetration notwendige Erhohung des Zellturgors in den Appressorien durch Ak-
kumulation groBler Mengen an Glycerin (Thines et al., 2000). Direkte Zielproteine der Kina-

sen konnten bisher nicht isoliert werden.

Uber die von Kpp6 iibermittelten Signale und regulierten Prozesse kann nur spekuliert wer-
den. Mogliche Signale konnten ebenfalls Molekiile darstellen, die verstdrkt an Orten der
Zellwandsynthese, z. B. beim Lingenwachstum der Pflanzenzellen, auftreten. An diesen
Stellen wire ein Eindringen des Pilzes leichter moglich. Damit wiirde Kpp6 eine Funktion in
der Orientierung des filamentosen Wachstums auf der Blattoberfliche erfiillen. An der Per-
zeption des Signals konnte das von dem schon erwihnten b-induzierten Gen dik6 kodierte
Siebentransmembranprotein beteiligt sein. Die Expression von dik6 ist auf das b-abhingige
Filament auBerhalb der Pflanze beschrinkt (G. Weinzierl, pers. Mitteilung).

Fiir eine genauere Untersuchung wire die Etablierung eines in vitro-Systems zur Ausbildung
appressoriendhnlicher Strukturen hilfreich, dhnlich der bei Magnaporthe grisea angewandten
Kultivierung auf hydrophoben Membranen. Eine moglich Alternative ldge in der Verwendung
des von Ruiz-Herrera et al. (1999a) beschriebenen Kultursystems in Gegenwart embryogener
Maiszellen. Dabei kann zwar keine Bildung von Infektionsstrukturen beobachtet werden,
wenn damit allerdings dikaryotische Filamente wirklich zur Kernteilung und zur Myzelbil-
dung gebracht werden kénnen, wire es interessant zu untersuchen, inwieweit kpp6-Mutanten
dazu noch in der Lage sind. Falls sich hier ein Unterschied zum Wildtyp zeigen sollte, wére

das ein moglicher Ansatzpunkt zur Identifizierung eines Pflanzensignals.
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Zu den weiteren Mitgliedern der an der Signaliibertragung beteiligten MAP-Kinasekaskade,
zu der Kpp6 gehort, liegen ebenfalls keine Daten vor. Ein Versuch einer Epistasisanalyse mit
einer konstitutiv aktiven Form von Fuz7 hatte keinen Erfolg”. Mit den schon beschriebenen
Stammen FB 1kpp4-2 und FB1fuz7DD (siehe Abschnitt 2.4.12) konnte eine derartige Analyse
durchgefiihrt werden, falls die Expression dieser Allele einen Einfluss auf die pathogene Ent-
wicklung hat. Eine mogliche direkte Interaktion zwischen Kpp6 und Fuz7 wire auch durch
einen "Two Hybrid"-Ansatz in Hefe nachweisbar, wie das z. B. im Fall der MAP-Kinase
Fus3p und der MAPK-Kinase Ste7p aus S. cerevisiae erfolgreich geschehen ist (Marcus et al.,
1994). In einem derartigen Ansatz konnten auch weitere MAPK-Kinasen, die im sequenzier-
ten Teil des Genoms von U. maydis vorhanden sind, auf eine Interaktion mit Kpp6 untersucht
werden.

Theoretisch konnten bei einer Durchmusterung einer Two Hybrid-Genbibliothek auch Gene
identifiziert werden, die von Kpp6 reguliert werden. Es besteht hier allerdings eventuell das
Problem, dass einige Zielproteine mit der unphosphorylierten Form der MAP-Kinase nicht
interagieren. Entsprechend konnte z. B. in S. cerevisiae in einem Two Hybrid-Ansatz fiir den
durch Fus3p phosphorylierten Zellzyklus-Inhibitor Farlp eine Interaktion mit Fus3p nachge-
wiesen werden, nicht jedoch fiir den Transkriptionsfaktor Ste12p (Ferguson et al., 1994).
Trotzdem konnte ein derartiger Ansatz sinnvoll sein, da nicht ausgeschlossen werden kann,
dass Kpp6 auch im unphosphorylierten Zustand regulatorische Funktionen erfiillt. Eine derar-
tige Regulation wurde z. B. bei der MAP-Kinase Ksslp in S. cerevisiae beobachtet (Bradwell
et al., 1998). Interessant wire auch ein entsprechender Ansatz zur Identifizierung von Protei-
nen, die mit dem N-Terminus von Kpp6 interagieren.

Eine potentielle Funktion von Kpp6 besteht in der Kontrolle der Orientierung des Spitzen-
wachstums auf der Pflanzenoberfliche hin zu bevorzugten Eintrittstellen. Innerhalb der
Pflanze ist eine dhnliche Rolle vorstellbar, wodurch die hdufig uniibliche Positionierung der
Tumore bei Infektion mit kpp6-Deletionsmutanten erklart wire. Daneben konnte Kpp6 auch
fiir die Regulation des Penetrationsvorgangs selber verantwortlich sein und z. B. die Expres-
sion von extrazelluldren lytischen Proteinen steuern, die fiir das Durchdringen der pflanz-
lichen Zellwand benétigt werden. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Regulation der
Gene des b-Locus wihrend des Wachstums auf und in der Pflanze. Diese Erkldrung erscheint
jedoch eher unwahrscheinlich, da kpp6-Mutanten zumindestens auf der Blattoberfldche nor-
males filamentoses Spitzenwachstum zeigen. Zur Klarung der Frage, ob der Pathogenitits-
verlust auf eine fehlende Expression der b-Gene in den Mutanten zuriickgefiihrt werden kann,

¥ Dazu wurden durch PCR-Mutagenese in der regulatorischen Domine von Fuz7 Mutationen eingefiihrt
(SIADT wurde zu DDADD), was zu einer konstitutiven Aktivierung von Fuz7 fiihren sollte (vgl. Mansour et al.,
1996a und Abschnitt 4.1.4). Dieses Allel wurde unter Kontrolle des o2tef~Promotors in den ip-Locus einge-
bracht, konnte aber in einem Kontrollexperiment fuz7-Deletionsmutanten nicht komplementieren (nicht gezeigt).
Das Allel scheint daher inaktiv zu sein.
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miisste kpp6 in einem Stamm, in dem eine konstitutive Expression des bW/bE-Heterodimers
erfolgt, durch das inaktive kpp6T355A,Y357F-Allel ersetzt werden.

Daneben wire denkbar, dass Kpp6 fiir die Aufrechterhaltung der Zellwand-Integritit not-
wendig ist. Die Mutanten konnten in diesem Fall Probleme bei der Bildung der appressorien-
dhnlichen Strukturen aufweisen, was Defekte bei der Penetration zur Folge hitte, das weitere
Wachstum innerhalb der Pflanze konnte dagegen normal verlaufen. Eine entsprechende
MAP-Kinase wurde mit Mpsl aus Magnaporthe grisea isoliert (Xu et al., 1998). Sie zeigt
Homologie zu Slt2p aus S. cerevisiae (Davenport et al., 1995). Beide MAP-Kinasen konnen
der YERK2-Unterfamilie zugeordnet werden, deren Mitglieder an der Aufrechterhaltung der
Zellwand-Integritdt beteiligt sind (Kiiltz, 1998). Kpp6 gehort dagegen wie Kpp2 zu der
YERKI1-Unterfamilie pilzlicher MAP-Kinasen, die bei Paarungsvorgéingen, Morphologie-
wechsel und Pathogenititsprozessen wichtige Rollen spielen (Kiiltz, 1998). Da kpp6-Mutan-
ten auch keinen erkennbaren Zellwanddefekt zeigen, wie er bei mps!- und s/t2-Mutanten zu
beobachten ist (nicht gezeigt), erscheint eine Funktion bei der Aufrechterhaltung der Zell-
wand-Integritit eher unwahrscheinlich.

3.2.4 Spezifititsdeterminanten in Kpp6 und Kpp2

In dieser Arbeit konnten fiir Kpp2 und Kpp6 unterschiedliche, aber teilweise iiberlappende
Funktionen festgestellt werden. So scheint Kpp6 an der Ubertragung des Pheromonsignals
nicht beteiligt zu sein und in kpp2-Deletionsmutanten die Rolle von Kpp2 nur zum Teil iiber-
nehmen zu koénnen. Da die kpp6/kpp2-Doppelmutanten allerdings nicht vollig steril sind,
konnte in U. maydis noch eine dritte MAP-Kinase vorhanden sein, welche die Funktion von
Kpp2 tibernimmt. Mit der nun fast vollstindig vorhandenen Genomsequenz von U. maydis
wird diese Frage einfach zu kldren sein. Dagegen erscheint es wahrscheinlich, dass Kpp2 in
den kpp6-Deletionsmutanten die Funktion von Kpp6 iibernimmt.

Da Kpp6 und Kpp2 einen hohen Grad an Ahnlichkeit aufweisen, stellt sich die Frage, worin
die Spezifitit zwischen diesen beiden MAP-Kinasen begriindet ist. Wie oben beschrieben,
scheint der N-Terminus von Kpp6 daran nicht beteiligt zu sein. Ein #hnliches Problem besteht
bei den sehr dhnlichen MAP-Kinasen in Sdugerzellen. Hier konnten zwei unterschiedliche
Bereiche identifiziert werden, die vor allem fiir die Interaktion der MAP-Kinasen mit den ent-
sprechenden MAPK-Kinasen wichtig sind. Dabei handelt es sich zum einen um den sog. "T-
Loop", auf dem sich auch das TEY-Phosphorylierungsmotiv befindet, der die Spezifitat zwi-
schen unterschiedlichen p38-Proteinen vermittelt (Enslen et al., 2000). Zum anderen konnte
eine sogenannte "docking groove" oder Bindetasche gefunden werden, die zur Diskriminie-
rung zwischen ERK2 und p38a dient (Tanoue et al., 2000; 2001). Sie wird von sogenannten
ED- und CD-Motiven begrenzt, deren Austausch zwischen ERK2 und p38 zu einer veréinder-
ten Spezifitit fiihrt (Tanoue et al., 2001).
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A

T-Loop

Kpp6 331 CDLKVCDFGLARSVETADOD=TG 352
Kpp2 157 v oo eTuevennnn ANOPEAEG. . 180

Kpp6 353 F! 367

Kpp2 181 .. 194

D
CD-Motiv

Kpp6 219 d1kpsnv1LNANCDlkvcdfgla 341
Kpp2 145 ...... 1.0 . 560000 167

ED-Motiv

Kpp6 479 ghpylsayhDPDDEpgaprldpd 501
Kpp2 306 a....ep..kaBas.t.ep...s5328

Abbildung 34: Vergleich der Interaktionsdoméinen von Kpp6 und Kpp2. Die Vorhersagen der Mo-
lekiilstrukturen wurden mit dem Programm SWISSMODEL (Peitsch, 1996; Guex et al., 1999) erstellt, die
grafische Darstellung erfolgte mit dem Programm RASMOL (Sayle und Milner-White, 1995). Das Modell
fiir Kpp6 enthilt nur den C-Terminus ab Aminosdure 190, da der N-Terminus keine Homologien zu be-
kannten Aminosiuresequenzen besitzt; aus diesem Grund ist keine Stukturvorhersage mdoglich. Die Far-
ben der hervorgehobenen Bereiche sind in allen Abbildungen gleich: dunkelblau, TEY-Phosphorylie-
rungsmotiv; griin, unterschiedliche Sequenz im T-Loop; orange, ED-Motiv; hellblau, CD-Motiv. Bei den
Sequenzvergleichen sind identische Sequenzen durch Punkte, die Sequenzen der jeweiligen Motive
durch GrofBbuchstaben, danebenliegende Sequenzen durch Kleinbuchstaben und die in den Molekiilmo-
dellen hervorgehobenen Aminoséurereste durch farbige Késten gekennzeichnet. A) Sequenzvergleich des
T-Loops von Kpp6 und Kpp2. B) und C) Der T-Loop in Kpp6 und Kpp2, an der rechten Seite sind die
ED-Motive zu erkennen. In der Furche oberhalb des dunkelblau markierten TEY-Motivs auf der linken
Seite befinden sich die katalytischen Zentren in Kpp6 und Kpp2, der gelbe Stern bezeichnet die Lage des
N-Terminus in Kpp6. D) Sequenzvergleich der ED- und CD-Motive von Kpp6 und Kpp2. E) und F) Die
Bindetasche in Kpp6 und Kpp2. Hervorgehoben sind die ED- und CD-Motive, die Bindetasche befindet
sich dazwischen. Auf der linken Seite sind die griin eingezeichneten Aminoséurereste der T-Loops zu er-
kennen. Im Vergleich zu B) und C) sind diese Abbildungen um ungefihr 100° nach links gedreht.

Vergleicht man die Sequenzen im Bereich des T-Loops in Kpp6 und Kpp2, so findet sich in
dieser Domiéne ein Block von sieben bzw. acht unterschiedlichen Aminoséuren (Abbildung
34A). Dieser Unterschied zeigt sich auch deutlich in Strukturmodellen fiir die beiden MAP-
Kinasen® (Abbildung 34B und C). Der Bereich der unterschiedlichen Aminosiuren befindet

“ Da es sich bei MAP-Kinasen um stark konservierte Proteine handelt, ist eine Modellierung anhand der be-
kannten Strukturdaten von ERK?2 aus Ratte (Zhang ef al., 1994), p38 aus Mensch (Wilson et al., 1996) und p38
aus Maus (Wang et al., 1997) mit einem relativ hohen Grad an Genauigkeit moglich.
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sich an der Oberflidche des Molekiils und konnte so die Spezifitit vermitteln. Betrachtet man
dagegen das ED- und das CD-Motiv aus der postulierten Bindetasche, so weisen Kpp6 und
Kpp2 nur minimale Unterschiede auf (Abbildung 34D). Entsprechend erscheint die Ober-
flache der Molekiile in dieser Region fast identisch (Abbildung 34E und F), weshalb sie bei
der Differenzierung zwischen den beiden MAP-Kinasen wahrscheinlich eine eher unterge-
ordnete Rolle spielt. Da Kpp6 und Kpp2 zueinander insgesamt sehr dhnlich sind, konnte ein
Austausch der unterschiedlichen Aminosduren des T-Loops alleine zu einer Verinderung der
Spezifitit fithren. Dies ldsst ein entsprechendes Experiment attraktiv erscheinen.

Dieser Bereich des T-Loops ist auch bei den MAP-Kinasen Fus3p und Ksslp aus S. cerevi-
siae und bei Pmk1 aus Magnaporthe grisea unterschiedlich (nicht gezeigt). Trotzdem kann
der Paarungsdefekt von fus3/kssl-Doppelmutanten in Hefe durch die heterologe Expression
von Pmk1 zumindest teilweise komplementiert werden (Xu und Hamer, 1996), was fiir die

evolutiondre Konservierung der MAP-Kinasekaskaden in Pilzen spricht.

3.3 Signaltransduktion wihrend der frithen Infektionsphase

3.3.1 Antagonistische Regulation durch cAMP- und Pheromon-MAP-
Kinasekaskade

Die sechs Gene des cab-Locus und frb/24 unterliegen nicht nur einer negativen Regulation
durch das bW/bE-Heterodimer, sondern weisen auch eine Induktion wihrend des Kreuzungs-
prozesses auf. Bei dieser Signaliibermittlung wirkt die cAMP-Kaskade positiv und die Phe-
romon-MAPK-Kaskade negativ auf die Expression der Gene und sie ist unabhingig von dem
Transkriptionsfaktor Prfl. Diese antagonistische Regulation steht im Gegensatz zu der durch
Prfl vermittelten Regulation der Paarungstypgene, bei der sowohl die cAMP- als auch die
MAP-Kinasekaskade eine induzierende Wirkung haben (Hartmann et al., 1996; 1999). Ein
antagonistisches Verhalten der beiden Signalkaskaden war schon frither beobachtet worden,
da alle bisher bekannten Komponenten der Pheromon-MAP-Kinasekaskade auch iiber einen
genetischen Ansatz gefunden wurden, in dem nach Suppressormutationen gesucht wurde, die
das filamentdse Wachstum von uacl-Deletionsmutanten unterdriicken*' (Mayorga und Gold,
1998; 1999; Andrews et al., 2000). Die fast identischen Expressionsprofile der sechs Gene
aus dem cab-Locus lassen auf eine gemeinsame Regulation durch die gleichen Transkrip-
tionsfaktoren schlieen, gemeinsame cis-regulatorische Sequenzen in den Promotorregionen

der Gene konnten allerdings bislang nicht identifiziert werden. Eine das gesamte Genom von

# Kiirzlich konnte zusitzlich mit hgll ein Gen identifiziert werden, dessen Deletion zu einem Verlust des fila-
mentdsen Wachstumsphinotyps von adrl-Deletionsmutanten fiihrt (J. Kronstad, pers. Mitteilung). Hgll weist
Ahnlichkeit zu dem S. cerevisiae-Transkriptionsfaktor Flo8p auf, der an der Regulation der Pseudohyphenbil-
dung beteiligt ist (Rupp et al., 1999) und kénnte unter positiver Kontrolle durch die Pheromon-MAP-Kinasekas-
kade stehen.
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S. cerevisiae umfassende Expressionsanalyse konnte kiirzlich zeigen, dass eine derartige ge-
meinsame Regulation benachbarter Gene hiufig auftritt (Cohen et al., 2000).

U. maydis-Stamme, in denen eine aktivierte cAMP-Kaskade vorliegt, zeichnen sich durch
eine glinzende Koloniemorphologie aus (Regenfelder et al., 1997; Kriiger et al., 2000). Elek-
tronenmikroskopische Untersuchungen dieser Stimme zeigten, dass solche Zellen von einer
fibrilldren Hiille umgeben sind, deren Zusammensetzung aber nicht bekannt ist (Kriiger et al.,
2000). Die von frb136 und orf3 kodierten Proteine weisen Ahnlichkeit zu Cap10p aus Cryp-
tococcus neoformans auf, das vermutlich eine Rolle in der Kapselbildung besitzt (Chang und
Kwon-Chung, 1999). cap!0-Deletionsmutanten weisen einen Verlust der fiir die Pathogenitit
des Pilzes essentiellen Polysaccharid-Kapsel auf. orf2 und orf4 kodieren fiir Proteine mit
Ahnlichkeit zu UDP-Galaktose-Transportern, wie z. B. Gmsl aus S. pombe, die fiir den
Transfer von Nukleotid-Zuckern aus dem Zytosol in das endoplasmatische Retikulum ver-
antwortlich sind (Tabuchi et al., 1997). gmsI-Deletionsmutanten in S. pombe weisen daher
einen Defekt in der Synthese von Oligogalaktose-Seitenketten extrazelluldrer Proteine auf
(Tabuchi et al., 1997). Die zu dem von frb34 kodierten Protein dhnlichen Acyltransferasen in
Bakterien sind ebenfalls an der Modifizierung von Zuckerketten beteiligt. So acetyliert z. B.
OafA aus Salmonella typhimurium das O-Antigen, ein in der dueren Lipopolysaccharidhiille
integriertes Oligosaccharid (Slauch et al., 1996). Damit scheinen alle diese Proteine an der
Synthese und Modifikation von Oligosacchariden beteiligt zu sein und konnten eine Rolle bei
der Bildung der fibrilldren Hiille von ubc/-Deletionsmutanten spielen. Mutationen in Genen
des cab-Locus konnten daher zu einem Verlust des glinzenden Koloniephidnotyps von Stim-
men mit aktivierter cAMP-Signalkaskade fiihren.

In einen genetischen Ansatz, in dem nach Suppressoren gesucht wurde, die in der Lage sind,
die glinzende Koloniemorphologie von ubc/-Deletionsmutanten zu revertieren, konnte kiirz-
lich mit Sqll ein zu Ssn6p aus S. cerevisiae homologes Protein identifiziert werden
(Loubradou et al., 2001). In Hefe kann Ssn6p mit vier Tup1p-Molekiilen (Redd et al., 1997)
einen Komplex ausbilden, der als genereller Transkriptionsrepressor wirkt (Smith und John-
son, 2000). Es wird angenommen, dass Sqll in U. maydis die gleiche Funktion erfiillt und
antagonistisch zur cAMP-Kaskade wirkt (Loubradou et al., 2001). Der Repressorkomplex
konnte auch die durch eine aktivierte Pheromon-MAP-Kinasekaskade vermittelte Repression
der Gene aus dem cab-Locus vermitteln. Einen Anhaltspunkt dafiir wiirde eine vergleichende
Northern-Analyse des ubc/-Deletionsstamms und der Suppressormutante bieten.

In Cryptococcus neoformans wird die Transkription von CAP10 vermutlich durch den Tran-
skriptionsfaktor Stel2op, ein Homolog von Stel12p aus Hefe, positiv reguliert (Chang und
Kwon-Chung, 1999). Die Regulation der Kapselbildung scheint hier ebenfalls unter der Kon-
trolle der cAMP-Kaskade zu stehen, da Mutanten in Gpalp, einer o-Untereinheit eines he-
terotrimédren G-Proteins, dazu nicht mehr in der Lage sind, dieser Effekt durch Zugabe von
cAMP aber wieder aufgehoben werden kann (Alspaugh et al., 1998). Damit unterliegen die

Kapselbildung in Cryptococcus neoformans und die Ausbildung des glinzenden Koloniephé-
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notyps in U. maydis einer d@hnlichen Regulation. Es ist bislang noch nicht untersucht worden,
ob ein konstitutiv aktives Allel der in Cryptococcus neoformans bereits identifizierten
MAPKK-Kinase Stel1p (Wang und Heitman, 1999, Clarke ef al., 2001) die Kapselbildung

inhibieren kann.

Genauso wie die Pheromon-MAP-Kinasekaskade hat auch das bW/bE-Heterodimer einen re-
primierenden Einfluss auf die Expression der Gene aus dem cab-Locus und von frb124. Da-
mit liegt hier wie im Fall von kpp6 eine dhnliche Regulation durch diese beiden Signalkaska-
den vor. Der angenommene Sqll/Tupl-Repressorkomplex ist zur DNA-Bindung selber nicht
in der Lage, sondern wird durch spezifische DNA-Bindeproteine an die Zielpromotoren ge-
bracht (Smith und Johnson, 2000). Es besteht die Moglichkeit, dass ein solches Bindeprotein
unter positiver Kontrolle durch beide Signalkaskaden steht. Da in den Promotorregionen der
Gene aus dem cab-Locus keine potentiellen b-Bindemotive gefunden wurden (nicht gezeigt),
erscheint es eher unwahrscheinlich, dass im Fall der b-abhingigen Repression das bW/bE-
Heterodimer selber den DNA-Bindefaktor darstellt. Eine weitere interessante Moglichkeit
besteht darin, dass das bW/bE-Heterodimer seine reprimierende Funktion durch eine negative
Regulation der cAMP-Kaskade ausiibt. Die Gene des cab-Locus wiirden in diesem Fall keiner
direkten Kontrolle durch das bW/bE-Heterodimer unterliegen, das Fehlen von Transkripten
wire vielmehr auf eine ausbleibende Aktivierung durch die cAMP-Signalkaskade zuriickzu-
fithren. Dies stinde in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass in einem uac!-Deletions-
stamm fiir die Gene des cab-Locus ebenfalls keine Transkripte nachgewiesen werden konnen.
Unterstiitzt wird diese Annahme durch eine Northern-Analyse, die gezeigt hat, dass nach
fiinfstiindiger Expression des bW/bE-Heterodimers eine etwa vierfache Abnahme des adrl-
Signals auftritt (nicht gezeigt). Es sind daneben noch eine Reihe weiterer Szenarien vorstell-
bar, wie der b-Komplex die cAMP-Kaskade negativ regulieren konnte, wie z. B. die Aktivie-
rung einer Phosphodiesterase, die gebildetes cAMP wieder spaltet und so zu einer Erniedri-
gung des intrazelluldiren cAMP-Niveaus fiihrt, die Aktivierung einer spezifischen Phospha-
tase, die durch Adrl phosphorylierte Proteine wieder dephosphorylieren kann, oder aber die
Inaktivierung von Uacl oder Gpa3. Nachdem eine aktivierte cAMP-Kaskade wahrscheinlich
einen negativen Einfluss auf die Ausbildung filamentoser Strukturen besitzt, konnte diese ne-
gative Regulation durch das bW/bE-Heterodimer fiir die Ausbildung des b-abhéngigen Fila-

ments notwendig sein.

3.3.2 Modellvorstellungen zur Regulation der frithen Infektionsphase

Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse in Bezug auf die Regulation der frithen
Infektionsphase erscheint das in Abbildung 3 dargestellte Modell stark vereinfacht, da es die
zeitliche Abfolge der Prozesse auBer acht lasst. In Abbildung 35 sind daher fiir die drei we-
sentlichen Stadien der friihen Infektionsphase, Pheromonstimulation und Konjugations-
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hyphenbildung, Spitzenwachstum auf der Pflanze und Myzelbildung in der Pflanze, getrennte
Modelle angegeben, wobei nur die jeweils wichtigsten Signalmodule und vermuteten Pro-
zesse gezeigt sind.

A vegetatives Wachstum B Pheromonstimulation und
Konjugationshyphenbildung

Umweltsignale Pflanzen- bzw. C.Jio;.; Pheromon
Umweltsignale (Stickstoffquelle,niedriger pH) Umweltsignale .;

-
filamentéses  Zell- und pra, mfa
Wachstum  Kernteilung (ste6)
Pheromon-  Zell- und K?)IA?:gngﬂY)?\ns.
Stimulation  Kernteilung hyphen

C Spitzenwachstum D Myzelbildung
auf der Pflanze in der Pflanze
Pflanzensignal? Pflanzensignal? Pflanzensignal Pflanzensignal

Pflanzensignal?

_______ Pflanzensignal

MKK

7

| |

| |

| |

| |
Lo
! |

| |

| |

|

bW, bE bW, bE
v
? 7
e ¥
Zell- und Spitzenwachstum  Penetration gsiisund filamentoses ?
Kernteilung Kernteilung Wachstum !

Abbildung 35: Modell zur Regulation der frithen Infektionsphase. Es sind jeweils nur die wichtigsten
an den jeweiligen Prozessen beteiligten Regulatoren angegeben. Angenommene Effekte, fiir die bislang
keine experimentellen Bestitigung vorliegt, sind durch gestrichelte Pfeile mit Fragezeichen dargestellt,
die noch nicht identifizierten MAPKKK und MAPKK (in der Zeichnung mit MKKK und MKK abge-
kiirzt) durch weile Ovale angedeutet. Nihere Einzelheiten siehe Text.

Im Vergleich dazu ist in Abbildung 35A die fiir die vegetative Wachstumsphase angenom-
mene Regulation durch die cAMP- und die Pheromon-MAP-Kinasekaskade dargestellt. Dabei
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scheinen beide Signalwege primér antagonistische Funktionen zu besitzen, was sich vor allem
in Bezug auf das filamentose Wachstum deutlich zeigt. Eine Aktivierung der Pheromon-
MAP-Kinasekaskade fiihrt unabhingig von Prfl zu filamentosem Wachstum, auslosende Sig-
nale konnten Umweltsignale, wie z. B. die verfiigbaren Stickstoffquellen oder der pH der
Umgebung sein (Ruiz-Herrera et al., 1995). Durch eine Aktivierung des cAMP-Signalwegs
kann die Filamentbildung reprimiert werden. Interessant wire in diesem Zusammenhang die
Untersuchung der moglichen Beteiligung beider Signalkaskaden an der Regulation des
Zellzyklus. Auch hier konnte sich eine entgegengesetzte Kontrolle durch die beiden Kaskaden
zeigen.

Es ist bislang nicht bekannt, an welcher Stelle die Repression durch den cAMP-Weg ansetzt.
Dafiir sind mehrere Szenarien vorstellbar: Die katalytische Untereinheit kann durch direkte
Interaktion mit Proteinen aus der Pheromon-MAP-Kinasekaskade die Signaliibertragung mo-
difizieren. In humanen Zellkulturen konnte z. B. gezeigt werden, dass eine zu Ste20p aus
Hefe dhnliche Kinase, die an der Signaliibermittlung auf ein MAP-Kinasemodul beteiligt ist,
durch PKA phosphoryliert und dadurch aktiviert wird (Zhou et al., 2000). Denkbar wére auch
eine Interaktion mit Proteintyrosin-Phosphatasen, die MAP-Kinasen dephosphorylieren und
dadurch inaktivieren. Ein entsprechendes Beispiel wurde in humanen T-Zellen gefunden
(Saxena et al., 1999). Neben diesen direkten Interaktionen ist auch eine Regulation gemein-
samer Zielproteine, wie im Fall des Repressors Skolp in Hefe, vorstellbar (Proft ez al., 2001).
Und schlieBlich konnen die von der cAMP- und der MAP-Kinasekaskade aktivierten
Effektoren zusammen die Transkription gemeinsamer Zielgene kontrollieren. Dies ist z. B.
bei der transkriptionellen Regulation des Hefegens FLO/1 der Fall (Rupp et al., 1999; Pan
und Heitman, 2000). Im Gegensatz zur Situation in U. maydis hat bei allen beschriebenen
Beispielen die cAMP-Kaskade einen aktivierenden Einfluss auf die MAP-Kinasekaskade
bzw. ist die Regulation durch die beiden Signalwege synergistisch. So besitzen z. B. bei den
gut untersuchten Prozessen der Pseudohyphenbildung in S. cerevisiae und der Filamentbil-
dung in Candida albicans beide Signalkaskaden einen aktivierenden Einfluss (Brown und
Gow, 1999; Pan et al., 2000). Damit unterscheidet sich die Regulation von der in U. maydis,
bei der sich insgesamt das Bild eines balancierten Systems ergibt, durch das Wachstum, Zell-
teilung und Zellmorphologie den jeweiligen Umweltbedingungen entsprechend moduliert
werden (Abbildung 35A).

Die Kontrolle der Paarungstypgene wihrend der ersten Phase der Infektion, der gegenseiti-
gen Erkennung der Kreuzungspartner, unterliegt dagegen einer positiven Regulation durch
beide Signalwege, vermutlich durch Aktivierung von Prfl (Abbildung 35B). Durch die tran-
skriptionelle Aktivierung der Pheromon- und Pheromonrezeptorgene kommt es zu einer Ver-
starkung der Pheromonstimulation. Wihrend iiber die Pheromon-MAP-Kinasekaskade das
Pheromonsignal vermittelt wird, ist bislang nicht bekannt, durch welches Signal die cAMP-
Kaskade aktiviert wird. Es ist nicht ausgeschlossen, dass es sich dabei ebenfalls um das Phe-

romonsignal handelt. In diesem Stadium koénnte durch die sehr starke Aktivierung der Phe-
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romon-MAP-Kinasekaskade die negative Kontrolle durch den cAMP-Weg iiberspielt werden,
so dass es zur Ausbildung von Konjugationshyphen und zu einer Arretierung des Zellzyklus
kommt. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Prfl neben der Kontrolle der
Paarungstypgene noch eine weitere essentielle Funktion erfiillt. Wahrscheinlich liegt diese in
der transkriptionellen Kontrolle von Genen, deren Produkte fiir die Reifung oder den
Transport der Pheromone benotigt werden. Ein potentielles Zielgen konnte ein zu STE6 aus S.
cerevisiae homologes Gen sein. Ste6p ist der spezifische Transporter fiir das a-Pheromon
(Kuchler et al., 1989) und ist wihrend des Kreuzungsvorgangs transkriptionell aktiviert
(Erdman et al., 1998). Es ist anzunehmen, dass sich im Genom von U. maydis ein ent-
sprechendes Gen findet, das iiber Bindung von Prfl an PRE-Boxen in der Promotorregion re-
guliert wird. Die Bildung der Konjugationshyphen und die Arretierung des Zellzyklus (P.
Miiller, pers. Mitteilung) erfolgt dagegen unabhéngig von Prfl.

Nach Zellfusion und Ausbildung des Dikaryons beschrénkt sich die essentielle Funktion von
Prfl wahrscheinlich auf die transkriptionelle Regulation der Gene des b-Locus (Abbildung
35C). Es ist nicht bekannt, iiber welchen der moglichen Signalwege Prfl in diesem Stadium
aktiviert wird. Eine interessante Moglichkeit besteht in der Aktivierung durch Kpp6. Das
bW/bE-Heterodimer ist in diesem Stadium der zentrale Regulator, der das Spitzenwachstum
kontrolliert und die Arretierung des Zellzyklus aufrecht erhilt, wobei eine wichtige Funktion
in der Repression der cAMP-Kaskade liegen konnte. Das MAPK-Modul, in dem sich Kpp6
befindet, scheint eine zentrale Rolle bei der Kontrolle der Penetration der Pflanzenoberfliche
zu spielen.

Es ist nicht klar, ob Kpp6 nach dem Eindringen in die Pflanze weitere Funktionen erfiillt
(Abbildung 35D). Fiir die Pheromon-MAPK- und die cAMP-Signalkaskade sind die Rollen
wiahrend der Myzelbildung ebenfalls nicht bekannt. Da Mutanten in Komponenten dieser
Kaskaden jedoch Pathogenititsdefekte aufweisen, scheinen sie fiir eine erfolgreiche Infektion
benotigt zu werden. Eine zentrale Rolle konnte wiederum in der Aktivierung von Prfl und
damit der Regulation der Expression des bW/bE-Heterodimers liegen, falls dieses fiir die My-
zelbildung in der Pflanze notwendig ist. Eine erneute Aktivierung der cAMP-Kaskade durch
Pflanzensignale kénnte zur Uberwindung der durch b induzierten Arretierung des Zellzyklus
fiihren, die Pheromon-MAP-Kinasekaskade konnte in Verbindung mit dem bW/bE-Hetero-

dimer eine Funktion in der Regulation des filamentosen Wachstums einnehmen.

Aus diesen Modellvorstellungen ergeben sich weitere Schlussfolgerungen beziiglich der In-
teraktion der einzelnen Komponenten der Signalwege. Wenn die Pheromon-MAP-Kinasekas-
kade wihrend der vegetativen Wachstumsphase fiir das filamentose Wachstum benétigt wird,
so sollten auch Doppelmutanten in Adrl und Komponenten der MAPK-Moduls hefeartig
wachsen. Eine Deletion von uacl oder adrl in Stimmen, die die konstitutiv aktiven Varianten
Kpp4-2 oder Fuz7DD exprimieren, sollte zu einer Arretierung des Zellzyklus fiihren, wenn

dieser antagonistisch durch die beiden Signalwege reguliert ist. Umgekehrt konnte durch eine
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Epsitasisanalyse von ubcl mit kpp4-2 bzw. fuz7DD bestimmt werden, ob die negative
Regulation durch den cAMP-Signalweg ober- oder unterhalb der Pheromon-MAP-Ki-
nasekaskade ansetzt. Falls der b-Komplex die cAMP-Kaskade negativ reguliert, miisste die
Expression des bW/bE-Heterodimers in einem ubcl-Deletionsstamm zu filamentdsem
Wachstum fiihren. Mit diesen Experimenten konnten wichtige Einblicke in das Zusammen-
spiel der Signalkaskaden gewonnen werden.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass fiir den erfolgreichen Ablauf der
pathogenen Entwicklung in U. maydis ein Zusammenspiel der cAMP- und MAP-Kinasekas-
kaden und des bW/bE-Heterodimers bei der Kontrolle der Pathogenititsprozesse notwendig
ist. Mit kpp6, frb124 und den Genen aus dem cab-Locus stehen jetzt Zielgene zur Verfiigung,
die durch diese Signalwege differentiell reguliert werden und damit gute Ansatzpunkte fiir die
weitere Analyse bieten. Das interessanteste Thema ist hierbei sicher die Regulation der Zell-
morphologie, da die Moglichkeit zu einer Anderung der Wuchsform einen entscheidenden
Pathogenititsfaktor bei Pilzen darstellt und in den verschiedenen Pathogenen an der Kontrolle
des Dimorphismus die gleichen Signalmodule beteiligt zu sein scheinen. Die Ergebnisse aus
U. maydis konnten hier hilfreich bei der Suche nach neuen Angriffsstellen zur Bekdmpfung
pilzlicher Infektionen sein. In diesem Zusammenhang ist auch die weitere Analyse der MAP-
Kinase Kpp6 von Bedeutung. Die Identifizierung der tibermittelten Signale und der durch
Kpp6 regulierten Gene ist ein wichtiger Schritt hin zu einem Verstindnis der Kommunikation

zwischen Pilz und Pflanze.
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4. Material und Methoden

4.1 Material und Bezugsquellen

41.1

Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waren
p- a. Qualitit und wurden von den Firmen Sigma,
Merck, Fluka, Riedel-de-Haén und Roth bezogen;
Einzelheiten siehe Brachmann (1995).

Puffer und Losungen

Standard-Puffer und Losungen wurden nach Ausubel
et al. (1987) und Sambrook et al. (1989) hergestellt,
Einzelheiten dazu sieche Brachmann (1995). Spezielle
Puffer und Losungen sind unter den jeweiligen Me-
thoden aufgefiihrt.

Medien

Fiir die Kultivierung von E. coli wurden dYT- und
LB-Fliissigmedien und YT-Festmedium verwendet
(Ausubel et al., 1987; Sambrook et al., 1989; Brach-
mann, 1995). Medienzusitze wurden, soweit nicht
anders vermerkt, in folgenden Konzentrationen ein-
gesetzt: Ampicillin (100 pug/ml), Chloramphenicol
(25 pg/ml), Kanamycin (40 pg/ml), Tetracyclin
(25 png/ml) und X-Gal (40 pg/ml).

Fiir die Kultivierung von U. maydis wurden folgende
Medien verwendet:

YEPS, -Medium (modifiziert nach Tsukuda et al., 1988):
10 g Yeast Extract
10 g Pepton
10 g Saccharose
mit H,O auf 1 | aufgefiillt

Medien, Losungen, Enzyme und Kits

PD-Medium:
24 g Potato Dextrose Broth

mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und autoklaviert

CM Vollmedium (Holliday, 1974; Banuett und Herskowitz, 1989):
1,5 g NH,NO;
2,5 g Casamino Acids
0,5 ¢ DNA
1 g Yeast Extract
10 ml Vitamin-Losung (siehe unten)
62,5 ml Salz-Losung (siehe unten)
mit H,O auf 980 ml aufgefiillt
mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und autoklaviert
nach dem Autoklavieren:

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

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

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

AM Ammonium-Minimalmedium (Holliday, 1974):
3 g (NH,),80,
62,5 ml Salz-Losung (siehe unten)
mit H,O auf 980 ml aufgefiillt
mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und autoklaviert
nach dem Autoklavieren:

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

Salz-Losung (Holliday, 1974):
16 g KH,PO,
4 g Na,SO,
8 gKCl
4 ¢ MgSO, x 7H,0
1,32 g CaCl, x 2 H,O
8 ml Spurenelement-Losung
mit H,O auf 1 I aufgefiillt und sterilfiltriert
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Spurenelement-Losung (Holliday, 1974):
60 mg H;BO;
140 mg MnCl, x 4 H,0O
400 mg ZnCl,
40 mg NaMoO, x 2 H,0
100 mg FeCl; x 6 H,O
40 mg CuSO, x 5 H,0
Mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und sterilfiltriert

Vitamin-Lésung (Holliday, 1974):
100 mg Thiamin
50 mg Riboflavin
50 mg Pyridoxin
200 mg Kalziumpantothenat
500 mg p-Aminobenzoesiure
200 mg Nikotinséure
200 mg Cholinchlorid
1000 mg myo-Inositol
Mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und sterilfiltriert

Regenerationsagar (Schulz ez al., 1990):
a) Top-Agar:
1,5% (w/v) Bacto-Agar
1 M Sorbitol
in YEPS-Medium (Tsukuda et al., 1988)
b) Bottom-Agar:

wie a), zusitzlich doppelt konzentriertes Antibiotikum

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

6 g NH,NO,

10 g Casamino Acids

1 gDNA

2 g Yeast Extract

20 ml Vitamin-Losung

250 ml Salz-Losung

10 g Aktivkohle

20 g Bacto-Agar

mit H,0 auf 960 ml aufgefiillt

mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und autoklaviert

nach dem Autoklavieren:

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

PD-CC aktivkohlehaltiges PD-Medium:
24 g Potato Dextrose Broth
10 g Aktivkohle
20 g Bacto-Agar
mit H,O auf 1 | aufgefiillt und autoklaviert
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Fir Medien mit Arabinose als einziger Kohlenstoff-
quelle (CM-Ara, NM-Ara und NM-Ara) wurde nach
dem Autoklavieren Arabinose statt Glucose in einer
Endkonzentration von 1% zugegeben. Fiir Festme-
dien wurde Bacto-Agar in einer Endkonzentration
von 2% zugegeben. Medienzusitze wurden, soweit
nicht anders vermerkt, in folgenden Konzentrationen
eingesetzt: Carboxin (2 pg/ml), Hygromycin
(200 pg/ml), ClonNAT (150 pg/ml) und Phleomycin
(40 pg/ml). Im Fall der Selektion mit Phleomycin auf
Festmedien muss zusitzlich Tris-Cl pH 8,0 in einer
Endkonzentration von 100 mM zugesetzt werden, da
ansonsten das Antibiotikum wegen der Ansduerung

des Mediums durch U. maydis inaktiviert wird.

Enzyme

Restriktionsenzyme wurden von NEB Biolabs bezo-
gen, alle iibrigen Enzyme von Roche mit den Aus-
nahmen Superscript Reverse Transkriptase (Gibco)
und Tag DNA-Polymerase (Laborpréiparation).

Verwendete Kits und sonstiges Material

RNeasy Kit (Qiagen) zur Priparation hochreiner Ge-
samt-RNA, QiaQuick PCR Purification Kit (Qiagen)
zur Aufreinigung von PCR-Produkten, JETquick
Plasmid Miniprep Kit (Genomed) zur Priparation
hochreiner Plasmid-DNA, JETquick General DNA
Clean-Up Kit (Genomed) zur Aufreinigung von Plas-
miden vor der Sequenzierung, First-Choice RLM-
RACE Kit (Ambion) zur 5'-RACE, TOPO TA Clo-
ning Kit (Invitrogen) zur Klonierung von PCR-Pro-
dukten, NEBIlot Kit (NEB Biolabs) zur radioaktiven
Markierung von DNA-Fragmenten, BigDye Kit
(ABI) zur fluoreszenzmarkierten Sequenzierung,
Microspin S-200 und S-300 Sdulen (Amersham Phar-
macia Biotech) zur Aufreinigung von radioaktiv mar-
kierten DNA-Sonden und Microspin G-25 Siulen
(Amersham Pharmacia Biotech) zur Aufreinigung
von radioaktiv markierten Oligonukleotiden. Weite-
res verwendetes Material ist unter den jeweiligen
Methoden beschrieben.
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4.1.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen ARK
Scientific, Metabion und MWG synthetisiert, die Nu-
kleotidsequenz ist jeweils vom 5'- in Richtung 3'-En-
de angegeben.

REV24

TTC ACA CAG GAA ACA GCT ATG ACC

Hauptsichlich zur Sequenzierung verwendetes Oligo-
nukleotid; liegt neben dem Polylinker von pBS(+)SK,
pUC19, pSL1180, pNEB193 und pCR-Topo.

UNI24

ACG ACG TTG TAA AAC GAC GGC CAG

Hauptsichlich zur Sequenzierung verwendetes Oligo-
nukleotid; liegt neben dem Polylinker von pBS(+)SK,
pUC19, pSL1180, pNEB193 und pCR-Topo.

T7-24

GAA TTG TAA TAC GAC TCA CTA TAG

Hauptsichlich zur Sequenzierung verwendetes Oligo-
nukleotid; liegt neben dem Polylinker von pSP72.

SP6-24

CAT ACG ATT TAG GTG ACA CTA TAG

Hauptsichlich zur Sequenzierung verwendetes Oligo-
nukleotid; liegt neben dem Polylinker von pSP72.

pyré6-NotI-5'
CAG GCG GCC GCG GTC TGA AAC AAA ATA TGT TGA
[ele]

Erzeugt eine Notl-Schnittstelle am 3'-Ende des pyr6-
Promotors, verwendet zur Herstellung von pApyr6.

pyr6-NotI-3'

CAG GCG GCC GCT CGA TCG TGA TCG TGT TGA ATT G
Erzeugt eine NotI-Schnittstelle am 5'-Ende des pyr6-
Terminators, verwendet zur Herstellung von pApyro6.

OAN1

CTC GAG GGC CCG CGC GCT CTT GAG CGT G

Liegt im crg/-Promotor, unter anderem verwendet
zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle am 3'-Ende
des crgl-Promotors.

OAN2

ACC CCC GGG CAT ATG GTA TCT TTT TTG GCC TC
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am 3'-Ende des crg/-Promotors.

OAN3
CTC TCG CTA TCC TCA GCC
Liegt im dik6-Gen.

OAN4
TGT TGG ACG GCA TGG TGG
Liegt im dik6-Gen.

OANS
CCG ATA TCC ATA TGT TAA CGT TTA AAC TCC TTG
CGA GGC

Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-, einer Hpal-
und einer Pmel-Schnittstelle am von Banks et al.
(1993) angenommenen, falschen 3'-Ende des narl-
Promotors.

OAN6
CCG ATA TCC ATG GTT AAC GTT TAA ACT CCT TGC
GAG GC

Verwendet zur Erzeugung einer Ncol-, einer Hpal-
und einer Pmel-Schnittstelle am von Banks et al.
(1993) angenommenen, falschen 3'-Ende des narl-
Promotors.

OAN7

CCG ATA TCA TAT GGT GAG CAA GGG CGA GG
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am Translations-Startpunkt von sgfp.

OAN8
GGG ccC
Smal-Linker.

OAN9

TTA ATG TCA TGA TAA TAA TGG

Verwendet zur gerichteten PCR-Mutagenese der
Sspl-Schnittstelle in pSP72 und pUC19 (zusammen
mit OAN10 und OANI11).

OAN10

CAA TAT AAT TGA AGC ATT TAT C

Verwendet zur gerichteten PCR-Mutagenese der
SspI-Schnittstelle in pSP72 und pUC19 (zusammen
mit OAN9 und OANI1).

OAN11
TAC CGC GCC ACA TAG CAG

Verwendet zur gerichteten PCR-Mutagenese der
Sspl-Schnittstelle in pSP72 und pUC19 (zusammen
mit OAN9 und OAN10).

OANI12

GGA ATT CAT ATG TCG AGC ATC ACA CTT C
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am Translations-Startpunkt von pyr6.

OAN13
GGA ATT CCA TGG CGA TCA CAC TTC

Verwendet zur Erzeugung einer Ncol-Schnittstelle
am Translations-Startpunkt von pyr6.

OAN14
GGC GCG CCT ACT TCT GAC CAA TAC GTT TC

Verwendet zur Erzeugung einer AscI-Schnittstelle
hinter dem Stoppkodon von pyr6.
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OAN15

GGA ATT CAT ATG TCC TAC CCG CCA TCC
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am von Banks et al. (1993) angenommenen, falschen
Translations-Startpunkt von narl.

OAN16

GGC GCG CCT AGA AAA ACA CGA CGC AAC G
Verwendet zur Erzeugung einer Ascl-Schnittstelle
hinter dem Stoppkodon von narl.

