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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ustilago maydis

Pilze sind sessile, heterotrophe Organismen, die auf die Aufnahme von Metaboliten aus ihrer
Umgebung angewiesen sind. Diese konnen sowohl aus toter Materie stammen, als auch in
Lebensgemeinschaften mit Wirtsorganismen aufgenommen werden. Letztere, als Biozonosen
bezeichnete Lebensgemeinschaften werden Symbiosen genannt, wenn sie fiir beide Partner von
Nutzen sind. Niitzt ein Partner den Metabolismus des anderen aus, ohne dal} dieser Vorteile erlangt,
ist die Beziehung parasitir. Wird dabei der Wirt vom Pilz abgetdtet und erst anschlieBend
kolonisiert, handelt es sich um necrotrophe Parasiten. Biotrophe Pilze hingegen toten ihren Wirt
nicht, sondern entnehmen die Metabolite dem laufenden Stoffwechsel.

Ustilago maydis ist ein Vertreter der fakultativ biotrophen Basidiomyceten. Systematisch wird er
der Familie der Brandpilze zugeordnet (Ordnung der Ustilaginales, Klasse der Hetero-
basidiomyceten). Sein enges Wirtsspektrum beschrinkt sich auf Zea mays und Euchlena mexicana
(Teosinte), die als Wildform des Mais diskutiert wird (Doebley, 1992; Wang et al., 1999). U.
maydis kann alle oberirdischen Organe seiner Wirtspflanzen befallen, wobei es zum Ausbleichen
von chlorophyllhaltigem Gewebe (Chlorose), Induktion der Anthocyan-Biosynthese und schlie3lich
zur Tumorbildung kommt (Christensen, 1963). Die Vollendung des sexuellen Zyklus von U.
maydis ist dabei eng an den Krankheitsverlauf gekoppelt und kann in drei Kernphasen unterteilt
werden (Banuett und Herskowitz, 1996; Christensen, 1963). Haploide Sporidien vermehren sich
hefeartig durch Knospung, leben saprophytisch und sind nicht pathogen. Kompatible Sporidien
konnen iiber Konjugationshyphen fusionieren und ein filamentdses Dikaryon ausbilden (Rowell
und DeVay, 1954; Snetselaar, 1993). In diesen Stadien ist nur wenig Pilzmaterial auf der
Pflanzenoberfliche zu finden, da die filamentdsen Dikarien von U. maydis nicht proliferieren. Der
morphologische Wechsel ausgehend von den Sporidien kann aber im Labor auf aktivkohlehaltigen
Medien nachvollzogen werden (Day et al., 1971; Holliday, 1974). Fiir alle weiteren
Entwicklungsschritte benotigt U. maydis den Kontakt mit der Wirtspflanze. Im Folgenden
differenziert sich das filamentose Dikaryon zu appressorienartigen Strukturen, die das Eindringen in
den Wirt ermdglichen (Banuett und Herskowitz, 1996; Snetselaar und Mims, 1993). Die Hyphen
dringen vermutlich in meristematisches Gewebe vor, in welchem sie die Vermehrung dieses
Gewebes anregen. Die einzige bis dahin sichtbare Reaktion der Pflanze ist die Synthese von
Anthocyan. Pilzliches Wachstum innerhalb der Pflanzen scheint demzufolge von den Wirtspflanzen
zwar erkannt, aber durch die Pflanzenabwehr nicht bekdmpft zu werden. Sichtbar wird die Infektion

durch U. maydis etwa nach sieben Tagen mit der Ausbildung der Tumore. Die einzelnen Tumore
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Abbildung 1: Der Lebenszyklus von Ustilago maydis. Erliuterungen sieche Text.