OAN17

CAG GCG GCC GCT CGT TGT AGT CCT TGC G
Verwendet zur Erzeugung einer NotI-Schnittstelle am
von Banks et al. (1993) angenommenen, falschen
3'-Ende des narl-Promotors.

OAN18

CAG GCG GCC GCA TAC GIT TGT TCT CGT C
Verwendet zur Erzeugung einer NorI-Schnittstelle am
5'-Ende des narl-Terminators. Benutzt zur Herstel-
lung von pAnarl.

OAN19

GGA ATT CAT ATG TGA AAT GTT GGC AAA GG
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am von Bohlmann (1996) angenommenen, falschen
Ende des dik6-Promotors.

OAN20

GGC GCG CCT TGC ACC AAG GCC TTG AAG C
Verwendet zur Erzeugung einer AscI-Schnittstelle
hinter dem Stoppkodon von dik6.

OAN21

GGC GCG CCA TAC GTT TGT TCT CGT C

Verwendet zur Erzeugung einer AscI-Schnittstelle
hinter dem Stoppkodon von narl.

OAN22

CGC GCC GCG GCC GCG G

Notl-Linker, wurde in die AscI-Schnittstelle von
pNEB193 eingesetzt, ergab pNEB193-Notl.

OAN23
AAG TCG GTC TTIG GTG CGG
Liegt im bW-Gen.

OAN24
GCT CGA TCT CGT TGA GGC
Liegt im bE-Gen.

OAN25

CCG GAT CCA TGG TCG TTG TAG TCC TTG CG
Verwendet zur Erzeugung einer Ncol-Schnittstelle
am von Banks et al. (1993) angenommenen, falschen
Translations-Startpunkt von narl.

OAN26
ATG TCC TAC CCG CCA TCC
Liegt im narl-Locus.

OAN27
CTC TGG TGG ATA CAC GGC
Liegt im narl-Locus (enthilt Sequenzfehler).
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OAN28
CAG GTIC GTC ATG TTG CCG
Liegt im narl-Locus.

OAN29
CTC ACC GAG TCG TGT AGC
Liegt im narl-Locus.

OAN30
TCC ACC TCG GTA GAC TCG
Liegt im narl-Locus.

OAN31
AAC GTT GCA GGT CCC AGC
Liegt im narl-Locus.

OAN32

GGG ATC CAT ATG TCC TAA CIG CTC GTG TGG
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am richtigen 3'-Ende des nar!-Promotors.

OAN33

GGA ATT CAT ATG ACG ATC TCC TCA ACC
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am richtigen Translations-Startpunkt von narl.

OAN34
AGA GGG ATG ACG CAC CAC
Liegt im dik6-Gen.

OAN35
GTG TAT GCA CCC CTT CCG
Liegt im dik6-Gen.

OAN36
CCA TCG CTG CTG CAT TCC
Liegt im dik6-Gen.

OAN37
CAG CCA TTC GAT CCC AGC
Liegt im dik6-Promotor.

OAN38
CCT GGA CTG CCA ATC ACG
Liegt im dik6-Promotor.

OAN39

GGA ATT CAT ATG GCT GGG ATC GAA TGG C
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am richtigen Ende des dik6-Promotors.

OAN40
ACT CGG TGG ATA CGA CGG
Liegt im narl-Locus.

OAN41
CTT GAG CGT CAG CGT ACG
Liegt im narl-Locus.

OAN42
TCT TTG ACC TCC GGG TCG
Liegt im narl-Locus.

OAN43
TAA GAA CAG GCG GGC AGC
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.
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OAN44
CGA AAT AGC TCG CTG CGG
Liegt im big5-Locus.

OAN45
AAC CGA CTIC ATG CCC GAC
Liegt im big5-Locus.

OAN46
TTC CGG TGC TCT TCT CCG
Liegt im big/-Locus.

OAN47
ATT GGC CAA CGG CAG GTC
Liegt im big/-Locus.

OAN48
TGG GAG CAA AGT GGG GAC
Liegt im brg/-Locus.

OAN49
CGC AGT TGC TGT CGA TCT
Liegt im brgl-Locus.

OANS0
CCT CTC GTT CCG CTT TGC
Liegt im big4-Locus.

OAN51
TGT CGG GCT CGT TGA AGC
Liegt im big2-Locus.

OAN52

TGA CAA GGC CAT GTC CGC
Liegt im brg2-Locus.
OANS3

TGG GTA GGT TTC CGG TGG

Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN54
AGG CCC AGG AGA TCA ACC

Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OANSS
ACC TTC CCG ACA TGC CTG

Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OANS56
GAC CAT GGT ACC GTC AGG

Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OANS7
ATG TCT TTG ATG ATG
Liegt im nar!-Promotor.

OANS8
TTT GAT GAT GTA GAG
Liegt im narl-Promotor.

OAN59
CAT GCT ATT TGG ATC
Liegt im dik6-Promotor.

OANG60
CTA TTT GGA TCG ATG
Liegt im dik6-Promotor.

OAN61
TTG GTC AAG CGT TCG GCG
Liegt im narl-Promotor.

OAN63

GCC CTT GCT CAC CAT GGT TCC TAA CTG
Verwendet zur Erzeugung einer Ncol-Schnittstelle
am Ubergang zwischen narl-Promotor und sgfp (zu-
sammen mit OAN61 und OANB81, ergab pRU4Nco).

OANo64

GCC CTT GCT CAG CAT GCT TCC TAA CTG

Verwendet zur Erzeugung einer Sphl-Schnittstelle am
Ubergang zwischen narl-Promotor und sgfp (zusam-
men mit OAN61 und OANSI1, ergab pRU4Sph).

OANG65
GTT TGA ACG ATG GCC GGG
Liegt im nos-Terminator (enthilt Sequenzfehler).

OANG66

GCC CTT GCT CAC CAT CTT TCC TAA CTG

Verwendet zur Erzeugung der Wildtyp-Sequenz des
narl-Promotors am Ubergang zwischen nar/-Promo-
tor und sgfp (zusammen mit OAN61 und OANS], er-
gab pRU4wt).

OAN67
TGA GGT CCT TGG ACT CGG
Liegt im pdil-Locus.

OANG68
AGT TCC CCC TTIG AGG ACC
Liegt im pdil-Locus.

OANG6Y
GGA GAT GTT TCG CTG CGC
Liegt im pkcl-Locus.

OAN70
ACG AGC GCT GGC AAG AAG
Liegt im pkcl-Locus.

OAN71
AAG GAG ACT CAG CCG CAC
Liegt im pkcl-Locus.

OANT72
GAC GAA GTC GAG ACG ACC
Liegt im pkc/-Locus.

OAN73
GGA ACG ATT CGC ACG ACC
Liegt im phcl-Locus.

OAN74

GAG CAG TTC ATG ATG GTA AG

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

OAN75

TTC GAG CTG GTT GCC TGC

Verwendet zur PCR-Analyse von Integrationsereig-
nissen im ip-Locus.
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OAN76

CTA TGC GGC ATC AGA GCA G

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

OAN77

TTC GCT CTA CCG ATG CCT T

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

OAN78

TCT CCA AGC CAC GGT TCC

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

OAN79
GAT GAG CAA GGC GAG ACC
Liegt im big6-Gen.

OAN80
CAG TCG CGT GAA GAA GGC
Liegt im big6-Gen.

OANS1
TCG CAA GAC CGG CAA CAG
Liegt im nos-Terminator.

OANS2
AGC GCA ATT TAT TGC ATG CC
Liegt im pkc/-Promotor.

OANS3
CCT TCC ATG ATG CGA CGC
Liegt im pkcl-Gen.

OANS4
AAG TGC TAG CGG TCA CCG
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OANS5

TAT TGC ATG CCC ATA TGG CGG TAA GTT TCC
Erzeugt eine Ndel-Schnittstelle am Translations-
Startpunkt von pkc/. Verwendet zur Herstellung von
pPnar:pkcl Ble (zusammen mit OANS6).

OANS86

TCC ATG ATG CGA CGC TGG

Liegt im pkcl-Gen. Verwendet zur Herstellung von
pPnar:pkcl Ble (zusammen mit OANSS5).

OANS87

CGT CTC GAT CGA CGT CAC
Liegt im pyr6-Locus.
OANSS8

ATG CGT GTT GGC ACG CTC
Liegt im pyr6-Locus.
OAN89

TTC AGG GTC AGC TTG CCG
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN90
ACG CTG AAC TTG TGG CCG
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.
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OAN91
TTG GAC GAA GAC ACG CGC
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN92
TCG GCC TTG AAC GAC TCG
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN93
TCT CGG TGA CCA CCA ACC
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OANY%4
ATC TCG GTC GGT GTG GTC
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN95

AAT TCC CGG G

Smal-Linker zum Einsetzen in eine EcoRI-Schnitt-
stelle.

OAN96

AAT TCC CCG GGG

Smal-Linker zum Einsetzen in eine EcoRI-Schnitt-
stelle, wobei im Polylinker von pCR-TOPO der Le-
serahmen von lacZ erhalten bleibt. Wurde fiir die
Konstruktion von pCR-Sma verwendet.

OAN97
TTC TGG TGG GAC CCA GAC
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN98

ACC TCG TCC TCC TAA CGC

Verwendet fiir RNA-Fingerprint, weist Ahnlichkeit
zu Sequenzen aus der HMG-Domine von pccl aus
Coprinus cinereus auf.

OAN99

ACC TCG CCC TCC TAA TGC

Verwendet fiir RNA-Fingerprint, weist Ahnlichkeit
zu Sequenzen aus der HMG-Domine von pccl aus
Coprinus cinereus auf.

OAN100

ATC GTC GGC CAG ATG TGG

Verwendet fiir RNA-Fingerprint, weist Ahnlichkeit
zu Sequenzen aus der HMG-Domine von pccl aus
Coprinus cinereus auf.

OANI101

GGC GCT CGT ACT TCA TGC

Verwendet fiir RNA-Fingerprint, weist Ahnlichkeit
zu Sequenzen aus der HMG-Domine von pccl aus
Coprinus cinereus auf.

OAN102

GGC GCT CGT ACT TCA TCC

Verwendet fiir RNA-Fingerprint, weist Ahnlichkeit
zu Sequenzen aus der HMG-Domine von pccl aus
Coprinus cinereus auf.
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OAN103

GTT GTA GCG GTA GTC GGG

Verwendet fiir RNA-Fingerprint, weist Ahnlichkeit
zu Sequenzen aus der HMG-Domine von pccl aus
Coprinus cinereus auf.

OAN104

ACT AGT AAC GGC CGC CAG

Liegt im Polylinker von pCR-Topo, kann zusammen
mit OAN105 zur Amplifikation von inserierten DNA-
Fragmenten verwendet werden.

OAN105

CCA GTG TGA TGG ATA TCT GC

Liegt im Polylinker von pCR-Topo, kann zusammen
mit OAN104 zur Amplifikation von inserierten DNA-
Fragmenten verwendet werden.

OAN108
GAG TAG TCG AAG TGG GCG
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN109
TCT GGA CCG ATG GCT GTG
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN110
GAA GAG CGC CCA ATA CGC
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN117
CCG ATC TTG CCT AGC AGC
Liegt im fib136/frb34-Locus.

OAN118
GGC AGT TCC CTC TTC AGG
Liegt im frb136/frb34-Locus.

OAN119
CGA GTC TCG AGC TCA TCC
Liegt im frb52-Locus.

OANI120
TTG CAA GCC ACC GAT CGC
Liegt im firb52-Locus.

0OANI121
GTA CTT GCT ACC CAC GCG
Liegt im kpp6-Locus.

OAN122
TCG GAT GCA TCC TCG CTG
Liegt im kpp6-Locus.

OAN123
AAC GTA TCC GCC TCC ACC
Liegt im frb110-Locus.

OANI124
TGA ACG ACG CAT CGA GGC
Liegt im fib110-Locus.

OANI125
CAG TGT GCA CGA GAA CGC
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN126
ATG AAG ACC AAG GCG GCC
Liegt im frb136/frb34-Locus.

OAN127
CCT CGA CGA GAA CCT TGG
Liegt im frb323-Locus.

OANI128
TCG CCA AGT TCC TGC TCC
Liegt im frb323-Locus.

OAN129
TTT ACG TCG CCG TCC AGC
Liegt im ¢rg/-Promotor.

OAN130
AGA TCA CGA CAC CGC GAG
Liegt im ¢rg/-Promotor.

0AN131
GCG GCT GTA GAC TGT TCC
Liegt im firb136/frb34-Locus.

0AN132
GTG AGT GAG TGA GCG AGG
Liegt im firb52-Locus.

OAN133
TTG CTC GAC GTG GTT CGG
Liegt im frb52-Locus.

OAN134
TCA GAT GAC CGG AGT ATC G
Liegt im frb136/frb34-Locus.

0OAN135
GAG GGT AGC TCG ATG TCG
Liegt im firb136/frb34-Locus.

0AN136
TAC TGG GTC CTG GAC AGG
Liegt im frb323-Locus.

OAN137
GAA GAC TGG TTC CAG CGG
Liegt im frb323-Locus.

0OAN141
ACG GCA TGG TCC ATC AGC
Liegt im frb52-Locus.

0OAN142
AGC GTC CTC TGC TTC TCG
Liegt im frb52-Locus.

OAN143
TTT CGT ACC GCG TGC GAG
Liegt im firb52-Locus.

OAN144
GAA AGT CGG TGA ACG CGG
Liegt im kpp6-Locus.

OAN145
TCG AGC TCC TCT GTG GTC
Liegt im kpp6-Locus.
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OAN146
GCA GTG CTIT GGT GGA ACG
Liegt im kpp6-Locus.

0OAN147
TGC GCT CTG CAC CTC TTG
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN148
GAG CCA TGT CTT GTG GCC
Verwendet fiir RNA-Fingerprint.

OAN149
TCT GGA AGT GGG TGG GTG
Liegt im frbl10-Locus.

OAN150
TTG AGG AGC ACG GAT CGG
Liegt im frb110-Locus.

OANI151
TGA GAA CTG CCT CGG TCG
Liegt im fib110-Locus.

0AN152
TTG TGC AGC AGC GTG CAG
Liegt im fib136/frb34-Locus.

OAN153
CAG CGC CAG CAT CAC ATC
Liegt im frb136/frb34-Locus.

OAN154
GAG AAA GGT AGC TCG AGC G
Liegt im frb136/frb34-Locus.

OAN155

CGG CGC GCC GGA ATG GCT TGG TGT CAA TAC
Erzeugt eine Ascl-Schnittstelle vor dem firb52-Gen,
verwendet zur Herstellung einer 5'-Flanke von frb52
fiir die Konstruktion von pAfrb52 Hyg(-).

OAN156

CGG CGC GCC GCG ATG TGC GCA ATT GCT G

Erzeugt eine AscI-Schnittstelle hinter dem fib52-Gen,
verwendet zur Herstellung einer 3'-Flanke von frb52
fiir die Konstruktion von pAfrb52 Hyg(-).

OAN157

CGG CGC GCC GAT GAC AGT TAA TGG TAG TGG
Erzeugt eine AscI-Schnittstelle vor dem kpp6-Gen,
verwendet zur Herstellung einer 5'-Flanke von kpp6
fiir die Konstruktion von pAkpp6 Hyg(-).

OAN158

CGE CGC GCC TGC TTC GTC AGC GTC ACT C

Erzeugt eine AscI-Schnittstelle hinter dem kpp6-Gen,
verwendet zur Herstellung einer 3'-Flanke von kpp6
fiir die Konstruktion von pAkpp6 Hyg(-) (zusammen
mit OAN146).
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OAN159

CCG CGG CCG CTT TCG TTIT TGG GTG CGC TGG
Erzeugt eine NorI-Schnittstelle vor dem firb/10-Gen,
verwendet zur Herstellung einer 5'-Flanke von frb110
fiir die Konstruktion von pAfrb110 Hyg(+).

OAN160

CCG CGG CCG CTC GCA AGC AAG AGC AAG AG
Erzeugt eine NotI-Schnittstelle hinter dem firbl10-
Gen, verwendet zur Herstellung einer 3'-Flanke von
frb110 fir die Konstruktion von pAfrb110 Hyg(+)
(zusammen mit OAN151).

OANI161
ATG CAG CAT CCA GCT CGG
Liegt im frb52-Locus.

OAN162
CGG ATG CCG CTG ATC ATC
Liegt im kpp6-Locus.

0OAN163
ACA ACT CGA TCG TCC GCC
Liegt im firb110-Locus.

OAN164

GGA ATT CCA TAT GCT TTC GTC CGG TGC G
Verwendet bei der gerichteten PCR-Mutagenese in
fuz7 zur Herstellung von po2tef:fuz7CA (zusammen
mit OAN165, OAN166 und OAN167).

OAN165
CCG GTA CCA ACA AAG TCG TCT GCG TCG TCG TTG
ATG AGC TCT CCG C

Verwendet bei der gerichteten PCR-Mutagenese in
fuz7 zur Herstellung von po2tef:fuz7CA (zusammen
mit OAN164, OAN166 und OAN167).

OAN166

CCG GTA CCA GTA CCT ACA TGT CGC CTG

Verwendet bei der gerichteten PCR-Mutagenese in
fuz7 zur Herstellung von po2tef:fuz7CA (zusammen
mit OAN164, OAN165 und OAN167).

OAN167

CCG CGG CCG CTT ACT TCA TCC CAT CGG CC
Verwendet bei der gerichteten PCR-Mutagenese in
fuz7 zur Herstellung von po2tef:fuz7CA (zusammen
mit OAN164, OAN165 und OAN166).

OAN168
CAT CGC AAG ACC GGC AAC

Liegt im nos-Terminator.

OAN169
GTG AGC TGA TAC CGC TCG

Liegt im Riickgrat von pSP72.

OAN170
TGC TCT GCC TCG TCT ACG
Liegt im phcl-Gen.
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0AN171
GGT GAG GTC GAG CAA GTC
Liegt im phcl-Gen.

OAN172

GGA ATT CCA TAT GTT TTC AGG CAA AGA GAA TG
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am Translations-Startpunkt von pra2. Diente zur Her-
stellung von ppra2-Ndel-mfal (zusammen mit
OAN173).

OAN173

TCC GAT CCC ARA CCG TGG

Liegt in pra2. Verwendet u. a. zur Erzeugung einer
Ndel-Schnittstelle am Translations-Startpunkt von
pra2. Diente zur Herstellung von ppra2-Ndel-mfal
(zusammen mit OAN172).

OAN174

GGA ATT CCA TAT GCT TTC GAT CTT CGC TCA G
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am Translations-Startpunkt von mfal. Diente zur
Herstellung von ppra2-Ndel-mfal (zusammen mit
OANI175).

OAN175

GGC GAC TCA ATT CCG ACG

Liegt in mfal. Verwendet u. a. zur Erzeugung einer
Ndel-Schnittstelle am Translations-Startpunkt von
mfal. Diente zur Herstellung von ppra2-Ndel-mfal
(zusammen mit OAN174).

OAN176

GGA ATT CCA TAT GCT CTC TAT TTT CGA AAC CG
Verwendet zur Erzeugung einer Ndel-Schnittstelle
am Translations-Startpunkt von mfa2. Diente zur
Herstellung von ppra2-Ndel-mfa2 (zusammen mit
OAN177).

OAN177

GGA ATT CAA GTG GTC TCG ACC TGC

Liegt in mfa2. Verwendet u. a. zur Erzeugung einer
Ndel-Schnittstelle am Translations-Startpunkt von
mfa2. Diente zur Herstellung von ppra2-Ndel-mfa2
(zusammen mit OAN176).

OAN178
TGA TGG CGG GTT GAG CTG
Liegt im pra2-Promotor.

OAN179
ATC TTA GGC TGG CTG GCC
Liegt im pra2-Promotor.

OAN180

GAG CTG CTC TAT AGA CTG C

Liegt im Riickgrat von Agtl0. Verwendet als linkes
duBleres Oligonukleotid zur Amplifikation von
c¢DNA-Enden aus der Agt10 cDNA-Bank.

OANI181

AGA CTG CTG GGT AGT CCC

Liegt im Riickgrat von Agt10. Verwendet als linkes
inneres Oligonukleotid zur Amplifikation von cDNA-
Enden aus der Agt10 cDNA-Bank.

OAN182

GGG TAA ATA ACA GAG GTG GC

Liegt im Riickgrat von Agt10. Verwendet als rechtes
duferes Oligonukleotid zur Amplifikation von
cDNA-Enden aus der Agt10 cDNA-Bank.

OAN183

TGG CTT ATG AGT ATT TCT TCC

Liegt im Riickgrat von Agt10. Verwendet als rechtes
inneres Oligonukleotid zur Amplifikation von cDNA-
Enden aus der Agt10 cDNA-Bank.

OAN184
TGA TGA CGA GCC TGG TGC
Liegt im kpp6-Gen.

OANI185
CTG CGC RAAG GAA CTC TGG
Liegt im kpp6-Gen.

OAN186
ATC TCC GGA GCA CGG TAC
Liegt im kpp6-Gen.

OAN187
TCG GTC ATG AAG CCG GTG
Liegt im kpp6-Gen.

OAN188
CAT CCA TCC CGC TGG TCG
Liegt im kpp6-Promotor.

OAN189
TGG AAG AAG GAA GCC GCC
Liegt im kpp6-Promotor.

OAN190
AAG CCG CCG AAA ACA GCG
Liegt im kpp6-Promotor.

OAN1I1
TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT
oligo (dT)s, zur reversen Transkription von mRNA.

OAN196

GGC CAT GGC CGC CAT TGA TCA TGC

Erzeugt eine Ncol-Schnittstelle am zunéchst ange-
nommenen Translations-Startpunkt von kpp6, ver-
wendet zur Herstellung von pkpp6N (zusammen mit
OANI197).

0OAN197

GGC CAT GGT GAC AGT TAA TGG TAG

Erzeugt eine Ncol-Schnittstelle am zunichst ange-
nommenen 3'-Ende des kpp6-Promotors, verwendet
zur Herstellung von pkpp6N (zusammen mit
OAN196).
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OAN198

GGC CAT GGC CGG ATC CGC CGC CAT TGA TCA TGC
Erzeugt eine Ncol-Schnittstelle mit dahinter liegender
BamHI-Schnittstelle am zundchst angenommenen
Translations-Startpunkt von kpp6, verwendet zur Her-
stellung von pkpp6N-myc (zusammen mit OAN120).

OAN199

GAG GCG CGC CAG CGT CAG TCG CAC

Erzeugt eine AscI-Schnittstelle am 5'-Ende des kpp6-
Terminators, verwendet zur Herstellung von
pkpp6NA (zusammen mit OAN200).

OAN200

TCA AAG TGC GCC ACG TGC

Liegt im kpp6-Terminator, verwendet u. a. zur Her-
stellung von pkpp6NA (zusammen mit OAN199).

0AN201

CCG GCG CGC CTC AAC GAA GAA GCG GCT G

Erzeugt eine AscI-Schnittstelle hinter dem Stoppko-
don von kpp6, verwendet zur Herstellung von
pkpp6NA (zusammen mit OAN185).

OAN202

CCG GCG CGC CTC AGG ATC CAC GAA GAA GCG GCT
GAA ATT C

Erzeugt eine BamHI-Schnittstelle vor und eine Ascl-
Schnittstelle hinter dem Stoppkodon von kpp6, ver-
wendet zur Herstellung von pkpp6C-myc (zusammen
mit OAN185).

OAN203

CCG GCG CGC CTC AGT GGT TTT CGT TGC GGA G
Erzeugt ein Stoppkodon mit dahinter liegender Ascl-
Schnittstelle am Ende des N-Terminus von kpp6,
verwendet zur Herstellung von pkpp6N-term (zusam-
men mit OAN196).

OAN204

GGC CAT GGC CTC CCA TTC TGC ACT C

Erzeugt eine Translations-Startstelle mit Ncol-
Schnittstelle am Beginn des C-Terminus von kpp6,
verwendet zur Herstellung von pkpp6C-term (zusam-
men mit OAN186).

OAN205

GAG GTG GGA CGA GCG TCG AAC AAA AGG AAC GGA
CAA GC

Verwendet zur Erzeugung einer Punktmutation in
PREI.

OAN206

TCG ACG CTC GTC CCA CCT CCA CCT TTT GTIG TCT
TCT GTC

Verwendet zur Erzeugung einer Punktmutation in
PRE2.

OAN207

GGG TTG GAT CTT CCG GAT GGC GAC CTT TTG ACC
Verwendet zur Erzeugung des kpp6K220R-Allels
durch gerichtete PCR-Mutagenese (zusammen mit
OAN204 und OAN201).
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OAN208

ACG GTA CCA TCG CGT GGC GAC GAA TTC GGC CAT
GAA GCC GGT G

Verwendet zur Erzeugung des kpp6T355A,Y357F-Al-
lels durch gerichtete PCR-Mutagenese (zusammen
mit OAN204 und OAN201).

OAN209
CIC ICI CIC ICI CIC ICI C
dI/dC-Oligonukleotid, verwendet fiir 5'-RACE.

OAN210
ATG CGG AGA CAA AGG GCG

Liegt im mfal-Promotor.

OAN211
GGC GTC GGT AAC GAA ACG

Liegt im mfal-Promotor.

OAN212
AAT CGC CGA GGC GTA TCG
Liegt im frb110-Locus.

OAN213
GTA CGT GAT GGT GGA GGC
Liegt im firb110-Locus.

OAN214
TGA GAA CGA TCC CCG AGC

Liegt im frbl10-Locus.

OAN215
ATC TTG GCC GAA CGA CGC

Liegt im frb110-Locus.

OAN216
GGC CAT GGC AGC AGC AGC AGC AGC GAC AGA ACG
AGC

Erzeugt eine Ncol-Schnittstelle am Ende des N-Ter-
minus von kpp6, verwendet zur Herstellung von
pkpp6/2 (zusammen mit OAN196).

OAN217
GGT TAT GCC GGT ACT GCC ACC TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT

Verwendet fiir 3'-RACE.

OAN218
GGT TAT GCC GGT ACT GCC ACC CCC CCC CCC CCC C
Verwendet fiir 5'-RACE.

OAN219
TAT GCC GGT ACT GCC ACC
Verwendet fiir 3'- und 5'-RACE.

OAN220
GAG ATG GAT GAG CAG CCG
Liegt im frbl10-Locus.

0AN221
CGG CAG CAG TTC ATC CAC
Liegt im prfl-Locus.

0AN222
TTT GGC GTG CGA GAC ACC
Liegt im prfl-Locus.
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0AN227
CGA AAC ACC ACG TCA CGG
Liegt im frb52-Promotor.

OAN228
AGA AGA GCA CTG ACA AAC AAT AG
Liegt im firb52-Promotor.

OAN229
CTG ATC ATT ACT CTC CTT CC
Liegt im frb52-Promotor.

OAN230
AGG TGG GAG GAG GGG TC
Liegt im frb52-Promotor.

0AN231
CAA AAC AGC AAT GGT GAC TCG
Liegt im frb52-Promotor.

OAN232
GGA ATG GCT TGG TGT CAA TAC
Liegt im firb52-Promotor.

0AN233
CAT CGC TGT TGC GTT CCC
Liegt im frb52-Locus.

OAN234
TTC AAA GAG GCG CGA GGC
Liegt im frb52-Locus.

O0AN235
CAG CCA TAC GAG CTC TCG
Liegt im frb110-Locus.

0AN236
TCG CGA TGA TCG GAC TGC
Liegt im fib110-Locus.

0AN237
AGG ATG GCG AGC CAA CGC
Liegt im frb110-Locus.

OAN238
ATG CTG ACT CGC ACC TCG
Liegt im frb110-Locus.

OAN239
CCC GGG CGA AAC ACC ACG TCA CGG
Liegt im frb52-Promotor.

OAN240
GCC GGC AGA AGA GCA CTG ACA AAC AAT AG
Liegt im frb52-Promotor.

0AN241

CCA TCT TCG ACA AAA TCT TCC G

Liegt im a2-Locus, verwendet u. a. zur Erzeugung ei-
ner 5'-Flanke von mfa2 fiir die Konstruktion von
pAmfa2 Hyg (zusammen mit OAN242).

OAN242

CAC GGC CTG AGT GGC CTT TGG ACG TGA TGT AAG
GTG TCC

Erzeugt eine Sfil-Schnittstelle am 3'-Ende des mfa2-
Promotors, verwendet zur Herstellung einer 5'-Flanke
von mfa?2 fiir die Konstruktion von pAmfa2 Hyg (zu-
sammen mit OAN241).

OAN243

GTG GGC CAT CTA GGC CAT GTG CTT TAG TGT GCA
CAG ACC

Erzeugt eine Sfil-Schnittstelle am 5'-Ende des mfa2-
Terminators, verwendet zur Herstellung einer
3'-Flanke von mfa2 fiir die Konstruktion von pAmfa2
Hyg (zusammen mit OAN244).

O0AN244

GTG ATA TTG ACA CGT TGA ACA TGT C

Liegt im a2-Locus, verwendet u. a. zur Erzeugung ei-
ner 3'-Flanke von mfa2 fiir die Konstruktion von
pAmfa2 Hyg (zusammen mit OAN243).

O0AN245
GGA TGT GTIC AAG CCC CTG
Liegt im mfa2-Promotor.

0AN246
GTA CCG GTC TGT GCA CAC
Liegt im mfa2-Terminator.

OAN247
GAC GAA GAG GTA CAG CAG G
Liegt im mfa2-Promotor.

OAN248
ACA TGT CTG AGG ATG ACA CG
Liegt im mfa2-Terminator.

OAN249

GCG CGC GTA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CTA GTA
ACG GCC GCC AG

Verwendet zur Herstellung eines Templates fiir T7-
RNA-Polymerase aus dem frbl10-Locus. Diente zur
Erzeugung einzelstringiger RNA-Sonden.

OAN250
GCG CGC GTA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CAG TGT
GAT GGA TAT CTG C

Verwendet zur Herstellung eines Templates fiir T7-
RNA-Polymerase aus dem frb]10-Locus. Diente zur
Erzeugung einzelstringiger RNA-Sonden.

0AN251

GCG CGC GTA TAC GAC TCA CTA TAG GGC AGA GAC
AGG TTA CGC G

Verwendet zur Herstellung eines Templates fiir T7-
RNA-Polymerase aus dem frb/10-Locus (zusammen
mit OAN252). Diente zur Erzeugung einzelstrangiger
RNA-Sonden.

OAN252

TTG GGG CTA AGC CAA GCG

Liegt im frbl10-Locus. verwendet u. a. zur Herstel-
lung eines Templates fiir T7-RNA-Polymerase (zu-
sammen mit OAN251).
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OAN258
CAT GCG TTG GTG TGG AGG

Liegt im kpp6-Promotor.

OAN259
GAT ACA CCC GAG GCG ACC

Liegt im kpp6-Promotor.

OAN260
TAC GCG CAC CTC GAT CTC
Liegt im frb110-Locus.

0AN261
CCT CCG CCA TCT CCA ACC
Liegt im firb110-Locus.

OAN262
TCG TCT GCG GTG TTC TGG
Liegt im frb110-Locus.

OAN263
TCG CGC TTIG TTG TCA CCC

Liegt im frb110-Locus.

0OGW54

ACA TAT CTA GCG GCG CCG

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

OGWS5s5

GTA CCG GTC TGT GCA CAC

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

OGW56
CTG ATT TCC ACC CTC CCG

Liegt im Riickgrat der Plasmide der freireplizierenden
cDNA-Bank. Verwendet als duferes Oligonukleotid
zur Amplifikation von 5'-cDNA-Enden.

OGW57
TCT GAC CCT TCC GTT GCC

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

Oligonukleotide aus anderen Projekten, die im
RNA-Fingerprint benutzt wurden:

OOL1 CGC ATC TTC GTT GGG GAC
OOL2 CAA CAG GAC GAC GTA CCC
OOL3 AGT AGC GGC AAC CGT CAG
OOL4 CCC TGC TCC GTT ACT CTC
OOL15 TTT GTG TGT GCG CCA GCG
OOL16 AGC TGC ATC AGG TCG GAG
OOL17 TCG CGT TTC AAC ACC GGC
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OOL18
OOL19
OOL20
00L21
0OGW30
0OGW31
OGW32
OGW33
0OGW34
0OGW35
0OGW36
oGwW37
OGW38
OCH1
OCH2
OCH3
OCH4
OCHS5
OCH6
OCH7
OCHS8
OCH9
OCH10
OCH11
OCH12
OCH13
OCH14
OCH15
OCH16
OCH17
OCH18
OCH19
OCH20
OCH21
OKC8

GAG

CGG

CCA

CGG

TCC

CTC

GTC

GCT

AGC

ATG

GGT

TTG

ATC

ACG

AGT

GAG

AGG

GTG

GAC

CGT

CAA

TGA

TTC

GGT

CAT

GAT

TGT

CAC

cce

ATC

GTG

AGC

TTG

GGC

GGA

TCA

CTC

TTG

GGT

CGG

CGG

GAG

GAT

GCcc

TTG

CGA

GCA

AAC

GTG

AGG

TGA

TCA

CAG

TGC

ANG

ATC

ARA

ATC

ACA

GAG

CGT

GAA

ATT

GTG

ACA

TCC

GCA

GAG

TGT

CAG

GTG

CAC

CTC

TGG

AAC

CGG

AGG

ATG

GGC

CGT

GCG

AAC

CGC

TTG

GTG

AGC

AAC

CAT

GGT

CCG

TGA

CGT

AGC

GCG

TGC

cca

[elele]

CAC

AAT

TTG

TCA

GCC

CAA

TGC

ACG

ccT

AAC

CAT

TAG

CAC

TTG

CGT

TCA

TCG

ACG

AGA

CAG

ARNG

TTG

TCC

TCG

ACG

[elele)

CTG

GAA

AGC

CcGC

AGC

ATA

CGA

TCA

CGA

GAT

GGG

GGC

CAG

CTT

GAA

GTG

[eleuy

TAT

CCcA

GGC

CAT

GCT

CTG

AGT

CGC

TTG

ACT

GAT

GCT

CTC

GCG

GAT

cca

CGA

TCC

GGT

CcA

TAG

CcCcT

TCC

CGG

CAG

CAG

ACG

TCG

[elele]

TGG

ACG

CAC

GGC

CGC

TGC

Gce

GCG

TCG

GGA

TAC

GTG

CGC

GTC

GGC

GAG

GGC

CGC

GAC

CGC

TGC

GAG

ATC

CTG

CGC

CCG

CGC
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OKCY9 AGA GAC AAG TGG GGA GCC
OKC10 GCT TGA CAG TCG ATC GCC
OKC22 TCC TAT GGG AGA CAC GCG
0X13 TGC ACC GTG ATC TCG GAG
0X14 TGG AAG GCG CTC ACA GAC
0X15 TAC TTG CCG CTG CAG CTG
0X16 CAG GGC GAC GAC ATC TTC
0X17 AAG ATG GTG GGC GAC GAG
0X18 CTA GCT TGT CAC CCT GCC
PAL1 AGT CGC AGC ACA GGT GAG
PAL2 CGT TCC GTA GGT CCA GGT
PAL3 CCC AGG TCG TCG TGT TCA
4.1.3 Stamme

E. coli-Stamme

Fiir samtliche Klonierungen wurde der Stamm DHS5a.
(Hanahan, 1985) verwendet, bei dem es sich um ein
Derivat des E. coli-Stammes K12 mit folgenden ge-
netischen Markern handelt: F', endAl, hsdR, hsdM,
supd4, thi-1, gyrAl, gyrA96, relAl, recAl, lacZ
AM135. Fiir die Klonierung von PCR-Amplifikaten in
pCR-Topo mit dem TOPO-TA Klonierungs-Kit (In-

U. maydis-Stamme

Tabelle 16: Ausgangsstimme

PAL4 GTC AGG GAT ACC GAG AGC
PALS CCA GCC GCC AGA GTT TTG
PALG6 GAG AGT TAG CCG CAG TCG
PAL7 GTT ACA GCA ACC GCC AGG
PALS GGG GTC CTT CAA TGG GAG
PAL9 TCC GAG GGA GAT TCC GTC
PAL10 GCC ACA GGG CAG AGT CTT
PAL11 TCC GGC GGT AGT TGG TGA
PALI12 CAG CCT GGG CGA CAA GAT
PAL13 TTA AGG GCT CGG AGG CAC
PAL14 TCG TGG TGA GCG TGT CTG
pET-term GGT TAT GCC GGT ACT GCC

vitrogen) wurde teilweise der Stamm TOP10 (Invi-
trogen) benutzt, ebenfalls ein E. coli K12 Derivat mit
dem Genotyp: F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
D80lacZAMI15, AlacX74, deoR, recAl, araD139,
Aara-len)7697, galU, galK, rpsL(St®), endAl,
nupG.

Stamm Genotyp Resistenz Referenz Stamm Genotyp Resistenz Referenz
FBI al bl ~ Banuettund ATCC#22887  al bG - ATCC
Herskowitz, 1989 ATCC#22888  al bH - ATCC
FB2 a2 b2 - Banuettund ATCC#22889  al bl - ATCC
Herskowitz, 1989
ATCC#22505  al bJ - ATCC
FB6a a2 bl - Banuett und
Herskowitz, 1989 ATCC#22891  al bK - ATCC
FB6b al b2 - Banuett und ATCC#22892  al bL - ATCC
Herskowitz, 1989 ATCC#22893  al bM - ATCC
ATCC#22898  al bA - ATCC ATCC#22894  al bN - ATCC
ATCC#22882  al bB - ATCC ATCC#22895  al bO - ATCC
ATCC#22883  al bC - ATCC ATCC#22896  al bP - ATCC
ATCC#22884  al bD - ATCC FBDI11 ala2 b1b2 - Banuett und
ATCC#22885  al bE - ATCC Herskowitz, 1989
ATCC#22886  al bF _ ATCC FBD12-3 ala2 blbl - Banuett und

Herskowitz, 1989
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Fortsetzung Tabelle 16
Stamm Genotyp Resistenz Referenz Stamm Genotyp Resistenz Referenz
FBD11-7  alal bib2 - Banuettund FBIAprfl  al bl Aprfl Nat®  Miller et al., 1999
Herskowitz, 1989
FB1Auacl al bl Auacl Hyg®  Kriiger, 1999
FBD12-17 a2a2 b1b2 - Banuett und
Herskowitz, 1989 FB1Aubcl al bl Aubcl Nat®  Miiller er al., 1999
AG1 al Ab Cbx*  A. Grandel, pers. FB1Akpp4 al bl Akpp4 Hyg®  P. Miiller, pers.
Mitteilung Mitteilung.
CLI13 al BW2bE] R Bolker ef al., 1995a FB1Afuz7 al bl Afuz7 Nat®  G. Weinzierl, pers.
Mitteilung
SG200 almfa2 bW2bEI Phleo®  Bolker et al., 1995b
N FB2Afuz7 a2 b2 Afuz7 Nat®  G. Weinzierl, pers.
HA103 al bW2bE[*" Cbx’ Hartmann et al., 1996 Mittei
itteilung
R " .
FBlAkpp2  al bi Akpp2 Nat®  Miiller ef al., 1999 FBIkppd2  al bl Chx* P, Miler, pers.
FB2Akpp2 a2 b2 Akpp2 Nat®  Miiller et al., 1999 ip'[P,,:kpp4-21ip* Mitteilung
CL13Akpp2  al bW2bEI Nat®  Miiller e al., 1999 FB1fuz7DD  al bl Cbx®  P. Miiller, pers.
Akpp2 ip'[P,,ifuz7DD]ip* Mitteilung
Tabelle 17: In dieser Arbeit hergestellte Stimme
Stamm Genotyp Resis-  aus™ Stamm Genotyp Resis-  aus”™
tenz” tenz”
ABI1 al Ab P FB1 ABI113 al bl Akpp6 H,C FBI1Akpp6
AB2 a2 Ab P FB2 1P [Poafuz7CALip?
AB4 al P, :bW2,bEI P CLI3 AB114 a2 b2 Mkpp6 H.C  FB2Akpp6
ip'[Pifuz7CAlip
AB31 a2 P, .bW2,bEI P FB2
ABI15 al bl Akpp? N,C  FBIAkpp2
AB32 a2 P, :bW2,bE2 P  FB2 P[P yifuz7CAlip*
AB33 a2 P,,:bW2,bEl P FB2 AB116 a2 b2 Akpp2 N,C  FB2Akpp2
AB34 a2 P,,:bW2,bE2 P FB2 ip[Posuifuz7CAlip*
ABS50 a2 b2 Abig6 H FB2 ABI17 N.C  FBIAfuz7
ABS51 almfa2 bBW2bEI Abigb PH SG200
ABS2 Imfa2 BW2bEL Abi PH  SG200 ABI118 a2 b2 Afuz7 N,C FB2Afuz7
3 almfa i86 ' Pyaifuz7CAp?
ABS3 al bl Abig6 H FBI AB120 almfa2 bW2bE] PC  SG200
AB54 al bl Abigb H FBI1 ip'[Pyeicgfplip®
AB60 a2 b2 P,,pkcl P FB2 ABI21 almfa2 bBW2bEI P.C  SG200
AB61 a2 b2 Pyypkel P FB2 P Poayyefplip®
ABG2 al BW2bEI P,y,phel P CLI3 ABI22 almfaz BW2bET Akpp6 PHC ABS83
PPy yefplip
AB63 al BW2bEI P,,:pkcl P CLI3 )
ABI131 P, :pra2,mfal b2 P FB2
ABT71 al bl Afrb52 H FB1 R
AB132 P, :pra2,mfa2 b2 P FB2
ABT72 a2 b2 Afrb52 H FB2 .
AB133 P,.pra2,mfal b2 P FB2
AB81 al bl Akpp6 H FB1 X
AB134 P,.pra2,mfa2 b2 P FB2
ABS82 a2 b2 Akpp6 H FB2 }
AB141 al“" bl C FB1
ABS3 almfa2 BWIBE2 Akpp6 PH SG200
AB142 a2" b2 C FB2
ABSS5 a2 P,,:bW2,bEI Akpp6 PH AB33
AB143 a2" bl C FB6a
ABS86 a2 P,,:bW2,bE2 Akpp6 PH AB34
AB144 al bI°" P FB1
AB91 1 bl Akpp2 Akpp6 N,H FBI1Akpp2
“ ppe 2tep P2 ABI4s a2 b2 P FB2
AB92 a2 b2 Nkpp2 Nkpp6 N.H FB2Akpp2
AB146 al“" bI«" P,C ABIl44
AB93 al bBW2bEI Akpp2 Akpp6 N,H CLI13Akpp2
AB147 a2 b2 P,.C ABIl45
AB101 al bl Afrb110 H FB1
) AB148 al“" bl P FBI1
AB102 a2 b2 Afrbl10 H FB2 }
AB149 a2“" b2 P FB2
ABI111 al bl ip'[P,ny; C  FBI
ABI51 al bl Aphcl N FB1
ABI112 a2 b2 ip' Py C  FB2
ABI152 a2 b2 Aphcl N FB2
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Fortsetzung Tabelle 17

Stamm Genotyp Resis-  aus™ Stamm Genotyp Resis-  aus
tenz” tenz”
1 almfa. C. L az By o B
ABI153 Imfa2 bW2bEI Aphel PN G200 AB193 2 P,,:bW2,bEI P.C AB33
ABI61 almfa2 BW2bE Akpp6 PC ABS3 P Pyparzimiegfplip’
ip'[Pyype:kppGN-term)ip* AB194 a2 P,,:bW2,bE2 P.C AB34
ABI162 al bl ip'[PpkppON-termlip” € FBI P Prypsrnsimegfplip*
ABI63 a2 b2 ipf[P s, phkppON-termlip  C  FB2 AB195 a2 b :bW2bEL PC  AB33
iP"Pypoprizmu:efplip
AB164 almfa2 bW2bEI P.C  SG200
s . AB196 a2 P,,:bW2,bE2 P.C AB34
ip'[PyzkppON-termlip o oot lin®
P Pypoprizmu:efplip
AB165 almfa2 bW2bEI Akpp6 PH.C ABS83
P, s AB197 a2 P,,:bW2,bEI P.C AB33
ip' [Py kpp6C-term]ip - .
ip"[Prypscerer 2mun €gfP1ip
AB166 al bl Nkpp2 N,C FBlAkpp2
ey I AB198 a2 P,,:bW2,bE2 P.C AB34
ip'[Pyp:kpp6C-term]ip . . oofolin®
iP"[Puypsres 2 mu:e&fP)ip
AB167 a2 b2 Nkpp2 N,C  FB2Akpp2
i B, kop6C-termlip’ AB201 al bl Nkpp6 HC ABSL
i PryysikppGC-termlip i [PyypsikppOK220R)ip*
.
AB168 al bl ip'[Pikpp6C-termlip  C  FBI "
AB202 a2 b2 Nkpp6 HC ABS2
AB169 a2 b2 ip'[P ,:kpp6C-termlip® C FB2 ip' [Py kpp6K220R ip*
AB170 almfaz BW2bEL P.C  SG200 AB203 almfa2 bW2bEI Akpp6 PHC ABS3
ip'[P i kpp6C-termlip® ip'[Pys:kpp6K220R]ip*
ABI171 almfa2 bW2bEI Akpp6 PH,C ABS83 AB211 al bl Akpp6 HC ABSl
ip'[Pyyps:kppONAlip* ip'[Pyys:kppOT3S5A,Y357Fip*
ABI172 almfa2 bW2bEI Akpp6 PH,C AB83 AB212 a2 b2 Akpp6 HC ABS2
iP"[Pyypsereimun: kPPONALip* ip'[Piyyekpp6T355A,Y357F ip*
ABI173 almfa2 bW2bE1 Akpp6 PHC AB83 AB213 almfa2 bW2bEI Akpp6 PHC ABS3
iP"[Pyypserizmun:kPPONALip* ip'[Piyyekpp6T355A,Y357F ip*
AB174 almfa2 bW2bEI Akpp6 PH,C ABS83 AB221 al bl ip'[P,,:kpp6NAip* C FB1
i [Py o KPPONALp*
i Pypacrnet mkppONAlip AB222 a2 b2 ip'[P,y,:kppONAlip* C  FB2
ABI175 almfa2 bW2bEI Akpp6 PH,C ABS83
i o AB223 al bl Nkpp6 HC ABSI
ip' [Py, 5:kppowilip . - s
ip'[PoukppONAJip
AB176 al bl Akpp6 H,C ABSI AB224 2 b2 Ak HC  ABS2
ip/ [Py kppONATip" acde s ’
ip'[PoukppONAJip
ABITI a2 b2 Mkppo HC  ABS2 AB225 Imfa2 BW2DEI Akpp6 PHC ABS3
P[Py kpp6NALip* c_lymfa Akpp H,|
ip'[PoukppONAJip
AB178 al bl Akpp6 H,C ABSI
e . AB226 al bl Nkpp6 HC ABSI
ip"[Pyyps:kpp6C-termlip’ X .
ip'[P 2 kpp6C-termlip*
ABI179 a2 b2 Akpp6 H,C ABS82
vt . AB227 a2 b2 Nkpp6 HC ABS2
ip"[Pyyps:kpp6C-termlip’ X .
ip'[P 2 kpp6C-termlip*
ABI81 1a2 b1b2 ip'[Py,s:egfplip’ C  FBDII
ala P Pigpefplip AB228 almfa2 bW2bEI Akpp6 PHC ABS3
AB182 ala2 blbl ip'[Py,segfplip’ C FBD12-3 P[P kpp6C-termlip*
ABI183 ala2 bib2 o C  FBDII AB241 ala2 bib2 C  FBDII
P TPypspreimane&fP1ip’ ip'[Pyyps:kpp6N-myclip*
AB184 alaz bibl o C  FBDI23 AB242 ala2 bibl C FBDI23
P TPypspreimane&fP1ip’ ip[Pyyps:kpp6N-myclip*
ABI185 ala2 bib2 o C  FBDII AB243 a2 P,,:bW2,bEI P.C AB33
P IPypspre2mune&fP1iP’ ip'[Pyyps:kpp6N-myclip*
ABI186 alaz bibl o C  FBDI23 AB244 a2 P,,:bW2,bE2 P.C AB34
P IPypspre2mune&P1iP’ ip'[Pyyps:kpp6N-myclip*
ABI187 ala2 bib2 ) C  FBDII AB251 ala2 bib2 C  FBDII
D' TPrppowrer 2mun:€&fP1IP’ ip'[Py:kpp6C-myclip*
ABI188 alaz bibl ) C  FBDI23 AB252 ala2 bibl C  FBDI23
P TPrppowrer 2mun:€&fP1IP’ ip'[Pys:kpp6C-myclip*
AB191 a2 P,,:bW2 bE! P.C AB33 AB253 a2 P,,:bW2,bEl P.C AB33
ip'TPypeegfplip’ ip'[Py:kpp6C-myclip*
AB192 a2 P,,:bW2,bE2 P.C  AB34 AB254 a2 P,,:bW2,bE2 PC AB34
ip'TPypeegfplip’ ip'[Pyp:kpp6C-myclip*
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Fortsetzung Tabelle 17

Stamm Genotyp Resis-  aus” Stamm Genotyp Resis-  aus”
tenz” tenz”
AB261 al bl ip[P,:kpp6/2)ip* C FBI RU3 a2 b2 ip'[Pr10y:880Nip" C FB2
AB262 a2 b2 ip'[P,,ckpp6/2)ip* C FB2 RU4 a2 b2 ip'[P,,086):58/Plip* C FB2
AB263 al bl Akpp2 N.C FBIAkpp2 RU5 a2 b2 ip' [Py 2sy:52fPiD’ C  FB2
P [Pozipkpp6/21ip? RU6 a2 b2 ipf[Pyssaysgfpli’ c  FB2
AB264 6_12’ b2 A{cppZ N N.C FB2Akpp2 RU7 a2 b2 iy [Proaenisefplip’ c B2
ip'[Poayikpp6/2)ip
RUI1 2 b2 ip'[Pyyyasiny:Seplip* C FB2
AB265 almfa2 BW2bEI Akpp6 PHC ABS3 a2 b2 i Pogsaysefplip
ip'[Pyps:kpp6/2]ip* RUI2 a2 b2 ip'[P y1a05:58fPlip* C FB2
AB281 a2 P,,:bW2,bEI Apifl PN AB33 RU13 a2 b2 ip'[Py306:58/PNip" C  FB2
AB282 P,.pra2,mfal b2 Aprfl PN ABI33 RU4wt a2 b2 ip'TP . o36.u:58IP1ip" ¢ FB2
AB291 al“" b1 Aprfl CN ABl46 RU4Nco a2 b2 ip'[P 086 500:58IPiD* C FB2
AB292 a2 p2e" Aprfl CN ABI147 RU4Sph a2 b2 ip"[Puos6.5m1):58fP1iD° C FB2
AB295 a2 b2 Amfa2 CH AB147 RU4egfp a2 b2 ip'[Pugss neon:e&fPlip* C FB2
AB301 al bl kpp6NA C  AB8I RU4egfp-dl a2 b2 C  FB2
D [Prurioss weon:€2fp-d11ip*
AB302 a2 b2 kpp6NA C  ABS2 ip"[Prarossneon:egfp-dllip
AB303 Imfa2 bW2bEI kpp6NA P.C ABS83 RUdegfp-d2 a2 b2 ¢ FB2
’ almfa PP : D Prossaavedfp-d2lip
AB3I1 al bl kpp6T355A.Y357F C AB3l FB2kon8 a2 b2 ip'[P,,chis-konS)ip’ c  FB2
AB312 a2 b2 kpp6T355A,Y357F C AB82 CHI al bl Apyr6 _ FB1
AB313 mfa2 bW2bE] P.C ABS83 CH2 a2 b2 Apyr6 ~ FB2
kpp6T355A,Y357F
ES1 al bl Anarl - FB1
AB321 al bl kpp6K220R C AB81
ES2 a2 b2 Anarl - FB2
AB322 a2 b2 kpp6K220R C AB82
. * Abkiirzungen: C, Cbx®; H, Hyg®; N, Nat®; P, Phleo®. Die Resis-
AB323 mfa2 BW2bEL kpp6K220R PC  AB83 tenzen sind in der Reihenfolge ihrer Einfiihrung angegeben.
Cul1 a2 b2 ip'[Py,:sgfplip* C FB2 “* "aus" bezeichnet den Ausgangsstamm, d. h. den Stamm, in dem
die jeweils letzte Transformation erfolgte.
Ccu2 a2 b2 ip'[P,:sgfplip* C FB2
Cu3 2 b2 ip' [P, ip’ C FB2 . . .
a2 b2 ipTPuzsefplip Samtliche Transformanten wurden durch Southern-
Cu4 2 b2 ip'[P p.:58fP1ip° C FB2 " .
a2 b2 ip'[P.pisgfplip Analyse bestitigt. In fast allen Fillen wurden mindes-
cu7 a2 b2 ip'[P,,.zsgfplip* C FB2 . .
P Torsefplip tens zwei unabhidngige Transformanten hergestellt
RUI 2 52 ip'TP s pank SIPiD" C  FB2 L . .
a2 02 ip WP SEfpNip und fiir die weiteren Experimente hergenommen.
RU2 a2 b2 ip[Purossy:sgfplip* C  FB2

4.1.4 Plasmide und Plasmidkonstruktionen

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

sequenziert.

Ausgangsplasmide

pSP72 (Promega)
Sehr kleiner Klonierungsvektor, keine Blau/Weif3-Se-
lektion moglich.
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pBS(+)SK (Stratagene)
Klonierungsvektor, Blau/Weil3-Selektion ist moglich.

pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985)
Klonierungsvektor, Blau/Weil-Selektion ist moglich.

pSL1180 (Pharmacia)

Klonierungsvektor mit sehr groem Polylinker; ent-
hilt zwar das Gen fiir B-Galaktosidase, trotzdem ist
keine Blau/WeiB-Selektion moglich.
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pNEB193 (NEB)

Klonierungsvektor, Derivat von pUC19 mit verin-
dertem Polylinker, der vor allem Erkennungssequen-
zen fiir selten schneidende Enzyme enthilt; Blau/
Weil-Selektion ist moglich.

pCR-Topo (Invitrogen)

Vektor zur Klonierung von PCR-Produkten mittels
Topoisomerase-Aktivitit. Die entsprechenden PCR-
Produkte konnen mit EcoRI wieder ausgeschnitten
werden; Blau/Weil3-Selektion ist moglich.

pCM54 (Tsukuda et al., 1988)

Ist ein frei replizierendes Plasmid, das eine Hygro-
mycin-Resistenzkassette und eine UARS ("Ustilago
autonomously replicating sequence") enthalt.

pBS-hhn (J. Kdmper, pers. Mitteilung)

Enthilt eine 1.884 bp Hygromycin-Resistenzkassette
als Sfil-Fragment. Das hph-Gen wird dabei von dem
hsp70-Promotor und dem nos-Terminator flankiert.

pCBX122 (Keon et al., 1991)

Ein Derivat von pCM54, das anstatt der Hygromycin-
eine Carboxin-Resistenzkassette als 3,2 kb EcoRI/
HindIII-Fragment und eine UARS enthiilt.

pb*" (Hartmann et al., 1996)

Ist ein Transformationskonstrukt zur Herstellung ei-
nes konstitutiv exprimierten und aktiven b-Allels;
enthilt als Selektionsmarker eine modifizierte Carbo-
xin-Resistenzkassette aus pCBX122, an die an beiden
Enden NotI-Schnittstellen angefiigt wurden.

pbE1-k-W2 (Romeis et al., 1997)

Enthilt das Gen fiir das bE1-k-W2 Fusionsprotein
unter Kontrolle des ref-Promotors und eine modifi-
zierte Hygromycin-Resistenzkassette aus pCM54, an
die an beiden Enden Notl-Schnittstellen angefiigt
wurden.

pBR322-Natl (G. Bakkeren, pers. Mitteilung)
Ein pBR322-Derivat, das eine etwa 1,4 kb grofie
Nourseothricin-Resistenzkassette trigt.

pSLNat (p103; C. Aichinger, pers. Mitteilung)

Ein 1,4 kb Xbal/Bglll-Fragment aus pBR322-Natl,
das die Nouseothricin-Resistenzkassette enthilt,
wurde in pSL1180 ligiert, der mit Avrll und Bg/II ge-
offnet worden war.

HBT-SGFP-TYG-nos (Sheen et al., 1995)

Das Plasmid enthilt sgfp-TYG als 726 bp Ncol/Notl-
Fragment und den nos-Terminator als 287 bp Norl/
EcoRI-Fragment.

pUThsp70Not (R. Kahmann, pers. Mitteilung)

Ist ein Derivat von pUT715 (Cayla), der das Phleo-
mycin-Resistenzgen vor dem trpC-Terminator trigt.
In die singuldre EcoRV-Schnittstelle vor dem Gen
wurde der hsp70-Promotor als 1,2 kb Smal-Fragment
aus pCM54 eingefiigt (ergab pUThsp70). Anschlies-
send wurde in die singuldre H pal-Schnittstelle vor
dem Promotor ein Notl-Linker eingesetzt.

pOTEF-SG (Spellig et al., 1996)

Enthilt den o2tef-Promotor vor sgfp-TYG und dem
nos-Terminator. Zusitzlich befindet sich auf dem
Plasmid eine Carboxin-Resistenzkassette zur Selek-
tion in U. maydis.

pBS-narlp (Brachmann, 1995)

Enthilt den von Banks et al. (1993) veroffentlichten
505 bp narl-Promotor als PCR-Fragment (MB55 und
MB56) mit Ndel-Schnittstelle am Translations-
Startpunkt.

pCRGFP2 (Bottin et al., 1996)

Frei replizierender Vektor, der den 3,6 kb crg/-Pro-
motor vor sgfp und zusitzlich eine Carboxin-Resis-
tenzkassette enthilt.

pGE24 (G. Weinzierl, pers. Mitteilung)

Enthilt den sc-Promotor aus pSMUT (Bolker et al.,
1995a) als PCR-Produkt, so dass er als 496 bp Notl/
Ndel-Fragment ausgeschnitten werden kann.

pEGFP (Clontech)
Enthilt das egfp-Gen als 726 bp Ncol/NotI-Fragment.

pCGFP (Clontech)
Enthilt das cgfp-Gen als 726 bp Ncol/NotI-Fragment.

pYGFP (Clontech)
Enthilt das ygfp-Gen als 726 bp Ncol/NotI-Fragment.

pd1EGFP-N1 (Clontech)

Enthilt das egfp-dI-Allel als 852 bp Ncol/Notl-Frag-
ment mit einer internen Ncol-Schnittstelle.
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pd2EGFP-1 (Clontech)
Enthilt das egfp-d2-Allel als 852 bp Ncol/Notl-Frag-
ment mit einer internen Ncol-Schnittstelle.

pKon8 (Romeis et al., 2000)
Enthilt das kon8-Allel mit Ndel-Schnittstelle am
Translations-Startpunkt.

pSPfuz7 (Regenfelder et al., 1997)
Enthilt ein 8 kb Pvull-Fragment aus dem fuz7-Locus.

pSL1180 3'W/3'E (J. Kimper, pers. Mitteilung)
Enthilt 3'-Flanken des hW- und des bE-Gens mit ei-
ner dazwischen liegenden NorI-Schnittstelle; Aus-

gangsplasmid fiir b-Deletionskonstrukte.

pE1IW2AP#1 (J. Kamper, pers. Mitteilung)

Enthilt das pWI- und das bE2-Gen "Kopf an Kopf",
wobei sich an den Translations-Startstellen eine Ndel-
Schnittstelle befindet.

pJBbE2 (Bergemann, 1993)
Enthilt ein Intron-freies hE2-Gen mit einer Ndel-
Schnittstelle am Translations-Startpunkt.

pW1;,-GA (Kidmper et al., 1995)
Enthilt ein Intron-freies bW1-Gen mit einer Ndel-

Schnittstelle am Translations-Startpunkt.

pUMal (Urban et al., 1996a)
Enthilt den gesamten a/-Locus als 10,0 kb BamHI-
Fragment in pSL1180.

pUMa2 (Urban et al., 1996a)
Enthilt den gesamten a2-Locus als 12.5 kb Miul-
Fragment in pSL1180.

pTZa2B6,5 (Urban, 1995)
Enthilt ein 6,5 kb BamHI-Fragment aus dem a2-
Locus.

pTZ-pral (P. Miiller, pers. Mitteilung)

Enthilt das 5'-Ende von pral, wobei sich an der
Translations-Startstelle eine Ndel-Schnittstelle befin-
det.

pAprf (Miiller et al., 1999)

Deletionskonstrukt fiir prfl, enthilt eine Nourseothri-
cin-Resistenzkassette zwischen 5'- und 3'-Flanken aus
dem prfl-Locus.
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p123/kpp2 (P. Miiller, pers. Mitteilung)

Enthilt kpp2 als 1.073 bp Ncol/Notl-Fragment, flan-
kiert von dem o2fef-Promotor und dem nos-Termi-
nator (als Notl/EcoRI-Fragment).

pCK152 (C. Koch, pers. Mitteilung)
Enthilt ein 120 bp BamHI-Fragment, das fiir ein
Triple-Myc-Epitop kodiert.

pLGA312 (J. Perez-Martin, pers. Mitteilung)
Hefeplasmid, welches das lacZ-Gen unter Kontrolle
des cycl-Promotors enthilt. Besitzt auflerdem eine
Ura-Kassette. Verwendet zur Herstellung des One-
Hybrid Plasmids pOH.

Cosmidbank pUMcos™ (Bolker e al., 1995a)
Cosmidbank des U. maydis-Stammes FBD11 (ala2
b1b2), erzeugt durch Ligation partiell restringierter
Mbol-Fragmente in die BamHI-Schnittstelle des
Vektors pUMcos. pUMcos ist ein Derivat des Vek-
tors pScosl (Stratagene), in dem ein Bg/ll/HindIII-
Fragment, das die Neomycin-Resistenzkassette ent-
hilt, durch ein EcoRV/Smal-Fragment aus dem
Vektor pCBX122, das die Carboxin-Resistenzkas-
sette enthilt, ausgetauscht wurde.

Agt10 cDNA-Bank (Schauwecker et al., 1995)
cDNA-Bank des Stammes FBD11 (ala2 b1b2) nach
Wachstum auf aktivkohlehaltigem Vollmedium. Er-
stellt mit dem cDNA Bank-Kit von Amersham.

Freireplizierende ¢cDNA-Bank (G. Weinzierl, pers.
Mitteilung)

Freireplizierende cDNA-Bank einer Kreuzung der
Stiamme FB1 (al bl) und FB2 (a2 b2) nach Wachs-
tum auf aktivkohlehaltigem Vollmedium (fiir 12, 24
und 48 Stunden). Erstellt in Anlehnung an den cDNA
Library Kit von Clontech.

pCR-repl (G. Weinzierl, pers. Mitteilung)

Enthilt ein 429 bp BamHI/HindIII-Fragment von
repl aus dem Plasmid pSL6,8Ndelrepl, bei dem die
iiberhingenden Enden aufgefiillt bzw. entfernt wur-
den und das in den mit Smal linearisierten Vektor
pCR-Sma eingefiigt wurde.

pCR-dik6 (G. Weinzierl, pers. Mitteilung)

Enthilt ein 549 bp BstBI/AIwNI-Fragment von dik6
aus dem Plasmid p6,5kbMIluldik6, bei dem die tiber-
hiangenden Enden aufgefiillt bzw. entfernt wurden
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und das in den mit Smal linearisierten Vektor pCR-
Sma eingefiigt wurde.

pCR-Iga2 (G. Weinzierl, pers. Mitteilung)

Enthilt ein BsmBI/HindIII-Fragment von /ga2 aus
dem Plasmid pUMa2, bei dem die iiberhingenden
Enden aufgefiillt bzw. entfernt wurden und das in den
mit Smal linearisierten Vektor pCR-Sma eingefiigt
wurde.

pCR-egll (G. Weinzierl, pers. Mitteilung)

Enthilt ein 522 bp Ncol/HindIlI-Fragment von egl]
aus dem Plasmid pGE80, bei dem die iiberhdngenden
Enden aufgefiillt bzw. entfernt wurden und das in den
mit Smal linearisierten Vektor pCR-Sma eingefiigt
wurde.

pELiv64 (Hartmann, 1997)
Enthilt ein 1,3 kb cDNA-Fragment von act! aus U.

maydis.

PCR-ppi (G. Weinzierl, pers. Mitteilung)

Enthilt ein 132 bp Mscl/EcoRI-Fragment von ppil
aus dem Plasmid pdik2cDNAH10, bei dem die tiber-
hiangenden Enden aufgefiillt bzw. entfernt wurden
und das in den mit Smal linearisierten Vektor pCR-

Sma eingefiigt wurde.

pSP4,2EcoRV (Bolker et al., 1992)
Enthilt ein 4,2 kb EcoRV-Fragment aus dem al-
Locus.

pTZa2Xhol3,5#3 (Bolker et al., 1992)
Enthilt ein 3,5 kb Xhol-Fragment aus dem a2-Locus.

In dieser Arbeit hergestellte Plasmide

Hilfskonstrukte

pSP72ASspl

Entstanden aus pSP72, in dem die Sspl-Schnittstelle
in der TATA-Box des Ampicillin-Rsistenzgens durch
gerichtete PCR-Mutagenese zerstort wurde. Dabei
wurde die Sequenz ATTATT zu ATAATT verindert.
Verwendung fanden die Oligonukleotide OANO,
OAN10 und OANTI.

pUC19ASspI
Ein Derivat von pUC19, in dem die SspI-Schnittstelle
auf die gleiche Weise wie bei pSP72ASspl zerstort

wurde.

pNEB193-NotI

Ein Derivat von pNEB193, in dem ein Norl-Linker
(OAN22) in die AscI-Schnittstelle eingefiigt wurde.
Das Oligonukleotid wurde so gewihlt, dass die ent-
standene NotI-Schnittstelle auf beiden Seiten von
AscI-Schnittstellen flankiert wird.

pCR-Sma

Ein Derivat von pCR-Topo, in dem ein Smal-Linker
(OAN96) in den mit EcoRI geoffneten Vektor einge-
fiigt wurde. Das Oligonukleotid wurde so gewihlt,
dass die entstandene Smal-Schnittstelle auf beiden
Seiten von EcoRI-Schnittstellen flankiert wird und
Blau/WeiB-Selektion weiterhin moglich ist.

Plasmide mit Resistenzkassetten

pSL-Ble(+), pSL-Ble(-)

Enthilt die Phleomycin-Resistenzkassette als
2.407 bp Notl-Fragment aus pUThsp70Not, in unter-
schiedlicher Orientierung in die NotI-Schnittstelle
von pSL1180 inseriert. Das ble-Gen (aus Streptoal-
loteichus hindustanus) wird von dem hsp70-Promotor
(aus U. maydis) und dem trpC-Terminator (aus As-

pergillus nidulans) flankiert.

pSL-Cbx(+), pSL-Cbx(-)
Enthilt die Carboxin-Resistenzkassette als 1.939 bp
Notl-Fragment aus pb®", in unterschiedlicher Orien-
tierung in die NotI-Schnittstelle von pSL1180 inse-
riert. Das ip’-Gen wird von seinem eigenen Promotor
und Terminator flankiert.

pSL-Hyg(+), pSL-Hyg(-)

Enthilt die Hygromycin-Resistenzkassette als
2.896 bp Notl-Fragment aus pbE1-k-W2, in unter-
schiedlicher Orientierung in die NotI-Schnittstelle
von pSL1180 inseriert. Das hph-Gen (aus E. coli)
wird von dem Asp70-Promotor und dem hsp70-Ter-
minator flankiert (beide aus U. maydis).

pSL-Nat(+), pSL-Nat(-)

Aus pSLNat wurde die Nourseothricin-Resistenzkas-
1.455 bp BamHI/Pstl-Fragment ausge-
schnitten und in die entsprechenden Stellen in
pBS(+)SK eingefiigt (pBS-Nat). Daraus wurde die
Kassette als 1.467 bp Notl-Fragment ausgeschnitten

sette als

und in unterschiedlicher Orientierung in die Nofl-
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Schnittstelle von pSL1180 inseriert. Das nat/-Gen
(aus Streptomyces noursei) wird von dem gapI-Pro-
motor (aus U. maydis) und dem cyc/-Terminator (aus
S. cerevisiae) flankiert.

pNEB-Ble(+), pNEB-Ble(-)
Enthidlt die Phleomycin-Resistenzkassette als
2.407 bp Notl-Fragment aus pSL-Ble(+), in unter-
schiedlicher Orientierung in die NofI-Schnittstelle
von pNEB193-Notl inseriert.

PNEB-Cbx(+), pNEB-Cbx(-)

Enthilt die Carboxin-Resistenzkassette als 1.939 bp
Notl-Fragment aus pSL-Cbx(+), in unterschiedlicher
Orientierung in die NotI-Schnittstelle von pNEB193-
Notl inseriert.

pNEB-Hyg(+), pNEB-Hyg(-)
Enthilt die Hygromycin-Resistenzkassette als
2.896 bp Notl-Fragment aus pSL-Hyg(+), in unter-
schiedlicher Orientierung in die NofI-Schnittstelle
von pNEB193-Notl inseriert.

pNEB-Nat(+), pNEB-Nat(-)
Enthilt die Nourseothricin-Resistenzkassette als
1.467 bp Notl-Fragment, aus pSL-Nat(+) in unter-
schiedlicher Orientierung in die NorI-Schnittstelle
von pNEB193-Notl inseriert.

Plasmide zur Integration in den ip-Locus

HindIll

b o
—— gfo-Varianten

Ndel, Ncol
oder Sphl

Promotor

Abbildung 36: Schematische Darstellung der
Plasmide zur Integration in den ip-Locus

pRU1

Die Herstellung dieses Vektors lief iiber einige Zwi-
schenkonstrukte: Die Carboxin-Resistenzkassette aus
pCBX122 wurde als 1.871 bp Eco47111/Smal-Frag-
ment in pBS(+)SK, der mit EcoRV linearisiert wor-
den war, zwischenkloniert, und aus diesem Plasmid
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als 1.889 bp Clal/EcoRI-Fragment herausgeschnitten
und in den mit Ndel und EcoRI linearisierten Vektor
pSP72ASspl inseriert, wobei die iiberhdngenden En-
den der Clal- und der Ndel-Schnittstelle aufgefiillt
wurden (ergab pSP-EcoRI-Cbx-(+)-HindIIl, in dem
die Carboxin-Resistenzkassette in Richtung von der
EcoRI zur HindIII-Schnittstelle lduft, und pSP-
EcoRI-Cbx(-)-HindIII mit gegenldufiger Resistenz-
kassette; fiir die weiteren Schritte wurde der erstere
Klon verwendet).

Der nos-Terminator wurde als 293 bp Notl/EcoRI-
Fragment aus HBT-SGFP-TYG-nos in die entspre-
chenden Stellen in pBS(+)SK integriert und an-
schlieBend die PstI-Schnittstelle im Terminator durch
Linearisierung, Entfernung der iiberhingenden Enden
und Religation deletiert (ergab pNotI-nostermAPstI-
EcoRI).

Fiir den narl-Promotor wurde zunichst im bereits
vorhandenen Konstrukt pBS-narlp der Promotor
durch Einfiigen eines 1.120 bp Nhel/MscI-Fragments
aus dem Cosmid 2B5 in den mit Nhel und EcoRV li-
nearisierten Vektor in Richtung 5' verldngert. Damit
war der narl-Promotor insgesamt 1.548 bp lang. Aus
diesem Konstrukt wurde der narl-Promotor als
1.401 bp Agel/Notl-Fragment ausgeschnitten, wobei
das iiberhdngende Agel-Ende aufgefiillt wurde, und in
den mit Ec o471l und Notl gedffneten Vektor
pSL1180 eingefiigt (ergab pSLI,4kbnarlp mit
1.377 bp narl-Promotor).

pSL1,4kbnarlp wurde anschlieBend mit M/ul und
Notl geoffnet, wobei das iiberhdangende Miul-Ende
aufgefiillt wurde, und der nos-Terminator aus pNotI-
nostermAPstI-EcoRI als 295 bp EcoRV/Notl-Frag-
ment eingefiigt. Aus diesem Konstrukt wurden der
narl-Promotor und der nos-Terminator zusammen als
1.702 bp EcoRI/EcoRV-Fragment ausgeschnitten und
in den mit den gleichen Enzymen geoffneten Vektor
pSP-EcoRI-Cbx-(+)-HindIII eingefiigt, wodurch
pRUpro(-) entstand (durch Einfiigen dieses Frag-
ments in pSP-EcoRI-Cbx-(-)-HindIII entstand pRU-
pro(+) mit gegenldufiger Carboxin-Resistenzkas-
sette).

Das sgfp-Gen wurde aus dem Vektor HBT-SFGP-
TYG-nos mittels PCR amplifiziert, wobei durch
Verwendung des Oligonukleotids OAN7 eine Ndel-
Schnittstelle am Translations-Startpunkt erzeugt
wurde. Es wurde anschlielend als 726 bp Ndel/Notl-
Fragment in den mit den gleichen Enzymen geoffne-
ten Vektor pRUpro(-) eingefiigt, wodurch pRU-
pro(-)sgfp entstand (durch Einfiigen dieses Fragments
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in pRUpro(+) entstand pRUpro(+)sgfp mit gegenlidu-
figer Carboxin-Resistenzkassette).

pRUpro(-)sgfp wurde durch Restriktion mit EcoRV
und Sphl gedtfnet und ein 932 bp Stul/Sphl narl-Pro-
motorfragment aus dem Cosmid 2BS5 eingefiigt, so
dass der narl-Promotor insgesamt 2.262 bp lang war
(ergab pRUpro(-)lang).

Abschlieend wurde pRUpro(-)lang mit Hpal geoft-
net und ein Notl-Linker (NEB) eingefiihrt. Das daraus
entstandene Plasmid pRU1 enthilt ein pSP72-Riick-
grat mit zerstorter Sspl-Schnittstelle als 2.258 bp
Hindlll/Notl-Fragment, den (nicht funktionellen)
narl-Promotor als 2.317 bp Notl/Ndel-Fragment, das
sgfp-Gen als 726 bp Ndel/Notl-Fragment, den nos-
Terminator als 287 bp Notl/EcoRI-Fragment und die
Carboxin-Resistenzkassette als 1.884 bp EcoRI/
HindIII-Fragment.

pRU2

Fiir dieses Konstrukt wurde durch PCR-Amplifika-
tion mit OAN32 und MB55 ausgehend von pRUI ein
narl-Promotorfragment erzeugt, bei dem sich die
Ndel-Schnittstelle am richtigen Translations-Start-
punkt von narl befindet. Dieses Amplifikat wurde
mit Ndel und Nhel geschnitten und das 217 bp Frag-
ment in die entsprechenden Stellen in pRUI einge-
fiigt. Das narl-Promotorfragment ist damit 2.054 bp
lang (bis zur Stul-Schnittstelle).

pRU3

Entstanden durch Austausch des 425 bp Nhel/Ndel
narl-Promotorfragments in pRUpro(-)sgfp durch das
entsprechende Fragment aus pRU2. Das narl-Pro-
motorfragment ist damit 1.169 bp lang (bis zur Agel-
Schnittstelle).

pRU4
Entstanden aus pRU3 durch Deletion des 189 bp
EcoRV/Eco4T7111-Fragments. Das narl-Promotorfrag-
ment ist damit 986 bp lang (bis zur Eco4711I-Schnitt-
stelle).

pRUS

Entstanden aus pRU3 durch Deletion des 550 bp
EcoRV/Stul-Fragments. Das narl-Promotorfragment
ist damit 625 bp lang (bis zur Stul-Schnittstelle).

pRU6
Entstanden aus pRU3 durch Deletion des 581 bp
EcoRV/Pvyull-Fragments. Das narl-Promotorfrag-

ment ist damit 594 bp lang (bis zur Pvull-Schnitt-
stelle).

pRU7
Entstanden aus pRU3 durch Deletion des 712 bp
EcoRV/BstXI-Fragments. Dabei wurde das tiberhin-
gende BstXI-Ende entfernt. Das narl-Promotorfrag-
ment ist damit 463 bp lang (bis zur BstXI-Schnitt-
stelle).

pRU11

Fiir dieses Konstrukt wurde zunichst der c¢rg/-Pro-
motor als 3,5 kb E ¢ oRI/HindIlI-Fragment aus
pCRGFP2 in die entsprechenden Stellen von
pBS(+)SK eingefiigt. AnschlieBend wurde in diesem
Vektor eine interne Ndel-Schnittstelle im Promotor
durch Linearisierung mit Ndel, Auffiillen der iiber-
hingenden Enden und Religation entfernt und mittels
gerichteter PCR-Mutagenese (mit den Oligonukleoti-
den OAN1 und OAN2) an der Translations-Startstelle
eine Ndel-Schnittstelle eingefiihrt (ergab pBScrglp-
Ndel). Aus diesem Konstrukt wurde der crg/-Pro-
motor als 3.522 bp BamHI/Ndel-Fragment ausge-
schnitten und in den mit EcoNI und Ndel gedffneten
Vektor pRU2 inseriert, wobei die iiberhingenden
BamHI- und EcoNI-Schnittstellen aufgefiillt worden

waren.

pRU12

Aus pBScrglp-Ndel wurde der crgl-Promotor als
1.413 bp Xhol/Ndel-Fragment ausgeschnitten und in
den mit EcoNI und Ndel gedffneten Vektor pRU2 in-
seriert, wobei die iiberhdngenden Xhol- und EcoNI-
Schnittstellen aufgefiillt worden waren.

pRU13

Aus pBScrglp-Ndel wurde der crg/-Promotor als
1.347 bp Pstl/Ndel-Fragment ausgeschnitten und in
den mit EcoNI und Ndel geodffneten Vektor pRU2 in-
seriert, wobei die iiberhdngenden PstI- und EcoNI-
Schnittstellen entfernt bzw. aufgefiillt worden waren.

pCU1

Entstanden aus pRU2, in dem das Notl/Ndel narl-
Promotorfragment durch das 1.210 bp NotI/Ndel
hsp70-Promotorfragment aus pb*" ersetzt wurde.

pCU2

Der sc-Promotor wurde als 496 bp NotI/Ndel Frag-
ment in die entsprechenden Stellen in pSL1180 zwi-
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schenkloniert, dort als Fspl/Ndel-Fragment ausge-
schnitten und in den mit Hpal und Ndel gedffneten
Vektor pRU4 eingesetzt. Dieser Umweg war notwen-
dig geworden, da eine direkte Klonierung als NotlI/
Ndel-Fragment in pRU2 zu Rekombinationen im
Plasmid gefiihrt hatte (was evtl. durch das Auftreten
repetitiver Sequenzen im sc-Promotor begriindet ist).

pCU3

Entstanden aus pRU2, in dem das Notl/Ndel narl-
Promotorfragment durch das 277 bp Notl/Ndel tef-
Promotorfragment aus pb“" ersetzt wurde.

pCU4

Der o2tef-Promotor wurde als 873 bp Kpnl/Smal-
Fragment aus pOTEF-SG ausgeschnitten und in den
mit Smal linearisierten Vektor pRUpro(-) inseriert,
wobei die iiberhingenden KpnI-Enden entfernt wur-
den. Aus diesem Konstrukt konnte der o2tef-Promo-
tor als 903 bp NotI/Ndel-Fragment ausgeschnitten
und an Stelle des narl-Promotors in den mit Notl
(Partialverdau) und Ndel geoffneten Vektor pRU2
eingefiigt werden.

pCU7 (G. Loubradou, pers. Mitteilung)

Entstanden aus pCU4, in dem durch Verdau mit Sacl
und Religation ein 306 bp Fragment mit sieben Te-
tracyclin-Operatorsequenzen entfernt wurde. Der so
gewonnene o/ tef-Promotor mit 7 statt 14 Operatorse-
quenzen kann als 597 bp Norl/Ndel-Fragment ausge-
schnitten werden.

pRU4wt

Entstanden aus pRU4, in dem durch gerichtete PCR-
Mutagenese mit den Oligonukleotiden OANG6,
OANG61 und OAN8I die Wildtyp narl-Sequenz am
Translations-Startpunkt erzeugt wurde.

pRU4Nco

Entstanden aus pRU4, in dem durch gerichtete PCR-
Mutagenese mit den Oligonukleotiden OANG63,
OANG61 und OANS8I1 eine Ncol-Schnittstelle am
Translations-Startpunkt erzeugt wurde.

pRU4Sph

Entstanden aus pRU4, in dem durch gerichtete PCR-
Mutagenese mit den Oligonukleotiden OANG6G4,
OAN61 und OANS8I1 eine Sphl-Schnittstelle am
Translations-Startpunkt erzeugt wurde.
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pRU4efgp

Entstanden durch Austausch des sgfp-Gens in
pRU4Nco durch das egfp-Gen, das als 726 bp
Ncol/Notl-Fragment aus pEGFP ausgeschnitten

wurde.

pRU4egfp-d1

Entstanden durch Austausch des sgfp-Gens in
pRU4Nco durch das egfp-di-Allel aus pdEGFP-N1.
Da das egfp-dI-Allel eine interne Ncol-Schnittstelle
besitzt, wurde zunidchst ein 125 bp Ncol/Notl
3'-Fragment aus pdl1EGFP-N1 in pRU4Nco einge-
bracht und in einem zweiten Schritt das 727 bp Ncol
5'-Fragment eingefiigt.

pRUdegfp-d2

Entstanden durch Austausch des sgfp-Gens in
pRU4Nco durch das egfp-d2-Allel aus pd2EGFP-1.
Da das egfp-d2-Allel eine interne Ncol-Schnittstelle
besitzt, wurde zunidchst ein 125 bp Ncol/Notl
3'-Fragment aus pd2EGFP-1 in pRU4Nco einge-
bracht und in einem zweiten Schritt das 727 bp Ncol
5'-Fragment eingefiigt.

pCU4egfp

Das sgfp-Gen in pCU4 wurde mit einem 732 bp
Smal/Notl-Fragment aus pOTEF-SG ausgetauscht,
welches das egfp-Gen enthiilt.

pCUdcgfp

Das egfp-Gen in pCU4egfp wurde mit einem 726 bp
Ncol/Notl-Fragment aus pCGFP ausgetauscht, wel-
ches das cgfp-Gen enthilt.

pCUdygfp

Das egfp-Gen in pCU4egfp wurde mit einem 726 bp
Ncol/Notl-Fragment aus pYGFP ausgetauscht, wel-
ches das ygfp-Gen enthilt.

pRU4kon8

Enthilt kon8 unter Kontrolle des narl-Promotors. Fiir
die Herstellung dieses Vektors mussten Zwischen-
schritte durchgefiihrt werden, da das kon8-Allel zwei
interne Ndel-Schnittstellen besitzt. Zunidchst wurde
ein 98 bp Bst11071/Ndel kon8-3'-Fragment aus
pKon8 in den mit NotI und Ndel geoffneten Vektor
pRU4 eingefiigt, wobei die iiberhdngenden NotI-En-
den aufgefiillt wurden. Dieses Konstrukt wurde mit
PfIMI und Ndel geschnitten und in einer Drei-Frag-
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ment-Ligation ein 168 bp Ndel/Xhol- und ein
1.086 bp Xhol/PfIMI-Fragment aus pKon8 eingefiigt.

pRU12kon8

Enthilt kon8 unter Kontrolle des crgl-Promotors.
Hergestellt durch Drei-Fragment-Ligation aus einem
5.610 bp Ndel/EcoRI-Fragment aus pRUI12 und ei-
nem 168 bp Ndel/Xhol- und einem 1.399 bp Xhol/
EcoRI-Fragment aus pRU4kon8.

pPo2tef:fuz7CA

Ein Derivat von pCU4, welches das (inaktive)
fuz7CA-Allel als 1.313 bp Ndel/NotI-Fragment unter
Kontrolle des o2tef-Promotors trigt. Dazu wurden in
einer Vier-Fragment-Ligation folgende Stiicke mit-
einander verbunden: ein 798 bp Ndel/Kpnl PCR-Pro-
dukt, das den 5'-Bereich von fuz7 umfasst, wobei am
Translations-Startpunkt eine Ndel-Schnittstelle einge-
fiihrt und die regulatorische Domine verdndert wurde
(von SIADT in DDADD siehe Mansour et al.,
1996b), entstanden durch Amplifikation des Bereichs
aus pSPfuz7 mit den Oligonukleotiden OAN164 und
OAN165 und nachfolgende Restriktion mit Ndel und
Kpnl; ein 515 bp Kpnl/Notl PCR-Produkt, das den 3'-
Bereich von fuz7 umfasst, wobei hinter dem Stopp-
kodon eine NorI-Schnittstelle eingefiihrt wurde, ent-
standen durch Amplifikation des Bereichs aus
pSPfuz7 mit den Oligonukleotiden OAN166 und
OANI167 und nachfolgende Restriktion mit KpnlI und
Notl; ein 287 bp Notl/EcoRI nos-Terminator-Frag-
ment aus pCU4; ein 5.045 bp Ndel/EcoRI-Fragment
aus pCU4, das die Carboxin-Resistenzkassette, das
pSP72-Riickgrat und den o2tef-Promotor umfasst.

Plasmide zur Integration in den b-Locus
pADb Ble(+), pAb Ble(-)

Konstrukt zur Deletion des b-Locus. Entstanden
durch Einfiigen der 2.407 bp NotI-Phleomycin-Re-
sistenzkassette aus pSL-Ble(+) in die NofI-Schnitt-
stelle von pSL1180 3'W/3'E (in unterschiedlicher
Orientierung).

pbW2-Ndel-bE1

Enthidlt ein Intron-freies 1.837 bp Ndel/Pvull
5'-Fragment von bW2 und ein Intron-freies 761 bp
Ndel/Pvull 5'-Fragment von bE/. Entstanden durch
Einfiigen des 2.598 bp P vull-Fragments aus
pE1W2AP#1 in den mit Pvull linearisierten Vektor

PBS(+)SK.

pbW2-Ndel-bE2

Enthilt ein Intron-freies 1.837 bp Ndel/Pvull 5'-Frag-
ment von bW2 und ein Intron-freies 761 bp Ndel/
Pvull 5'-Fragment von bE2. Entstanden durch Aus-
tausch des 674 bp Ndel/Xbal 5'-Fragments von bE]
in ppW2-Ndel-bEI durch ein genauso groBes Ndel/
Xbal 5'-Fragment von bE2 aus pJBbE2.

pbW1-Ndel-bE1

Enthilt ein Intron-freies 1.837 bp Ndel/Pvull 5'-Frag-
ment von bW/ und ein Intron-freies 761 bp Ndel/
Pvull 5'-Fragment von bE]. Entstanden durch Aus-
tausch des 1.427 bp Ndel/BspEl 5'-Fragments von
bW2 in pbW2-Ndel-bEI durch ein genauso grofies
Ndel/BspEl 5'-Fragment von bW/ aus pW1g;,-GA.

pPnar:bW2,bE1 Ble(+) (=pAB33),

pPnar:bW2,bE1 Ble(-)

Transformations-Konstrukte, durch die im b-Locus
ein bW2- und ein bE/-Gen unter Kontrolle des narl-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten die
5'-Enden von hW2 und bEI mit einer dazwischen lie-
genden Promotorkassette aus zwei divergenten narl-
Promotoren, die durch eine Phleomycin-Resistenz-
kassette in unterschiedlicher Orientierung getrennt
sind. Entstanden durch Ligation der 2.109 bp Notl/
Ndel narl-Promotorfragmente aus pRU2 und der
2.407 bp Notl Phleomycin-Resistenzkassette aus
pSL-Ble(+) in den mit Ndel linearisierten Vektor
pbW2-Ndel-bE1.

pPnar:bW2,bE2 Ble(+) (=pAB34),

pPnar:bW2,bE2 Ble(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im b-Locus
ein bW2- und ein bE2-Gen unter Kontrolle des narl-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten die
5'-Enden von bW2 und bE2 mit einer dazwischen lie-
genden Promotorkassette aus zwei divergenten narl-
Promotoren, die durch eine Phleomycin-Resistenz-
kassette in unterschiedlicher Orientierung getrennt
sind. Entstanden durch Ligation der 6.625 bp Ndel
narl/Ble-Promotorkassette aus pPnar:bW2,bE1
Ble(+) in den mit Ndel linearisierten Vektor ppW2-
Ndel-bE2.

pPcrg:bW2,bE1 Ble(+) (=pAB31),

pPcrg:bW2,bE1 Ble(-)

Transformations-Konstrukte, durch die im b-Locus
ein bW2- und ein bE/-Gen unter Kontrolle des crgl-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten die
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5'-Enden von hW2 und bEI mit einer dazwischen lie-
genden Promotorkassette aus zwei divergenten crgl-
Promotoren, die durch eine Phleomycin-Resistenz-
kassette in unterschiedlicher Orientierung getrennt
sind. Entstanden durch Ligation der 1.468 bp Notl/
Ndel crgl-Promotorfragmente aus pRU12 und der
2.407 bp Notl Phleomycin-Resistenzkassette aus
pSL-Ble(+) in den mit Ndel linearisierten Vektor
pbW2-Ndel-bE1.

pPcrg:bW2,bE2 Ble(+) (=pAB32),

pPcrg:bW2,bE2 Ble(-)

Transformations-Konstrukte, durch die im b-Locus
ein bW2- und ein hE2-Gen unter Kontrolle des crgl-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten die
5'-Enden von hW2 und hE2 mit einer dazwischen lie-
genden Promotorkassette aus zwei divergenten crgl-
Promotoren, die durch eine Phleomycin-Resistenz-
kassette in unterschiedlicher Orientierung getrennt
sind. Entstanden durch Ligation der 5.343 bp Ndel
crgl/Ble-Promotorkassette aus pPcrg:bW2,bEl
Ble(+) in den mit Ndel linearisierten Vektor ppW2-
Ndel-bE2.

pPo2tef:bW2,bE1 Ble(+),

pPo2tef:bW2,bE1 Ble(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im b-Locus
ein bW2- und ein bEI-Gen unter Kontrolle des o2tef-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten die
5'-Enden von hW2 und bEI mit einer dazwischen lie-
genden Promotorkassette aus zwei divergenten o2fef-
Promotoren, die durch eine Phleomycin-Resistenz-
kassette in unterschiedlicher Orientierung getrennt
sind. Entstanden durch Ligation der 903 bp Notl/Ndel
o2tef-Promotorfragmente aus pCU4 und der 2.407 bp
Notl Phleomycin-Resistenzkassette aus pSL-Ble(+) in
den mit Ndel linearisierten Vektor ppbW2-Ndel-bEI.
Die Transformation in U. maydis hat trotz mehrma-
liger Versuche bislang nicht funktioniert; eventuell ist
die Expression einer entsprechend grofien Menge an
bW/bE-Heterodimer letal.

pPo2tef:bW2,bE2 Ble(+),

pPo2tef:bW2,bE2 Ble(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im b-Locus
ein bW2- und ein bE2-Gen unter Kontrolle des o2tef-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten die
5'-Enden von bW2 und bE2 mit einer dazwischen lie-
genden Promotorkassette aus zwei divergenten o2fef-
Promotoren, die durch eine Phleomycin-Resistenz-
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kassette in unterschiedlicher Orientierung getrennt
sind. Entstanden durch Ligation der 4.213 bp Ndel
o2tef/Ble-Promotorkassette aus pPo2tef:bW2,bEl
Ble(+) in den mit Ndel linearisierten Vektor pbW2-
Ndel-bE2.

pPo2tef:bW1,bE1 Ble(+),

pPo2tef:bW1,bE1 Ble(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im b-Locus
ein bWI- und ein bE/-Gen unter Kontrolle des o2tef-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten die
5'-Enden von bW/ und bEI mit einer dazwischen lie-
genden Promotorkassette aus zwei divergenten o2tef-
Promotoren, die durch eine Phleomycin-Resistenz-
kassette in unterschiedlicher Orientierung getrennt
sind. Entstanden durch Ligation der 4.213 bp Ndel
o2tef/Ble-Promotorkassette aus pPo2tef:bW2,bEI
Ble(+) in den mit Ndel linearisierten Vektor ppW1-
Ndel-bEl.

pPo2tef:bW2,bE1 Cbx(+),

pPo2tef:bW2,bE1 Cbx(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im b-Locus
ein bW2- und ein bE/-Gen unter Kontrolle des o2tef-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten die
5'-Enden von W2 und bE! mit einer dazwischen lie-
genden Promotorkassette aus zwei divergenten o2tef-
Promotoren, die durch eine Carboxin-Resistenzkas-
sette in unterschiedlicher Orientierung getrennt sind.
Entstanden durch Austausch der 2.407 bp NotI
Phleomycin-Resistenzkassette in pPo2tef:bW2,bEl
Ble(+) mit der 1.939 bp NotI Carboxin-Resistenz-
kassette aus pSL-Cbx(+).

pPo2tef:bW2,bE1 Hyg(+),

pPo2tef:bW2,bE1 Hyg(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im b-Locus
ein bW2- und ein bE/-Gen unter Kontrolle des o2tef-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten die
5'-Enden von W2 und bEI mit einer dazwischen lie-
genden Promotorkassette aus zwei divergenten o2tef-
Promotoren, die durch eine Hygromycin-Resistenz-
kassette in unterschiedlicher Orientierung getrennt
sind. Entstanden durch Austausch der 2.407 bp Notl
Phleomycin-Resistenzkassette in pPo2tef:bW2,bEI
Ble(+) mit der 2.896 bp Notl Hygromycin-Resistenz-
kassette aus pSL-Hyg(+).
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pPo2tef:bW2,bE1 Nat(+),

pPo2tef:bW2,bE1 Nat(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im b-Locus
ein bW2- und ein bE/-Gen unter Kontrolle des o2tef-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten die
5'-Enden von hW2 und bEI mit einer dazwischen lie-
genden Promotorkassette aus zwei divergenten o2fef-
Promotoren, die durch eine Nourseothricin-Resistenz-
kassette in unterschiedlicher Orientierung getrennt
sind. Entstanden durch Austausch der 2.407 bp Notl
Phleomycin-Resistenzkassette in pPo2tef:bW2,bEl
Ble(+) mit der 1.467 bp Notl Nourseothricin-Resis-
tenzkassette aus pSL-Nat(+).

Plasmide zur Integration in den a-Locus
pSL-a2

Enthilt einen 2.539 bp Bereich aus dem a2-Locus,
der die Region von pra2 bis Iga2 umfasst. Entstanden
durch Einfiigen eines 2.539 bp Ncol/Xhol-Fragments
aus pTZ6,5kbH in die entsprechenden Stellen von
pSL1180.

ppra2-Ndel-mfal

Ein Derivat von pSL-a2, wobei am Translations-
Startpunkt von pra2 eine Ndel-Schnittstelle einge-
fithrt wurde und daran anschliefend divergent ein
mfal-Gen mit seinem eigenen Terminator. Dazu
wurden in einer Vier-Fragment-Ligation folgende
Stiicke miteinander verbunden: ein 255 bp Ndel/Pst
PCR-Produkt, das den 5'-Bereich von pra2 umfasst,
wobei am Translations-Startpunkt eine Ndel-Schnitt-
stelle eingefiihrt wurde, entstanden durch Amplifika-
tion des Bereichs aus pSL-a2 mit den Oligonukleoti-
den OAN172 und OAN173 und nachfolgende Re-
striktion mit Ndel und Pstl; ein 602 bp Ndel/EcoRI
PCR-Produkt, das mfal mit Terminator umfasst, wo-
bei am Translations-Startpunkt eine Ndel-Schnitt-
stelle eingefiihrt wurde, entstanden durch Amplifika-
tion des Bereichs aus pUMal mit den Oligonukleo-
tiden OAN174 und OAN175 und nachfolgende Re-
striktion mit Ndel und EcoRI; ein 768 bp Apol/BspEI
Iga2-Terminatorfragment aus pSL-a2; ein 4.330 bp
Pstl/BspEI-Fragment aus pSL-a2, das den 3'-Bereich
von pra2, das pSL1180-Riickgrat und das /ga2-Gen
umfasst.

ppra2-Ndel-mfa2
Ein Derivat von pSL-a2, wobei am Translations-
Startpunkt von pra2 eine Ndel-Schnittstelle einge-

fithrt wurde und daran anschliefend divergent ein
mfa2-Gen mit seinem eigenen Terminator. Dazu
wurden in einer Vier-Fragment-Ligation folgende
Stiicke miteinander verbunden: ein 255 bp Ndel/Pst1
PCR-Produkt, das den 5'-Bereich von pra2 umfasst,
wobei am Translations-Startpunkt eine NdeI-Schnitt-
stelle eingefiihrt wurde, entstanden durch Amplifika-
tion des Bereichs aus pSL-a2 mit den Oligonukleoti-
den OAN172 und OAN173 und nachfolgende Re-
striktion mit Ndel und Pstl; ein 329 bp Ndel/EcoRI
PCR-Produkt, das mfa2 mit Terminator umfasst, wo-
bei am Translations-Startpunkt eine Ndel-Schnitt-
stelle eingefiihrt wurde, entstanden durch Amplifika-
tion des Bereichs aus pUMa2 mit den Oligonukleo-
tiden OAN176 und OAN177 und nachfolgende Re-
striktion mit Ndel und EcoRI; ein 768 bp Apol/BspEIl
Iga2-Terminatorfragment aus pSL-a2; ein 4.330 bp
Pstl/BspEI-Fragment aus pSL-a2, das den 3'-Bereich
von pra2, das pSL1180-Riickgrat und das /ga2-Gen
umfasst.

pPnar:pra2,mfal Ble(+),

pPnar:pra2,mfal Ble(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im a2-Locus
das pra2- und ein mfal-Gen unter Kontrolle des
narl-Promotors gebracht werden konnen. Enthalten
pra2 und mfal mit einer dazwischen liegenden Pro-
motorkassette aus zwei divergenten narl-Promoto-
ren, die durch eine Phleomycin-Resistenzkassette in
unterschiedlicher Orientierung getrennt sind. An-
schlieBend daran befindet sich das /ga2-Gen. Ent-
standen durch Einsetzen der 6.625 bp Ndel narl/ Ble-
Promotorkassette aus pPnar:bW2,bEl Ble(+) in den
mit Ndel linearisierten Vektor ppra2-Ndel-mfal.

pPnar:pra2,mfa2 Ble(+),

pPnar:pra2,mfa2 Ble(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im a2-Locus
das pra2- und ein mfa2-Gen unter Kontrolle des
narl-Promotors gebracht werden konnen. Enthalten
pra2 und mfa2 mit einer dazwischen liegenden Pro-
motorkassette aus zwei divergenten narl-Promoto-
ren, die durch eine Phleomycin-Resistenzkassette in
unterschiedlicher Orientierung getrennt sind. An-
schlieBend daran befindet sich das /ga2-Gen. Ent-
standen durch Einsetzen der 6.625 bp Ndel narl/Ble-
Promotorkassette aus pPnar:bW2,bE1 Ble(+) in den
mit Ndel linearisierten Vektor ppra2-Ndel-mfa2.
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pPerg:pra2,mfal Ble(+),

pPcrg:pra2,mfal Ble(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im a2-Locus
das pra2- und ein mfal-Gen unter Kontrolle des crg!-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten pra2
und mfal mit einer dazwischen liegenden Promotor-
kassette aus zwei divergenten crg/-Promotoren, die
durch eine Phleomycin-Resistenzkassette in unter-
schiedlicher Orientierung getrennt sind. Anschlieend
daran befindet sich das /ga2-Gen. Entstanden durch
Einsetzen der 5.343 bp Ndel crgl/Ble-Promotorkas-
sette aus pPcrg:bW2,bEl Ble(+) in den mit Ndel line-
arisierten Vektor ppra2-Ndel-mfal.

pPcrg:pra2,mfa2 Ble(+),

pPcrg:pra2,mfa2 Ble(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im a2-Locus
das pra2- und ein mfa2-Gen unter Kontrolle des crgl-
Promotors gebracht werden konnen. Enthalten pra2
und mfa2 mit einer dazwischen liegenden Promotor-
kassette aus zwei divergenten crg/-Promotoren, die
durch eine Phleomycin-Resistenzkassette in unter-
schiedlicher Orientierung getrennt sind. Anschlieend
daran befindet sich das /ga2-Gen. Entstanden durch
Einsetzen der 5.343 bp Ndel crgl/Ble-Promotorkas-
sette aus pPcrg:bW2,bEl Ble(+) in den mit Ndel line-
arisierten Vektor ppra2-Ndel-mfa2.

pa2con Cbx(+), pa2con Cbx(-)
Transformations-Konstrukte, durch die im a2-Locus
das pra2- und ein mfa2-Gen unter Kontrolle des
o2tef-Promotors gebracht werden konnen. Enthalten
pra2 und mfa2 mit einer dazwischen liegenden Pro-
motorkassette aus zwei divergenten o2tef-Promoto-
ren, die durch eine Carboxin-Resistenzkassette in
unterschiedlicher Orientierung getrennt sind. An-
schlieBend daran befindet sich das /ga2-Gen. Ent-
standen durch Einsetzen der 3.747 bp Ndel o2tef]
Cbx-Promotorkassette aus pPo2tef:bW2,bE2 Cbx(+)
in den mit Ndel linearisierten Vektor ppra2-Ndel-
mfa2.

pa2con Ble(+), pa2con Ble(-)

Transformations-Konstrukte, durch die im a2-Locus
das pra2- und ein mfa2-Gen unter Kontrolle des
o2tef-Promotors gebracht werden konnen. Enthalten
pra2 und mfa2 mit einer dazwischen liegenden Pro-
motorkassette aus zwei divergenten o2tef-Promoto-
ren, die durch eine Phleomycin-Resistenzkassette in
unterschiedlicher Orientierung getrennt sind. An-
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schlieBend daran befindet sich das /ga2-Gen. Ent-
standen durch Einsetzen der 4.215 bp Ndel o2tef/Ble-
Promotorkassette aus pPo2tef:bW2,bE2 Ble(+) in den
mit Ndel linearisierten Vektor ppra2-Ndel-mfa2.

palcon Cbx(+), palcon Cbx(-)

Da der al-Locus interne Ndel-Schnittstellen besitzt,
musste die Herstellung dieser Konstrukte iiber meh-
rere Zwischenschritte laufen. Zundchst wurde ein
677 bp mfal PCR-Produkt, entstanden durch Ampli-
fikation aus pUMal mit OAN174 und OAN175 (wo-
bei eine Ndel-Schnittstelle am Translations-Start-
punkt erzeugt wurde) in pCR-Topo kloniert. Dieser
Vektor wurde mit Ndel und Xhol gedffnet und in ei-
ner Drei-Fragment-Ligation ein 629 bp Ndel/BstBI-
Fragment aus pTZ-pral, das den 5'-Bereich von pral
umfasst, und ein 470 bp BstBI/Sall-Fragment aus
pUMal, das den 5'-Bereich von rbal umfasst, einge-
fiigt (ergab palpro). Dieses Konstrukt wurde mit
Ndel linearisiert und die 3.747 bp Ndel 02tef/Cbx-
Promotorkassette aus pa2con Cbx(+) eingesetzt. Dar-
aus entstanden, je nach der Orientierung der Carbo-
xin-Resistenzkassette, die Plasmide palcon Cbx(+)
und palcon Cbx(-). Diese Plasmide wurden mit BstBI
linearisiert und in einer Drei-Fragment-Ligation ein
1.065 bp BstBI/BspHI-Fragment aus pUMal, das den
3'-Bereich von /ga2 umfasst, und ein 481 bp
Ncol/BstBI-Fragment aus pUMal, das den 3'-Bereich
von rbal umfasst, eingefiigt. Durch diese Transfor-
mations-Konstrukte, konnen im a/-Locus das pral-
und das mfal-Gen unter Kontrolle des o2tef-Promo-
tors gebracht werden. Sie enthalten mfal und pral
mit einer dazwischen liegenden Promotorkassette aus
zwei divergenten o2tef-Promotoren, die durch eine
Carboxin-Resistenzkassette in unterschiedlicher Ori-
entierung getrennt sind. AnschlieBend daran befindet
sich das rbal-Gen.

palcon Ble(+), palcon Ble(-)

Transformations-Konstrukte, durch die im a/-Locus
das pral- und das mfal-Gen unter Kontrolle des
o2tef-Promotors gebracht werden konnen. Enthalten
mfal und pral mit einer dazwischen liegenden Pro-
motorkassette aus zwei divergenten o2tef-Promoto-
ren, die durch eine Phleomycin-Resistenzkassette in
unterschiedlicher Orientierung getrennt sind. An-
schlieBend daran befindet sich das rbal/-Gen. Ent-
standen durch Austausch der 3.747 bp Ndel o2tef]
Cbx-Promotorkassette in palcon Cbx(+) durch die
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4.215 bp Ndel o2tef/Ble-Promotorkassette aus
pPo2tef:bW2,bE2 Ble(+).

pAmfa2 Hyg

Durch PCR-Amplifikation mit den Oligonukleotiden
OAN241 und OAN242, ausgehend von genomischer
DNA aus dem Stamm FB2 (a2 b2), wurde ein 857 bp
Amplifikat aus dem 5'-UTR von mfa2 erzeugt, das an
der Translations-Startstelle eine Sfil-Schnittstelle be-
sitzt. Auf die gleiche Weise wurde durch Amplifika-
tion mit OAN243 und OAN244 eine 828 bp 3'-Flanke
erzeugt, mit Sfil-Schnittstelle hinter dem Stoppkodon
von mfa2. Diese beiden Fragmente wurden mit Sfil
geschnitten, mit der 1.884 bp Sfil Hygromycin-Re-
sistenzkassette aus pBS-hhn ligiert, und das Liga-
tionsprodukt in pCR-Topo kloniert.

Plasmide fiir die Untersuchung von kpp6
pAkpp6 Hyg(-)

Fiir die Herstellung dieses Deletionskonstrukts wur-
den zunidchst zwei Bereiche aus dem kpp6-Locus
subkloniert. Fiir die 5'-Flanke war dies ein 3,5 kb
BamHI/Notl-Fragment aus dem Cosmid 4D9, das in
die entsprechenden Stellen in pBS(+)SK inseriert
wurde, aus dem anschlieBend ein internes HindIII-
Fragment deletiert wurde (ergab SAN3314). Fiir die
3'-Flanke wurde ein 7,0 kb BamHI-Fragment aus dem
Cosmid 6F7, das den gesamten kpp6-Locus umfasst,
in die BamHI-Schnittstelle von pUCI19 inseriert (er-
gab SAN3336). AnschlieBend wurde SAN3314 mit
BstXI und Sacl gedffnet und in einer Vier-Fragment-
Ligation drei weitere Fragmente eingefiigt: ein
101 bp BstXI/Ascl-Fragment, das durch Amplifika-
tion des 5-UTR von kpp6 aus SAN3336 mit den Oli-
gonukleotiden OAN157 und REV24 und anschlies-
sende Restriktion mit BstXI und Ascl entstanden ist
(dabei entstand eine AscI-Schnittstelle am zunichst
angenommenen Translations-Startpunkt von kpp6);
ein 171 bp Ascl/HindIll-Fragment, das durch Ampli-
fikation des 3'-UTR von kpp6 aus SAN3336 mit den
Oligonukleotiden OAN158 und OAN146 und an-
schlieBende Restriktion mit AscI und HindIII entstan-
den ist (dabei entstand eine AscI-Schnittstelle am
Stoppkodon von kpp6); ein 491 bp Hindlll/Sacl-
Fragment aus SAN3336, das den daran anschlieen-
den 3'-UTR von kpp6 umfasst. Dieses Konstrukt
wurde mit Ascl linearisiert und die 2.912 bp Ascl Hy-
gromycin-Resistenzkassette aus pNEB-Hyg(+) in
Minus-Orientierung inseriert. Das Deletionskonstrukt

enthilt eine 909 bp HindIll/Ascl 5'-Flanke und eine
662 bp Ascl/Sacl 3'-Flanke; bei homologer Rekombi-
nation in U. maydis wird der gesamte ORF von kpp6
und zusiitzlich 81 bp des kpp6-Promotors deletiert.

pAKpp6 Ble(-)

Entstanden aus pAkpp6 Hyg(+) durch Austausch der
2.912 bp Ascl Hygromycin-Resistenzkassette mit der
2.423 bp Ascl Phleomycin-Resistenzkassette aus
pNEB-Ble(+) in Minus-Orientierung.

pkpp6wt

Zur Herstellung dieses Vektors wurde pRU4 mit
EcoRI und Hpal gedffnet und in einer Drei-Frag-
ment-Ligation ein 4.201 bp Stul/Ndel- und ein 185 bp
Ndel/EcoRI-Fragment aus SAN3336 inseriert. Das
entstandene Plasmid enthilt 2.371 bp kpp6-Promotor,
das gesamte kpp6-Gen, 435 bp des 3'-UTR von kpp6
und daran anschlieBend eine Carboxin-Resistenzkas-
sette zur Integration in den ip-Locus.

pkpp6N

Zur Herstellung dieses Konstrukts wurde pkpp6wt
mit Sphl und Eagl gedffnet und in einer Drei-Frag-
ment-Ligation zwei PCR-Amplifikate eingefiigt: ein
571 bp Sphl/Ncol-Fragment, das durch Amplifikation
des 5'-UTR von kpp6 aus SAN3314 mit den Oligo-
nukleotiden OAN197 und REV24 und anschliefende
Restriktion mit SphAl und Ncol entstanden ist (dabei
entstand eine Ncol-Schnittstelle am zunichst ange-
nommenen Translations-Startpunkt von kpp6), und
ein 260 bp Ncol/Eagl-Fragment, das durch Amplifi-
kation des 5'-Bereichs von kpp6 aus pkpp6wt mit den
Oligonukleotiden OAN196 und OAN121 und an-
schlieBende Restriktion mit Ncol und Eagl entstanden
ist (dabei entstand ebenfalls eine Ncol-Schnittstelle
am zunichst angenommenen Translations-Startpunkt
von kpp6). Das Konstrukt unterscheidet sich von
pkpp6wt durch die zusitzliche Ncol-Schnittstelle am
zunichst angenommenen Translations-Startpunkt von
kpp6.

pkpp6NA

Zur Herstellung dieses Konstrukts wurde pkpp6N mit
Kpnl und Ndel geoffnet und in einer Drei-Fragment-
Ligation zwei PCR-Amplifikate eingefiigt: ein 34 bp
Kpnl/Ascl-Fragment, das durch Amplifikation des
3'-Endes von kpp6 aus pkpp6N mit den Oligonukleo-
tiden OAN201 und OAN185 und anschlieBende Re-

striktion mit Kpnl und Ascl entstanden ist (dabei ent-
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stand eine Ascl-Schnittstelle hinter dem Stoppkodon
von kpp6), und ein 250 bp Ascl/Ndel-Fragment, das
durch Amplifikation des 3'-UTRs von kpp6 aus
pkpp6N mit den Oligonukleotiden OAN199 und
OAN200 und anschlieBende Restriktion mit AscI und
Ndel entstanden ist (dabei entstand ebenfalls eine
AsclI-Schnittstelle hinter dem Stoppkodon von kpp6).
Abschlieffend wurde das fehlende 480 bp Kpnl-Frag-
ment aus dem 3'-Bereich von kpp6 aus pkpp6N aus-
geschnitten und in die KpnI-Schnittstelle in diesem
Konstrukt eingefiigt. Dieser Vektor unterscheidet sich
von pkpp6N durch die zusitzliche AscI-Schnittstelle
hinter dem Stoppkodon von kpp6.

pkpp6N-term

Fiir dieses Konstrukt wurde durch PCR mit den Oli-
gonukleotiden OAN196 und OAN203 aus pkpp6NA
und anschlieBende Restriktion mit Ncol und AscI ein
619 bp Ncol/AscI-Fragment erzeugt, das 81 bp des
kpp6-Promotors und ein verkiirztes kpp6-Allel um-
fasst, das fiir die Aminoséuren 1 bis 179 kodiert. An-
schlieBend wurde in pkpp6NA das Ncol/Ascl kpp6-
Fragment durch dieses PCR-Amplifikat ausgetauscht.

pkpp6C-term

Fiir dieses Konstrukt wurde durch PCR mit den Oli-
gonukleotiden OAN204 und OAN186 aus pkpp6NA
und anschlieBende Restriktion mit Ncol und Narl ein
94 bp Ncol/Narl-Fragment erzeugt, das eine Ncol-
Schnittstelle und damit eine Translations-Startstelle
an Aminosdureposition 170 in Kpp6 erzeugt. Durch
Austausch des 679 bp Ncol/Narl 5'-Bereichs von
kpp6 in pkpp6NA mit diesem Fragment entstand ein
verkiirztes kpp6-Allel, das fir den C-Terminus ab
Aminosdureposition 170 kodiert.

pPkpp6:kpp2

Entstanden aus pkpp6NA durch Austausch von kpp6
und kpp6-Terminator durch ein 1.364 bp Ncol/EcoRI-
Fragment aus p123/kpp2, das kpp2 und den nos-Ter-
minator umfasst. Damit ist in diesem Konstrukt kpp2
unter der Kontrolle des kpp6-Promotors.

pkpp6/2

Entstanden durch Einfiigen eines 579 bp Ncol-Frag-
ments, das durch PCR-Amplifikation aus pkpp6NA
mit den Oligonukleotiden OAN196 und OAN216 und
Restriktion mit Ncol entstanden ist in die entspre-
chende Stelle in pPkpp6:kpp2. Dieses Fragment um-
fasst 81 bp des kpp6-Promotors und einen 5'-Bereich
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des kpp6-Gens, der fiir die N-terminalen 168 Ami-
nosiuren kodiert. Damit steht in diesem Konstrukt ein
Fusionsgen aus dem 5'-Bereich von kpp6 und dem
gesamten kpp2-Gen unter der Kontrolle des kpp6-
Promotors.

pkpp6T355A,Y357F

Fiir dieses Konstrukt wurde durch gerichtete PCR-
Mutagenese mit den Oligonukleotiden OAN208,
OAN204 und OAN201 ein 1.101 bp Fragment des
3'-Bereichs erzeugt, das fiir ein verindertes kpp6-Al-
lel mit Aminosiure-Substitutionen an Position 355 (T
wird zu A) und 357 (Y wird zu F) kodiert und auBer-
dem eine zusitzliche interne EcoRI-Schnittstelle be-
sitzt. Durch Restriktion mit Narl und Ascl entstand
ein 1.001 bp Fragment, das gegen das entsprechende
Fragment in pkpp6NA ausgetauscht wurde.

pkpp6K220R

Fiir dieses Konstrukt wurde durch gerichtete PCR-
Mutagenese mit den Oligonukleotiden OAN207,
OAN204 und OAN201 ein 1.101 bp Fragment des
3'-Bereichs erzeugt, das fiir ein verindertes kpp6-Al-
lel mit einer Aminoséure-Substitution an Position 220
(K wird zu R) kodiert und auBlerdem eine zusitzliche
interne BspEI-Schnittstelle besitzt. Durch Restriktion
mit Narl und Ascl entstand ein 1.001 bp Fragment,
das gegen das entsprechende Fragment in pkpp6NA
ausgetauscht wurde.

pPo2tef:kpp6NA

Entstanden durch Austausch des 2.362 bp Ncol/
Dralll-Fragments in pCU4cgfp, das cgfp, den nos-
Terminator und die Hilfte der Carboxin-Resistenz-
kassette umfasst, durch ein 3.479 bp Ncol/Dralll-
Fragment aus pkpp6NA, das 81 bp des kpp6-Pro-
motors, das gesamte kpp6-Gen, den 435 bp 3'-UTR
und ebenfalls die Hilfte der Carboxin-Resistenzkas-
sette umfasst. Damit steht in diesem Konstrukt kpp6
unter Kontrolle des o2tef-Promotors.

pPo2tef:kpp6N-term

Entstanden in vergleichbarer Weise wie pPo2tef:
kpp6NA, wobei hier ein 2.417 bp Ncol/Dralll-Frag-
ment aus pkpp6N-term, auf dem 81 bp des kpp6-
Promotors, das kpp6N-term-Allel, der 435 bp 3'-UTR
und die Hilfte der Carboxin-Resistenzkassette liegen,
eingesetzt wurde. Damit steht in diesem Konstrukt
kppO6N-term unter Kontrolle des o2tef-Promotors.
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pPo2tef:kpp6C-term

Entstanden in vergleichbarer Weise wie pPo2tef:
kpp6NA, wobei hier ein 2.897 bp Ncol/Dralll-Frag-
ment aus pkpp6C-term, auf dem das kpp6C-term-Al-
lel, der 435 bp 3'-UTR und die Hilfte der Carboxin-
Resistenzkassette liegen, eingesetzt wurde. Damit
steht in diesem Konstrukt kpp6C-term unter Kontrolle
des o2tef-Promotors.

pPo2tef:kpp2

Entstanden durch Drei-Fragment-Ligation aus einem
1.073 bp Ncol/Notl-Fragment aus p123/kpp2 und ei-
nem 3.715bp Ncol/Dralll- und einem 1.637 bp
Dralll/Ncol-Fragment aus pCU4cgfp. Damit ist in
diesem Konstrukt kpp2 unter der Kontrolle des o2tef-
Promotors.

pPo2tef:kpp6/2

Entstanden durch Einfiigen eines 579 bp Ncol-Frag-
ments, das durch PCR-Amplifikation aus pkpp6NA
mit den Oligonukleotiden OAN196 und OAN216 und
Restriktion mit Ncol entstanden ist in die entspre-
chende Stelle in pPo2tef:kpp2. Dieses Fragment um-
fasst 81 bp des kpp6-Promotors und einen 5'-Bereich
des kpp6-Gens, der fiir die N-terminalen 168 Ami-
nosiduren kodiert. Damit steht in diesem Konstrukt ein
Fusionsgen aus dem 5'-Bereich von kpp6 und dem
gesamten kpp2-Gen unter der Kontrolle des o2tef-
Promotors.

Pkpp6NA-Cbx

Fiir die Herstellung dieses Plasmids zur Integration in
den kpp6-Locus wurde zundchst ein Zwischenkon-
strukt erzeugt, das eine 3'-Flanke von kpp6 enthilt.
Dazu wurden in einer Drei-Fragment-Ligation ein
464 bp BamHI/EcoRI-Fragment aus pAkpp6 Ble(-)
und ein daran anschlieBendes 889 bp EcoRI/HindIll-
Fragment aus SAN3336 in den mit BamHI und
HindlIll geodffneten Vektor pSP72 eingefiigt. Aus die-
sem Konstrukt wurde die 3'-Flanke als 2.482 bp Ascl/
Bgll-Fragment ausgeschnitten und zusammen mit ei-
nem 1.579 bp Ascl/Mfel-Fragment aus der Carboxin-
Resistenzkassette von pNEB-Cbx(+) und einem
5.966 bp Mfel/Bgll-Fragment aus pkpp6NA ligiert.
Das entstandene Konstrukt besteht aus 2.371 bp
kpp6-Promotor, dem kpp6NA-Allel, 435 bp kpp6-Ter-
minator, der Carboxin-Resistenzkassette und einer
909 bp 3'-Flanke von kpp6.

pkpp6T355A,Y357F-Cbx

Genauso entstanden wie pkpp6NA-Cbx, aufler dass in
den letzten Ligationsschritt ein 5.966 bp Mfel/Bgll-
Fragment aus pkpp6T355A,Y357F eingesetzt wurde.
Das entstandene Konstrukt besteht aus 2.371 bp
kpp6-Promotor, dem kpp6T355A,Y357F-Allel, 435 bp
kpp6-Terminator, der Carboxin-Resistenzkassette und
einer 909 bp 3'-Flanke von kpp6.

pkpp6K220R-Cbx

Genauso entstanden wie pkpp6NA-Cbx, aufler dass in
den letzten Ligationsschritt ein 5.966 bp Mfel/Bgll-
Fragment aus pkpp6k220R eingesetzt wurde. Das
entstandene Konstrukt besteht aus 2.371 bp kpp6-Pro-
motor, dem kpp6K220R-Allel, 435 bp kpp6-Termi-
nator, der Carboxin-Resistenzkassette und einer
909 bp 3'-Flanke von kpp6.

pkpp6N-myc

Fiir dieses Konstrukt wurde mit den Oligonukleotiden
OAN198 und OAN120 ein 649 bp PCR-Amplifikat
erzeugt, das den 5'-Bereich von kpp6 umfasst und
eine zusitzliche BamHI-Schnittstelle direkt hinter der
Ncol-Schnittstelle an dem angenommenen Transla-
tions-Startpunkt von kpp6 einfiihrt. Nach Restriktion
mit Ncol und Eagl entstand ein 269 bp Fragment, das
gegen das entsprechende Fragment in pkpp6NA aus-
getauscht wurde. Anschliefend wurde der Vektor mit
BamHI geoffnet und ein 120 bp BamHI-Fragment aus
pCK152 eingefiigt, das fiir ein Triple-Myc-Epitop
kodiert. Die BamHI-Schnittstelle wurde dabei so ge-
legt, dass dieses Fragment im Leseraster von kpp6
liegt.

pkpp6C-myc

Zur Herstellung dieses Konstrukts wurde pkpp6N mit
Kpnl und Ndel geoffnet und in einer Drei-Fragment-
Ligation zwei PCR-Amplifikate eingefiigt: ein 34 bp
Kpnl/Ascl-Fragment, das durch Amplifikation des
3'-Endes von kpp6 aus pkpp6N mit den Oligonukleo-
tiden OAN202 und OAN185 und anschlieBende Re-
striktion mit Kpnl und AscI entstanden ist (dabei ent-
stand eine AscI-Schnittstelle hinter dem Stoppkodon
von kpp6 und zusitzlich davor im kodierenden Be-
reich eine BamHI-Schnittstelle), und ein 250 bp
Ascl/Ndel-Fragment, das durch Amplifikation des
3'-UTRs von kpp6 aus pkpp6N mit den Oligonukleo-
tiden OAN199 und OAN200 und anschlieBende Re-
striktion mit Ascl und Ndel entstanden ist (dabei ent-
stand ebenfalls eine AscI-Schnittstelle hinter dem
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Stoppkodon von kpp6). Anschliefend wurde das
fehlende 480 bp Kpnl-Fragment aus dem 3'-Bereich
von kpp6 aus pkpp6N ausgeschnitten und in die
Kpnl-Schnittstelle in diesem Konstrukt eingefiigt.
SchlieBlich wurde der Vektor mit BamHI geoffnet
und ein 120 bp BamHI-Fragment aus pCK152 einge-
fiigt, das fiir ein Triple-Myc-Epitop kodiert. Die
BamHI-Schnittstelle wurde dabei so gelegt, dass die-
ses Fragment im Leseraster von kpp6 liegt.

pPkpp6(PRE1,2mut):kpp6

Fiir dieses Konstrukt wurden zunichst zwei PCR-
Fragmente aus dem kpp6-Promotorbereich erzeugt:
ein 227 bp Sphl/Hgal-Fragment, entstanden aus
SAN3314 durch Amplifikation mit den Oligonukleo-
tiden OAN205 und REV24 und nachfolgende Re-
striktion mit Sphl und Hgal, das die erste PRE-Box
enthdlt und dort eine Punktmutation einfiihrt
(TCCCTTTGT wird zu TCCTTTTGT), und ein 350 bp
Hgal/Ncol-Fragment, entstanden aus pkpp6N durch
Amplifikation mit den Oligonukleotiden OAN206
und OAN197 und nachfolgende Restriktion mit Hgal
und Ncol, das die zweite PRE-Box enthilt und dort
ebenfalls eine Punktmutation einfiihrt (ACCCTTTGT
wird zu ACCTTTTGT). Diese beiden Fragmente wur-
den in einer Drei-Fragment-Ligation in den mit Sphl
und Ncol gedffneten Vektor pkpp6N eingebracht.
Damit unterscheidet sich pPkpp6(PRE1,2mut):kpp6
von pkpp6N nur durch die beiden Punktmutationen in
den PRE-Boxen.

pPkpp6(PRE1mut):kpp6

Konstrukt ist pPkpp6
(PRE1,2mut):kpp6 entstanden; allerdings wurde in
die Drei-Fragment-Ligation statt dem 350 bp PCR-
Produkt, das die Punktmutation in PRE2 besitzt ein
entsprechendes Wildtyp-Fragment aus pkpp6N einge-

Dieses dhnlich wie

setzt, so dass das Endkonstrukt nur eine mutierte
PRE1 aufweist.

pPkpp6(PRE2mut):kpp6

Konstrukt ist pPkpp6
(PREI1,2mut):kpp6 entstanden; allerdings wurde in
die Drei-Fragment-Ligation statt dem 227 bp PCR-
Produkt, das die Punktmutation in PREI besitzt ein
entsprechendes Wildtyp-Fragment aus pkpp6N einge-
setzt, so dass das Endkonstrukt nur eine mutierte
PRE2 aufweist.

Dieses dhnlich wie
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pPkpp6:egfp

Entstanden durch Austausch von kpp6 und dem kpp6-
Terminator in pkpp6NA durch ein 1.012 bp Ncol/
EcoRI-Fragment aus pRU4egfp, das egfp und den
nos-Terminator umfasst. Damit steht in diesem Kon-
strukt egfp unter der Kontrolle des kpp6-Promotors.

pPkpp6(PRE1mut):egfp

Entstanden durch Austausch von kpp6 und dem kpp6-
Terminator in pPkpp6(PREImut):kpp6 durch ein
1.012 bp Ncol/EcoRI-Fragment aus pRU4egfp, das
egfp und den nos-Terminator umfasst. Damit steht in
diesem Konstrukt egfp unter der Kontrolle des kpp6-
Promotors, in dem PRE1 mutiert ist.

pPkpp6(PRE2mut):egfp

Entstanden durch Austausch von kpp6 und dem kpp6-
Terminator in pPkpp6(PRE2mut):kpp6 durch ein
1.012 bp Ncol/EcoRI-Fragment aus pRU4egfp, das
egfp und den nos-Terminator umfasst. Damit steht in
diesem Konstrukt egfp unter der Kontrolle des kpp6-
Promotors, in dem PRE2 mutiert ist.

pPkpp6(PRE1,2mut):egfp

Entstanden durch Austausch von kpp6 und dem kpp6-
Terminator in pPkpp6(PRE1,2mut):kpp6 durch ein
1.012 bp Ncol/EcoRI-Fragment aus pRU4egfp, das
egfp und den nos-Terminator umfasst. Damit steht in
diesem Konstrukt egfp unter der Kontrolle des kpp6-
Promotors, in dem beide PRE-Boxen mutiert sind.

weitere Plasmide

pAfrb52 Hyg(-)

Fiir die Herstellung dieses Deletionskonstrukts wur-
den zundchst zwei Bereiche aus dem frb52-Locus
subkloniert. Fiir die 5'-Flanke war dies ein 1,1 kb
HindIII-Fragment aus dem Cosmid 4D5, das in die
HindllI-Schnittstelle von pUC19 inseriert wurde (er-
gab SAN3351). Fiir die 3'-Flanke wurde ein 1,5 kb
HindIll/Kpnl-Fragment aus demselben Cosmid, das
den 3'-UTR von frb52 umfasst, in die entsprechenden
Schnittstellen von pUC19 inseriert (ergab SAN3375).
Anschlieend wurde SAN3351 mit Xbal und Kpnl
geoffnet und in einer Drei-Fragment-Ligation zwei
weitere Fragmente eingefiigt: ein 203 bp Xbal/Ascl-
Fragment, das durch Amplifikation des 5'-UTR von
frb52 aus SAN3351 mit den Oligonukleotiden
OANI155 und REV24 und anschliefende Restriktion

mit Xbal und Ascl entstanden ist (dabei entstand eine
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Ascl-Schnittstelle am Translations-Startpunkt von
frb52); und ein 328 bp Ascl/Kpnl-Fragment, das
durch Amplifikation des 3'-UTR von frb52 aus
SAN3375 mit den Oligonukleotiden OAN156 und
UNI24 und anschlieBende Restriktion mit AscI und
Kpnl entstanden ist (dabei entstand eine AscI-Schnitt-
stelle am Stoppkodon von frb52). Dieses Konstrukt
wurde mit Kpnl linearisiert und ein 1.077 bp Kpnl-
Fragment aus SAN3375 eingefiigt, das den angren-
zenden Bereich aus dem 3'-UTR von frb52 enthiilt.
Dieses Konstrukt wurde mit Ascl linearisiert und die
2.912 bp Ascl Hygromycin-Resistenzkassette aus
pNEB-Hyg(+) in Minus-Orientierung inseriert. Das
Deletionskonstrukt enthilt eine 809 bp HindIll/Ascl
5'-Flanke und eine 1.405 bp Ascl/Kpnl 3'-Flanke; bei
homologer Rekombination in U. maydis wird der ge-
samte ORF von frb52 deletiert.

pAfrb110 Hyg(+)

Fiir die Herstellung dieses Deletionskonstrukts wur-
den zunichst zwei iiberlappende Bereiche aus dem
frb110-Locus subkloniert. Fiir die 5'-Flanke war dies
ein 5,0 kb Xbal-Fragment aus dem Cosmid 29D4, das
den 5-UTR von frbl10 und das Gen umfasst und in
die Xbal-Schnittstelle von pBS(+)SK inseriert wurde
(ergab SAN3198). Fiir die 3'-Flanke wurde ein 5,4 kb
BamHI-Fragment aus demselben Cosmid, das den
3'-UTR von frb110 und das gesamte Gen umfasst, in
die BamHI-Schnittstelle von pUC19 inseriert (ergab
SAN3337). Aus SAN3198 wurde ein internes
BamHI-Fragment entfernt und der Vektor religiert
(ergab SAN3324). Anschliefend wurde das Plasmid
pSL1180 mit Ndel und PstI geoffnet und in einer
Drei-Fragment-Ligation zwei weitere Fragmente ein-
gefiigt: ein 100 bp Ndel/Notl-Fragment, das durch
Amplifikation des 5'-UTR von frbl10 aus SAN3324
mit den Oligonukleotiden OAN159 und REV24 und
anschlieende Restriktion mit Ndel und NotI entstan-
den ist (dabei entstand eine Notl-Schnittstelle am
Translations-Startpunkt von frb110); und ein 360 bp
Notl/PstI-Fragment, das durch Amplifikation des
3'-UTR von frb110 aus SAN3337 mit den Oligonu-
kleotiden OAN160 und OANI151 und anschlieBende
Restriktion mit NotI und Pstl entstanden ist (dabei
entstand eine NotI-Schnittstelle am Stoppkodon von
frb110). Aus diesem Konstrukt wurden die PCR-
Fragmente als 373 bp Ndel/Ascl-Fragment ausge-
schnitten und mit drei weiteren Fragmenten in einer
Vier-Fragment-Ligation zusammengefiigt: einem
1.099 bp Sphl/Ndel-Fragment aus SAN3198, das die

5'-Flanke enthilt, einem 592 bp Ascl/Kpnl-Fragment
aus SAN3337, das die 3'-Flanke enthilt und dem mit
Sphl und Kpnl gedffneten Vektor pUC19. Dieses
Konstrukt wurde mit NotI linearisiert und die
2.896 bp Notl Hygromycin-Resistenzkassette aus
pSL-Hyg(+) in Plus-Orientierung inseriert. Das De-
letionskonstrukt enthidlt eine 1.199 bp Sphl/Not
5'-Flanke und eine 865 bp Notl/Kpnl 3'-Flanke; bei
homologer Rekombination in U. maydis wird der ge-
samte ORF von frbl10 deletiert.

pAnarl

Fiir dieses Konstrukt wurde ein 3,2 kb EcoRI/Notl-
Fragment aus dem 3'-UTR von narl aus dem Cosmid
20C4 in die entsprechenden Stellen in pSL1180 inse-
riert (die NotI-Schnittstelle liegt hinter dem Stoppko-
don von narl und wurde durch gerichtete PCR-
Mutagenese mit dem Oligonukleotid OANI18 er-
zeugt), dieses mit NotI und Nrul geodffnet, ein 172 bp
Notl/Smal-Polylinker aus pSL1180 eingefiigt, der
entstandene Vektor mit Bsp1201 und Ndel linearisiert
und schlieBlich der narl-Promotor als 2.109 bp Notl/
Ndel-Fragment aus pRU2 eingesetzt. Daraus entstand
das Plasmid pAnarlpro, in das beliebige Gene als
Ndel/Notl-Fragmente eingebaut werden kdnnen, um
durch homologe Rekombination in den narl-Locus
eingebracht zu werden. Das eigentliche Deletions-
konstrukt pAnarl entstand durch Restriktion mit NotI
und Ndel, Auffiillen der iiberhingenden Enden und
Religation. Es besitzt eine 2,1 kb 5'-Flanke und eine
3,2 kb 3'-Flanke und bei homologer Rekombination
in U. maydis wird das gesamte nar/-Gen deletiert.

pNEB-narl

Enthilt das narl-Gen als Ndel/Ascl-Fragment in
pNEB193, entstanden durch Amplifikation mit den
Oligonukleotiden OAN33 und OANI18.

pApyré

Fiir dieses Konstrukt wurde zunéchst ein 4,0 kb PstI-
Fragment aus dem Cosmid 29F4 ein den mit PstI li-
nearisierten Vektor pUCI9 kloniert (ergab pUC-
pyr6). Danach wurde durch PCR-Amplifikation aus
diesem Konstrukt mit den Oligonukleotiden UNI24
und pyr6-Notl-5' eine 5'-Flanke und durch Amplifi-
kation mit REV24 und pyr6-Notl-3' eine 3'-Flanke
erzeugt. Diese beiden Fragmente wurden mit Notl
und PstI geschnitten und zusammen in den mit PstI
geoffneten Vektor pUC19 inseriert. Das Konstrukt
besitzt eine 1,6 kb PstI/NotI 5'-Flanke und eine 1,7 kb
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Pstl/Notl 3'-Flanke; bei homologer Rekombination in
U. maydis wird das gesamte pyr6-Gen deletiert.

pNEB-pyr6 Ndel-Ascl

Enthilt das pyr6-Gen als Ndel/AscI-Fragment in
pNEB193, entstanden durch Amplifikation mit den
Oligonukleotiden OAN12 und OAN14.

PNEB-pyr6 Ncol-Ascl

Enthilt das pyr6-Gen als Ncol/Ascl-Fragment in
pNEB193, entstanden durch Amplifikation mit den
Oligonukleotiden OAN13 und OAN14.

pAbig6 Hyg(+)

Dazu wurde das Plasmid pFA7, welches das Ampli-
con von big6 trigt, mit Mfel gedffnet und eine Apol
Hygromycin-Resistenzkassette aus pSL-Hyg(+)
AEcoRI in Plus-Orientierung eingesetzt. Die Mfel-
Schnittstelle befindet sich etwa in der Mitte des
1.207 bp groBen Amplicons, Hyg(+)AEcoRI ist ein
Derivat von pSL-Hyg(+), bei dem die interne EcoRI-
Schnittstelle in der Hygromycin-Resistenzkassette
durch gerichtete PCR-Mutagenese zerstort ist (G.
Weinzierl, pers. Mitteilung).

pPnar:pkcl Ble(+)

Fiir dieses Konstrukt wurde zunéchst ein 1,9 kb PsrI-
Fragment aus dem Cosmid 1C12, das etwa 1,1 kb
pkcl-Promotor und etwa 0,8 kb des 5'-Bereichs von
pkcl umfasst, in die entsprechende Stelle in pUC19
kloniert und die Ndel-Schnittstelle im Vektor-Riick-
grat deletiert. AnschlieBend wurde durch gerichtete
PCR-Mutagenese mit den Oligonukleotiden OANS5
und OANS86 eine neue Ndel-Schnittstelle am Trans-
lations-Startpunkt von pkc/ eingefiihrt. In diese
Schnittstelle wurde ein 3.430 bp Ndel-Fragment aus
pSL-Ble(+)-narlpr eingefiigt, die den nar/-Promotor
und eine Phleomycin-Resistenzkassette enthilt. pSL-
Ble(+)-narlpr ist entstanden durch die Insertion eines
2.882 bp Hpal/Sspl-Fragments aus pRU4 in den mit
Nrul linearisierten Vektor pSL-Ble(+). Das Konstrukt
pSL-Ble(-)-narlpr mit gegenldufiger Phleomycin-Re-
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sistenzkassette wurde ebenfalls hergestellt; in diesem
Fall erfolgte die Insertion in pSL-Ble(-). Mit dem
pkcl-Insertionskonstrukt kann nach homologer Re-
kombination in U. maydis eine regulierte Expression
von pkcl erreicht werden.

pAphcl Nat(+)

Fiir dieses Konstrukt wurde zunichst ein 3,2 kb PstlI-
Fragment aus dem Cosmid 1C12, das in der Mitte des
Gens phcl liegt, in die entsprechende Stelle in
pUC19 kloniert. AnschlieBend wurde ein internes
1.977 bp Sacll/Ncol-Fragment deletiert und durch
eine 1.470 bp Sacll/BspHI Nourseothricin-Resistenz-
kassette aus pSL-Nat(-) ersetzt. Damit besitzt dieses
Deletionskonstrukt noch Flanken von 739 und
495 bp.

pOH

One-Hybrid Hefevektor, der eine singuldre Smal-
Schnittstelle vor einem cyc/-Basalpromotor und dem
lacZ-Gen besitzt. Entstanden aus pLGA312 durch Li-
nearisierung mit Xmal, Auffiillen der iiberhdngenden
Enden, darauf folgend Linearisierung mit Sa/l und
Einfiigen eines PmlI/Sall Polylinker-Fragments aus
pSL1180. In dem so entstandenen Plasmid pLG-S
wurde durch Restriktion mit Smal und anschlieBende
Religation ein 252 bp Smal-Fragment entfernt, so
dass eine singulire Smal-Schnittstelle und damit pOH
entsteht.

pFA#

Klone aus dem RNA-Fingerprint-Testansatz; die
Amplicons wurden in pCR-Topo kloniert, die Num-
mer entspricht der Nummerierung der Amplicons im
Testansatz.

pFRB#
Klone aus dem zweiten RNA-Fingerprint-Ansatz; die
Amplicons wurden in pCR-Topo kloniert, die Num-
mer entspricht der Nummerierung der Amplicons im
Ansatz.
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4.1.5 Sequenzierungsstrategien

narl-Locus
nirt nart
— —
-3053 1199 1 2049 3567
SAN1035 40 29 31 42
(E) 41 26 28 30 18 (E)
SAN279
B—or B
SAN559 SAN759
B REV X H REV X
SAN594
X =g H
SANsS7_____
X e i N
SAN569
X X

REV

Abbildung 37: Der narl-Locus. Dargestellt ist die relative Lage der Subklone aus den Cosmiden 20C4
(SAN1035) und 2B5 (restliche Klone) und der Einzelsequenzen. Die EcoRI-Schnittstelle des Subklons
SAN1035 konnte in den Subklonen aus dem anderen Cosmid nicht gefunden werden, deswegen ist die
genaue Lage unklar. Er geht im 3'-Bereich von narl noch etwa 2,7 kb weiter. Verwendete Restriktions-
enzyme: B, Bg/II; E, EcoRI; H, HindIIl; N, Nhel; X, Xhol. Verwendete Oligonukleotide: REV, REV24;
UNI, UNI24; die Nummern beziehen sich auf OAN-Oligonukleotide. Die Abbildung ist maBstabsge-

recht.
frb52-Locus
—
frb52 tef2
I 'i_) I _— .
-3002 1 22472435 5642
SAN3232 <Ml 19 143 <
Beev—=> —= —m > T T N
SAN3305 SAN3302
B - E H = B
SAN3700 SAN3376 __ SAN3374
B ~<n— H X o E Sl B
SAN3351 SAN3373
H —Rev > H Hec —gev > B
SAN3375 SAN3372
H -~ K P = B
SAN3311 SAN3312
B N Sc X RV o B

Abbildung 38: Der frb52-Locus. Dargestellt ist die relative Lage der Subklone aus dem Cosmid 4D5
und der Einzelsequenzen. Verwendete Restriktionsenzyme: B, BamHI; E, EcoRI; He, Hincll; H, HindIII;
K, Kpnl; P, Pstl; Sc, Sacl; S, Sall; X, Xbal. Verwendete Oligonukleotide: REV, REV24; UNI, UNI24;
die Nummern beziehen sich auf OAN-Oligonukleotide. Der dicke Strich gibt die Lage des frb52-Ampli-
cons an. Die Abbildung ist mafistabsgerecht.
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Jfrb110-Locus

frb110 h1
i go
T |
-3376 1 1794 1987 3063 5249
SAN3198 e ~E A SAN3396
X REV 159 UNI X A UNI B
SAN3337 —
B UNI 124 151 REV B
SAN3326 SAN3395
X <Rev B Scon—>B
SAN3389 SAN3393
X Rev_Sp B <Rev 9l
SAN3390 SAN3392
X <mev_Hc B ~wev P

Abbildung 39: Der frb110-Locus. Dargestellt ist die relative Lage der Subklone aus dem Cosmid 29D4
und der Einzelsequenzen. Verwendete Restriktionsenzyme: A, Apol; B, BamHI; He, Hincll; P, PstI; Sc,
Sacl; Sl, Sall; Sp, Sphl; X, Xbal. Verwendete Oligonukleotide: REV, REV24; UNI, UNI24; die Num-
mern beziehen sich auf OAN-Oligonukleotide. Der dicke Strich gibt die Lage des frb/10-Amplicons an.
Die Abbildung ist maBstabsgerecht.

kpp6-Locus
—
= kpp6 ohne Homologie
| F — = .
2667 1 1599 2230 4110
SAN3157 e — SAN3385
B —TEr— ~—F— N E—i> B
SAN3383 SAN3314
B —gmi—> Hc H—— N
SAN3336 ~
B—ow— —m @ > ~Tmv B
SAN3379
B ~~TRev__Hc
SAN3364
B—m>— = H
SAN3384 ~——
B -~ Sl

Abbildung 40: Der kpp6-Locus. Dargestellt ist die relative Lage der Subklone und der Einzelsequenzen.
Die Plasmide SAN3157, SAN3314, SAN3364 und SAN3379 stammen aus dem Cosmid 4D9 (die Notl-
Schnittstelle liegt im Cosmid-Riickgrat), die Plasmide SAN3336, SAN3383, SAN3384 und SAN3385
stammen aus dem Cosmid 6F7. Verwendete Restriktionsenzyme: B, BamHI; E, EcoRI; He, Hincll; H,
HindIII; N, NotI; Sl, Sall. Verwendete Oligonukleotide: REV, REV24; UNI, UNI24; die Nummern be-
ziehen sich auf OAN-Oligonukleotide. Der dicke Strich gibt die Lage des frb92-Amplicons an. Die Ab-
bildung ist maf3stabsgerecht.
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frb136/frb34-Locus (cab-Locus)

o136 10204 134
orf1 frb136 orf2 orf3 frb34 orf4
e —1
1 671 2038 3129 5153 5618 7246 8576 10501 11999 13321 14956 16593 18094
SAN3205 SAN3131
H o™ 552 5 wev 1 P o =P
SAN3246 <5 B SAN3222 _ U8
B e v B Prev -~ P
SAN3329 SAN3232 SAN3290 SAN3367
H  —wB Emr B B S Sl g
SAN3330 __ SAN3399 SAN3400 SAN3297 SAN3299 ____
HogX Bz Scgw B Sc g P Eq P
SAN3398 ____ SAN3296 ___  SAN3295 ____
B —§zvSp P TN Sc Eoe P
SAN3397 SAN3291 _ EEY SAN3298 ___
B —=H Bguv— B P T E
SAN3331 SAN3369
e H PT wxm
SAN3371
PR E
SAN3368
P < S
SAN3366
P ~Rev SP

Abbildung 41: Der frb136/frb34-Locus (cab-Locus). Dargestellt ist die relative Lage der Subklone und
der Einzelsequenzen. Die Plasmide SAN3205, SAN3329, SAN3330 und SAN3331 stammen aus dem
Cosmid 8C12, die iibrigen Plasmide stammen aus dem Cosmid 25D8. Verwendete Restriktionsenzyme:
B, BamHI; E, EcoRI; He, Hincll; H, HindIll; Sc, Sacl; Sl, Sall; Sp, Sphl; P, PstI; X, Xbal, Xm, Xmal.
Verwendete Oligonukleotide: REV, REV24; UNI, UNI24; die Nummern beziehen sich auf OAN-Oligo-
nukleotide. Die dicken Striche geben die Lage der Amplicons frb34, frb136 und frb204 an. Die Abbil-
dung ist maBstabsgerecht.
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4.2 Mikrobiologische, zellbiologische und genetische Methoden

4.2.1 Escherichia coli

Kultivierung von E. coli

E. coli-Stimme wurden entweder als Schiittelkulturen
bei 200 Upm oder auf Festmedien unter aeroben Be-
dingungen bei 37°C kultiviert. Ubernachtkulturen
wurden von YT-Amp Festmedien angeimpft. Die bei
-80°C gelagerten Glycerinkulturen wurden vor weite-
ren Arbeiten immer zuerst auf YT-Amp Festmedien

ausgestrichen.

Bestimmung der Zelldichte bei E. coli

Die Zelldichte von Fliissigkulturen wurde photome-
trisch in einem Novospec II Photometer (Pharmacia
Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineare Ab-
hingigkeit sicherzustellen, wurden fiir die Messung
der ODy, die Kulturen durch entsprechende Verdiin-
nung auf einen Wert unterhalb von 0,8 verdiinnt. Als
Nullwert wurde die ODy, des jeweiligen Kulturme-
diums verwendet. ODgy, = 1,0 entspricht etwa 10’
Zellen/ml.

RbCl-Transformation von E. coli

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Cohen et al.
(1972). Zur Herstellung transformationskompetenter
Bakterienzellen wurden 100 ml LB-Medium, dem je
10 mM MgCl, und MgSO, zugesetzt war, mit 1 ml
einer frischen DH50.-Ubernachtkultur angeimpft und
bis zu einer ODgy, = 0,5 bei 37°C und 200 Upm inku-
biert. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren fiir 15
min bei 3.000 Upm und 4°C (Heraeus Varifuge 3.0R)
pelletiert und in 33 ml eiskalter RF1-Losung resus-
pendiert. Nach 30 bis 60 min Inkubation auf Eis wur-
den die Zellen erneut abzentrifugiert (15 min, 3.000
Upm, 4°C, Heraeus Varifuge 3.0R), der Uberstand
abgenommen, die Zellen in 5 ml eiskalter RF2-Lo-
sung resuspendiert und 15 min inkubiert. Die Zell-
suspension wurde zu je 100 pl aliquotiert, in fliissi-
gem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gela-
gert.
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Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis auf-
getaut, jeweils 50 pl mit 10 pl Plasmidlosung (1-5 ng
Plasmid) bzw. Ligationsansatz versetzt und 15 min
auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 2 min
bei 42°C wurde der Transformations-Ansatz zur phi-
notypischen Expression der durch das eingebrachte
Plasmid vermittelten Antibiotikaresistenz mit 800 pl
dYT-Medium versetzt und 30 min bei 500 Upm und
37°C in einem Eppendorf-Wirmeblock inkubiert.
200 pl des Transformations-Ansatzes wurde auf YT-
Platten mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Auf diese Weise
konnte eine Transformationsrate von 10° Transfor-
manten pro 1 ug eingesetzter Plasmid-DNA erreicht
werden.

RF1-Losung:
100 mM RbCl
50 mM MnCl, x 4 H,0
30 mM K-Acetat
10 mM CaCl, x 2 H,0
15% (v/v) Glycerin
in H,Opy
mit Essigsdure auf pH 5,8 einstellen und sterilfil-
trieren

RF2-Losung:
10 mM MOPS
10 mM RbCl
75 mM CaCl, x 2 H,0
15% (v/v) Glycerin
in HyOpq
mit NaOH auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrie-
ren

Elektroporations-Transformation von
E. coli

Eine frische Ubernachtkultur von E. coli DH5a
wurde 1:100 in 500 ml LB-Medium verdiinnt und bei
37°C und 200 Upm bis zu einer ODgy, = 0,7 geschiit-
telt. Die Zellen wurden dann fiir 15-30 min auf 0°C
heruntergekiihlt und anschlieBend abzentrifugiert
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(300 Upm, 15 min, 4°C, Heraeus Varifuge 3.0R). Das
Pellet wurde in 500 ml kaltem Wasser resuspendiert,
abzentrifugiert, erneut in kaltem Wasser (250 ml) re-
suspendiert und wieder pelletiert. Anschliefend wur-
den die Zellen in 10 ml kaltem 10%igem Glycerin re-
suspendiert, abzentrifugiert und schlieBlich in 0,5 bis
1 ml kaltem 10%igem Glycerin aufgenommen. Die
transformationskompetenten Zellen wurden aliquo-
tiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C aufbewabhrt.

Zur Transformation wurden die elektrokompetenten
Zellen langsam auf Eis aufgetaut. 40 pl Zellsuspen-
sion wurden mit bis zu 5 ul DNA aus einem Liga-

4.2.2 Ustilago maydis

Kultivierung von U. maydis

U. maydis-Staimme wurden entweder als Schiittel-
kulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien unter
aeroben Bedingungen bei 28°C kultiviert, sofern
nicht anders vermerkt. Ubernachtkulturen wurden
von Kulturen auf Festmedien, die weniger als einen
Monat bei 4°C gelagert wurden, angeimpft. Die bei
-80°C gelagerten Glycerinkulturen wurden vor weite-
ren Arbeiten immer zuerst auf Festmedien ausgestri-
chen.

Induktion von Stimmen

Die Stimme wurden aus Vorkultur in Fliissigmedium
angeimpft, das reprimierende Bedingungen bot (im
Fall des narl-Promotors Ammoniumionen als einzige
Stickstoffquelle, im Fall des crgl-Promotors Glucose
als einzige Kohlenstoffquelle) und bis zu ODg, = 0,5
bei 29°C und 200 Upm inkubiert. Die Zellen wurden
daraufhin abzentrifugiert (3.000 Upm, 5 min, RT,
Heraeus Varifuge 3.0R), der Uberstand abgenommen
und die Zellen im gleichen Volumen H,O; resus-
pendiert. Nach nochmaliger Pelletierung (3.000 Upm,
5 min, RT, Heraeus Varifuge 3.0R) wurden die Zel-
len in Fliissigmedium resuspendiert, das induzierende
Bedingungen bot (im Fall des narl-Promotors Ni-
trationen als einzige Stickstoffquelle, im Fall des
crgl-Promotors Arabinose als einzige Kohlenstoft-
quelle). Die Kulturen wurden bei 29°C und 200 Upm

tionsansatz gemischt und 1 min auf Eis inkubiert. Der
Transformationsansatz wurde daraufhin in eine vor-
gekiihlte 0,2 cm breite Elektroporationskiivette iiber-
fiihrt und die Kiivette in die vorgesehene Halterung
des Gene Pulsers gestellt (Gene Pulser, BioRad). Di-
rekt danach wurde der Puls ausgelost (25 mF, 2,5 kV,
200 W). Die Entladungszeit sollte zwischen 4 und 5
msec liegen. Im Anschluss an die Entladung wurde
sofort 1 ml SOC-Medium in den Transforma-
tionsansatz pipettiert. Die Zellen wurden zur Regene-
ration 45 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend
auf YT-Amp-Platten ausgestrichen.

fiir die gewiinschte Zeit geschiittelt. Bei der Zellernte
wurden die Kulturen schnell auf 0°C heruntergekiihlt
und die weiteren Schritte auf Eis bzw. die Zentrifu-
gationsschritte bei 4°C durchgefiihrt.

Bei Induktion auf Festmedien wurde die Vorkultur
unter reprimierenden Bedingungen durchgefiihrt.

Bestimmung der Zelldichte bei U. maydis

Die Zelldichte von Fliissigkulturen wurde photome-
trisch in einem Novospec II Photometer (Pharmacia
Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineare Ab-
hingigkeit sicherzustellen, wurden fiir die Messung
der ODy, die Kulturen durch entsprechende Verdiin-
nung auf einen Wert unterhalb von 0,8 verdiinnt. Als
Nullwert wurde die ODy, des jeweiligen Kulturme-
diums verwendet. ODg, = 1,0 entspricht etwa 1-5 x
107 Zellen/ml.

Transformation von U. maydis

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Schulz et al.
(1990) und Gillissen et al. (1992). Von einer auf
Platte wachsenden Kultur wurde eine 4 ml YEPS-
Fliissigkultur angesetzt und fiir 8-10 h bei 28°C ge-
schiittelt. Diese Vorkultur wurde anschlieBend 1/300
in 50 ml frischem YEPS,-Medium verdiinnt und bei
29°C bis zu einer Zelldichte von 1-2 x 107 Zellen/ml
(bis maximal ODy,, = 1,0) geschiittelt. Nach Errei-
chen des optimalen Zelltiters wurden die Zellen durch
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Zentrifugieren (3.200 Upm, 10 min, 4°C, Heraeus
Varifuge 3.0R) geerntet, einmal mit 25 ml SCS
gewaschen und in 2 ml SCS mit 2,5 bis 5 mg/ml
Novozym resuspendiert. Die in diesem Puffer bei
Raumtemperatur ablaufende Protoplastierung kann
mikroskopisch verfolgt werden, da die zigarrenformi-
gen Zellen nach Lyse der Zellwand eine kugelige
Form einnehmen. Nach vollstindiger Protoplastie-
rung (5-15 min) wurden 10 ml SCS zugegeben und
die Protoplasten durch 10miniitige Zentrifugation bei
2.300 Upm (4°C, Heraeus Varifuge 3.0R) pelletiert.
Um das Novozym vollstindig zu entfernen, wurde
dieser Waschgang dreimal wiederholt. Anschlieend
wurde mit 10 ml STC gewaschen und das Pellet da-
nach in einem Volumen von 0,5 ml eiskaltem STC
aufgenommen. Die so behandelten Protoplasten kon-
nen 3-4 h auf Eis oder aliquotiert bei -80°C mehrere
Monate aufbewahrt werden.

Zur integrativen Transformation wurden 50 upl Pro-
toplasten mit 1-5 pl linearisierter Plasmid-DNA (ca. 5
ung) und 1 pl Heparin-Losung fiir 10 min auf Eis in-
kubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml STC/PEG folgte
eine weitere Inkubation von 15 min auf Eis. An-
schlieBend wurde der gesamte Transformationsansatz
auf einer kurz zuvor mit Top-Agar iiberschichteten
Regenerationsagarplatte ausgestrichen. Nach 2 bis 5
Tagen Inkubation bei 28°C wurden die gewachsenen
Kolonien mit Zahnstochern auf Antibiotikum-halti-
gen PD-Platten, vereinzelt. Potentielle Transforman-
ten wurden mittels Ganz-Zell-PCR vorselektiert und
abschlieBend durch Southern-Blot Analyse verifiziert.
Die Stimme wurden vor weiteren Experimenten ins-
gesamt dreimal vereinzelt.

SCS:
20 mM Na-Citrat, pH 5,8
1 M Sorbitol

in H,0;4, sterilfiltriert

STC:
10 mM Tris-Cl, pH 7,5
100 mM CaCl,
1 M Sorbitol
in H,0,;4, sterilfiltriert

STC/PEG:

15 ml STC
10 g PEG4000
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Kreuzungsversuche bzw. Test auf fila-
mentoses Wachstum

U. maydis-Stamme wurden von Platte in YEPS-Fliis-
sigmedium inokuliert. Bei 29°C wurden die Zellen
bis zu einer ODg,, von 0,5-1,0 inkubiert. Die Zellen
wurden geerntet (Zentrifugieren bei 3.500 Upm fiir 7
min bei RT in der Heraeus Varifuge 3.0R) und das
Pellet anschlieend in H,0,;, so aufgenommen, dass
die Zelldichte bei etwa ODg, = 5,0 lag. Bei Kreuzun-
gen wurde gleiche Volumina der jeweiligen Kreu-
zungspartner in einem Eppendorf-Gefill miteinander
gemischt. Von jedem Ansatz wurden 3 pl auf eine
PD-CC-Platte getropft. Die Platte wurde fiir 24 h bei
21°C unter Luftabschluss inkubiert. Anschliefend
wurde der Kreuzungsversuch anhand der Filament-
bildung ausgewertet.

Konfrontationstest

Diese Methode ist in Snetselaar er al. (1996) be-
schrieben. Die zu testenden Stimme wurden im CM-
Medium bei 29°C mit 200 Upm bis zu einer Dichte
von ODgy, = 0,8 geschiittelt. Die Zellen wurden pel-
letiert (3.000 Upm, 5 min, RT, Heraeus Varifuge
3.0R) und bis zu einer ODgy, = 5,0 in H,0y;y resus-
pendiert. Objekttriger wurden mit 2%igem Was-
seragar in einer Hohe von ca. 2 mm beschichtet und
0,5 ul der Zellsuspension in einer Reihe auf den Ob-
jekttriger getropft. Nach dem Eintrocknen der ersten
Reihe (ca. 5 min) wurde der zweite Stamm in einer
zweiten Reihe in etwa 100-200 um Abstand getropft
(0,5 ul). Nachdem die zweite Reihe eingetrocknet
war, wurde iiber die Tropfen, die nahe aneinander la-
gen, sich aber nicht beriihrten, 3 pl Paraffinol ge-
tropft. Diese Objekttrager wurden in einer feuchten
Kammer bei 29°C inkubiert bis sie unter einem Pha-
senkontrast-Mikroskop (Axiophot, ZEISS) mittels
DIC-Mikroskopie analysiert werden konnten.

Pheromonstimulation in Fliissigkultur

Die zu testenden Stimme wurden im PD- bzw. AM-
Fliissigmedium bei 29°C mit 200 Upm bis zu einer
Dichte von ODgy = 0,8 geschiittelt. Jeweils 1 ml
Kultur wurde in 15 ml PPN Zentrifugenréhrchen
(Greiner) pelletiert (3.000 Upm, 5 min, RT, Heraeus
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Varifuge 3.0R) und der Uberstand abgenommen. Die
Pellets wurden in 1 ml PD- bzw. NM-Medium, dem
zuvor kompatibles Pheromon in DMSO in einer End-
konzentration von 1 pg/ml oder nur DMSO zugesetzt
worden war, resuspendiert. Die Zellen wurden an-
schliefend in den PPN-Réhrchen auf einem Rollo-
drum Inkubator (New Brunswick Scientific) bei ca.
20 Upm in nahezu waagrechter Position gedreht.
Nach verschiedenen Zeitpunkten wurde die Bildung
von Konjugationshyphen mikroskopisch analysiert.

Test auf Pathogenitat

Die Einzelheiten der beiden verwendeten Pathogeni-
tétstests, Spritz- und Tropfinfektion, sind in Abschnitt
2.4.4 ausfiihrlich erklart. Etwa 14 Tage nach Infek-
tion wurden die entstandenen Tumore lichtmikrosko-
pisch auf Sporenbildung untersucht.

Sporulation und Segregationsanalyse

Von den infizierten Pflanzen wurden Tumore abge-
schnitten und etwa eine Woche bei 37°C getrocknet.
Die aus den Tumoren préparierten Sporen wurden
15 min in einer 1,5%igen CuSO,-Losung inkubiert,
um eventuell noch vorhandene Sporidien abzutdten
und anschlieend mit H,0,;; gewaschen. Verdiinnun-
gen dieser Sporensuspension wurden auf YEPS,-
Platten ausplattiert, denen Chloramphenicol, Kana-
mycin und Tetracyclin zugesetzt war, um bakterielle
Kontaminationen zu entfernen. Die aus einer Spore
auswachsenden Sporidien wurden zweimal vereinzelt
und der Genotyp durch Testkreuzungen mit den
Stammen FB1 (al bl), FB2 (a2 b2), FB6b (al b2)
und FB6a (a2 bl) bestimmt. Als Schnelltest zum
Nachweis fiir erfolgreiche Meiose konnen die aus ei-
ner Spore entstandenen Kolonien auch direkt auf PD-
CC Festmedium vereinzelt werden. Bereiche mit ho-
her Koloniedichte miissen filamentos erscheinen,
dicht nebeneinander liegende Kolonien in der Hilfte
der Fille an der Kontaktstelle Filamentbildung zei-
gen, in der anderen Hilfte der Fille dagegen nicht,
und einzeln liegende Kolonien miissen eine glatte
Koloniemorphologie aufweisen.

Test auf filamentoses Wachstum auf der
Maispflanze

Zur Untersuchung des filamentoses Wachstums auf
der Maispflanze und der Ausbildung von appresso-
rienartigen Infektionsstrukturen wurden Maispflanzen
mittels Spritzinfektion infiziert. Nach 24 und 48 h
wurde dann ein Stiick von der Blattspreite des dritten
Blatts, das unterhalb der Durchstichstelle lag, ausge-
schnitten und mit einer Rasierklinge in kleine Stiicke
geschnitten. Die Blattstiicke wurden 1 min in eine
Fungifluor-Firbelosung (Sigma) gelegt und danach
zweimal mit Wasser gewaschen. Die Priparate wur-
den anschlieBend in einem Tropfen Wasser unter UV-
Licht im Fluoreszenz-Mikroskop (Axiophot, ZEISS)
untersucht.

Mikroskopie und Bildverarbeitung

Die zellmorphologische Betrachtung von U. maydis
erfolgte an einem Lichtmikroskop (Axiophot, ZEISS)
mittels Nomarski-Optik. Fiir DIC-Mikroskopie und
Fluorszenz-Mikroskopie wurde ein 100faches Plan-
Apochromat Objektiv (ZEISS) mit 1,4 numerischer
Apertur verwendet. 8 ul der entsprechenden Kultur
bzw. des fixierten Priparats wurden zur Analyse auf
Objekttriager getropft. Fiir die Betrachtung und pho-
tographische Dokumentation sind Zelldichten von
etwa 2,5 x 10° Zellen/ml ideal, die Kulturen sollten
entsprechend verdiinnt werden. Fiir die Fluoreszenz-
Mikroskopie wurden Filter mit folgendem Anre-
gungs- und Emissionsspektrum eingesetzt: DAPI-
Férbung, 365 nm und >397 nm; SGFP und EGFP,
450-490 nm und 515-565 nm; YGFP, 500-520 nm
und 535-550 nm; CGFP, 390-420 nm und >450 nm.
Digitale Aufnahmen mit einer hochauflosenden
CCD-Kamera (C4742-25, Hamamatsu) wurden mit
dem Programm IMAGE PRO PLUS (Media Cyberne-
tics) nachbearbeitet (Bildausschnitt, Kontrastverstir-
kung, Mafstabskalierung) und als TIFF-Dateien fiir
die weitere Bearbeitung in den Programmen
PHOTOSHOP 5.5 (Adobe) und CANVAS 6.0 (Deneba)
abgespeichert.
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Fixierung von Zellen

Zellen wurden durch Zugabe von 10%iger Formalde-
hyd-Losung bis zu einer Endkonzentration von 1%
direkt zum Medium fixiert. Nach 30 min Inkubation
auf einem Drehrad (Eppendorf) wurden die Zellen
pelletiert (3.000 Upm, 5 min, RT, Heraeus Biofuge
15), zweimal mit PBS gewaschen, in PBS aufge-
nommen und bis zur weiteren Bearbeitung bei 4°C
gelagert. Filamentose Zellen erforderten zur Pelletie-
rung ldngere Zentrifugation bei hoheren Drehzahlen.

DAPI-Firbung

Etwa 500 pl fixierte Zellen in PBS wurden pelletiert
(3.000 Upm, 5 min, RT, Heraeus Biofuge 15) und in
200 ul H,0,;, aufgenommen. Diese Zellsuspension

wurde auf ein mit Polylysin beschichtetes Deckglas
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gegeben und 10 min bei RT inkubiert. Anschlieend
wurde das Deckglas mit den Zellen nach unten fiir
kurze Zeit in eine Petrischale mit PBS gelegt (Wasch-
schritt). Das Deckglas wurde abgetropft, so dass ca.
10 ul am Deckglas verblieben. 10 ul einer DAPI-Lo-
sung (Sigma D-9542) wurden in eine Petrischale mit
10 ml PBS gegeben, das Deckglas mit den Zellen
nach unten auf die Fliissigkeit gelegt und so fiir
10 min bei 60°C inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt (10 min in PBS) wurde das Deckglas
abgetropft und auf einen Objekttrager gelegt. Das
Priparat wurde mit VALAP versiegelt und im Dun-
keln bei 4°C aufbewahrt.

VALAP:
33% (w/w) Vaseline
33% (w/w) Lanolin
33% (w/w) Paraffin
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4.3 Molekularbiologische Standardmethoden

Standardtechniken, wie z. B. Aufreinigung, Fillung,
Restriktion und elektrophoretische Auftrennung von
DNA, oder Klonierungstechniken (Ausubel et al.,
1987; Sambrook et al., 1989) sind in Brachmann
(1995) ausfiihrlicher beschrieben. Die Konzentration
von Nukleinsduren wurde photometrisch bestimmt.
Bei einer Schichtdicke von 1 cm entspricht OD,4, =1
einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstriangiger

4.3.1 Isolierung von Nukleinsiuren

Priparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung erfolgte durch "Lyse durch Kochen"
nach Sambrook er al. (1989). 1,5 ml einer E.
coli-Ubernachtkultur wurden pelletiert (14.000 Upm,
30 sec, RT, Heraeus Biofuge 15). Das Zellpellet
wurde in 300 pul STET resuspendiert, nach Zugabe
von 20 ul Lysozym-Losung kriftig geschiittelt und
anschliefend 40 sec bei 95°C in einem Eppendorf-
Heizblock inkubiert. Die lysierten Zellen und die de-
naturierte genomische DNA wurden 15 min bei
14.000 Upm abzentrifugiert (Heraeus Biofuge 15)
und danach mit einem sterilen Zahnstocher aus der
wissrigen Losung entfernt. Die Reinigung der Plas-
mid-DNA erfolgte durch Féllung mit 40 pl 3 M Na-
Acetat, pH 5,3 und 400 pl Isopropanol bei RT fiir
5 min und anschlieBender Zentrifugation fiir 5 min
bei 14.000 Upm (Heraeus Biofuge 15). Das Pellet
wurde mit 70% Ethanol gewaschen und nach Trock-
nen in 200 ul TE-Puffer mit 20 ug/ml RNase A auf-
genommen. Mit dieser Methode gelang es routine-
miBig, aus 1,5 ml Ubernachtkultur etwa 50 pg Plas-
mid-DNA zu isolieren.

STET:
50 mM Tris-Cl, pH 8,0
50 mM Na,-EDTA
8% (w/v) Saccharose
5% (v/v) Triton X-100
in HyOpq.

DNA, 33 ug/ml einzelstringiger DNA, bzw.
40 pug/ml RNA.

Als MaB fiir die Reinheit der Desoxyribonukleinsdu-
ren diente der Quotient aus OD,g, zu OD,y. Fiir reine
DNA und RNA sollte er bei etwa 1,8 liegen. Niedri-
gere Werte weisen auf Verunreinigungen mit Protei-
nen hin, héhere Werte auf Verunreinigungen mit Sal-
zen oder Zuckern. Die Messungen erfolgten in einem
Lambda Bio UV-Spektralphotometer (Perkin Elmer).

Lysozym-Losung:
10 mg/ml Lysozym
10 mM Tris-Cl, pH 8,0
in HyOpq.

DNA-Isolierung aus U. maydis

Diese Methode ist modifiziert nach Hoffman und
Winston (1987). Dabei wurden 1,5 ml einer Uber-
nachtkultur in YEPS, -Fliissigmedium wurden zu-
sammen mit 0,3 g Glasperlen in einem 2 ml Eppen-
dorf-Reaktionsgefaf pelletiert (14.000 Upm, 30 sec,
RT, Heraeus Biofuge 15), der Uberstand abgegossen
und das Pellet in 400 pl Ustilago-Lysispuffer und
400 ul TE-Phenol/Chloroform aufgenommen. Die
Proben wurden fiir 10 min auf einem Vibrax-VXR
Schiittler (IKA) geschiittelt. Nach Phasentrennung
(14.000 Upm, 5 min, RT, Heraeus Biofuge 15) wur-
den 400 pl des Uberstands in ein neues Eppendorf-
Gefil} iiberfiihrt und mit 1 ml Ethanol gefillt. Nach
Zentrifugation (14.000 Upm, 30 sec, RT, Heraeus
Biofuge 15) wurde das Pellet in 50 upl TE mit
20 ug/ml RNAse A aufgenommen, bei 50°C resus-
pendiert und bei -20°C aufbewahrt.

Ustilago-Lysispuffer:
50 mM Tris-Cl, pH 7,5
50 mM Na,-EDTA
1% (w/v) SDS
in HyOpq.
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TE-Phenol/Chloroform:
Mischung aus gleichen Teilen Phenol (mit TE-
Puffer dquilibriert) und Chloroform

Reisolierung von in den ip-Locus inte-
grierten Plasmiden

Bei der in Abschnitt 6.1 beschriebenen Methode der
gezielten Integration in den ip-Locus wird jeweils das
gesamte Plasmid inseriert und kann daher auch wie-
der leicht reisoliert werden. Im Fall der Analyse des
AB171 (a2mfal bW2bEl Akpp6
ip'[Py,5:kpp6NA]ip*) wurde dazu genomische DNA

Stamms

nach der oben beschriebenen Methode isoliert, mit
Dralll verdaut, das Enzym inaktiviert, der gesamte
Ansatz in eine Ligase-Reaktion eingesetzt und
schlieBlich mittels Elektroporation in E. coli DH50-
Zellen transformiert. Die erhaltenen Transformanten
enthielten das urspriinglich integrierte Plasmid, das
zur Suche nach moglichen Mutationen sequenziert
wurde.

RNA-Isolierung aus U. maydis-Fliissigkul-
turen

Diese Methode ist modifiziert nach Schmitt et al.
(1990). Zellen von einer frischen Platte wurden aus
einer Vorkultur in 20 ml Medium angeimpft und bis
ODyg = 0,5 bei 29°C und 200 Upm inkubiert. 15 ml
dieser Kultur wurden abzentrifugiert (3.000 Upm, 10
min, RT, Heraeus Varifuge 3.0R) und das Pellet in
600 ul AE-Puffer mit 1% (w/v) SDS resuspendiert.
Anschliefend wurden 600 pl AE-Phenol zugegeben
und die Probe 20 sec kriftig geschiittelt. Der Zellauf-
schluss erfolgte bei 65°C fiir 4 min unter stindigem
Schiitteln (Eppendorf Thermomixer). Im Anschluss
daran wurde die Probe auf -80°C abgekiihlt, bis sich
Phenolkristalle bildeten (etwa 4 min). Nach Phasen-
trennung durch Zentrifugieren (22.000 Upm, 20 min,
4°C, Beckman Avanti30 Zentrifuge) wurde die obere
wissrige Phase, welche die RNA enthilt, in ein neues
Gefil iiberfiihrt. Es folgte eine Extraktion mit 600 pl
AE-Phenol/Chloroform. Die wissrige RNA-Losung
(400 pul) wurde danach mit 40 ul 3 M Na-Acetat
pH 5,3 versetzt und mit 1 ml Ethanol gefillt (1 h bei
-20°C). Nach Zentrifugation (22.000 Upm, 20 min,
4°C, Beckman Avanti30 Zentrifuge) wurde die RNA
mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet, in 20 pl
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H,0,;, oder RNA-Lagerpuffer aufgenommen und bei
-80°C aufbewahrt. Zur Kontrolle und Konzentra-
tionsabschitzung wurde 1 pl auf einem 1%igen TBE-
Agarosegel analysiert und photometrisch bei 260 nm

gemessen.

AE-Puffer:
50 mM Na-Acetat, pH 5,3
10 mM Na,-EDTA
in HyOpy

AE-Phenol/Chloroform:
Mischung aus gleichen Teilen Phenol (mit AE-
Puffer dquilibriert) und Chloroform

RNA-Lagerpuffer:
1 mM Na-Citrat, pH 6,4
in HyOpy.

RNA-Isolierung nach der alkalischen
Phenol-Methode

Diese Methode ist modifiziert nach Timberlake
(1986). Sie dient zur Priparation von Gesamt-RNA
aus Pilzkulturen, die auf Festmedien gewachsen wa-
ren. Dazu wurde das Pilzmaterial von drei Platten ab-
gekratzt, in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt und zu ei-
nem feinen Pulver gemorsert. Das gefrorene Pulver
wurde mit 5 ml RNA-Lysepuffer durchmischt und
erneut mit fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Mi-
schung wurde zu einem feinen Pulver gemorsert, in
10 ml TE-Phenol iiberfiihrt, in diesem bei RT aufge-
taut und anschlieBend mit 0,5 ml Glasperlen fiir 4 min
in 50 ml PPN-Ro6hrchen heftig geschiittelt. Dem An-
satz wurden 10 ml Chloroform zugesetzt, nach Zen-
trifugation (10.000 Upm, 15 min, 4°C, Beckmann
Avanti30 Zentrifuge) und Phasentrennung die wiss-
rige Phase in neue Gefifle iiberfiihrt, dreimal mit dem
gleichen Volumen TE-Phenol/Chloroform ausge-
schiittelt, die RNA anschliefend durch Zugabe von
1/3 Volumen 8 M Li-Acetat fiir 2 h bei 0°C gefillt
und durch Zentrifugation (wie oben) pelletiert. Das
Pellet wurde zweimal mit RNA-Waschlosung gewa-
schen, nach Trocknung in 200-400 ul H,O,;y oder
RNA-Lagerpuffer aufgenommen und bei -80°C gela-
gert. Zur Kontrolle und Konzentrationsabschitzung
wurde standardmiBig 1 pl auf einem 1%igen TBE-
Agarosegel aufgetrennt und photometrisch bei
260 nm gemessen.
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RNA-Lysepuffer:
Unter stindigem Riihren 40 ml Losung 2 (12%
(w/v) Natrium-p-Aminosalicylsdure in H,Oyq,
frisch ansetzen) langsam in 40 ml Losung 3 (2%
(w/v) tri-iso-Propylnaphthalensulfonat in H,0yq,
frisch ansetzen) tropfen lassen, dann 20 ml Lo-
sung 1 (1 M Tris-Cl, pH 8,5; 1,25 M NaCl;
250 mM EGTA in H,0,;) zugeben. Bei der Zu-
gabe von Losung 1 kann der Lysepuffer triib oder
flockig werden. Der pH wird mit NaOH auf 8,9

eingestellt. Ist der Lysepuffer triibe bzw. bildet
sich ein Niederschlag, so muss er auf Eis so lange
geriihrt werden, bis er wieder klar wird. Vor Ge-
brauch kann der Lysepuffer filtriert werden; er ist
auf Eis einen Tag haltbar.

RNA-Waschlosung:
300 mM Na-Acetat, pH 5,3
70% (v/v) Ethanol
in H,Op

4.3.2 Auftrennung und Nachweis von Nukleinsiuren

Denaturierende Gelelektrophorese von
RNA

Eine Denaturierung der RNA durch eine Behandlung
mit Glyoxal und DMSO erreicht werden. Diese Me-
thode hat gegeniiber der hiufig verwendeten Form-
amid/Formaldehyd-Denaturierung den Vorteil, bei
der Gelelektrophorese eine deutlich bessere Auftren-
nung der Fragmente zu bieten. Die RNA-Probe (5-15
ug) wurde dazu in 16 pl MOPS-Puffer mit 1 M
Glyoxal und 50% DMSO fiir 1 h bei 50°C denatu-
riert, mit 4 ul RNA-Auftragspuffer versetzt und auf
ein 1% MOPS-Agarosegel aufgetragen. Die Auftren-
nung erfolgte bei 5-7 V/cm fiir 2 h, das Gel wurde
alle 30 min im Puffer umgedreht und gleichzeitig die
Elektrodenpolung vertauscht, um den pH-Wert des
Puffers moglichst konstant zu halten. In der Regel
wurden mehrere parallele Auftrennungen gleichzeitig
durchgefiihrt.

MOPS-Puffer:
200 mM MOPS, pH 7,0
80 mM Na-Acetat
10 mM Na,-EDTA
in HyOpiq.

RNA-Auftragspuffer:
50% (w/v) Saccharose
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol FF
in MOPS-Puffer

Transfer von DNA (Southern-Blot)

Diese Methode ist modifiziert nach Southern (1975).
Der Transfer der aufgetrennten DNA-Fragmente aus
einem Agarosegel auf eine Nylonmembran erfolgte
durch Kapillar-Blot. Hierbei wird die Transfer-Lo-
sung (0,4 M NaOH) aus einem Pufferreservoir iiber
Kapillarkrifte durch das Gel hindurch in einen auf
dem Gel platzierten Stapel Papierhandtiicher gesaugt.
Die DNA-Fragmente werden durch den Pufferstrom
aus dem Gel eluiert und binden an die dariiberlie-
gende Nylonmembran (Hybond-N*, Amersham
Pharmacia Biotech). Vor dem Transfer wurde das
Agarosegel fiir 15 min in 0,25 M HCI inkubiert, um
einen Teil der Purine abzuspalten, damit ein Transfer
groBer DNA-Fragmente erleichtert wird. Anschlies-
send wurde das Gel fiir 15 min in DENAT-L6sung
inkubiert. Der Kapillar-Blot erfolgte in der Regel
iiber Nacht, mindestens aber fiir 2 h.

DENAT-Losung:
1,5 M NaCl
0,4 M NaOH
in HyOp,

Transfer von RNA (Northern-Blot)

Der Transfer der Nukleinsduren auf eine Nylonmem-
bran (Hybond-N*, Amersham Pharmacia Biotech) er-
folgte durch Kapillar-Blot in 20x SSC iiber Nacht.
Vor dem Transfer wurden die MOPS-RNA-Gele fiir
15 min in 20x SSC é#quilibriert. AnschlieBend wurde
die Membran getrocknet und die RNA-Molekiile
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durch UV-Bestrahlung (302 nm, 120 mJ/cm?) kova-
lent mit der Membran verkniipft. Ein Nachweis der
transferierten 18S- und 28S-rRNA-Banden auf der
Membran wurde mittels Firbung mit Methylenblau
(200 mg/1 in 300 mM Na-Acetat) durchgefiihrt. Dazu
wurde die Membran in der Firbelosung 5 min inku-
biert, anschlieBend mit H,0O gewaschen, getrocknet
und das Bandenmuster photographisch dokumentiert.

20x SSC:
300 mM Na-Citrat, pH 7,0
3 M NaCl
in HyOpq.

Spezifischer Nachweis immobilisierter
Nukleinsiduren

Die Hybond-N*-Membranen (Amersham Pharmacia
Biotech) wurden zur Absittigung der unspezifischen
Bindungsstellen mit Hybridisierungspuffer fiir 20 min
bei 60°C priinkubiert. Nach Wechsel der Hybridisie-
rungslosung wurde die bei 95°C fiir 5 min denatu-
rierte radioaktive Hybridisierungsprobe zugegeben
(Endkonzentration etwa 10° cpm/ml). Spezifische
Hybridisierung erfolgte bei 60°C iiber Nacht. Die
Filter wurden zweimal je 15 min bei 60°C mit
Waschpuffer gewaschen. SchlieBlich wurden die Fil-
ter in Plastikfolie eingeschweifit und in Kassetten fiir
den Phosphorimager STORM840 (Molecular Dyna-
mics) exponiert. Nach 12 bis 24 Stunden wurden die
strahlungssensitiven "Screens" der Kassetten im
Phosphoimager eingelesen und mit dem Computer-
programm IMAGEQUANT (Molecular Dynamics) be-
arbeitet.

Hybridisierungspuffer:
50 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0
50 mM PIPES
100 mM NaCl
1 mM Na,-EDTA
5% (w/v) SDS
in HyOpq

Waschpuffer:
1x SSC
0,1% (w/v) SDS
in HyOpq.
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Herstellung von Hybridisierungssonden
fiir Northern-Analysen

Doppelstriangige Hybridisierungssonden wurden mit
dem NEBIot Kit (NEB Biolabs) unter Verwendung
von o?P-dCTP hergestellt. Uberschiissige Nukleotide
und Oligonukleotide wurden durch Aufreinigung
iiber Microspin S-200 Séulchen entfernt. Dabei wur-
den folgende DNA-Fragmente eingesetzt:

bW/bE und kon8
ein 2.598 bp Pvull-Fragment aus
pbW2-Ndel-bE1
Iga2  ein EcoRI-Fragment aus pCR-Iga2
dik6  ein 579 bp EcoRI-Fragment aus pCR-dik6
egll  ein 582 bp EcoRI-Fragment aus pCR-egl1
repl  ein 459 bp EcoRI-Fragment aus pCR-rep1
mfal ein 675 bp EcoRV-Fragment aus
pSP4,2EcoRV
mfa2 ein 386 bp Spel/Pstl-Fragment aus
pTZa2Xhol3,5#3
gfp  ein 726 bp Ndel/Notl-Fragment aus pRU4
myc  ein 120 bp BamHI-Fragment aus pCK152
ip ein 1.884 bp EcoRI/HindIII-Fragment aus
pRU4
ppil  ein 165 bp EcoRI-Fragment aus pCR-ppil
actl  ein 1,2 kb EcoRI/Sphl-Fragment aus pELiv64
bigl-6, brgl-2, excl, pdil, pkcl und frbX
die EcoRI-Fragmente aus den jeweiligen pCR-
Topo-Klonen
phel  ein 1.977 bp Sacll/Ncol-Fragment aus dem
3,2 kb PstI-Subklon aus dem Cosmid 1C12
frb110-5'
ein 504 bp BamHI/Sacl-Fragment aus
SAN3393
frb110-3'
ein 380 bp Xbal/PstI-Fragment aus SAN3392
orfl  ein 988 bp Xbal/BamHI-Fragment aus
SAN3329
orf2  ein 541 bp Sacl/PstI-Fragment aus SAN3400
orf3  ein 1.387 bp BamHI-Fragment aus SAN3291
orf4  ein 1.916 bp Sacl-Fragment aus SAN3366

Die einzelstringigen Sonden frbl10* und frbl10°
wurden mittels linearer PCR hergestellt. Dazu wurde
aus pFRB110 das 1.019 bp EcoRI-Fragment isoliert,
welches das frbl10-Amplicon enthilt, und als Ma-
trize eingesetzt. Fiir die Sonde zur Detektion des
Plus-Stranges wurde das Oligonukleotid OAN75 ver-
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wendet, im Fall des Minus-Stranges OCH18 (jeweils
1 uM). Nukleotide wurden in einer Endkonzentration
von 50 nM eingesetzt, als radioaktives Nukleotid
wurde pro Reaktion 50 uCi o*’P-dATP verwendet,
was etwa einer Endkonzentration von 500 nM
entspricht. Die Reaktion wurde in insgesamt 40
Zyklen durchgefiihrt. Uberschiissige Nukleotide und
Oligonukleotide wurden durch Aufreinigung iiber
Microspin S-200 Saulchen entfernt.

Zur Herstellung einer 18S-rRNA-spezifischen Sonde
wurde ein Oligonukleotid mit der Sequenz:

ACG GGT TGA CAT TTT GTT GGC CCC T
durch Phosphorylierung des 5'-Endes radioaktiv mar-
kiert. Dabei wurden 10 pmol Oligonukleotid mit
50 uCi y?P-ATP und 10 U T4-Polynukleotid Kinase
(NEB Biolabs) fiir 45 min bei 37°C in PNK-Puffer
(10 mM Tris-Cl, pH7,5; 50 mM NaCl, 10 mM
MgCl,; 2 mM DTT) inkubiert. Uberschiissige Nu-
kleotide wurden durch Aufreinigung iiber Microspin
G-25 Siulchen entfernt.

Expressionsanalyse mit Dot-Blot-Hybridi-
sierung

Diese Technik wurde zur schnellen Voranalyse der
aus dem RNA-Fingerprint gewonnenen Klone be-
nutzt. Dazu wurden die Amplicons mit den jeweiligen
im RNA-Fingerprint verwendeten Oligonukleotiden
in einer 96well-Mikrotiterplatte vervielfiltigt und pro
Spot ungefihr 15 ng Fragment mittels eines BioGrid
Roboters (BioRobotics) auf geladene Hybond-XL
Nylonmembranen (Amersham Pharmacia Biotech)
aufgebracht. Die Membranen wurden vor dem Bela-
den mit DENAT-Losung inkubiert. Danach wurden
die Membranen durch Inkubation in RENAT-Losung
neutralisiert, getrocknet und die DNA durch UV-Be-
handlung (302 nm, 120 mJ/cm?) mit der Membran
kovalent vernetzt. Vorhybridisierung der Membranen
erfolgte fiir 1 h bei 65°C in Church-Hybridisierungs-
puffer, Hybridisierung in 15 ml Church-Hybridisie-
rungspuffer mit ca. 4 x 10° cpm/ml Hybridisierungs-
sonde fiir 36 h bei 65°C. Die Membranen wurden
zweimal fiir je 1h bei 65°C mit 50 ml Church-
Waschpuffer gewaschen, danach fiir 72 h auf Phos-
phorscreens (Molecular Dynamics) aufgelegt und mit
einem STORMS840 Phosphorimager (Molecular Dy-
namics) eingelesen.

Auf den Membranen wurden die Fragmente in je-
weils 4 Parallelen getropft, zusammen mit Fragmen-
ten aus bekannten Genen (zur Kontrolle) bzw. Frag-
menten aus dem RNA-Fingerprint Testansatz. Insge-
samt wurden 16 Membranen hergestellt. Die Hybridi-
sierungssonden wurden aus den acht, fiir den RNA-
Fingerprint-Ansatz verwendeten cDNA-Priparatio-
nen mit dem NEBIlot Kit (NEB Biolabs) hergestellt,
und jeweils 2 Membranen mit einer Sonde hybridi-
siert. Die Ergebnisse zwischen zwei Membranen ei-
ner Sonde bzw. zwischen den beiden Sonden aus den
zwei parallelen cDNA-Priparationen stimmten sehr
gut iiberein. Fiir die Auswertung wurden pro Filter
aus den vier Spots pro Fragment ein reprisentativer
Spot ausgesucht, der keine unspezifischen Hybridisie-
rungssignale in der Nihe aufwies, und von diesem
Signal der Hintergrund des jeweiligen Filters abgezo-
gen (in IMAGEQUANT, Molecular Dynamics). Fiir je-
den Zustand wurden so pro Fragment vier Werte er-
halten, von denen der Median fiir die weitere Aus-
wertung ermittelt wurde, um den Effekt eventueller
grofler Abweichungen auf einer der Membranen zu
eliminieren. Die Medianwerte aus allen vier unter-
suchten Zustdnden pro Fragment wurden gegenein-
ander normalisiert. Dazu wurden die Mittelwerte der
genauso berechneten Signale fiir narl, bW- und bE-
Fragmente, die sich zur Kontrolle auf den Membra-
nen befanden, hergenommen. Die relative Signal-
stirke bei diesen drei Fragmenten stimmte sehr gut
miteinander iiberein. Alle diese Berechnungen wur-
den mit dem Programm EXCEL 98 (Microsoft) durch-
gefiihrt.

RENAT-Losung:
500 mM Tris-Cl, pH 7,2
1,5 M NaCl
in HyOpq.

Church-Hybridisierungspuffer:
500 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,2
1 mM Na,-EDTA
7% (w/v) SDS
in HyOpq,

Church-Waschpuffer:
40 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,2
0,1% (w/v) SDS
in HyOpiq.
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4.3.3 Sequenz- und Strukturanalyse

Sequenzierung von DNA

DNA wurde mit einem ABI 377 Sequenzierautomat
von Perkin Elmer sequenziert. Vor der automatischen
Sequenzierung wurde die DNA mit dem JETquick-
Kit (Genomed) aufgereinigt. Die Sequenzreaktion
wurde mit 35 Zyklen und unter Verwendung des
BigDye-Kits nach Angabe des Herstellers (ABI)
durchgefiihrt. Das Prinzip entspricht der Didesoxy-
Methode nach Sanger et al. (1977): In den Reaktions-
ansatz werden ddNTPs gegeben, durch deren Einbau
ein Kettenabbruch erfolgt. Die verschiedenen Basen
sind mit unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen
markiert. Nach der Sequenzreaktion wurde die DNA
gefillt. Das getrocknete Pellet wurde in 4 pul Form-
amid mit 25 mM Na,-EDTA, pH 8,0 aufgenommen
und 5 min bei 95°C aufgekocht. Ein 1,5 ul Aliquot
wurde anschliefend auf das Gel aufgetragen. Die
Banden wurden nach der Auftrennung in einem Se-
quenzgel und Anregung durch einen Laser von einer
Photozelle detektiert. Die erhaltenen Daten wurden
mit der Software des ABI377 Systems auf einem Ap-
ple Macintosh ausgewertet und die so erhaltenen Se-
quenz-Rohdaten konnten zur weiteren Bearbeitung in
das Programm SEQUENCENAVIGATOR (ABI) expor-
tiert werden.

Sequenz- und Strukturanalyse

Es wurden folgende Programme benutzt:

SEQUENCENAVIGATOR 1.0.1 (ABI) zur Bearbeitung
von Sequenz-Rohdaten und zum Vergleich von
DNA-Sequenzen.

DNA-STRIDER 1.3 (Marck, 1988; Douglas, 1995) zur
Erstellung und zur Bearbeitung von Plasmid- und
genomischen Sequenzen; wichtig vor allem zur
Vorbereitung von Klonierungsschritten.

BLAST2 (Altschul et al., 1990; 1997; Gish und States,
1993; Madden er al., 1996) zur Identifikation
dhnlicher Proteine oder DNA-Sequenzen in den
offentlichen Datenbanken.

PROPSEARCH (Hobohm und Sander, 1995) zur Iden-
tifikation #hnlicher Proteine bzw. Proteinfamilien
nach einem Algorithmus, der Proteinparameter
wie z. B. Aminosiure-Zusammensetzung, mole-
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kulare Masse, Hydrophobizitit und Ladung be-
riicksichtigt.

SMART (Schultz et al., 1998; 2000) zur Identifikation
konservierter Doménen in Proteinen, bzw. zur
Identifikation von Proteinen mit dhnlichen Domé-
nen oder dhnlicher Doménenstruktur.

PSORT2 (Nakai und Kanehisa, 1992; Horton und Na-
kai, 1996; 1997; Nakai und Horton, 1999) zur
Vorhersage der subzelluldren Lokalisierung von
Proteinen.

SIGNALP (Nielsen et al., 1997a; 1997b) zur Identifi-
kation N-terminaler Signalpeptide.

NETPHOS (Blom et al., 1999) zur Vorhersage poten-
tieller Serin-, Threonin- oder Tyrosin-Phosphory-
lierungsstellen in einem Protein.

SAPS (Brendel et al., 1992) zur statistischen Analyse
von Proteinen, z. B. in Bezug auf Hydrophobizi-
tit, Ladungsverteilung oder repetitive Elemente.

CoILs (Lupas et al., 1991) zur Identifikation von
Coiled-Coil Regionen in einem Protein nach dem
Algorithmus von Lupas.

PAIRCOIL (Berger et al., 1995) zur Identifikation von
Coiled-Coil Regionen in einem Protein nach dem
Algorithmus von Berger.

PESTFIND (Rogers et al., 1986; Rechsteiner und Ro-
gers, 1996) zur Identifikation von PEST-Sequen-
zen in einem Protein

PREDICTPROTEIN (Rost, 1996) zur Sequenzanalyse
und Strukturvorhersage von Proteinen.

SWISSMODEL (Peitsch, 1996; Guex et al., 1999) zur
Erstellung einer dreidimensionalen Modellstruk-
tur von Proteinen anhand von Strukturdaten ho-
mologer Proteine.

SwisS PDB-VIEWER 2.0 (Guex und Peitsch, 1997)
zur Betrachtung und Analyse von dreidimensio-
nalen Proteinstrukturen.

RASMOL 2.6 (Sayle und Milner-White, 1995) zur
Darstellung von dreidimensionalen Proteinstruk-
turen.

CHIME 2.6 (MDL Informations Systems, Inc.) zur
Darstellung und Analyse von dreidimensionalen
Molekiilstrukturen.

PROTEIN EXPLORER 1.808 (http://www.umass.edu/
microbio/chime/explorer) zur einfacheren Analyse
von Proteinstrukturen in CHIME 2.6.

CLUSTALW (Eddy, 1995) und CLUSTALX (Heringa,
1999) zum Vergleich und aneinander Anpassen
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(Alignment) mehrerer Protein- oder DNA-Se-
quenzen.

4.3.4 PCR-Techniken

Standard-PCR-Ansitze

Die Methode ist modifiziert nach Innis et al. (1990).
Ein typischer PCR-Ansatz enthielt etwa 10 ng Tem-
plate-DNA, die beiden Oligonukleotide in einer End-
konzentration von 1 uM, dNTPs in einer Endkonzen-
tration von 200 uM (d. h. je 200 uM dATP, dCTP,
dGTP und dTTP) in PCR-Puffer. StandardmiBig
wurden die Reaktionen in einem Volumen von 50 pl
mit Hot-Start durchgefiihrt, zur Vermeidung von
Kontaminationen wurden Pipettenspitzen mit Fil-
tereinsatz benutzt. Bei Verwendung der auch bei dem
RNA-Fingerprint-Ansatz verwendeten Oligonukleo-
tide und einer Amplifikatlinge von unter 1 kb sah ein
typisches Protokoll folgendermafien aus:
94/2-1UTaq-94/1-[94/0,5-65/1-72/11x30-72/5

Fiir die Darstellung von PCR-Protokollen wird eine
vereinfachte Schreibweise verwendet: 94/2-1UTag-
94/1-[94/0,5-65/1-72/1,51x30-72/5 bezeichnet z. B.
ein Protokoll mit Denaturierung bei 94°C fiir 2 min,
Zugabe von 1 U Tag DNA-Polymerase ("Hot-Start"),
Denaturierung bei 94°C fiir 1 min, 30 Zyklen mit je-
weils 30 sec Denaturierung bei 94°C, 1 min Annea-
ling bei 65°C und 1,5 min Elongation bei 72°C, mit
einer abschlieBenden Elongationsphase von 5 min bei
72°C.

Bei Benutzung anderer Oligonukleotide oder Her-
stellung lingerer Amplifikate mussten die Hybridisie-
rungstemperatur bzw. die Elongationszeit entspre-
chend angepasst werden. Bei schwierigen Ansitzen
wurde auBerdem die Konzentration der Mg”*-Ionen
optimiert (die wichtigsten Parameter einer PCR-Re-
aktion sind die Temperatur, bei der die Oligonukleo-
tide binden und die Konzentration von Mg**-Ionen).
PCR-Ansitze mit Pfu DNA-Polymerase wurden in
der Regel genauso durchgefiihrt, allerdings in dem
entsprechenden Reaktionspuffer. Es wurden die PCR-
Gerite OmniGene (Hybaid), PTC100 (MJ Research)
und Robocycler Gradient96 (Stratagene) verwendet.

SEQVU 1.0.1 (The Garvan Institute of Medical Rese-
arch, Sidney) zur Nachbearbeitung von Sequenz-

Alignments.

PCR-Puffer (Tag DNA-Polymerase):
10 mM Tris-Cl, pH 8,3
50 mM KCl
1,5 mM MgCl,
in H,Op4

PCR-Puffer (Pfu DNA-Polymerase):
20 mM Tris-Cl, pH 8,8
10 mM KCl
10 mM (NH,),SO,
2 mM MgSO,
1% (v/v) Triton X-100
1 mg/ml BSA
in HyOpq

Ganz-Zell-PCR aus E. coli-Zellen

Zur einfachen Uberpriifung von Transformanten kann
man eine PCR direkt aus E. coli-Zellen durchfiihren.
Dabei wurden Einzelkolonien in 100 pl H,Oy;, resus-
pendiert und davon jeweils 1,5 pl zu einem 50 pl Re-
aktionsansatz gegeben. Der einzige Unterschied zu
Standard-PCR-Ansitzen bestand in einer ldngeren
initialen Denaturierungszeit (5-10 min), um ein Plat-
zen der E. coli-Zellen zu erreichen. Fiir den Nachweis
der Insertion von PCR-Fragmenten in den Vektor
pCR-Topo wurden die Oligonukleotide UNI24 und
REV24 bzw. OAN104 und OAN105 verwendet.

Ganz-Zell-PCR aus U. maydis-Zellen

Dieselbe Technik kann man ebenfalls zur Untersu-
chung von U.maydis-Transformanten einsetzen.
Diese Technik hat sich als zuverlidssiges Mittel zur
Vorauswahl richtiger Transformanten erwiesen. Es
sind jedoch einige Punkte zu beachten: (1) das
Zellmaterial sollte frisch sein, idealerweise als drei
Tage alte Kolonie von einer PD-Platte, (2) es sollte
nicht zuviel Material eingesetzt werden, idealerweise
eine Kolonie mit einem Durchmesser von etwa 1 mm,
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(3) die Amplifikation von Fragmenten, die linger als
1,5 kb sind, verlduft generell relativ schlecht und
nicht immer reproduzierbar, die Amplifikatlingen
sollten daher zwischen 200 und 500 bp liegen, (4) die
Elongationszeiten miissen fiir eine erfolgreiche Am-
plifikation gegeniiber Standard-PCR-Ansitzen ver-
doppelt werden, und (5) kommt es immer wieder zum
Ausfall einzelner Reaktionen. Aus diesem Grund
wurden diese Analysen so durchgefiihrt, dass sich im
Fall einer erfolgreichen Transformation kein Ampli-
fikat ergeben sollte, dagegen im Wildtyp eine Bande
erkennbar war. Mit allen Klonen, die im Ansatz kein
Amplifikat zeigten, wurde weitergearbeitet. Durch
diese Vorgehensweise gehen potentiell richtige
Transformanten, bei denen die PCR-Reaktion nicht
funktioniert hat, nicht verloren. Die Ansitze wurden
genauso durchgefiihrt wie im Fall der Ganz-Zell-PCR
in E. coli. In der Regel wurden zwei bis drei PCR-
Runden durchgefiihrt, wobei nach der Analyse die
potentiell richtigen Klone jedesmal wieder aus den
Zellsuspensionen heraus auf PD-Platten neu verein-
zelt wurden. AbschlieBend wurden die Transforman-
ten durch Southern-Analyse bestitigt. Es wurden fol-
gende Kombinationen an Oligonukleotiden einge-

setzt:
ip-Locus: OAN74/0AN75
OAN74/0AN76
OAN77/0AN78
b-Locus: OAN23/0AN24
a2-Locus: OAN178/0OAN179
al-Locus: OAN210/0OAN211
mfa2: OAN245/0AN246
frb52: OAN233/0AN234
frb110: OAN235/0AN236
kpp6: OAN162/0AN121
big6: OAN79/0ANSO
pkel: OAN82/OANS3
phel: OAN170/0AN171
prfl: OAN221/0AN222
narl: OAN30/0AN31
pyro: OAN87/0OANSS

Gerichtete PCR-Mutagenese

Fiir die gerichtete PCR-Mutagenese zur Erzeugung
interner Punktmutationen (z. B. bei der Herstellung
der kpp6-K220R und kpp6-T355A,Y357F Allele)
wurde eine Modifikation der sogenannten "Megapri-
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mer"-Technik (Chen und Przybyla, 1994) verwendet.
Dabei wurde zunichst ein kurzes (100-200 bp langes)
PCR-Fragment erzeugt, wobei mit einem der beiden
Oligonukleotide die gewiinschte Mutation eingefiigt
wurde. Dieses Fragment, der sogenannte "Megapri-
mer", wurde in einem zweiten PCR-Ansatz zusam-
men mit einem weiteren Oligonukleotid eingesetzt, so
dass ein gewiinschte Mutation in der Mitte des so ent-
standenen Amplifikats liegt. Abschliefend wurde die-
ses Fragment an internen Restriktions-Schnittstellen
geschnitten und kloniert. Die Konzentration des Me-
gaprimers in der zweiten Reaktion ist ein kritischer
Parameter. StandardméBig wurden jeweils zwei An-
sitze mit 400 nM und 40 nM Megaprimer parallel
angesetzt. Dabei wurde in der Regel Pfu DNA-Poly-
merase verwendet, um eine geringere Fehlerrate zu
erreichen.

Techniken zur Bestimmung von mRNA-
Enden

Fiir die Bestimmung von 5'- und 3'-Enden von
mRNA-Molekiilen wurden verschiedene Techniken
angewendet. Am einfachsten war dabei die Amplifi-
kation der Enden aus cDNA-Bibliotheken, wie z. B.
der Agtl0-Bank oder der freireplizierenden cDNA-
Bank. Wihrend bei der ersten die Orientierung der
inserierten Fragmente nicht festgelegt ist, sind die
cDNA-Molekiile in der zweiten Bibliothek fiir Voll-
ldnge-Fragmente angereichert und gerichtet kloniert.
Die Amplifikationen wurden in jeweils zwei Schritten
durchgefiihrt, wobei die erhaltenen Fragmente aus der
ersten Reaktion in einem zweiten Ansatz mit intern
gelegenen Oligonukleotiden reamplifiziert wurden. In
Fillen, in denen sich kein eindeutiges Bandenmuster
zeigte, wurden die aufgetrennten Fragmente auf Ny-
lonmembranen transferiert und mit einer Gen-spezifi-
schen Sonde hybridisiert. Die Oligonukleotide fiir die
Amplifikationen waren im Fall der Agt10-Bank
OANI180 und OAN181 bzw. OAN182 und OAN183,
im Fall der freireplizierenden cDNA-Bank OGW54
und OGWS55 bzw. OGW56 und OGWS57.

In einigen Fillen wurden die mRNA-Enden auch di-
rekt mittels 3'- bzw. 5'-RACE bestimmt (Ausubel er
al., 1987; Sambrook et al., 1989). Im Fall der
3'-RACE wurde die mRNA mit dem Oligonukleotid
OAN217 revers transkribiert. Dieses Oligonukleotid
weist an seinem 3'-Ende eine oligo (dT),,-Sequenz
und an seinem 5'-Ende eine spezifische 21 bp Nu-
kleotidsequenz auf, so dass die entstandenen cDNA-
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Molekiile am 3'-Ende mit internen Oligonukleotiden
und pET-term bzw. OAN219 amplifiziert werden
konnen. Im Fall der 5'-RACE wurde die cDNA-Syn-
these mit oligo (dT),s durchgefiihrt und an die ent-
standenen Molekiile mit Terminaler Transferase Gu-
anin-Nukleotide angefiigt. AnschlieBend wurden die
Molekiile mit dem Oligonukleotid OAN218 in einem
linearen PCR-Ansatz eingesetzt. Dieses Oligonu-
kleotid weist an seinem 3'-Ende eine oligo (dC),s-Se-

4.3.5 Isolierung von Proteinen

Gesamt-Protein aus U. maydis wurde entweder aus
etwa 200 ml Flissigkultur bei ODgy, = 0,5 oder von
2 rechteckigen (12 x 12 cm) Festmedienplatten, auf
denen die Zellen mit 0,1 ODg,,/cm?* ausgestrichen und
dann 24 h bei 29°C kultiviert wurden, durchgefiihrt.
Im Fall der Fliissigkulturen wurden die Zellen pelle-
tiert (3.000 Upm, 10 min, 4°C, Heraeus Varifuge
3.0R), in 5 ml Proteinpuffer aufgenommen, erneut
abzentrifugiert (3.000 Upm, 5 min, 4°C, Heraeus Va-
rifuge 3.0R) und schliefllich in 1 ml Proteinpuffer mit
Proteinase-Inhibitoren aufgenommen. Diese Suspen-
sion wurde in die mit fliissigem Stickstoff vorge-
kiihlten Metallbecher der Zellmiihle iiberfiihrt, in de-
nen sich zwei kleine Metallkugeln befanden. Im Fall
der Priparation von Festmedien wurden die Zellen
von den Platten abgekratzt, direkt in die Becher ge-
geben und 1 ml Proteinpuffer mit Proteinase-Inhibito-
ren zupipettiert. Die Zellen wurden in der Zellmiihle
zweimal fiir 5 min bei einer Frequenz von 30 pro Se-
kunde geoffnet, wobei die Becher dazwischen mit
fliissigem Stickstoff gekiihlt wurden. AnschlieBend
wurde gewartet, bis die Suspension aufgetaut aber
noch kalt war, und in frische Eppendorf-Gefifle auf
Eis pipettiert. Unlosliche Zelltriimmer wurden durch
Zentrifugation pelletiert (22.000 Upm, 30 min, 4°C,
Beckman Avanti30), der Uberstand in ein neues Re-

quenz und an seinem 5'-Ende eine spezifische 21 bp
Nukleotidsequenz auf, so dass die entstandenen
cDNA PCR-Produkte anschlieBend am 5'-Ende mit
internen Oligonukleotiden und pET-term bzw.
OAN219 amplifiziert werden kénnen.

Fiir die spezifische Amplifikation von Volllinge-
cDNA-Molekiilen wurde der FirstChoice RLM-
RACE Kit von Ambion verwendet.

aktionsgefdf tiberfiihrt, mit 6x Probenpuffer versetzt
und 5 min bei 95°C inkubiert. Diese Proben wurden
bei -20°C gelagert. Zur Mengenbestimmung wurden
vor der Zugabe von Probenpuffer Aliquots abge-
nommen und mit dem BCA Protein Assay Kit

(Pierce) die Proteinkonzentration bestimmt.

Proteinpuffer:
100 mM PIPES, pH 6,9
5 mM MgSO,
1 mM Na,-EDTA
1 mM Na,-EGTA
in HyOpiq.

Proteinase-Inhibitoren:
234,4 ng/ml Pefabloc (Roche)
1 Tablette/50 ml Complete EDTA-free (Roche)

Probenpuffer (6x):
300 mM Tris-Cl, pH 8,0
30% (v/v) Glycerin
20% (w/v) SDS
0,5 g/l Bromphenolblau
15% (v/v) B-Mercaptoethanol (frisch zugeben)
in HyOpiq.

4.3.6 Auftrennung und Nachweis von Proteinen

SDS-Gelelektrophorese von Proteinen

Es wurde die Methode der diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese angewendet

(Laemmli, 1970). Proteinextrakte werden dabei unter

denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch ihrer
Molekiilmasse entsprechend aufgetrennt. Dabei wird
zwischen zwei vertikale Glasplatten ein 1 mm dickes
Trenngel und dariiber ein weitmaschigeres Sammel-
gel gegossen. Die Proteine werden an der Grenze der
Gele aufgrund des pH-Sprungs verdichtet und an-
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schliefend nach ihrer GroBe aufgetrennt. Durch die-
ses diskontinuierliche System wird eine hohere Ban-
denschirfe erzielt. Es wurden in der Regel 100 pg
Proteinextrakt in einer Mini Protean II Apparatur
(Biorad) bei 200V fiir 1 h aufgetrennt. Fiir die Auf-
trennung von Proteinextrakten mit GFP bzw. GFP-
Derivaten wurden 15%ige Trenngele, fiir die Auf-
trennung von Extrakten mit Epitop-markierten Kpp6-
Varianten 10%ige Trenngele verwendet. Zur Detek-
tion der Proteinbanden und des GroBenmarkers wur-
den die Gele nach der Auftrennung fiir 10 min in
Coomassie-Farbelosung gefarbt und anschlieend in
Entfirbe-Losung entfirbt, bis die Banden gut sichtbar

waren.

Proteingel-Laufpuffer:
25 mM Tris-Cl, pH 8,8
200 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
in H,Opq

Sammelgel:
125 mM Tris-Cl, pH 6,8
5% (w/v) Acrylamid
0,13% (w/v) Bisacrylamid
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) Ammoniumpersulfat
0,1% (v/v) TEMED
in HyOpq.

Trenngel:
375 mM Tris-Cl, pH 8,8
10% bzw. 15% (w/v) Acrylamid
0,27% (w/v) Bisacrylamid
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) Ammoniumpersulfat
0,1% (v/v) TEMED
in HyOpq.

Coomassie-Farbelosung:
0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250
45% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigséure
in H,Op

Entfarbe-Losung:
45% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsdure
in H,Opq,
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Transfer von Proteinen (Western-Blot)

Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden mittels ei-
nes Semi-Dry Elektro-Blots (UniEquip) in einem
dreistufigen Puffersystem auf eine Nitrozellulose-
Membran (Immobilon-P von Millipore) transferiert.
Dabei wurde das Gel zunichst fiir 10 min in Katho-
denpuffer dquilibriert und die Membran fiir 10 sec in
Methanol aktiviert, mit H,Oy;y gewaschen und mit
Anodenpuffer 2 dquilibriert. Der Blot wurde folgen-
dermaflen aufgebaut (von unten = Kathode nach oben
= Anode): drei Whatman-Papiere, getrinkt in Katho-
denpuffer; das Polyacrylamidgel; die Nitrozellulose-
Membran; ein Whatman-Papier, getrinkt in Anoden-
puffer 2; zwei Whatman-Papiere, getrinkt in An-
odenpuffer 1. Durch Anlegen der Spannung (1 h,
1 mA/cm?) wurden die Proteine auf die Membran

transferiert.

Anodenpuffer 1:
300 mM Tris-Cl, pH 10,4
15% (v/v) Methanol
in HyOpiq.

Anodenpuffer 2:
30 mM Tris-Cl, pH 10,4
15% (v/v) Methanol
in HyOpq.

Kathodenpuffer:
25 mM Tris-Cl, pH 9,4
40 mM e-Aminocapronséure
15% (v/v) Methanol
in H,Op

Nachweis von immobilisierten Proteinen

Der immunologische Nachweis von Proteinen er-
folgte mit Hilfe der an die sekundidren Antikorper ge-
koppelten Meerrettich-Peroxidase (HRP). Dazu
wurde die Nitrozellulose-Membran nach dem Elek-
tro-Blot zunidchst fiir 1 h mit 5% Magermilchpulver
in TBST geblockt. AnschlieBend wurde die Membran
zweimal fiir 10 min mit TBST gewaschen und fiir 1 h
mit dem priméren Antikorper, verdiinnt in TBST, in-
kubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir 10 min mit
TBST wurde die Membran fiir 45 min mit dem se-
kunddren Antikorper, verdinnt in TBST mit 0,5%
Magermilchpulver, inkubiert. AbschlieBend wurde
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die Membran dreimal fiir 10 min mit TBST und
dreimal fiir 10 min mit PBS gewaschen. Es wurden
folgende Antikorper verwendet: monoklonaler Maus
anti-GFP (1 pg/ul, Roche, in einer Verdiinnung von
1:2.000) mit Ziege anti-Maus (HRP-gekoppelt, Pro-
mega, in einer Verdiinnung von 1:4.000); polyklona-
ler Hase anti-Myc A14 (0,2ug/ul, Santa Cruz, in ei-
ner Verdiinnung von 1:200) mit Ziege anti-Hase
(HRP-gekoppelt, NEB Biolabs, in einer Verdiinnung
von 1:2.000). Bei Verwendung des hiufig benutzten
monoklonalen anti-Myc Antikorpers 9E10 zeigten
sich kreuzhybridisierende Banden auf der Hohe von
Kpp6, deshalb musste auf den Al4-Antikorper aus-
gewichen werden.

Zur Detektion wurden die frisch angesetzten Losun-
gen ECL I und ECLII zu gleichen Teilen gemischt,
auf der Membran verteilt, diese nach 1 min kurz ab-
getrocknet, in einen Plastikbeutel gelegt, damit ein
Rontgenfilm belichtet und dieser entwickelt. Je nach
Signalstiarke waren nach 1 sec bis 1 h Exposition
deutliche Banden zu erkennen.

TBST:
20 mM Tris-Cl, pH 7,6
136 mM NaCl
0,05% (v/v) Tween 20
in HyOpq

PBS:
20 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0
150 mM NaCl
1 mM Na,-EDTA
in HyOpiq.

ECLL
100 mM Tris-Cl, pH 8,0
0,44% (v/v) p-Coumarinsiure (Sigma) in DMSO
1% (v/v) Luminol (Fluka) in DMSO
in HyOpiq.

ECL II:
100 mM Tris-Cl, pH 8.0
0,018% (v/v) H,0,
in H,0y4
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4.4 Die Technik des nichtradioaktiven RNA-Fingerprints

Diese Methode ist eine modifizierte Version des
Standard RNA-Fingerprints (Welsh et al., 1992), das
wiederum eine Variante des bekannteren Differential
Displays (Liang und Pardee, 1992) ist. Unter Beriick-
sichtigung der Modifikationen von Friedel et al.
(1997) wurde diese Methode im Rahmen der Arbeit

4.4.1 Reverse Transkription

Pro Ansatz wurden 15 ug Gesamt-RNA eingesetzt.
Dabei wurden jeweils zwei vollkommen unabhéngige
Parallelen durchgefiihrt (d. h. Anzucht und Induktion
der Stimme und RNA-Préparation verliefen parallel).
Die RNA wurde mit dem RNeasy-Kit (Qiagen) iso-
liert und anschlieBend mit DNasel inkubiert, um
DNA-Kontaminationen zu entfernen. Fiir die reverse
Transkription wurden die 15 ug RNA zundchst mit
500 pmol oligo (dT)s in 62,5 ul H,0y;, fiir 10 min
bei 70°C denaturiert, anschlieBend direkt auf Eis ge-
geben. Nach Zugabe von 20 ul RT-Puffer (5x,
Gibco), 10 ul 0,1 M DTT und 4 pl 25 mM dNTPs
wurde der Ansatz fiir 10 min bei Raumtemperatur
und anschlieBend fiir 2 min bei 37°C inkubiert, 800 U
Superscript II Reverse Transkriptase (Gibco) zugege-

4.4.2 PCR-Ansitze

Pro Ansatz wurden 0,5 ul der cDNA-Losung aus dem
ersten Schritt eingesetzt. Zusammen mit jeweils
20 pmol der beiden Primer und 0,1 pl einer 25 mM
dNTP-Losung wurden 19 pl Ansdtze in Standard
PCR-Puffer (fiir Tag DNA-Polymerase) hergestellt.
In der Regel wurden zw6lf Kombinationen von Oli-
gonukleotiden mit jeweils acht cDNA-Populationen
parallel in einer 96well PCR-Mikrotiterplatte durch-
gefiihrt. Die verwendeten Oligonukleotide haben be-
liebige Sequenzen, wobei es sich gezeigt hat, dass
Sequenzen aus kodierenden Bereichen deutlich bes-
sere Resultate ergaben. Aus diesem Grund wurden
bevorzugt Oligonukleotide benutzt, die in anderen
Versuchen bereits Verwendung gefunden hatten. Die
Oligonukleotide waren 18 Nukleotide lang, mit 11 G
oder C und 7 A oder T Basen, was einem GC-Gehalt
von 61,1% entspricht. Sie wiesen keine Selbstkom-
plementaritdt und keine Komplementaritit zueinander
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weiterentwickelt, so dass auf den Einsatz radioaktiv
markierter Nukleotide und Polyacrylamid-Gele ver-
zichtet werden konnte. In Abschnitt 2.1.2 und in der
Diskussion wurde schon auf die Vorteile dieser Me-
thode gegeniiber den bisher benutzten eingegangen.

ben (4 pl), und die Reaktion fiir 50 min bei 37°C
durchgefiihrt. Danach wurde die Reverse Transkrip-
tase 15 min bei 75°C inaktiviert, 2,5 ul einer
10 mg/ml RNaseA-Losung zugegeben und dadurch
die RNA fiir 30 min bei 37°C abgedaut. Mittels
QiaQuick Spin Columns (Qiagen) wurden die noch
vorhandenen Oligonukleotide und Nukleotide abge-
trennt. Die cDNA-Molekiile wurden mit 100 pl
10 mM Tris-Cl, pH 8,5 eluiert und in Aliquots zu
10 pl bei -20°C gelagert. In Testansitzen zeigte sich,
dass regelmifig etwa 0,4% der eingesetzten RNA re-
vers transkribiert wurde. Bei einem angenommenen
Anteil von 1% mRNA in der Gesamt-RNA wiirde das
bedeuten, dass etwa 40% der eingesetzten mRNA-
Molekiile revers transkribiert werden wiirden.

auf, hatten am 3'-Ende eine G oder C Base und am
5'-Ende bevorzugt eine G Base, um ideale Bedingun-
gen fiir die Klonierung mit dem TOPO TA Klonie-
rungs-Kit (Invitrogen) zu schaffen. Es wurden fol-
gende PCR-Bedingungen angewendet (zur Schreib-
weise siehe Abschnitt 4.3.4):
94/2-2UTaq-94/1-[94/1,5-50/3,5-72/3]x2-
[94/1-65/1-72/11x40-72/5
Wichtig war dabei vor allem die Anwendung eines
"Hot-Start"-Protokolls, d. h. die Zugabe der Tagq
DNA-Polymerase erst nach Denaturierung des PCR-
Ansatzes. Die verwendeten Bedingungen waren ideal
fiir die Amplifikation aus cDNA von U. maydis und
zur Erzeugung von 5-30 Amplicons einer Grofie von
200-1200 bp. Fiir andere Zwecke und Ansitze miis-
sen die initiale Hybridisierungstemperatur und die
Elongationszeiten entsprechend angeglichen werden.



Material und Methoden

4.4.3 Gelelektrophoretische Auftrennung der Amplicons

Pro Ansatz wurden 7 pl der Reaktion elektrophore-
tisch iiber ein Agarosegel aufgetrennt. Die Gele ent-
hielten 2% SeaKem LE Agarose (FMC), waren 20 x
20 cm groB, etwa 4 mm hoch, und die verwendeten
Kdmme waren 1 mm dick mit 50 Spuren (ca. 3 mm
breit). Der Gel- und Laufpuffer war 0,5x TBE mit
5 ug/ml Ethidiumbromid. Die Auftrennung erfolgte
fiir 3,5 h bei 6-7 V/cm und 8°C im Kiihlraum. Die
Gele wurden nach dem Lauf mit einer GelDoc 2000

Geldokumentations-Anlage (BioRad) unter UV-Licht
analysiert und mit dem Programm MULTIANALYST
(BioRad) ausgewertet.

TBE-Puffer (5x):
500 mM Tris-Borat, pH 7,9
10 mM Na,-EDTA
in HyOp,

4.4.4 Extraktion und Klonierung der Amplicons

Amplicons, die zwischen den zu vergleichenden An-
sitzen ein differentielles Muster aufwiesen wurden
unter UV-Durchlicht aus den Gelen ausgeschnitten,
durch eine Pipettenspitze mit Filtereinsatz zentrifu-
giert (8.000 Upm, 5 min, RT, Heraeus Biofuge 15)
und anschliefend 2 ul der extrahierten DNA mit
Hilfe des TOPO TA Klonierungs-Kits (Invitrogen) in
den Vektor pCR-Topo kloniert. Pro Amplicon wur-
den jeweils sechs Klone ausgewihlt und mittels
Ganz-Zell PCR unter Verwendung der Oligonukleo-
tide UNI24 und REV24 oder OAN104 und OAN105

4.5 Biochemische Methoden

4.5.1 Gelretardations-Analyse

Die Bindung eines Proteins an ein DNA-Fragment
kann anhand des verinderten Laufverhaltens in einem
Polyacrylamid-Gel nachgewiesen werden. Die DNA-
Fragmente wurden entweder durch PCR mit radioak-
tiven Nukleotiden oder Auffiillreaktionen an iiber-
hingenden Fragment-Enden, ebenfalls in Gegenwart
radioaktiver Nukleotide markiert, dann zunichst iiber
Microspin S-200 Siulchen die nicht eingebauten Nu-
kleotide bzw. Oligonukleotide abgetrennt und die
Sonden iiber ein Polyacrylamid-Gel aufgereinigt. Fiir
die Reaktionsansitze wurden 5 ul 4x Retentionspuf-
fer mit 10 ug BSA, 1 ug poly (dIdC) und 2 pl His-
Kon8 Proteinlosung mit H,0,;; in einem Volumen
von insgesamt 18 pl fiir 10 min bei 25°C vorinku-

die inserierten DNA-Fragmente amplifiziert. Durch
die gleichzeitige Restriktion mit den Enzymen EcoRI,
Hinfl und HinP11 und Auftrennung iiber ein 2%iges
Agarosegel konnten fiir jeden Klon ein spezifisches
Bandenmuster erzielt werden. Auf diese Weise war es
moglich zu ermitteln, wie viele der Klone identische
DNA-Fragmente inseriert hatten (ein Beispiel ist in
Abbildung 47C im Anhang abgebildet). Fiir die wei-
tere Analyse wurden fiir jedes Amplicon einer der am
haufigsten vorkommenden Klone ausgewihlt und das
entsprechende Plasmid prépariert.

biert. Das Protein befand sich in Puffer E und es wur-
den jeweils drei Ansitze mit 0, 16 und 32 ng Protein
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden pro Ansatz 2 pl
des radioaktiv markierten Fragments mit einer spezi-
fischen Aktivitit von ca. 20.000 cpm/ul zugegeben
und fiir weitere 15 min bei 25°C inkubiert. Die Reak-
tionen wurden tiber native 3,5% Polyacrylamid-Gele
mit einer Quervernetzung von 30:0,8 in 0,5x TBE-
Puffer fiir 2,7 h bei 125 V aufgetrennt, getrocknet und
auf einen strahlungssensitiven Phosphorimager-
Screen aufgelegt. Die Auswertung erfolgte nach Ex-
position fiir mindestens 8 h auf einem STORMS840
Phosphorimager (Molecular Dynamics) mit der
IMAGEQUANT Software (Molecular Dynamics).

149



Die friihe Infektionsphase von Ustilago maydis

Retentionspuffer (4x):
100 mM Hepes, pH 7,9
640 mM KCl
8 mM Na,-EDTA
40% (v/v) Glycerin
4 mM DTT
4 mM Pefabloc
4x Complete (Roche)

4.5.2 DNasel-Protektionsexperimente

Die genaue Bindestelle eines Proteins auf der DNA
kann durch "Footprinting"-Techniken ermittelt wer-
den. Bei DNasel-Protektionsexperimenten wird das
Fragment partiell mit DNasel geschnitten, so dass ca.
alle 300 bp ein Einzelstrangbruch eingefiihrt wird. Ist
die DNA durch ein Protein gebunden, dann ist dieser
Bereich vor dem Zugriff durch DNasel geschiitzt,
was nach Auftrennung der erhaltenen Fragmente
durch ein Ausbleiben von Einzelstrangbriichen in die-
ser Region erkennbar ist.

Die zu untersuchenden DNA-Fragmente wurden mit
Polynukleotid-Kinase an ihren 5'-Enden radioaktiv
markiert und iiber ein Polyacrylamid-Gel gereinigt.
Die Bindung erfolgte fiir 30 min bei 25°C in einem
Gesamtvolumen von 20 pl. Dabei wurden 5 pul
4x Retentionspuffer, 100.000 cpm des Fragments,
unterschiedliche Mengen an His-Kon8 in 4 pl Puf-
fer E und BSA in einer Endkonzentration von
500 ng/ul eingesetzt. Im Fall des in Abbildung 13C
und D dargestellten Experiments wurden insgesamt 0,
66, 200, 900 und 2.700 ng His-Kon8 verwendet.
Nach Bindung des Proteins an die DNA wurde die
DNasel-Reaktion durch Zugabe von 2 ul DNasel-Lo-
sung (667 pg/ul in 120 mM MgCl,) gestartet und
nach 15 sec Inkubation bei 25°C durch die Zugabe
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Puffer E:
25 mM Hepes, pH 7.4
80 mM KC1
2 mM Na,-EDTA
15% (v/v) Glycerin
2 mM DTT

von 80 pul Stopplosung (50 mM MgCl, und 0,5%
(w/v) SDS in H,0,;) gestoppt. Die Reaktion wurde
anschlieBend mit TE-Phenol/Chloroform extrahiert,
die DNA mit Ethanol unter Zugabe von 40 ug Gly-
kogen gefillt, mit 70%igem Ethanol gewaschen und
schlieBlich in 5 ul Formamid-Puffer aufgenommen.
Fiir die parallel durchgefiihrte Sequenzreaktion wurde
der T7 DNA Sequencing Kit (Pharmacia) verwendet.
Die Auftrennung erfolgte iiber ein denaturierendes
6%iges Polyacrylamid-Gel (2.000V fiir 1 h). Das Gel
wurde nach dem Lauf fiir 15 min in H,O gewissert,
fiir 1 h bei 80°C getrocknet und auf einen strahlungs-
sensitiven Phosphorimager-Screen aufgelegt. Die
Auswertung erfolgte nach Exposition fiir mindestens
12 h auf einem STORMS840 Phosphorimager (Mole-
cular Dynamics) mit der IMAGEQUANT Software
(Molecular Dynamics).

Formamid-Puffer:
10 mM Na,-EDTA, pH 8,0
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol FF
in Formamid
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6. Anhang

6.1 Homologe Integration in den ip-Locus von U. maydis

Bisherige Promotoranalysen in U. maydis, wie z. B. die Arbeiten zum Promotor des Arabina-
segens crgl (Bottin et al., 1996) erfolgten unter Zuhilfenahme frei replizierender Vektoren®.
Da jedoch bislang nur wenige Daten iiber die Kopienzahl der verwendeten Vektoren und die
Reproduzierbarkeit der erhaltenen Ergebnisse veroffentlicht sind®, wurde nach einer geeig-
neten Methode gesucht, um die zu vergleichenden Promotoren in einem definierten genomi-
schen Umfeld zu integrieren, so dass sie in einfacher Kopienzahl vorliegen und die Versuche
ohne Selektionsdruck durchgefiihrt werden konnen. Dazu bietet sich in U. maydis der ip-
Locus an, der fiir die Eisen-Schwefel-Untereinheit der Sukzinat-Dehydrogenase kodiert. Ein
Aminosdureaustausch in Ip’ fiihrt zu Resistenz gegen das Antibiotikum Carboxin (Keon et al.,
1991; Broomfield und Hargreaves, 1992). Transformation von U. maydis mit Plasmiden, die
neben dem gewiinschten Expressionskonstrukt das ip'-Allel (die sogenannte Cbx-Resistenz-
kassette) enthalten und in diesem linearisiert sind, fithren im Idealfall zu einer einfachen ho-
mologen Insertion in den ip-Locus und damit zu Carboxin-Resistenz (Abbildung 42A). Dane-
ben sind eine Reihe weiterer unterschiedlicher Integrationsereignisse moglich, die in Abbil-
dung 42A dargestellt sind. Durch Ganz-Zell-PCR-Analyse der Transformanten mit verschie-
denen Oligonukleotidpaaren kann eine schnelle Vorauswahl der richtigen Transformanten
getroffen werden, so dass sich letztlich bei fast allen vorselektierten Transformanten in der
abschliefenden Southern-Analyse die richtige, das heif3it einfache homologe Insertion bestiti-
gen liel (Abbildung 42B und fiir weitere Einzelheiten siche Abschnitt 4.3.4).

Das System der Integration in den ip-Locus besitzt noch weitere Vorziige. Die integrierten
Konstrukte konnen zur Analyse relativ einfach wieder reisoliert werden, was z. B. im Fall des
Stammes AB171 (almfa2 bBW2bEI Akpp6 ip'[P,,,.:kpp6]ip") notwendig war (sieche Abschnitte
2.4.5 und 4.3.1). Des weiteren konnen Analysen bei Stimmen mit im Genom integrierten Re-
porterkonstrukten ohne Antibiotika-Selektionsdruck durchgefiihrt werden, wodurch mogliche

Verfilschungen der Ergebnisse vermieden werden. Das Integrationssystem fand bereits bei

* Ein System, das mit den stabil propagierten CEN ARS-Plasmiden in S. cerevisiae (Bitoun und Zamir, 1986)
vergleichbar wiire, existiert bisher nicht.

* Tsukuda et al. (1988) geben fiir frei replizierende Vektoren mit Hygromycin-Resistenz eine relativ stabile Ko-
pienzahl von etwa 25 pro Zelle an. Da diese Untersuchungen ohne internen Standard durchgefiihrt wurden, han-
delt es sich allerdings um eine sehr grobe Abschitzung, worauf die Autoren auch ausdriicklich hinweisen. Eige-
ne Untersuchungen unter Verwendung eines internen Standards deuten auf eine Kopienzahl von weniger als 10
Plasmiden pro Zelle hin (nicht gezeigt und G. Weinzierl, pers. Mitteilung).
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der Analyse der Promotoren von mig/ (Basse et al., 2000) und /ga2 (Romeis et al., 2000) und
einer Deletionsanalyse von sg// (Loubradou et al., 2001) Verwendung.

A genomischer Wildtyp-Locus Cbx"-Kassette auf dem Plasmid
ip" OAN77 E
B oaN75  p° B DR A
P OANTS S OAN74
B ip° B
Wildtyp L — e—! 1
B /4 B
Genkonversion B 7 3+ 2
’ B i E i B
einfache —+
homologe Insertion I 3
einfache B /4 E 4 B
homologe Insertion L | —— —+— 4
mit Genkonversion
B i E i E i B
mehrfache /L L
homologe Insertion I I —/ 5
mehrfache B /4 i i B
homologe Insertion 1 1 1 —1— 6
mit Genkonversion
4 E 4 E
ektopische Insertion — T —— r 7
B
1 2 3 4 5 6 7+17+2
E 9313 bp B
T
7752 bp E
Cbx-Sonde | B 4946 bp B
: L eeese—
3385 bp E
OAN74 OAN75 1575 bp
+
OAN75 OAN74
OAN74 OAN76 1522 bp
+
OAN76 OANT4
OAN77 OAN77 4731p
+
OAN78 OAN78

Abbildung 42: Gezielte Integration in den ip-Locus von U. maydis. A) Schematische Darstellung der
moglichen Insertionsereignisse. Die Lage der verwendeten Oligonukleotide OAN74 bis 78 und der rele-
vanten Restriktionsschnittstellen ist angegeben. B) Southern-Analyse (oben) und Ganz-Zell-PCR-Ana-
lyse (unten) von ausgewihlten Transformanten. Rechts daneben schematische Darstellung der hybridisie-
renden DNA-Banden bzw. PCR-Amplifikate. Details zu den experimentellen Bedingungen siche Ab-
schnitte 4.3.2 und 4.3.4. Verwendete Restriktionsenzyme: S, Sspl (fiir Plasmid-Linearisierung); B,
BamH]I, E, EcoRI (beide fiir Southern-Analyse). Zeichnung ist nicht mafstabsgerecht.
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Durch die PCR-Analyse koénnen nicht nur richtige Transformanten schnell identifiziert wer-
den, sondern es kann auch auch zwischen Insertionen mit bzw. ohne gleichzeitig erfolgter
Genkonversion unterschieden werden (Abbildung 42B, vergleiche insbesonders die Amplifi-
kate bei Verwendung der Oligonukleotid-Kombination OAN77 + OAN78 bei den Spuren 3
mit 4 bzw. 5 mit 6). Wihrend im Rahmen dieser Arbeit in Bezug auf Wachstum, Zellmor-
phologie, Kreuzungsverhalten und Pathogenitit keinerlei Unterschiede zwischen carboxinsen-
sitiven und -resistenten U. maydis-Stimmen festgestellt werden konnten, berichten Ruiz-Her-
rera et al. (1999b) von einer deutlichen Reduktion der Pathogenitit bei U. maydis-Stammen,
bei denen eine Carboxin-Resistenzkassette in das Chitinsynthetase-Gen chs4 inseriert worden
war. Eine mogliche Erkldrung konnte darin bestehen, dass bei den von Ruiz-Herrera et al.
(1999b) untersuchten Stimmen gleichzeitig durch Genkonversion im Wildtyp ip-Locus ein
zweites carboxinresistentes Allel entstanden ist. In diesem Fall liegt in den Zellen kein ip’-
Gen mehr vor, was in der Arbeit allerdings nicht untersucht wurde. Die Vermutung wird da-
durch unterstiitzt, dass die Sukzinatdehydrogenase-Aktivitit in Proteinextrakten aus den car-
boxinresistenten Stimmen etwa bei der Hilfte der Aktivitdt von Extrakten aus Kontroll-
Staimmen lag und bei Zugabe von Carboxin keine Verdnderung zu beobachten war (Ruiz-Her-
rera et al., 1999b). Dagegen ist in den Kontrollextrakten die Aktivitit in Gegenwart von Car-
boxin um die Hilfte reduziert (Ruiz-Herrera ef al., 1999b). Dies spricht dafiir, dass in dem
carboxinresistenten Stamm ausschlieBlich Ip'-Protein vorlag. Allerdings verdeutlicht diese
Arbeit die Notwendigkeit der PCR-Analyse bei Integration in den ip-Locus, zumindestens
falls die Transformanten in Pathogenititstests eingesetzt werden sollen. Um derartige uner-
wartete Effekte zu vermeiden, wurden ausschlieBlich Transformanten verwendet, die ein ip’-

und ein ip"-Allel besitzen.

Bei den hergestellten Konstrukten wurde versucht, ein grofitmogliches Mafl an Kompatibilitit
zu erreichen, so dass z. B. ein einfacher Austausch von Promotoren oder Resistenzkassetten
zwischen verschiedenen Plasmidkonstrukten moglich ist. Dazu wurden durch gerichtete PCR-
Mutagenese und geeignete Klonierungsstrategien Promotoren in der Regel als Nof/Ndel-
Fragmente, Gene als Ndel/Ascl-Fragmente und Terminatoren als Ascl/NotI-Fragmente klo-
niert. Damit sind transkriptionelle Fusionen zwischen beliebigen Promotoren und Genen di-
rekt am Translationsstart moglich. Als Schnittstelle fiir den Ubergang wurde die Erkennungs-
sequenz von Ndel (CALTATG) gewihlt (sieche auch Abschnitt 6.3). Das Riickgrat dieses Kas-
settensystems sind Plasmide, welche die in U. maydis verwendeten Resistenzkassetten als
Notl- bzw. Ascl-Fragmente enthalten (pSL-Cbx, pSL-Ble, pSL-Hyg, und pSL-Nat, bzw.
pNEB-Cbx, pNEB-Ble, pNEB-Hyg, und pNEB-Nat; Details siche Abschnitt 4.1.4). Diese
Plasmide haben bereits bei einer ganzen Reihe von Projekten Verwendung gefunden
(Hartmann et al., 1999; Miiller et al., 1999; Basse et al., 2000; Romeis et al., 2000; Wedlich-
Soldner et al., 2000; Loubradou et al., 2001).
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6.2 Regulierbare Promotoren in U. maydis

Banks et al. (1993) beschreiben die Isolierung von narl aus U. maydis, dem Gen fiir das
Apoenzym der Nitratreduktase. Da dieses Gen bei Wachstum in Medien mit NOj;™ als einziger
Stickstoffquelle induziert und durch NH,* reprimiert ist, bietet sich der nar-Promotor fiir die
regulierte Expression von Genen an. Es war bereits bekannt, dass der veroffentlichte 503 bp
lange Promotorbereich nicht ausreicht, nitratinduzierte Expression zu vermitteln (nicht ge-
zeigt). Aus diesem Grund wurde ausgehend von der vorhandenen Sequenzinformation ein
Cosmid-Klon und aus diesem ein 6,6 kb langer Bg/II/HindIII-Subklon isoliert. Dieser Sub-
klon diente zur Herstellung eines ATG-Fusionskonstrukts von 2,2 kb nar/-Promotorbereich
vor sgfp (Sheen et al., 1995; Chiu et al., 1996). Dabei wurde der von Banks et al. (1993) an-
genommene Translationsstartpunkt von narl verwendet. Nach homologer Integration dieses
Konstrukts in den ip-Locus (Stamm RU1) konnte bei Wachstum der Zellen in induzierendem
Nitrat-Minimalmedium zwar ein sgfp-Transkript, jedoch keine Fluoreszenz nachgewiesen
werden (nicht gezeigt). Dies deutete darauf hin, dass der Translationsstartpunkt falsch be-
stimmt gewesen sein konnte. Die anschlieBende Sequenzanalyse des gesamten Bg/lI/HindIII-
Subklons zeigte eine Reihe von Abweichungen zu der publizierten Sequenz* (EMBL#
X67687). Das von Banks et al. (1993) als Translationsstartpunkt angenommene ATG-Basen-
triplett befindet sich in dem sequenzierten Allel aulerhalb des Leserasters. Der vermutliche
Startpunkt liegt 208 bp weiter stromaufwarts, und insgesamt ist nar/ damit nicht 2.724 son-
dern 2.949 bp lang. Die abgeleitete Narl-Sequenz von 983 Aminosiuren weist grofe Ahn-
lichkeit zu einer Reihe pilzlicher Nitratreduktasen auf (z. B. 47% Identitdtmit Narl aus He-
beloma cylindrosporum bzw. 41% ldentitdt mit NiaD aus Aspergillus nidulans). Es finden
sich alle in Nitratreduktasen konservierten Doménen (Campbell und Kinghorn, 1990): die
N-terminale Molybdopterin- (Position 87 bis 539), die zentrale Him- (Position 596 bis 663)
und die C-terminale FAD/NADP-Bindedomine (Position 746 bis 965). Der Bg/ll/HindIII-
Subklon ist insgesamt 6.620 bp lang und umfasst 1.855 bp des 3'-Endes des Nitritreduktase-
Gens nirl®, einen 1.198 bp groBen intergenischen Bereich, den gesamten ORF von narl/
(2.949 bp) und 618 bp des 3'-UTR von narl. Die Transkription beider Gene lduft in die glei-
che Richtung (Abbildung 43A).

Ausgehend von dem angenommenen neuen Translationsstart wurde ein neues Fusionskon-
strukt mit 2.054 bp narl-Promotorbereich vor sgfp hergestellt und ebenfalls in den ip-Locus
inseriert (Abbildung 43A und B). Als Terminator diente ein 287 bp langes Fragment aus dem

* Insgesamt fanden sich gegeniiber der publizierten 3.333 bp Sequenz des nari-Locus 112 Abweichungen: 24
Deletionen, 42 Insertionen und 46 Basenaustausche.

* Das von dem klonierten 3'-Bereich kodierte, 618 Aminosiuren lange Peptid weist starke Ahnlichkeit zu C-
Termini einer Reihe pilzlicher Nitritreduktasen auf (z. B. jeweils 54% Identitit mit Nirl aus Hebeloma cylindro-
sporum und mit NiiA aus Aspergillus nidulans). Da schon Holliday (1971) und Banks et al. (1993) die rdumliche
Nihe von nirl und narl in U. maydis zeigen konnten, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem
Fragment um das 3'-Ende der Nitritreduktase nir/ handelt.
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3'-UTR des Nopalinsynthase-Gens (T,,,) aus Agrobacterium tumefaciens (Bevan et al., 1983),
das in U. maydis Transkriptions-Termination vermittelt (Romesis et al., 2000)*. In diesem Fall
konnte sowohl ein sgfp-Transkript als auch Fluoreszenz bei Wachstum in Fliissigmedium mit
NOj;™ als einziger Stickstoffquelle nachgewiesen werden, nicht jedoch, wenn das Medium
NH," enthielt (nicht gezeigt).
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Abbildung 43: Regulierbare Promotoren in U. maydis. A) Schematische Darstellung des nirl/narl-
Locus und der genomischen Organisation des ip-Locus nach singuldrer homologer Integration der Re-
porterkonstrukte. B) Schematische Darstellung der Reporterkonstrukte mit verschieden langen narl-
Promotorfragmenten. Die entsprechenden Stimme sind: RU2 (2.054 bp), RU3 (1.169 bp), RU4 (986 bp),
RUS (625 bp), RU6 (594 bp) und RU7 (463 bp). Daneben ist die relative sgfp-Transkriptstirke nach
fiinfstiindigem Wachstum in Minimalmedium mit NH," (A) bzw. NO;™ (N) als einziger Stickstoffquelle
angegeben. C) Schematische Darstellung des amdl/crgl-Locus und der genomischen Organisation des
ip-Locus nach singuldrer homologer Integration der Reporterkonstrukte. D) Schematische Darstellung
der Reporterkonstrukte mit verschieden langen crg/-Promotorfragmenten. Die entsprechenden Stimme
sind: RU11 (3.512 bp), RU12 (1.405 bp) und RU13 (1.306 bp). Daneben ist die relative sgfp-Transkript-
stirke nach fiinfstiindigem Wachstum in Vollmedium mit Glucose (Glc) bzw. Arabinose (Ara) als einzi-
ger Kohlenstoffquelle angegeben. Die relativen Transkriptstirken in B) und D) beziehen sich jeweils auf
die sgfp-Transkriptstirke unter reprimierenden Bedingungen bei Verwendung des lingsten Reporterkon-
strukts (mit bloBem Auge waren dabei keine Signale zu erkennen). Zum Mengenabgleich wurden die
Filter anschlieBend mit einer 18S rRNA-Sonde hybridisiert (siche Abschnitt 6.16); die Quantifizierung
erfolgte mit Hilfe eines STORM460 Phosphoimager und IMAGEQUANT-Software. Zeichnungen sind
mafstabsgerecht.

Zur Bestimmung der fiir NO; -Induktion bzw. NH,*-Repression verantwortlichen Promotorbe-

reiche wurden schrittweise Promotorverkiirzungen vorgenommen und in identischer Weise an

“ Alle weiteren gfp-Reportergen-Konstrukte enthalten ebenfalls den nos-Terminator.
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sgfp fusioniert (Abbildung 43B), und die Konstrukte mittels homologer Rekombination in
Einzelkopie in den ip-Locus eingebracht, um einen direkten Vergleich der Transkriptmengen
vornehmen zu konnen. Dabei zeigte sich, dass ein 966 bp langes Promotorfragment in der
Lage ist, volle NO;-Induktion und NH,*-Repression zu vermitteln. Eine weitere Verkiirzung
des narl-Promotors fiihrt zu wesentlich geringerer Induzierbarkeit und dem Auftreten eines
deutlichen Signals bei Wachstum mit NH," (Abbildung 43B).

Da ein Wechsel der Stickstoffquelle im Medium Veridnderungen im zelluldren Expressions-
muster nach sich zieht, kann das bei Analysen zu einer Beeinflussung oder Uberlagerung der
zu untersuchenden Genexpression fithren”’. Um derartige Medieneinfliisse identifizieren und
ausschliefen zu konnen, wurde mit dem crg/-Promotor in dhnlicher Weise ein zweites regu-
lierbares Promotorsystem etabliert. Bottin et al. (1996) konnten bereits zeigen, dass ein 3,5 kb
langes Promotorfragment zu heterologer Arabinose-induzierter und Glucose-reprimierter Ex-
pression ausreicht. Die Sequenzanalyse des entsprechenden Fragments ergab, dass sich darauf
ein vollstindiger, 1.956 bp langer ORF befindet (Abbildung 43C). Die abgeleitete Proteinse-
quenz zeigt starke Ahnlichkeit zu pilzlichen Acetamidasen (z. B. 33% Identitit mit Amd1 aus
S. pombe bzw. 30% Identitiat mit AmdS aus Aspergillus nidulans) und das Gen wurde daher
mit amd! bezeichnet.

Die Analyse verschieden langer crg/-Promotorfusionen mit sgfp zeigte nach singulérer Inte-
gration in den ip-Locus, dass die Verkiirzungen zwar zu einer gewissen Abnahme der Indu-
zierbarkeit fithren (Abbildung 43C und D). Mit keinem der Konstrukte konnte jedoch in den
Transformanten bei Wachstum in Medien mit Glucose als Kohlenstoffquelle sgfp-Transkript
nachgewiesen werden (Abbildung 43D und nicht gezeigt). Im Folgenden wurde daher aus-
schlielich mit dem 1.405 bp langen crg/-Promotorfragment gearbeitet, das zum einen deut-
lich kiirzer ist und auf dem sich zum anderen nur noch ein vermutlich inaktives 3'-Fragment

von amd] befindet, anstatt dem vollstandigen Gen.

7 Dieser Fall ist z. B. bei der Untersuchung der Gene big2 und big4 aufgetreten, die einer komplexen gleichzei-
tigen Regulation durch verschiedene Kohlenstoffquellen und das bW/bE-Heterodimer unterliegen (siche Ab-
schnitt 6.6). Die parallele Verwendung beider Promotoren ermoglichte in dieser Arbeit einen Ausschluss derarti-
ger medienbedingter Expressionsunterschiede (siche Abschnitt 2.1.6). Das Problem kénnte auch durch die Eta-
blierung eines kontrollierbaren Promotorsystems auf der Basis heterologer Regulatoren, wie z. B. dem bakte-
riellen tet-Repressor (Gossen et al., 1995; Kringstein et al., 1998; Rossi et al., 1998), umgangen werden. In die-
sem Fall wiirde die Expression durch Zugabe von Tetrazyklin induziert werden, was zumindest in den iiblicher-
weise verwendeten Konzentrationen auf U. maydis selber keine erkennbare Auswirkung hat (S. Gilles und M.
Feldbriigge, pers. Mitteilung).
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6.3 Konstitutive Promotoren und GFP-Varianten in U. maydis

In der gleichen Weise wie die regulierbaren Promotoren von nar/ und crg/ wurden in das
oben beschriebene Expressionssystem bekannte DNA-Fragmente mit konstitutiver Promotor-
aktivitét in U. maydis eingebracht. Es handelt sich hierbei um den Promotor des Hitzeschock-
(Wang et al., 1988; Holden et al., 1989), den Promotor des
Translations-Elongationsfaktors 1 aus U. maydis, P,; (Spellig et al., 1996), Derivate davon

gens hsp70 aus U. maydis, P,
mit zusétzlich 7 bzw. 14 Tetracyclin-Operatorsequenzen, P, (sieche Abschnitt 4.1.4) bzw.
P,.; (Spellig et al., 1996) und ein DNA-Fragment aus S. cerevisiae, P, (Bolker et al., 1995a).
Bislang war in Hinsicht auf die relativen Promotorstirken lediglich bekannt, dass P, eine
schwache konstitutive Promotoraktivitit aufweist, die durch Hinzufiigen von 14 Tetracyclin-
Operatorsequenzen etwa um das achtfache gesteigert werden kann (Spellig et al., 1996).
Transformanten mit singuldrer homologer Integration der entsprechenden Reporterkon-
strukte wurden in Voll- und in Minimalmedium auf die jeweilige Menge an sgfp-Transkript
hin untersucht (Abbildung 44A). Dabei zeigte sich, dass P,, sehr schwache, P, P,,,und P,
mittlere bis hohe und P,,, hohe Promotoraktivitit aufweisen. Zumindest in Minimalmedium
zeigt sich der etwa achtfache Expressionsunterschied zwischen P, und P, P, liegt dazwi-
schen. Wiihrend bei P, und P, kein Unterschied zwischen Voll- und Minimalmedium beob-
achtet werden kann, zeigt P, eine stiirkere Promotoraktivitit in Vollmedium bzw. P,;,.-und
P, in Minimalmedium (Abbildung 44A). Insgesamt kann wohl davon ausgegangen werden,

dass P,, und P, zur Uberexpression von Genen in U. maydis verwendet werden konnen.

hsp
Bei den bisher verwendeten Reporterkonstrukten wurde fiir den Ubergang zwischen Promotor
und sgfp die Erkennungssequenz fiir Ndel (CALTATG) verwendet. Daneben existieren weitere
Moglichkeiten, mittels Klonierung transkriptionelle Fusionen direkt am Translationsstart ei-
nes Gens zu erzeugen, z. B. die Verwendung der Erkennungssequenzen fiir Ncol (CLCATGG)
bzw. Sphl (GCATGLC)*. Gegeniiber Ndel haben diese Varianten den Nachteil, dass je nach zu
exprimierendem Gen eventuell die zweite Aminoséure veréindert werden muss®. Sie haben
aber den Vorteil, dass ihre Erkennungssequenzen besser mit der von Ballance (1990) ermit-
telten Konsensussequenz fiir Translations-Startstellen in filamentdsen Pilzen (CA®/,*/.
ATGC) iibereinstimmt. Entsprechend finden sich in U. maydis zwar Gene mit Ncol- bzw.
Sphl-Erkennungsstellen am Translationsstart (z. B. eg/l bzw. iadl; Schauwecker et al., 1995;
Basse et al., 1996), bislang jedoch keine mit Ndel-Erkennungssequenzen am ATG.

* Es wiren dafiir auch noch die Restriktionsenzyme Pcil (ALCATGT) und Xbal (TICATGA) verwendbar.

*In S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass die zweite Aminosiure nach der sogenannten "N-end rule" einen
wichtigen Einfluss auf die Halbwertszeit von Proteinen hat (Varshavsky et al., 2000). Falls in U. maydis ein
dhnlicher Mechanismus des Proteinabbaus vorliegt, konnte eine Veridnderung der zweiten Aminosidure uner-
wiinschte Effekte zur Folge haben.
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Zur Analyse eines moglichen Einflusses unterschiedlicher Startstellen auf die Translations-
effizienz in U. maydis wurden mittels gerichteter PCR-Mutagenese Reporterkonstrukte herge-
stellt, die jeweils den 986 bp narl-Promotor vor sgfp enthalten und sich nur in den Transla-
tions-Startstellen unterscheiden: eine Wildtyp nar/-Promotorsequenz (gga aag atg
gtg), eine Erkennungssequenz fiir Ndel (gga CAT ATG gtg), eine fiir Ncol (gga aCC
ATG Gtg) und eine fiir Sphl (gga aGC ATG Ctg).

Medium CM NM Medium  AM NM AM
Promotor hsp sc tef oftef o2tef hsp sc tef oftef o2tef Inkubation O/N 2h 4h 2h 4h 6h 8h
B e | o - gfp
- - - - - - - - - - | [RNA s s S | RNA
Medium AM NM Medium 4h NM 4h AM 8h AM
Jranslations- \+  Ndel Ncol Sphl wt Ndel Neol Sphi Allel G egfp egfp

-d2 -di wt -d2 -d1 wt -d2 -d1

-—.———:::r GFP 33kD u . ‘ GFP
25kD
[T —

A e | RNA

Abbildung 44: Konstitutive Promotoren und GFP-Varianten in U. maydis. A) Northern-Analyse von U.
maydis-Transformanten mit singuldrer Integration von Reporterkonstrukten mit konstitutiven Promotoren vor
sgfp. Die entsprechenden Stimme sind: CU1 (P,,), CU2 (P,), CU3 (P,), CU7 (P, und CU4 (P,,). Die
Stimme wurden in NM-Glc bzw. CM-Glc Fliissigmedium bis ODg, = 0,5 inkubiert. Pro Spur wurde etwa
10 pg RNA geladen. B) Western- und Northern-Analyse von U. maydis Transformanten mit singuldrer Inte-
gration von Reporterkonstrukten, die das 986 bp narl-Pomotorfragment vor sgfp mit unterschiedlichen
Translations-Startstellen enthalten. Die entsprechenden Stimme sind: RU4wt (wt), RU4 (Ndel), RU4Nco
(Ncol) und RU4Sph (Sphl). Zellen wurden in AM bis zu ODgy, = 0,5 kultiviert, anschlieBend fiir 5 h in AM
bzw. NM induziert und geerntet. Pro Spur wurde etwa 100 pug Protein bzw. etwa 10 pug RNA geladen. Bei
der kleineren Proteinbande scheint es sich um ein GFP-Abbauprodukt zu handeln, das bei starker Expression
sichtbar ist. Bei Verwendung des nar/-Promotors zur Expression von Genen in U. maydis zeigen sich in
Northern-Analysen jeweils zwei Signale, wobei der GroéBenunterschied etwa 50 bis 100 Nukleotide betrigt
(siehe auch C). Der narl-Promotor besitzt wahrscheinlich zwei unterschiedliche Transkriptions-Startpunkte
(alternativ ist auch differentielles Spleien im 5'-UTR mdglich). C) Northern-Analyse von Stamm RU4egfp,
der in singuldrer Kopie das 986 bp nar/-Promotorfragment vor egfp enthilt. Zellen wurden in AM bis zu
ODy = 0,5 kultiviert, anschlieBend fiir 4 h in NM induziert und schlieBlich fiir insgesamt 8 h wieder in AM
wachsen gelassen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen. Pro Spur wurde etwa
10 ug RNA geladen. D) Western-Analyse von U. maydis Transformanten mit singulirer Integration von Re-
porterkonstrukten mit 986 bp narl-Promotor vor verschiedenen egfp-Allelen; die entsprechenden Stimme
sind: RU4egfp, RU4egfp-d2 und RU4egfp-d1. Kultivierung siehe C), zu den angegebenen Zeitpunkten wur-
den Aliquots entnommen. Pro Spur wurde etwa 80 pg Protein geladen.

Nach singulédrer homologer Integration in den ip-Locus wurden die Transformanten unter re-
primierenden und induzierenden Wachstumsbedingungen auf die jeweiligen Mengen an sgfp-
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Transkript und an GFP-Protein untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Unterschiede in den
Translations-Startstellen nicht nur keinen Einfluss auf die Transkription haben, sondern er-
staunlicher Weise auch kein Unterschied in der Translationseffizienz erkennbar ist (Abbil-
dung 44B). Dariiber hinaus scheint es sich bei GFP um ein in U. maydis sehr stabiles Protein
zu handeln, da unter reprimierenden Bedingungen fast kein sgfp-Transkript, aber eine deutli-
che Menge an GFP-Protein nachweisbar ist. Dies kann zu Problemen bei Expressionsstudien
fiihren, wenn dabei GFP bzw. GFP-Fluoreszenz als Marker benutzt wird.

Aus diesem Grund wurden in demselben Reportersystem das hiufig verwendete egfp (Basse
et al., 2000; Wedlich-Soldner et al., 2000) und die beiden destabilisierten Allele egfp-d2 und
egfp-dl (Clontech) mit einer angegebenen Halbwertszeit von zwei bzw. einer Stunde unter
Kontrolle des 986 bp langen narl-Promotorfragments kloniert und in singuldrer Kopie in
U. maydis eingebracht. In der Northern-Analyse zeigt sich, dass schon zwei Stunden nach In-
duktion des narl-Promotors ein starkes gfp-Transkript sichtbar ist, das innerhalb von zwei
Stunden nach Wechsel zu reprimierenden Medienbedingungen wieder verschwindet™ (Abbil-
dung 44C). Der narl-Promotor eignet sich daher sowohl fiir Gen-Aktivierung als auch fiir die
Inaktivierung von Genen und damit zur Analyse von Effekten, die durch das Ausschalten von
z. B. essentiellen Genen verursacht werden. In diesem Zusammenhang wére interessant zu
untersuchen, ob durch unterschiedliche Konzentrationen an Nitrat im Medium, oder durch die
Zugabe geringer Mengen an Ammonium eine graduelle Regulation der Promotoraktivitit er-
zielt werden kann.

Die parallel durchgefiihrte Western-Analyse bestitigt die hohe Stabilitit von GFP in U.
maydis. Selbst acht Stunden nach Ausschalten des Promotors ist noch ein starkes Signal zu
erkennen (Abbildung 44D). Dagegen weisen die destabilisierten Versionen von EGFP auch in
U. maydis eine deutlich kiirzere Halbwertszeit auf. Demnach werden offensichtlich die PEST-
Sequenzen der Ornithin-Decarboxylase aus Maus, die in diesen Versionen an GFP fusioniert
sind (Clontech), in U. maydis erkannt. Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass dieser
konservierte Protein-Abbauweg (Rechsteiner und Rogers, 1996) auch in U. maydis existiert,
was bisher nur vermutet worden war (Loubradou etz al., 2001). Die erhohte Instabilitét fiihrt
allerdings auch zu einer geringeren Akkumulation der Proteine unter induzierenden Bedin-
gungen (Abbildung 44D) und damit zu deutlich schwicherer Fluoreszenz (nicht gezeigt). Da-
her eignen sie sich nur fiir Promotorstudien entsprechend stark exprimierter Gene, bieten aber

gegeniiber EGFP den Vorteil einer hoheren zeitlichen Auflosung.

* In diesem Experiment kann ein schwaches gfp-Hintergrundsignal unter reprimierenden Bedingungen beob-
achtet werden. Derartige Unterschiede zwischen Versuchen wurden vereinzelt festgestellt. Der nar/-Promotor
scheint ein gewisses basales Expressionsniveau zu besitzen, daher muss in jedem Einzelfall gepriift werden, ob
das zu Problemen in der Analyse fiihren kann.
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6.4 Testansatz zur Isolierung b-regulierter Gene

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine nichtradioaktive Variante der Technik des RNA-Finger-
prints entwickelt, da trotz aller Vorteile und Verbesserungen der letzten Jahre (Liang und Par-
dee, 1995; 1998; Matz und Lukyanov, 1998) die iiblicherweise verwendeten Methoden des
Differential Display und des RNA-Fingerprints einige Nachteile aufweisen: Die Verwendung
radioaktiv markierter Nukleotide und die Auftrennung der erzeugten Amplicons iiber Poly-
acrylamid-Gele erschwert eine Automatisierung und damit die Analyse einer grofSen Anzahl
an Reaktionen. Zwar wurde mit dem sogenannten "REN display" ("Rapid, efficient and non-
radioactive display") eine nichtradioaktive Variante entwickelt, bei der die Amplicons durch
Silberfarbung sichtbar gemacht werden (Lohmann ez al., 1995). Diese Methode ist jedoch re-
lativ aufwendig und benétigt immer noch eine Auftrennung mittels Polyacrylamid-Gelen. Ein
zweiter Nachteil besteht in der Notwendigkeit, die extrahierten Amplicons vor der Klonierung
oder direkten Sequenzierung reamplifizieren zu miissen. Bei diesem Schritt kann es zu einer
Anreicherung von kontaminierenden Amplicons kommen (Bauer e? al., 1993; Callard et al.,
1994; Wang und Feuerstein, 1995). Dies ist wahrscheinlich eine der haufigsten Ursachen fiir
das Auftreten falsch positiver Kandidaten, was sicher das grofite Problem bei diesen Metho-
den darstellt. Auch wenn die Verbesserungen der letzten Jahre eine deutliche Erhohung des
Anteils an positiven Klonen gebracht haben (Liang und Pardee, 1998), kann das Problem
nicht vollstdndig eliminiert werden, da es vermutlich in der geringen Menge an Ausgangs-
material und den damit verbundenen statistischen Unterschieden in den cDNA-Populationen
begriindet ist (Matz und Lukyanov, 1998). Dariiberhinaus gibt es keinerlei Untersuchungen zu
dem minimalen Expressionsniveau, das ein Gen in der Zelle aufweisen muss, um mit diesen
Methoden detektierbar zu sein (Matz und Lukyanov, 1998). Wihrend in einzelnen Publika-
tionen die erfolgreiche Identifizierung gering exprimierter, differentiell regulierter Gene be-
schrieben wird (z. B. Wan et al., 1996), zeigen andere Publikationen eine deutliche Uberre-
prasentation stark transkribierter Gene unter den isolierten Klonen (Bertioli et al., 1995;
McClelland et al., 1995).

Das Ziel der Etablierung eines modifizierten Systems in dieser Arbeit lag in der Elimination
moglichst vieler der oben angefiihrten Nachteile. Dazu wurde als Ausgangspunkt eine Vari-
ante des RNA-Fingerprint-Protokolls verwendet, bei der aus den cDNA-Populationen mit
zwei 18mer Oligonukleotiden zundchst unter nicht-stringenten Bedingungen eine Grund-
menge an Amplicons geschaffen wird, die anschliefend durch Amplifikation unter stringen-
ten Bedingungen vervielfiltigt wird (Friedel et al., 1997). Diese Methode weist an sich schon
eine Reihe an Vorziigen im Vergleich zu den Originalprotokollen auf. Dadurch, dass nur zwei
Amplifikationszyklen unter nicht-stringenten Bedingungen stattfinden, ist das entstehende
Bandenmuster deutlich einheitlicher und klarer, was eine groBere Reproduzierbarkeit zur
Folge hat (Friedel et al., 1997). Die entstehenden Amplicons liegen nicht, wie beim Differen-
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tial Display, ausschlieBlich in der 3'-Region der Transkripte, sondern hiufig im kodierenden
Bereich, so dass die Sequenzanalyse Aussagen iiber die regulierten Gene ermoglicht. Und

schlieBlich konnen theoretisch alle Oligonukleo-
Stamm FB1 AG1 AB4 FBD11 FBD11
tide verwendet werden, deren stringente 7 d g o o
L . T Gemop by Ab  bW2E1 bib2  bib2
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dium verglichen. Diese beiden Stimme entspre-
chen in Bezug auf b-Induktion und Expres- brg1
sionsmuster der b-regulierten Gene dik6, egll
und repl den Stimmen AB2 (a2 Ab) bzw. AB33 brg2
(a2 P,,,:bW2,bEI) (nicht gezeigt). Es handelt phei
sich aber um friither hergestellte Derivate des
haploiden Stammes FB1 (a/ bl), d. h. die Dele- phet
tion des b-Locus bzw. der Austausch des inter-
ppi

genischen Promotorbereichs ist im b/-Locus er-
folgt.

Abbildung 45: Northern-Analyse der
Bei den PCR-Ansitzen wurden 36 Kombina- Amplicons aus dem RNA-Fingerprint-
Testansatz. Fiir die ersten vier Spuren
wurden die Stimme in AM bis zu
verwendet, wodurch etwa 700 Amplicons ent- ODg = 0,5 angezogen und fiir 2 h in NM
induziert. Die RNA der fiinften Spur
stammt von Zellen, die 48 h auf CM-

tionen von 18 verschiedenen Oligonukleotiden

standen, von denen etwa 450 verschieden sein

diirften®'. 30 Amplicons zeigten ein differentiel- Charcoal-Festmedium kultiviert worden
les Erscheinungsmuster. Sie wurden aus dem WTZ“' Pro Spur wurde etwa 5 g RNA
geladen.

Gel extrahiert, kloniert und analysiert (Einzel-

*! Diese Zahl ergibt sich aus (36 x 10) + (18 x 5) = 450 verschiedene Amplicons, 270 Amplicons (54 x 5) wiren
redundant (vgl. Abschnitt 2.1.3).
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heiten, auch zu den hier nicht beschriebenen Amplicons, sieche Abschnitt 6.5). 18 Amplicons
schienen dabei von b-induzierten und 12 von b-reprimierten Genen zu stammen.

Eine Northern-Analyse, bei der einige ausgewéhlte Amplicons als Sonde verwendet wurden,
bestitigte die Identifikation von neun neuen b-induzierten (big/ bis big7, excl und pdil) und
zwei potentiell b-reprimierten Genen (brg/ und brg2) (Abbildung 45, vergleiche jeweils die
Signalstirke in Stamm AG1 mit AB4). In drei Fillen waren keine Signale erkennbar, die Ex-
pressionsstirke der entsprechenden Gene liegt offensichtlich unterhalb des Detektionsniveaus
(nicht gezeigt). Von den b-induzierten Genen zeigen bigl, big3, big5 und pdil eine basale
Expression in Stimmen wie FB1 (a/ bI) oder AG1 (al Ab), die kein aktives bW/bE-Hetero-
dimer besitzen. Bei den iibrigen fiinf Genen ist unter diesen Bedingungen kein Signal detek-
tierbar (Abbildung 45). Alle b-induzierten Gene bis auf big2 und big6 sind auch im diploiden
Stamm FBD11 (ala2 bib2) stark exprimiert, wenn dieser auf aktivkohlehaltigem Festme-
dium kultiviert wird (Abbildung 45, letzte Spur). Dort sind die Gene des b-Locus induziert, so
dass aktive bW/bE-Heterodimere vorliegen (in NM-Fliissigmedium ist das Expressionniveau
dagegen sehr niedrig) und die Zellen filamentos wachsen (nicht gezeigt). Die nur geringe
bzw. fehlende Expression von big2 und big6 kann entweder durch Medieneffekte oder durch
eine nur voriibergehende Expression kurz nach b-Induktion bedingt sein.

Die beiden eventuell b-reprimierten Gene brg/ und brg2 zeigen keine eindeutige Regulation
in Abhingigkeit vom bW/bE-Heterodimer, der Unterschied in der Signalstérke ist nur etwa
zweifach (Abbildung 45, vergleiche die Signalstirke in Stamm AG1 mit AB4). Es ist zwar
denkbar, dass die Zeit von zwei Stunden nach b-Induktion fiir einen vollstdndigen Abbau der
Transkripte reprimierter Gene nicht ausreicht. Die jeweils deutlich stidrkeren Signale im di-
ploiden Stamm FBD11 bei Wachstum auf aktivkohlehaltigem Festmedium (Abbildung 45,

letzte Spur) lassen aber eine strikte Regulation durch b unwahrscheinlich erscheinen.

Tabelle 18: Ergebnisse der Sequenzanalyse von b-regulierten und weiteren inter-
essanten Amplicons aus dem Testansatz

Gen Fragmentlinge Ahnlichkeit zu Identitit angenommene Funktion
bigl 483 bp -
big2 339 bp C13G6.10c (S. pombe) 41% (serinreiches Protein)
big3 852 bp -
big4 491 bp C13G6.10c (S. pombe) 30% (serinreiches Protein)
big5s 331 bp -
bigb 1207 bp MdoH (E. coli) 26% Glucanbiosynthese-Protein
big7 244 bp -
excl 749 bp Excl (Trichoderma harzianum) 29% Exochitinase
pdil 274 bp Pdil (Trichoderma reesei) 42%  Proteindisufid-Isomerase
brgl 375bp SPAC9.08c (S. pombe) 34%  Steroidreduktase
brg2 642 bp C13G6.10c (S. pombe) 29% (serinreiches Protein)
pkel 804 bp Pkcl (Trichoderma reesei) 85% Proteinkinase C
phcl - AphB (Anabaena sp.) 26% Phytochrom (Photorezeptor)
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Die Sequenzanalyse der Amplicons der b-regulierten Gene zeigte in zwei Fillen deutliche
Ahnlichkeiten zu pilzlichen Exochitinasen (excl) bzw. Proteindisulfid-Isomerasen (pdil)
(Tabelle 18). Die abgeleitete Aminosduresequenz des Amplicons von big6 ist dhnlich zu dem
Glucanbiosynthese-Protein MdoH aus E. coli, die von brgl zu einer angenommenen Steroid-
reduktase aus S. pombe (SPAC9.08c) und die von big2, big4, und brg2 zu einem postulierten
serinreichen Protein, ebenfalls aus S. pombe (C13G6.10c). Dabei sind die Regionen, in denen
die Proteinsequenzen verwandt sind, im Fall von big2 und brg2 die gleichen und unterschied-
lich zu der im Fall von big4. Bei drei Amplicons konnten keine Ahnlichkeiten festgestellt
werden (bigl, big3 und big5). Die Gene wurden entsprechend ihrer Regulation durch b mit
big (b-induziertes Gen) bzw. brg (b-reprimiertes Gen) bezeichnet (Tabelle 18).

Einige dieser Gene wurden weiter analysiert, zum Teil im Rahmen von GroBpraktika und
Diplomarbeiten; die Ergebnisse hierzu sind in den Abschnitten 6.6 bis 6.8 zusammengefasst.
In diesem Zusammenhang miissen noch zwei weitere Gene erwéihnt werden: Es wurde ein
Fragment isoliert, das groBe Ahnlichkeit zu pilzlichen Proteinkinasen C aufweist (z. B. 85%
Identitit mit Pkcl aus Trichoderma reesei), das zugehorige Gen wurde mit pkc/ bezeichnet.
In chromosomaler Nachbarschaft befindet sich ein weiteres interessantes Gen, das fiir ein
Homolog pilzlicher Histidinkinasen und pflanzlicher Phytochrome kodiert (phcl, Tabelle 18).
Wihrend pkcl keine eindeutige Regulation durch b zeigt, scheint phcl b-induziert zu sein
(Abbildung 45). Beide Gene wurden ebenfalls weiter untersucht (sieche Abschnitte 6.9 und
6.10).

Der Testansatz zeigte, dass es moglich ist, mit den hergestellten Stimmen zur kontrollierten
b-Genexpression und dem modifizierten RNA-Fingerprint-Protokoll neue b-regulierte Gene
zu identifizieren. Unter den verwendeten Bedingungen (Induktion fiir zwei Stunden) wurden
allerdings mit exc/ und pdil auch Gene identifiziert, die wohl eher indirekt reguliert sind und
deren Induktion eine Folge des beginnenden filamentdsen Wachstums sein konnte (siehe Dis-
kussion). Ein fritherer Zeitpunkt nach Induktion scheint eher angebracht, um direkt regulierte
Gene zu isolieren. Auf der anderen Seite konnte das zu Problemen bei der Suche nach
b-reprimierten Genen fiihren; dafiir wére ein spéterer Zeitpunkt eventuell geeigneter.
Allerdings sind bei weitem noch nicht alle Moglichkeiten der Technik ausgeschopft worden.
Zum Beispiel konnten die Reaktionsbedingungen unter Beachtung des sogenannten "Ct-Ef-
fekts" (Mathieu-Daude et al., 1996; McClelland et al., 1997) optimiert werden: Wenn zu ei-
nem spiten Zeitpunkt in der PCR-Amplifikation eine grole Menge eines bestimmten Endpro-
dukts vorhanden ist, kommt es teilweise zur Rehybridisierung, so dass die Oligonukleotide
nicht mehr daran binden konnen und daher keine Amplifikation mehr erfolgt. Dieser Effekt
kann ab einem Verhiltnis von Endprodukt zu freien Oligonukleotiden von 1:100 beobachtet
werden und nimmt mit zunehmender Endproduktkonzentration immer weiter zu, so dass bei
einem Verhiltnis von 1:3 praktisch iiberhaupt keine Amplifikation mehr erfolgt (Czerny,
1996). Durch Reduzierung der Menge an freien Oligonukleotiden kann daher in einem RNA-
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Fingerprint-Ansatz eine bevorzugte Amplifikation von Amplicons seltenerer cDNA-Molekiile

erzielt werden, was die Sensitivitdt der Methode erhohen wiirde. Dazu miissen in der Reak-

tion zu allen Zeiten Nukleotide im Uberschuss zur Verfiigung stehen, was hier im Gegensatz

zu den iiblichen radioaktiven Techniken moglich ist. Der durch die Reduktion der Konzentra-

tion an Oligonukleotiden hervorgerufene "Plateau-Effekt" fiihrt allerdings gleichzeitig zu ei-

ner Nivellierung der Endproduktmengen. Dadurch koénnen eventuell Expressionsunterschiede

bei stirker exprimierten Genen nicht mehr detektierbar sein (Mathieu-Daude et al., 1996).

6.5 Amplicons aus dem Testansatz zur Isolierung b-regulierter Gene

Tabelle 19: Grofe und Homologien der Amplicons

Amplicon Linge Oligos Ahnlichkeit zu Ident. angenommene Funktion Gen
fal 792 bp PAL6-pETterm -

fal-2 702 bp pETterm-? Sen3 (Homo sapiens) 33%  SUMO-spezifische Protease

fa2 702 bp PAL6-pETterm Gox1 (Talaromyces flavus) 35%  Glucose-Oxidase

fa3 749 bp PAL6-PAL6 Excl (Trichoderma harzianum) 29%  Exochitinase excl
fa4 410 bp OAN11-OANT11 -

fas 1215 bp ?2-0OAN11 Pmal (Cryptococcus neoformans) 47%  Plasmamembran (H)-ATPase

fa5-2 1015 bp OANI11-OAN11 SPCC825.03¢ (S. pombe) 46%  Syntaxin

fa5-3 985 bp pETterm-pETterm Ural (S. pombe) 42%  Carbamoylphosphat-Synthase

fab 759 bp OAN11-pETterm SPCC4G3.01 (S. pombe) 67%  Phosphoglycerat-Dehydrogenase

fa7 1207 bp pETterm-OAN40 MdoH (E. coli) 26%  Glucanbiosynthese-Protein bigb
fa8 583 bp pETterm-pETterm -

fa8-2 619 bp OAN40-? Idh1 (Histoplasma capsulatum) 60% Isocitrat-Dehydrogenase UE1

fa9 646 bp OAN31-OAN31 Rphl (S. pombe) 61%  Helicase

falO 331 bp OAN31-pETterm - big5
fall (=fa9) 645 bp OAN31-OAN31 Rphl (S. pombe) 61%  Helicase

fal2 483 bp OAN31-OAN27 - bigl
fal3 804 bp OAN31-OAN31 Pkcl (Trichoderma reesei) 85%  Proteinkinase C pkcl
fal3-2 852 bp OAN31-? - big3
fal4 487 bp OAN35-OAN31 SCI35.33c¢ (Streptomyces coelicolor) 54%  Dehydrogenase

fal4-2 482 bp OAN31-OAN31 -

fals 358 bp OAN11-OAN11 Dskl1 (S. pombe) 57%  Proteinkinase

fal5-2 375 bp OAN38-OAN11 SPACY9.08c (S. pombe) 349%  Steroidreduktase brgl
fal6 323 bp OANI11-OAN11 KIAAO0535 (Homo sapiens) 80%  Zinkfinger-Protein

fal7 339 bp OOL2-O0L2 C13G6.10c (S. pombe) 41%  (serinreiches Protein) big2
fal8 (=fal7) 339 bp OOL2-O0L2 C13G6.10c (S. pombe) 41%  (serinreiches Protein) big2
fal9 678 bp PAL3-PAL12 Nmt2 (S. pombe) 69%  Thiazol-Biosyntheseenzym

fa20 732 bp PALI12-PAL3 Kin2 (U. maydis) 100%  Kinesin kin2
fa20-2 678 bp PALI12-PAL3 Nmt2 (S. pombe) 69%  Thiazol-Biosyntheseenzym

fa2l 642 bp PALI12-PAL3 C13G6.10c (S. pombe) 29%  (serinreiches Protein) brg2
fa22 491 bp PAL12-PAL6 C13G6.10c (S. pombe) 30%  (serinreiches Protein) big4
fa23 274 bp PALG6-PALI2 Pdil (Trichoderma reesei) 42%  Proteindisufid-Isomerase pdil
fa23-2 321 bp PAL6-? -

fa24 (=fa3) 749 bp PAL6-PAL6 Excl (Trichoderma harzianum) 29%  Exochitinase excl
fa25 (=fa9) 645 bp OAN31-OAN31 Rphl (S. pombe) 61%  Helicase
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Fortsetzung Tabelle 19

Amplicon Linge Oligos Ahnlichkeit zu Ident. angenommene Funktion Gen
fa26 244 bp PAL12-OAN31 - big7
fa27 1242 bp OAN34-OAN34 Cect2 (S. pombe) 70%  T-Komplex-Protein 1p (Chaperon)
fa27-2 1271 bp OOL3-OAN34 CpeB (Streptomyces reticuli) 60%  Catalase-Peroxidase

fa28 606 bp OOL3-OAN34 L3 und L4 (Vibrio cholerae) 60%  ribosomale Proteine

fa28-2 590 bp OAN34-OAN34 EF-1a (Dissophora decumbens) 87%  Translation-Elongationsfaktor

fa29 299 bp OAN34-OAN34 Mstl (Amanita muscaria) 62%  Hexose-Transporter

fa30 192 bp OAN34-PALI12 Piml (S. cerevisiae) 53%  Lon-Protease (mitochondriell)

fa30-2 193 bp OAN34-? CMO6B1 (C. elegans) 40%  Esterase

6.6 Untersuchung der Gene big2, big4 und brg2

Unter den im RNA-Fingerprint-Testansatz identifizierten b-regulierten Genen erschienen
big2, big4 und brg2, deren abgeleitete Aminosiuresequenzen alle Ahnlichkeiten zu einem
serinreichen Protein aus S. pombe aufwiesen, als am interessantesten fiir die weitere Analyse.
Die relative Lage der dhnlichen Regionen in dem S. pombe-Protein ist in Abbildung 46 ge-

zeigt.

big2

big4

I
1 99 256 351 396 457 530 As
serinreiche Region ~ hypothetisches 54 kD serinreiches Protein (S. pombe)

Abbildung 46: Relative Lage der Amplicons von big4, big2 und brg2 zu dem offenen
Leserahmen aus S. pombe.

Die im Rahmen der Diplomarbeit von C. Hohenlohe durchgefiihrte Untersuchung der Gene
ergab, dass nur big2 und brg2 zueinander und zu dem S. pombe-Protein wirklich homolog
sind, wobei die Proteine jedoch keine N-terminale serinreiche Region besitzen. Sie sind 330
bzw. 357 Aminosduren grof3 und sind vermutlich extrazelluldr lokalisiert. Bei big4 ist die zu-
nichst gefundene Ahnlichkeit durch das Vorhandensein einer serinreichen Domiine begriin-
det, dariiber hinaus finden sich keine Ahnlichkeiten. Das abgeleitete Protein ist 1.828 Amino-
sduren grof3, wahrscheinlich im Zellkern lokalisiert und besitzt als einziges auffilliges Motiv
zwei Coiled-Coil Doménen. Deletionsmutanten aller drei Gene und big2/brg2-Doppelmutan-
ten zeigten in Bezug auf Zellmorphologie, Wachstum, Kreuzungsverhalten und Pathogenitit
keine deutlichen Unterschiede zum Wildtyp. Im Fall von big2 und brg2 konnte das dadurch
begriindet sein, dass sich im Genom von U. maydis vermutlich noch weitere Homologe befin-
den, worauf Southern-Analysen, die unter nicht-stringenten Bedingungen durchgefiihrt wur-
den, hindeuten. Aus diesem Grund kann iiber die Funktion der drei Gene nur spekuliert wer-

den.
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Interessanter ist in diesem Zusammenhang jedoch, dass die b-abhiingige Regulation von big2
und big4 unabhingig bestitigt werden konnte (brg2 zeigte sich als konstitutiv exprimiert).
Allerdings sind beide Gene dariiber hinaus auch einer starken Regulation durch Medienein-
fliisse, wie z. B. durch die verwendeten Stickstoff- und Kohlenstoffquellen, unterworfen. Das
erschwerte die Analyse und hat dazu gefiihrt, dass die im eigentlichen RNA-Fingerprint-An-
satz gewonnen Amplicons vor der weiteren Untersuchung einer ausfiihrlichen Voranalyse in
unterschiedlichen b-Induktionsstimmen (Abbildung 10) und unter Kreuzungsbedingungen

(Abbildung 11) unterzogen wurden.

6.7 Untersuchung des b-induzierten Gens big6

Die von dem big6-Amplicon abgeleitete Aminosiuresequenz zeigte Ahnlichkeit zu MdoH,
einem Protein, das an der Biosynthese periplasmatischer Glucane in E. coli beteiligt ist
(Loubens et al., 1993). Wegen dieser Homologie und dem deutlichen b-induzierten Expres-
sionsmuster (Abbildung 45) war dieses Gen ein interessanter Kandidat fiir die weitere Funk-
tionsanalyse. Es ist denkbar, dass es sich bei big6 um ein Protein handelt, das spezifisch fiir
den Aufbau der Zellwand b-abhingiger Filamente benétigt wird. Da sich der homologe Be-
reich in etwa in der Mitte von MdoH befindet, wurde davon ausgegangen, dass sich das rela-
tiv groBe big6-Amplicon (1.207 bp) ebenfalls in der Mitte des big6-Gens befinden konnte.
Deshalb wurde in diesem Fall auf die Isolierung eines Subklons verzichtet, und statt dessen
direkt ausgehend von dem Amplicon, durch Insertion einer Hygromycin-Resistenzkassette in
eine interne Schnittstelle, ein Konstrukt zur Disruption des big6-Gens hergestellt (siche Ab-
schnitt 4.1.4). Durch Transformation in FB1 (a/ bl), FB2 (a2 b2) und SG200 (almfa2
bW2bE]) entstanden die big6-Insertionsmutanten AB50 (a2 b2 Abig6), AB51 (almfa2
bW2bEI Abig6), AB52 (almfa2 bW2bEI Abig6), AB53 (al bl Abig6) und AB54 (al bl
Abigb).

Tabelle 20: Pathogenitit der big6-Insertionsmutanten

Inoculum Genotypen Tumorbildung” % von Wildtyp
FB1 x FB2 al bl x a2 b2 8/8 100%
AB53 x FB2 al bl Abig6 x a2 b2 4/4 100%
AB54 x FB2 al bl x a2 b2 Abig6 4/4 100%
FB1 x AB50 al bl x a2 b2 Abig6 4/4 100%
AB53 x AB50 al bl Abigb6 x a2 b2 Abig6 6/8 75%
AB54 x AB50 al bl Abig6 x a2 b2 Abig6 718 88%
S$G200 almfa2 bW2bEI 6/16 100%
AB51 almfa2 bW2bEI Abig6 13/30 100%
AB52 almfa2 bW2bEI Abig6 13/32 100%

“ Angegeben ist die Anzahl von Pflanzen mit Tumorbildung im Vergleich zur Gesamtzahl der in-
fizierten Pflanzen 14 Tage nach Infektion.
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In Bezug auf Zellmorphologie, Wachstum, Kreuzungsverhalten, Tumorinduktion und Sporo-
genese zeigten sich keine deutlichen Unterschiede zu den entsprechenden Ausgangsstimmen
(Tabelle 20 und nicht gezeigt). Die bei den Mutanten-Kreuzungen gebildeten Tumore waren
im Vergleich etwas kleiner als die der Wildtyp-Kreuzungen (nicht gezeigt). Damit bleibt die
Rolle von big6 bislang ungeklirt™. Falls big6 wirklich an der Zellwand-Synthese beteiligt ist,
wire denkbar, dass an diesem Prozess in U. maydis eine ganze Reihe homologer Enzyme
mitwirken, wie das bereits im Fall der Chitinsynthetase-Gene beobachtet wurde (Gold und
Kronstad, 1994; Xoconostle Cazares et al., 1996).

6.8 pdil, das Gen fiir Proteindisulfid-Isomerase

In beiden RNA-Fingerprint-Ansitzen wurden Amplicons gefunden, die eine starke Ahnlich-
keit zu pilzlichen Proteindisulfid-Isomerasen aufweisen (Tabellen 1 und 18). Das entspre-
chende Gen weist eine basale Transkription auf, die im b-abhédngigen Filament etwa um das
achtfache erhoht ist (Abbildungen 10, 11 und 45). Ausgehend von diesen Amplicons wurde
das Cosmid 21C3 isoliert, das vermutlich das gesamte Gen enthilt. Die Sequenzanalyse eines
Teils eines 5,1 kb langen EcoRI-Subklons ergab, dass sich darauf ein ORF befindet, der fiir
die 452 C-terminalen Aminoséuren kodiert. Vergleiche mit homologen Proteindisulfid-Isome-
rasen zeigten, dass wahrscheinlich etwa 40 bis 50 Aminoséduren aus dem N-Terminus des
Proteins fehlen. Das Proteinfragment enthélt die zwei bei Proteindisulfid-Isomerasen konser-
vierten Thioreduktase-Doménen, das zugehorige Gen wurde daher mit pdil bezeichnet. Am
C-Terminus befindet sich ein Motiv (HEEL), das dem Retentionssignal von endoplasmati-
schen Proteinen in S. cerevisiae und anderen Pilzen (HDEL) dhnelt (Teasdale und Jackson,
1996). Von den 204 bislang veroffentlichten U. maydis-Proteinen besitzt nur eines ein poten-
tielles Retentionssignal am C-Terminus. Es handelt sich dabei um die Farnesyl-Diphosphat-
Farnesyltransferase (Squalen-Synthetase) Erg9 mit dem ebenfalls vom Konsensus abwei-
chenden Motiv KLEL. Da in U. maydis keine weiteren endoplasmatischen Proteine bekannt
sind, kann keine Aussage dariiber getroffen werden, welches das in U. maydis tiblicherweise
vorkommende Retentionssignal ist. Beide Sequenzen bieten sich aber fiir die mikroskopische
Darstellung des endoplasmatischen Retikulums (ERs) mittels Expression eines Fusionspro-
teins aus GFP und den entsprechenden Signalsequenzen fiir Lokalisation und Retention im
ER an.

Proteindisulfid-Isomerasen sind 16sliche Proteine im ER, die eine Schliisselrolle in der Fal-
tung und Sekretion von Proteinen spielen (Freedman et al., 1994). Sie katalysieren je nach

dem Redoxpotential der zelluldren Umgebung die Bildung bzw. Spaltung von Disulfid-Briik-

32 Kiirzlich wurde im Rahmen des deutschen Neurospora crassa-Sequenzierungsprojekts ein hypothetisches
Protein von 1.002 Aminosiuren identifiziert, das 50% Identitit mit Big6 besitzt und ebenfalls Ahnlichkeit zu
MdoH aus E. coli aufweist.
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ken in Proteinen und beeinflussen dadurch vor allem die Faltung von sekretierten Proteinen
(Freedman et al., 1994). Die Transkription ist durch den sogenannten "unfolded protein re-
sponse pathway" reguliert, der in S. cerevisiae genauer untersucht wurde (Shamu et al.,
1994). Die Akkumulation von ungefalteten Proteinen im ER fiihrt dabei zu einer erhhten
Transkription von pdil und einer Reihe weitere Chaperone in S. cerevisiae (Mori et al.,
1998). Daher ist es vorstellbar, dass die beobachtete b-abhéngige Induktion von pdil in U.
maydis nicht durch eine direkte Bindung des bW/bE-Heterodimers an den Promotor hervorge-
rufen wird, sondern eine Folge des Morphologiewechsels ist. Dafiir spricht, dass dieses Gen
auch wihrend der durch Pheromon stimulierten Bildung von Konjugationshyphen und in dem
b-unabhingig filamentos wachsenden Stamm FB1Auac! induziert ist. Der Wechsel von hefe-
artigem zu filamentosem Wachstum bedingt wahrscheinlich eine erhohte Sekretion der zum
Umbau der Zellwand notwendigen Enzyme. Ein gutes Indiz dafiir ist die durch b induzierte

Expression der vermutlich sekretierten Exochitinase Excl.

6.9 pkcl, das Gen fiir Proteinkinase C

Im RNA-Fingerprint-Testansatz wurde ein Amplicon mit hoher Ahnlichkeit zu pilzlichen
Proteinkinasen C (PKCs) isoliert (Tabelle 18). Obwohl sich fiir das zugehorige Gen keine
b-abhingige Regulation nachweisen liel (Abbildung 45) wurde es trotzdem weiter untersucht,
da PKCs in allen bisher untersuchten Organismen eine zentrale Rolle in einer Reihe von zel-
luldren Prozessen spielen (Nishizuka, 1988; Azzi et al., 1992). Dazu wurde ausgehend von
dem Amplicon das Cosmid 1C12 isoliert, das vermutlich das gesamte Gen enthilt. Die Se-
quenzierung von zwei nebeneinander liegenden PstI-Subklonen ergab eine genomische Se-
quenz von insgesamt 4.118 bp. Darauf befinden sich ein 1.125 bp langen Promotorbereich
und ein ORF von 2.993 bp Lénge. Durch RT-PCR konnte die Existenz eines 96 bp langen
Introns von Position 15 bis 110 nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Somit kodiert dieser
OREF fiir ein 965 Aminosiuren groBes Proteinfragment, das auf seiner gesamten Linge Ahn-
lichkeit vor allem zu PKCs aus filamentosen Pilzen aufweist. Es besitzt die zwei bei pilzli-
chen PKCs vorkommenden cysteinreichen Doméinen von Aminoséureposition 509 bis 556
bzw. von 577 bis 626 und eine potentielle Rho-Interaktionsdomine von Position 212 bis 273.
Die Ca’*-Interaktionsdomine ist nur sehr schwach konserviert, weshalb es sich wahrschein-
lich um ein Mitglied der Familie der nicht durch Kalziumionen regulierten, sogenannten "no-
vel PKCs" handelt (Dekker et al., 1995). Die katalytische Doméne beginnt ab Position 897
und aus dem Vergleich mit den homologen Proteinen kann geschlossen werden, dass noch
etwa 250 Aminosduren des C-Terminus in dieser Sequenz fehlen. Aufgrund dieser Daten
wurde das zugehorige Gen mit pkc/ bezeichnet.

Wiihrend in hoheren Eukaryonten mehrere Isoformen von PKCs vorhanden sind, enthilt das

Genom von S. cerevisiae nur ein einziges pkc-Gen, dessen Deletion letal ist (Levin und Bart-
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lett-Heubusch, 1992). Da ein derartiger letaler Phinotyp auch bei Deletion von pkcl in
U. maydis moglich gewesen wire, wurde ein Konstrukt zur regulierten Expression von pkc/
hergestellt. Dazu wurde mittels gerichteter PCR-Mutagenese eine Ndel-Schnittstelle am
Translations-Startpunkt von pkc/ eingefiihrt und in diese eine Kassette eingesetzt, die aus ei-
ner Phleomycin-Resistenzkassette und dem nar!-Promotor bestand (siehe Abschnitt 4.1.4).
Durch Transformation in FB1 (a/ b1) und CL13 (al bW2bEI) entstanden die konditionalen
pkcl-Mutanten AB60 (al bl P,,:pkcl), AB61 (al bl P,,:pkcl), AB62 (al bW2bEI P,,:pkcl)
und AB63 (al bW2bEI P,,:pkcl). In Bezug auf Zellmorphologie und Wachstum zeigten sich

keine Unterschiede zu den entsprechenden Ausgangsstimmen, weder unter induzierenden

nar

noch unter reprimierenden Bedingungen. Der fiir pkc-Mutanten in S. cerevisiae beschriebene
Defekt in der Osmoregulation trat nicht auf. Die Mutanten AB62 (a! bW2bEI P,,:pkcl) und
ABG63 (al bW2bEI P,,:pkcl) waren jedoch in ihrer Pathogenitit deutlich gestort (Tabelle 21).
In keinem einzigen Fall konnte Tumorbildung beobachtet werden, und nur in zwei Fillen war
in der Hohe der Durchstichstelle Anthocyanbildung zu erkennen. Allerdings war auch diese

Reaktion deutlich geringer als bei dem vergleichbaren Ausgangsstamm.

Tabelle 21: Pathogenitit der konditionalen pkcl-Mutanten

Inoculum Genotypen Tumorbildung” % von Wildtyp
CLI3 al bW2bEI 6/6 100%
AB62 al bW2bEI P, :pkcl 0/9 0%
AB63 al bW2bEI P, :pkcl 0/9 0%

“Angegeben ist dic Anzahl von Pflanzen mit Tumorbildung im Vergleich zur Gesamtzahl der in-

fizierten Pflanzen 14 Tage nach Spritzinfektion in Maispflanzen der Sorte Gaspar Flint.
Damit scheint es wahrscheinlich, dass U. maydis mehrere PKCs besitzt, denen unterschiedli-
che Funktionen zukommen konnten. Eine dhnliche Situation liegt z. B. in S. pombe vor, das
zwei PKCs besitzt und wo nur die Deletion beider Gene letal ist (Levin und Bartlett-Heu-
busch, 1992). Obwohl ihre Rollen in der Regulation der Zellintegritit partiell iiberlappen, be-
sitzen sie dariiber hinaus auch spezifische Funktionen, so z. B. in der Aufrechterhaltung der
Zellpolaritit, an der nur Pck2 und nicht Pck2 beteiligt ist (Arellano et al., 1999). In Candida
albicans fiihrt die Deletion des einzigen bisher isolierten pkc-Gens (CaPKC1) ausschlieSlich
zu einem Defekt in der Zellintegritéit, morphologische Prozesse, wie z. B. der Wechsel von
hefeartigem zu filamentosem Wachstum sind nicht betroffen (Paravicini et al., 1996). Das
lasst ebenfalls die Existenz weiterer PKCs vermuten. Eine differentielle Expression verschie-
dener PKC-Isoformen konnte im dimorphen Pilz Sporothrix schenckii (Aquino-Pinero und
Rodriguez del Valle, 1997) und in Neurospora crassa mit biochemischen Ansitzen nachge-
wiesen werden (Dickman und Yarden, 1999). Eine vergleichbare Situation konnte auch in
U. maydis vorliegen: Pkcl konnte spezifisch fiir die Signaliibertragung im b-abhéngigen Fi-
lament oder in der Interaktion mit der Pflanze benétigt werden, womit dieses Protein ein sehr
interessanter Kandidat fiir die weitere Analyse ist.
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Mindestens genauso wichtig ist das Ergebnis, dass der nar/-Promotor zur Erzeugung kondi-
tionaler Mutanten verwendet werden kann. Die angewendete Technik der Integration einer
Resistenz/Promotorkassette am Translations-Startpunkt ist auf andere Gene einfach iibertrag-
bar. Der narl-Promotor scheint nach den vorliegenden Daten innerhalb der Pflanze nicht ak-
tiv zu sein. Allerdings ist dieser Schluss nicht zwingend, da der Pathogenititsdefekt auch
durch Uberexpression von Pkcl oder ein voriibergehendes Ausschalten des narl-Promotors
auf der Blattoberfldche bedingt sein konnte.

6.10 phcl, ein Phytochromgen

Auf dem gleichen Cosmid wie pkc/ befindet sich ein 3.216 bp langes PstI-Fragment, das ei-
nen durchgehenden ORF enthilt, dessen abgeleitete Aminosiuresequenz Ahnlichkeit zu
pflanzlichen Phytochromen (speziell zu Phytochrom C) und zu pilzlichen Histidinkinasen
aufweist. Im einzelnen finden sich darin eine chromophorbindende GAF-Domine, eine Histi-
dinkinase-Phosphatakzeptor-Domiéne und eine Histidinkinase-ATPase-Doméne. Eine poten-
tielle Translations-Startstelle und ein Stoppkodon konnten nicht gefunden werden, so dass es
sich wahrscheinlich um ein Fragment aus der Mitte des ORFs handelt. Diese Struktur ent-
spricht der pflanzlicher und bakterieller Lichtrezeptoren (Pepper, 1998; Yeh und Lagarias,
1998; Davis et al., 1999), daher wurde das zugehorige Gen mit phcl bezeichnet. Ein derarti-
ger Lichtrezeptor ist bislang in Pilzen nicht beschrieben worden. Es ist denkbar, dass er in U.
maydis zur Koordination der Interaktion mit der Wirtspflanze dienen konnte. Aus diesem
Grund wurde ein Deletionskonstrukt hergestellt, bei dem ein 1.977 bp langer Bereich, der alle
drei oben genannten Doménen umfasst, entfernt und durch eine Nourseothricin-Resistenzkas-
sette ersetzt wurde (siehe Abschnitt 4.1.4).

Durch Transformation in FB1 (al bl), FB2 (a2 b2) und SG200 (almfa2 bW2bEI) entstan-
den die phcl-Deletionsmutanten AB151 (al bl Aphcl), AB152 (a2 b2 Aphcl) und AB153
(almfa2 bW2bEI Aphcl). In Bezug auf Zellmorphologie, Wachstum, Kreuzungsverhalten,
Tumorinduktion und Sporogenese zeigten sich keine deutlichen Unterschiede zu den entspre-
chenden Ausgangsstimmen (Tabelle 22 und nicht gezeigt).

Tabelle 22: Pathogenitit der phcl-Deletionsmutanten

Inoculum Genotypen Tumorbildung” % von Wildtyp
FB1 x FB2 al bl x a2 b2 44/46 100%
ABI51 x AB152 al bl Aphcl x a2 b2 Aphcl 134/137 100%
SG200 almfa2 bW2bEI 15/16 100%
ABI153 almfa2 bW2bEI Aphcl 60/62 100%

“ Angegeben ist die Anzahl von Pflanzen mit Tumorbildung im Vergleich zur Gesamtzahl der in-
fizierten Pflanzen 14 Tage nach Infektion.
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Damit bleibt auch die Rolle von Phcl bislang ungeklért. Im Rahmen eines GroBpraktikums

wurden umliegende Bereiche sequenziert, was zur Identifikation einer N-terminal gelegenen

sogenannten PAS-Domine und einer C-terminal gelegenen sogenannten Histidinkinase-Ak-

zeptordoméne fiihrte (A. Buckenmeier, pers. Mitteilung). Der ORF konnte jedoch nicht ein-

deutig festgelegt werden, die Isolierung eines cDNA-Klons von phc! steht noch aus. Versu-

che, eine Rolle von Phcl in der Osmoregulation nachzuweisen, vergleichbar der Funktion der

Histidinkinasen in S. cerevisiae und Candida albicans (Loomis et al., 1997; 1998), brachten

keine eindeutigen Ergebnisse (A. Buckenmeier, pers. Mitteilung). Da die Deletionsmutanten

jedoch normales Wachstum in Fliissigmedium zeigen, scheint Phcl bei diesen Prozessen

keine essentielle Rolle zu spielen.

6.11 Amplicons aus dem RNA-Fingerprint-Ansatz

Tabelle 23: GroBe und Homologien der Amplicons

Amplicon Linge Oligos Ahnlichkeit zu Ident. angenommene Funktion Gen

frbS 444 bp OAN26-OAN26 -

frbl4” (700 bp) (OAN70/0AN94) Repl (U. maydis) 100% Repellent repl

frb14-2 757 bp OAN70-OAN70 Tall (S. pombe) 60% Transaldolase

frb23 274 bp PAL6-PAL12 Pdil (Trichoderma reesei) 42% Proteindisulfid-Isomerase pdil

frb34 1055 bp OAN28-OAN28 YrhL (Bacillus subtilis) 27% Acyltransferase

[frb47 373 bp OAN89-OAN26 -

frb47-2 329 bp OAN26-OAN89 T29A15.130 (Arabidopsis thaliana) 40% Importin-B4-Untereinheit

frb47-3 375 bp OAN26-OAN26 -

frb52 392 bp OAN80-OANSBO -

frb53 189 bp OAN35-OAN80 -

frb54 932 bp OAN36-OAN36 bE2 (U. maydis) 100% Homeodomiinen-Protein bE2

[frb63 322bp PAL14-OAN54 -

frb74” (400 bp) (OAN8B0/OOL15) Repl (U. maydis) 100% Repellent repl

frb83 488 bp OAN90/OAN91 Repl (U. maydis) 100% Repellent repl

frb91 796 bp OCH6-OANS1 SPBC409.08 (S. pombe) 41% Membrantransport-Protein

frb92 752 bp OCH6-OCH6 Pmk1 (Magnaporthe grisea) 72% MAP-Kinase kpp6

frb98 474 bp 0X17-0X17 Repl (U. maydis) 100% Repellent repl

frb103" (800 bp) (OAN72/0OCH20) Repl (U. maydis) 100% Repellent repl

frbl03-2 797 bp OAN72-OANT2 SPBC21D10.02 (S. pombe) 56%  Glucosamin-Fruktose-6-P-
Aminotransferase

frbl10 527 bp OAN75-OCH18 -

frbl12 788 bp OCH15-OCH15 -

frbi124 557 bp OCHI12-OAN9%4 -

frbl33 749 bp PAL6-PAL6 Excl (Trichoderma harzianum) 29% Exochitinase excl

frbl36 1091 bp OGW34-OGW34 Capl0p (Cryptococcus neoformans) 25% kapselassoziiertes Protein

frb157 610 bp OGW33-0X15 Mirl (Neurospora crassa) 37% Phosphat-Transportprotein

frbl157-2 617 bp OGW33-OGW33 -

[frb166 905 bp OAN91-OAN91 -

frbl72 741 bp 0X17-0X17 -

frbl73 474 bp 0X17-0X17 Repl (U. maydis) 100% Repellent repl
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Fortsetzung Tabelle 23

Amplicon Linge Oligos Ahnlichkeit zu Ident. angenommene Funktion Gen

frbl76 702 bp OCHI12-OCHI12 Sucl (S. pombe) 66% regulatorische Untereinheit
der zyklinabhingigen Kinase

frbl176-2 726 bp OCHI12-OCH12 -

frb176-3 747 bp OCHI12-OCHI12 Repl (U. maydis) 100% Repellent repl

frbl77 932 bp OAN36-OAN36 bE2 (U. maydis) 100% Homeodominen-Protein bE2

frb184 401 bp OOL18-O0L18 -

frb187 544 bp OAN49-OAN49 -

frb203 401 bp OOL18-O0L18 -

frb204 472 bp OCHS8-OOL17 Capl0p (Cryptococcus neoformans) 24% kapselassoziiertes Protein

frb207 652 bp OAN102-OCH11 GdhB {Agaricus bisporus) 58%  Glutamat-Dehydrogenase

[frb208 757 bp OCHI12-OAN101 -

[frb208-2 747 bp OCHI2-OCHI12 Repl (U. maydis) 100% Repellent repl

frb214 289 bp OANI102-OAN102  SPAP7G5.02¢ (S. pombe) 66% GMP-Synthase

frb214-2 287 bp OAN102-OAN102 -

frb221 288 bp OAN102-OAN100 Mcx1 (S. cerevisiae) 47% ClpX-dhnliches Chaperon

frb221-2 294 bp OAN102-OAN100 -

frb232 595 bp OOL21-00L21 SPBC1347.04 (S. pombe) 37% Hypothetisches Protein

frb232-2 620 bp OOL21-0O0L21 CG10877 (Drosophila melanogaster) 51% Hypothetisches Protein

frb244 276 bp OAN100-OAN70 Tad2 (U. maydis) 100% Indol-3-Acetaldehyd-Dehy- iad2
drogenase

frb245 429 bp OAN71-OAN71 -

frb248" (210 bp) (OAN72/0OAN98) Repl (U. maydis) 100% Repellent repl

frb251" (330 bp) (OAN73/0AN97) Repl (U. maydis) 100% Repellent repl

frb252 555 bp 0X17-0X17 SPAC694.07c¢ (S. pombe) 42%  Transkription-Initiationsfaktor

[frb252-2 521 bp 0X17-0X17 -

frb260 933 bp OOL3-0OAN36 PapA (Streptomyces pristinaespiralis) 36% Pristinamycin-Biosynthese

frb260-2 933 bp OAN36-OAN36 bE2 (U. maydis) 100% Homeodominen-Protein bE2

frb260-3 934 bp OOL3-O0L3 Sid2 (U. maydis) 100%  Ferrichrom-Siderophor-Peptid-  sid2
Synthetase

[frb274 341 bp OAN51-OANS1 -

[frb274-2 338 bp OAN81-OAN51 -

frb290 741 bp 0X17-0X17 -

frb299 688 bp OAN11-0X14 -

frb323 1002 bp OAN23-OAN23 Pmalp (Cryptococcus neoformans) 66% Plasmamembran (H*)-ATPase

frb333 382 bp OAN70-OAN70 -

frb336 382 bp OANG69-OAN31 -

[frb342 544 bp OAN49-OAN49 -

¥ Fiinf der Amplicons aus rep! wurden nicht durch Sequenzanalyse sondern mittels Southern-Analyse bestitigt.

Die ungefihre Grofe und die im RNA-Fingerprint verwendeten Oligonukleotide sind in Klammern angegeben.

6.12 frb323, ein Gen fiir eine Plasmamembran (H*)-ATPase

In beiden RNA-Fingerprint-Ansétzen wurden unabhingig voneinander Amplicons gefunden,

die eine starke Ahnlichkeit zu Plasmamembran (H*)-ATPasen aufweisen (Tabellen 1 und 19).

Die Expressionsanalyse ergab keine eindeutigen Ergebnisse, es zeigte sich jedoch eine b-ab-

hiangige Repression in Nitrat-Minimalmedium (Abbildungen 10 und 11). Die Abnahme der
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Transkriptmenge erfolgt innerhalb einer Stunde nach Induktion, so dass eine direkte Regula-
tion durch das bW/bE-Heterodimer nicht ausgeschlossen werden kann. Ausgehend von dem
Amplicon frb323 wurde das Cosmid 10E4 isoliert, das vermutlich das gesamte Gen enthilt.
Die Sequenzanalyse eines Teils eines 4.339 bp langen HindIII-Subklons ergab, dass sich da-
rauf ein ORF befindet, der fiir die 588 C-terminalen Aminosduren kodiert. Vergleiche mit
homologen Plasmamembran (H*)-ATPasen zeigten, dass wahrscheinlich etwa 350 Aminosiu-
ren aus dem N-Terminus des Proteins fehlen. Ein entsprechendes Protein mit einem Moleku-
largewicht von 104 kD konnte in U. maydis nachgewiesen werden (Hernandez et al., 1998).

Pilzliche Plasmamembran (H")-ATPasen wirken als elektrogene Protonenpumpen, die einen
elektrochemischen Protonengradienten iiber die Plasmamembran aufbauen. Dieser Gradient
ist fiir die Aufnahme einer Reihe von Nihrstoffen durch sekundiren aktiven Transport
(Serrano, 1988) und zur Aufrechterhaltung des intrazelluldren pH-Werts (Eraso und Gancedo,
1987; Venema und Palmgren, 1995) notwendig. Eine Regulation auf transkriptioneller Ebene
wurde nur in wenigen Fillen beschrieben, wie z. B. eine Glucose-abhingige Repression bei
pmaA aus Aspergillus nidulans (Abdallah et al., 2000). Uber den physiologischen Nutzen ei-
ner b-abhédngigen Repression in U. maydis kann nur spekuliert werden. Mutationen in PMAI,
einem der beiden Gene fiir Plasmamembran (H")-ATPasen in S. cerevisiae, die eine Erniedri-
gung des Membranpotentials zur Folge haben, fiihren zu einer Resistenz gegeniiber dem An-
tibiotikum Hygromycin B (Perlin ez al., 1988). Dieser Effekt ist vermutlich auf eine verin-
derte Stoffaufnahme aus dem Medium zuriickzufiihren. Ahnlich konnte ein geringeres Mem-
branpotential in U. maydis zum Zeitpunkt der Infektion eine erhohte Resistenz gegeniiber von
der Pflanze produzierten Abwehrstoffen (Osbourn, 1996) zur Folge haben. Auf der anderen
Seite sind aber funktionelle Plasmamembran (H")-ATPasen sicher fiir die Aufnahme von
Nihrstoffen innerhalb der Pflanze wichtig. Ein interessanter Ansatz konnte darin bestehen,
ein Fusionsprotein aus ATPase und GFP unter dem natiirlichen Promotor in U. maydis zu ex-
primieren und die Expression und Lokalisation im Verlauf der Pflanzeninfektion zu analysie-
ren.

6.13 Erzeugung zufilliger, wenig redundanter EST-Klone

Die fiir den RNA-Fingerprint entwickelte Technik kann in modifizierter Weise auch fiir die
Erzeugung von EST-Klonen verwendet werden. Fiir die Herstellung von Dot-Blot-Membra-
nen mit cDNA-Fragmenten aus U. maydis durch die Firma Lion (Heidelberg) wurden 288
beliebige, zufillige EST-Klone einer Grole zwischen 600 und 800 bp benétigt, wobei die
Redundanz so gering wie moglich sein sollte. Dazu wurden zunéchst sechs Mischungen von
jeweils zehn im RNA-Fingerprint-Ansatz verwendeten Oligonukleotiden hergestellt. Diese
wurden alleine und in Kombinationen von jeweils zwei Mischungen in den PCR-Ansétzen

eingesetzt, so dass insgesamt 21 unterschiedliche Ansitze durchgefiihrt wurden. Die Reaktio-
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nen wurden in 50 pul PCR-Puffer mit einer Mischung aus jeweils 0,5 ul cDNA-Préiparation
aus den Staimmen FB1 (a/ b1) und HA103 (al bW2bE[“"), die in NM-Fliissigmedium kulti-
viert worden waren, durchgefiihrt (die cDNA-Synthese verlief wie in Abschnitt 4.4.1 be-
schrieben). Die Oligonukleotide wurden in einer insgesamten Endkonzentration von 2 uM
eingesetzt, die Nukleotide in einer Endkonzentration von 125 uM. Pro Reaktion wurden 4 U
Taq DNA-Polymerase verwendet, auf einen "Hot-Start" wurde verzichtet. Die PCR-Bedin-
gungen waren: 94/3-[94/1,5-50/3,5-72/4]1x4-[94/1-65/1-72/2]1x40-72/5 (zur Schreibweise
siche Abschnitt 4.3.4).
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Abbildung 47: Erzeugung von zufilligen, wenig redundanten EST-Klonen. A) Auftrennung der 21
PCR-Ansitze auf einem 1% TBE-Agarosegel. Die weiflen Striche deuten den ausgeschnittenen und elu-
ierten Bereich an. B) Beispiel eines Agarosegels zur Abschitzung der Grofie der ESTs. Jeweils 7 ul der
50 ul PCR-Ansitze in 96well-Mikrotiterplatten wurden mit einer 8-Kanal-Pipette auf ein 1% TBE-Aga-
rosegel mit viermal 26 Spuren aufgetragen und mit 4 V/cm fiir etwa 30 min aufgetrennt. Die Gele sind 8
x 12 cm groB, die Taschen 2 mm breit und 1 mm voneinander entfernt. C) Beispiel eines Agarosegels zur
Identifikation mehrfach vorkommender Klone. Jeweils 10 ul der PCR-Ansitze wurden in einem Volu-
men von 20 pl mit 2 U HinP1I und 2 U Hinfl fiir 3 h bei 37°C in 96well-Mikrotiterplatten verdaut. Die
Auftrennung erfolgte genauso wie in B), allerdings iiber ein 2% TBE-Agarosegel.

Die entstandenen Amplicons wurden iiber ein 1% TBE-Agarosegel aufgetrennt und eine etwa
1 mm breite Bande in der Hohe von 700 bp ausgeschnitten (Abbildung 47A), daraus die DNA
eluiert und die Amplicons in pCR-Topo kloniert (siche Abschnitt 4.4.4). Die Transforma-
tions-Ansitze wurden getrennt auf YT-Amp-Festmedium mit X-Gal ausgestrichen, pro An-
satz etwa 30 weile Klone ausgewihlt und direkt in sechs 96well-Mikrotiterplatten mit dYT-
Fliissigmedium mit Ampicillin angeimpft. Aus diesen Kulturen wurden nach 18 h Inkubation
bei 37°C Zellen fiir Ganz-Zell-PCR mit den Oligonukleotiden OAN104 und OAN105 ent-
nommen, die PCR-Produkte auf 1% TBE-Agarosegelen in Hinsicht auf die Insertgrof3e analy-
siert (Abbildung 47B), parallel in 96well-Mikrotiterplatten mit HinP1I und Hinfl restringiert
und die Reaktionsprodukte auf 2% TBE-Agarosegelen aufgetrennt, um Klone mit den glei-
chen inserierten DNA-Fragmenten zu identifizieren (Abbildung 47C). In einem ersten Schritt
konnten so aus den 576 Anfangsklonen 192 Klone eliminiert werden, die entweder kein
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Insert, ein zu kleines oder zu grofes Insert oder ein mehrfach vorkommendes Insert enthiel-
ten. Die iibrigen Klone wurden in frische 96well-Mikrotiterplatten mit YT-Amp-Fliissigme-
dium iiberimpft und wieder 18 h bei 37°C kultiviert. In einem zweiten, identischen Schritt
wurden anschlieBend weitere 96 Klone entfernt, so dass am Ende 288 Klone iibrig blieben,
deren PCR-Produkte zur Herstellung der Membranen verwendet wurden. Diese Membranen
wurden bisher unter anderem zur Untersuchung der regulatorischen Funktion von Rum1 be-
nutzt (Quadbeck-Seeger et al., 2000).

Die Sequenzierung von 276 der 288 Klone durch die Firma Lion (Heidelberg) ergab bei 220
ESTs Ahnlichkeiten zu bekannten Genen, hauptsichlich aus dem Primirstoffwechsel. Von
diesen 220 Klonen waren 172 (78%) unabhingig, maximal 6 Klone waren identisch. Diese
Klone stammen wahrscheinlich von 134 (61%) unterschiedlichen Genen, maximal 8 Klone
stammen von dem gleichen Gen. Das wiirde bedeuten, dass die 288 ESTs wahrscheinlich
Fragmente aus 175 verschiedenen Genen enthielten. Im Durchschnitt waren die ESTs 713 bp
lang, wobei 10% (29 von 276) kleiner als 600 bp und 17% (46 von 276) grofler als 800 bp
waren.

Zusammengefasst bedeutet das, dass 73% der Klone die geforderte Groe hatten und minde-
stens 78% der Klone unabhingig waren, diese Methode der Erzeugung von zufilligen, wenig
redundanten ESTs bei vertretbarem Aufwand also sehr gut funktioniert hat.

6.14 narl als gegenselektionierbarer Marker in U. maydis

Der narl-Locus ist nicht nur wegen des regulierbaren narl-Promotors interessant (siche Ab-
schnitt 6.2), sondern auch wegen der Moglichkeit, narl selber als Auxotrophiemarker zu
verwenden. Nitratreduktase-Gene werden in einer Vielzahl von Pilzen als Selektionsmarker
verwendet, zum Teil auch in heterologen Ansitzen (Daboussi et al., 1989; Malardier et al.,
1989; Unkles, 1989). Ein besonderer Vorteil dieses Systems besteht darin, dass nitratreduk-
tasedefiziente Stimme gleichzeitig eine Resistenz gegeniiber C1O;-Ionen im Medium aufwei-
sen. Chlorat ist als solches nicht toxisch, wird aber von der Nitratreduktase in das toxische
Chlorit umgewandelt. Damit kann nar/ als gegenselektionierbarer Marker verwendet werden,
d. h. es kann sowohl auf Anwesenheit als auch auf Abwesenheit des Gens selektiert werden.
In U. maydis wurden schon eine Reihe von Mutanten beschrieben, die Chlorat-Resistenz auf-
weisen (Lewis und Fincham, 1970).

Zum Aufbau eines Transformationssystems wurde der gesamte narl-Locus von U. maydis
sequenziert (siche Abschnitt 4.1.5) und ein nar/-Deletionskonstrukt hergestellt (siche Ab-
schnitt 4.1.3). Parallel dazu wurden geeignete Selektionsbedingungen ermittelt. Eine Kon-
zentration von 250 mM KCIO; reicht aus, damit Wildtyp-Stimme auf Nitrat-Minimalmedium
nicht mehr wachsen konnen (nicht gezeigt). Allerdings fiihrt eine Zugabe von nur 0,5 mM

(NH,),SO, zu chlorathaltigem Medium dazu, dass Wildtyp-Stimme wieder wachsen kdnnen.
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Dies ist wahrscheinlich durch die vollstdndige Repression von nar! in Gegenwart von Am-
monium-Ionen zuriickzufiihren, ein Indiz fiir die sehr stringente Regulation von narl. Es
wurden mehrere potentielle Stickstoffquellen darauf getestet, ob sie von U. maydis verwertet
werden konnen und gleichzeitig zu einer Derepression des nar/-Promotors und damit Chlo-
rat-Sensitivitdt fithren. Als am geeignetsten hat sich eine Zugabe von 10 mM Prolin oder
10 mM Alanin zum Medium erwiesen. In der Folge wurde mit chlorathaltigem Prolin-Mini-
malmedium gearbeitet.

Durch Transformation des Deletionskonstrukts in die Wildtyp-Stimme FB1 (a/ b/) und
FB2 (a2 b2) und Selektion auf chlorathaltigem Festmedium konnten die Mutanten ES1 (al b/
Anarl) und ES2 (a2 b2 Anarl) erhalten werden. Ein Problem bei der Selektion der Transfor-
manten besteht in der relativ hohen spontanen Mutationsrate von U. maydis bei Selektion auf
Chlorat-Resistenz von etwa 5 x 10 (O. Ladendorf, pers. Mitteilung). Diese ist zum Teil da-
durch bedingt, dass nicht nur Mutationen in nar/ zu Chlorat-Resistenz fiihren. Mutationen,
welche die Biosynthese des Molybdopterin-Cofaktors, die Nitritreduktase, die Nitrat-Per-
mease oder Regulatoren betreffen, konnen ebenfalls eine Resistenz zur Folge haben (Marzluf,
1997). Ein GroBteil dieser unerwiinschten Mutanten konnte durch Wachstumsversuche auf
Minimalmedien, die 10 mM Nitrit bzw. 10 mM Hypoxanthin als einzige Stickstoffquelle be-
sitzen, eliminiert werden. Wihrend narl-Deletionsmutanten beide Stickstoffquellen nutzen
konnen, konnen nir/-Mutanten auf Nitrit-Minimalmedium und Mutanten im Molybdopterin-
Biosyntheseweg auf Hypoxanthin-Minimalmedium nicht mehr wachsen (Marzluf, 1997). Von
den 207 untersuchten Transformanten waren 10 durch homologe Integration des Deletions-
konstrukts entstanden. 131 wiesen spontane Mutationen auf, welche die Molybdopterin-Bio-
synthese betrafen, 9 waren spontane nir/-Mutanten, 62 spontane nar/-Mutanten und 4 hatten
unbekannte spontane Mutationen.

Der narl-Locus ist in einigen Systemen auch zur Identifikation von transponierbaren Ele-
menten verwendet worden (Miller et al., 1993; Fernandez et al., 1998). Dabei wurden spon-
tane Mutanten in narl auf die Insertion eines Transposons hin untersucht. Die relativ hohe
Rate an spontanen Mutationen in U. maydis erschwert einen derartigen Ansatzes, trotzdem
wire er prinzipiell denkbar. Die Moglichkeit der schnellen gleichzeitigen Untersuchung vieler
Mutanten mittels Ganz-Zell-PCR konnte die Analyse deutlich vereinfachen.

Die erzeugten Deletionsmutanten konnten mit einem Plasmid, das eine UARS und nar/ un-
ter der Kontrolle des sc-Promotors besitzt, nicht komplementiert werden. Bei Verwendung
des starken o2tef-Promotors ist dies aber moglich (O. Ladendorf, pers. Mitteilung). Der Ver-
such deutet darauf hin, dass zur Komplementation eine stirkere Promotoraktivitit notwendig
ist. Damit konnte narl ein ideales Reportergen bei der Suche nach Transkriptions-Regulato-
ren darstellen, wenn der zu untersuchende Promotor ein gewisses basales Transkriptions-Ni-
veau aufweist. Aus diesem Grund wurde das nar/-Gen isoliert und durch gerichtete PCR-
Mutagenese eine Ndel-Schnittstelle am Translations-Startpunkt und eine AscI-Schnittstelle

hinter dem Stoppkodon erzeugt. Damit kann nar/ in den narl-Deletionsstimmen als Repor-
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tergen verwendet werden. Ein entsprechender Stamm zur Identifizierung von Regulatoren der
dik6-Expression wurde durch Austausch des dik6-Gens durch das nar/-Gen im Stamm ES1
(al bl Anarl) hergestellt. Das oben beschriebene Plasmid, in dem narl unter der Kontrolle
des o2tef-Promotors exprimiert wird, wurde schon erfolgreich als Expressionsplasmid fiir die
Tcl-Transposase aus Caenorhabditis elegans in narl-Deletionsmutanten eingesetzt (O. La-
dendorf, pers. Mitteilung). Dabei kann durch Wachstum auf Minimalmedium mit Nitrat als
einziger Stickstoffquelle auf Anwesenheit des Plasmids, und durch Wachstum auf chlorathal-
tigen Medien gegen das Plasmid selektiert werden (O. Ladendorf, pers. Mitteilung).

Eine besonders elegante Moglichkeit der Erzeugung von Stimmen, in denen eine regulierte
Expression eines bestimmten Gens vorgenommen werden kann, besteht im direkten Einbrin-
gen dieses Gens in den narl-Locus. Dafiir bietet sich der Vektor pAnarlpro an, ein Vorldu-
ferplasmid des Deletionskonstrukts. In diesen Vektor, der 5'- und 3'-Flanken aus dem narl-
Locus besitzt, kann ein beliebiges Gen als Ndel/Notl-Fragment inseriert und damit im Genom
narl gegen dieses Gen ausgetauscht werden. Die Selektion verlduft wie oben beschrieben
durch die Verwendung von chlorathaltigen Medien, fiir die Induktion der Genexpression kon-

nen Medien verwendet werden, die Prolin und Nitrat als Stickstoffquellen enthalten.

PM-Chlorat Festmedium:
10 mM Prolin
250 mM KclO;
62,5 ml Salz-Losung
2% (w/v) Bacto-Agar
mit H,O auf 980 ml aufgefiillt,
mit NaOH auf pH 7,0 einge-
stellt und autoklaviert, nach
dem Autoklavieren 20 ml 50%
(w/v) Glucose-Losung zuge-
setzt (f. ¢. 1%)

PM-Chlorat Regenerationsagar:
a) Top-Agar:
10 mM Prolin
62,5 ml Salz-Losung
1 M Sorbitol
1,5% (w/v) Bacto-Agar
mit H,O auf 960 ml aufgefiillt,
mit NaOH auf pH 7,0 einge-
stellt und autoklaviert, nach
dem Autoklavieren 40 ml 50%
(w/v) Glucose-Losung zuge-
setzt (f. c. 2%)
b) Bottom-Agar:
wie a), zusitzlich 500 mM
KCIO;

NiM Festmedium:

10 mM KNO,

62,5 ml Salz-Losung

2% (w/v) Bacto-Agar

mit H,O auf 980 ml aufgefiillt,
mit NaOH auf pH 7,0 einge-
stellt und autoklaviert, nach
dem Autoklavieren 20 ml 50%
(w/v) Glucose-Losung zuge-
setzt (f. c. 1%)

HM Festmedium:
10 mM Hypoxanthin
62,5 ml Salz-Losung
2% (w/v) Bacto-Agar
mit H,O auf 980 ml aufgefiillt,
mit NaOH auf pH 7,0 einge-
stellt und autoklaviert, nach
dem Autoklavieren 20 ml 50%
(w/v) Glucose-Losung zuge-
setzt (f. c. 1%)

6.15 pyr6 als gegenselektionierbarer Marker in U. maydis

Parallel zu nar! wurde mit pyr6, dem Gen fiir die Ornitin-5'-phosphat Decarboxylase, ein
zweites gegenselektionierbares Markersystem etabliert. pyr6 ist das Homolog zu URA3 in S.
cerevisiae; ura3-Deletionsmutanten sind in der Uracil-Biosynthese defizient, weisen aber
gleichzeitig eine Resistenz gegeniiber 5-Fluor-Orotsidure (SFOA) auf (Boeke et al., 1984).
Ausgehend von der bekannten Sequenz des pyr6-Gens (Kronstad et al., 1989) wurde ein
Cosmid und aus diesem ein 4,0 kb langer PsfI-Subklon isoliert, der das gesamte pyr6-Gen mit
etwa 1,6 kb 5'-Fanke und 1,7 kb 3'-Flanke enthilt. Die Sequenzanalyse ergab, dass pyr6 ein
99 bp langes Intron von Position 299 bis 397 besitzt. Durch gerichtete PCR-Mutagenese wur-
den Plasmide hergestellt, die den ORF von pyr6 als Ndel/Ascl- bzw. als Ncol/Ascl-Fragment
enthalten (pNEB-pyr6 Ndel-Ascl bzw. pNEB-pyr6 Ncol-Ascl) und zusitzlich das Konstrukt
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pApyr6, mit dem der gesamte ORF von pyr6 entfernt werden kann (sieche Abschnitt 4.1.4).
Durch Transformation dieses Deletionskonstrukts in die Wildtyp-Stamme FB1 (a/ b/) und
FB2 (a2 b2) und Selektion auf SFOA-haltigem Medium konnten die Mutanten CH1 (al b/
Apyr6) und CH2 (a2 b2 Apyr6) erzeugt werden. Ein grofes Problem stellte dabei die Etablie-
rung der geeigneten Medienbedingungen dar, da pyr6-Mutanten auf Vollmedium iiberhaupt
nicht wachsen und selbst bei Zugabe von 100 pg/ml Uracil ein deutlicher Wachstumsnachteil
beobachtet werden kann (nicht gezeigt). Das gleiche Ergebnis zeigte sich bei Zugabe von
100 pg/ml Uridin oder RNA-Hydrolysat zum Medium (nicht gezeigt). Nur die Supplementa-
tion des Mediums mit 100 pg/ml Cytidin fiihrte wieder zu ausreichendem Wachstum der
Mutanten, allerdings immer noch schlechter als das der vergleichbaren Wildtyp-Stimme.

Die Deletionsmutanten konnten mit einem Plasmid, das eine UARS und pyré unter der
Kontrolle des sc-Promotors besitzt, komplementiert werden (nicht gezeigt und G. Weinzierl,
pers. Mitteilung). Der Versuch deutet darauf hin, dass zur Komplementation schon eine
schwache Promotoraktivitét ausreicht. Damit ist pyr6 ein ideales und sehr sensitives Repor-
tergen bei der Suche nach Transkriptions-Regulatoren, wenn der zu untersuchende Promotor
kein basales Transkriptions-Niveau aufweist. Ein entsprechender Stamm zur Identifizierung
von Regulatoren der dik6-Expression wurde durch Austausch des dik6-Gens durch das pyr6-
Gen im Stamm CHI1 (al bl Apyr6) hergestellt. Dieser Stamm wurde bereits erfolgreich fiir
Mutagenese- und Komplementations-Experimente eingesetzt (G. Weinzierl, pers. Mitteilung).

Der urspriingliche Nachteil dieses Selektionssystems in U. maydis, dass die Mutanten nicht
in der Lage sind, auf Vollmedium zu wachsen, kann als Vorteil genutzt werden. So kann nach
Transformation frei replizierender Plasmide, die eine pyr6-Kassette tragen, auf eine weitere
Selektion verzichtet werden. In allen getesteten Medien behélt U. maydis die Plasmide, selbst
innerhalb der Pflanze (nicht gezeigt und G. Weinzierl, pers. Mitteilung). Durch Wachstum auf
SFOA-haltigem Medium konnte zusitzlich erfolgreich auf Zellen selektioniert werden, die

das Plasmid verloren haben (nicht gezeigt und G. Weinzierl, pers. Mitteilung).

NM-Cytidin Festmedium:
3 gKNO,
62,5 ml Salz-Losung
2% (w/v) Bacto-Agar
mit H,O auf 970 ml aufgefiillt,
mit NaOH auf pH 7,0 einge-
stellt und autoklaviert, nach
dem Autoklavieren 20 ml 50%
(w/v) Glucose-Losung (f. c.
1%) und 10 ml Cytidin-Lo-
sung (10 mg/ml, f.c. 100 ug/
ml) zugesetzt
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NM-Cytidin-5FOA Festmedium:
3 gKNO;
750 mg SFOA
100 mM Tris-Cl
62,5 ml Salz-Losung
2% (w/v) Bacto-Agar
mit H,O auf 970 ml aufgefiillt,
mit NaOH auf pH 8,0 einge-
stellt und autoklaviert, nach
dem Autoklavieren 20 ml 50%
(w/v) Glucose-Losung (f. c.
1%) und 10 ml Cytidin-L6-
sung (10 mg/ml, f. c. 100 ug/
ml) zugesetzt

NM-Cytidin-5FOA
Regenerationsagar:
a) Top-Agar:
3 g KNO;
100 mM Tris-Cl
62,5 ml Salz-Losung
1 M Sorbitol
1,5% (w/v) Bacto-Agar
mit H,O auf 950 ml aufgefiillt,
mit NaOH auf pH 8,0 einge-
stellt und autoklaviert, nach
dem Autoklavieren 40 ml 50%
(w/v) Glucose-Losung (f. c.
2%) und 10 ml Cytidin-L6-

sung (10 mg/ml, f. c. 100 ug/
ml) zugesetzt

b) Bottom-Agar:

wie a), zusitzlich 500 pg/ml
SFOA



Anhang

6.16 Mengenabschitzung bei Northern-Analysen in U. maydis

NM-Glc —> NM-Ara

Oh 1h 2h 5h

!
1
A

l

Abbildung 48: Mengenabschit-
zung bei Northern-Analysen in
U. maydis. Der Stamm AB32 (a2
P,,:bW2,bE2) wurde in NM-Glc bis
zu ODgyo = 0,5 kultiviert und an-
schliefend durch Wachstum in NM-
Ara induziert. Vor Induktion und zu
den angegebenen Zeitpunkten da-
nach wurden Aliquots entnommen.
Pro Spur wurde etwa 9 pg RNA ge-
laden. Vergleiche mit Abbildung 5.
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Fiir die Mengenabschitzung bei Northern-Analysen
in U. maydis wurden in der Vergangenheit in den
meisten Fillen Kontroll-Hybridisierungen mit Son-
den durchgefiihrt, die spezifisch fiir ppi/, dem Gen
fiir Peptidyl-Prolyl-Isomerase (Bohlmann, 1996)
oder fiir ip, dem Gen fiir die Eisen-Schwefel-Unter-
einheit der Sukzinat-Dehydrogenase (Keon et al.,
1991; Broomfield und Hargreaves, 1992) sind. Bei
beiden Genen wurde davon ausgegangen, dass die
Expression mehr oder weniger konstitutiv sein
sollte. Bei den Experimenten zur induzierten Ex-
pression von b zeigten sich allerdings vor allem
kurz nach Medienwechsel deutliche Schwankungen
in der Signalstidrke (Abbildung 48). Auch bei Ver-
wendung einer actl-spezifischen Sonde, die Tran-
skripte des Aktin-Gens (Hartmann, 1997) erkennt,
konnte ein unterschiedliches Expressionsniveau zu
verschiedenen Zeiten nach Medienwechsel beob-
achtet werden (Abbildung 48). Ahnliche Effekte
zeigten sich bei allen drei Genen auch nach Wechsel

von AM- zu NM-Fliissigmedium (nicht gezeigt).

Aus diesem Grund wurden Mengenabschitzungen in Northern-Analysen, bei denen unter-

schiedliche Medienbedingungen oder Medienwechsel vorkamen, generell mit einer

18S rRNA-spezifischen Sonde durchgefiihrt. Sonden fiir ppi/ oder ip wurden ausschlieBlich

dann verwendet, wenn die Medienbedingungen zwischen den zu vergleichenden Proben

identisch waren.
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6.17 Sequenzdaten
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