stellen nahezu monoklonale Ereignisse dar, so dal angenommen wird, daf3 die Infektion durch U.
maydis ein seltenes Ereignis ist (H. Bohnert, personliche Mitteilung). Das Tumorgewebe selbst ist
ein "sink Organ", in das Assimilate der Pflanze transportiert werden (Billet und Bournett, 1978). U.
maydis-Zellen differenzieren in diesem Stadium zu sporogenen Hyphen. Wihrend dieser Phase
findet auch die Kernfusion statt, der sich eine massive Proliferation anschliet. Etwa zehn Tage nach
der Infektion runden sich die sporogenen Hyphen ab und bilden Présporen, die schlieBlich zu
Teliosporen, der diploiden Dauerform reifen (Banuett und Herskowitz, 1996; Snetselaar und Mims,
1993). Die Teliosporen werden durch Wind und Regen verbreitet und keimen aus, wenn geeignete
Umweltbedingungen den Beginn einer neuen Vegetationsphase signalisieren. Dabei bildet sich
zuerst ein Promycel, in das der diploide Kern einwandert und in dem die meiotische Teilung
stattfindet. Mit der Abschniirung haploider Basidiosporen vom Promycel kann der Zyklus von
neuem beginnen (Banuett und Herskowitz, 1996; Christensen, 1963 und Abb. 1). Fusion,
filamentdses Wachstum und Pathogenitit werden genetisch durch die zwei Inkompatibilitétsloci a
und b kontrolliert (Puhalla, 1968; Rowell und DeVay, 1954). Der a-Locus ist biallelisch, mit den
beiden Allelen a/ und a2. Vom multiallelische b-Locus sind mindestens 20 verschiedene Allele

bekannt (Kdmper, personliche Mitteilung). Fiir den Eintritt in den sexuellen Zyklus miissen
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haploide Sporidien unterschiedliche a und b-Allele tragen. Durch Untersuchungen an kiinstlichen
diploiden Stammen konnten den beiden Paarungstyploci unterschiedliche Funktionen zugeordnet
werden (Holliday, 1961; Puhalla, 1969). Diploide Stimme, die heterozygot fiir a und b sind,
wachsen filamentds und konnen in Pflanzen Symptome hervorrufen. Bei gleichen a_ aber
unterschiedlichen b-Allelen wachsen die Stimme hefeartig auf aktivkohlehaltigen Medien, sind aber
in der Lage Pflanzen zu infizieren. Stimme mit unterschiedlichen a-Allelen und gleichem b-Allel
wachsen hefeartig, sind aber nicht pathogen. Dariiber hinaus konnte in "cytoduction"-Exerimenten
gezeigt werden, dall haploide Stimme, mit gleichen b- aber unterschiedlichen a-Allelen zwar
fusionieren, aber kein filamentoses Dikaryon ausbilden konnen (Trueheart und Herskowitz, 1992).
Daraus und im Vergleich zu haploiden Stammen ergab sich, daB der a-Locus die Fusion haploider
Sporidien vermittelt. Fiir filamentoses Wachstum werden zwei unterschiedliche a- und b-Loci
benotigt. Die pathogene Entwicklung hingegen wird ausschlieBlich vom b-Locus bestimmt (Banuett
und Herskowitz, 1989; Day et al., 1971; Holliday, 1961; Puhalla, 1968).

1.2 Die molekulare Analyse der Inkompatibilitiitsloci @ und b

Der b-Locus von U. maydis tragt zwei divergent transkribierte Gene bE und bW, die fiir
Homeodominen-Proteine kodieren (Gillissen et al., 1992; Kronstad er al., 1989; Schulz et al.,
1990). Ein bE/bW-Paar unterschiedlicher Allelitit z. B. bEI/bW2 reicht fiir die pathogene
Entwicklung aus (Gillissen et al., 1992). Dariiber hinaus wurde gezeigt, da3 die bE- und bW-
Proteine in nichtallelischer =~ Kombination Heterodimere ausbilden, die dann als
Transkriptionsfaktoren wirken (Kédmper e al., 1995; Romeis et al., 2000). Somit kann auch ein
haploider Stamm, CL13 (a/bE1/bW2), der bE1- und bW2-Proteine exprimiert, den Lebenszyklus
durchlaufen (Bolker et al., 1995).

Die molekulare Analyse der beiden a-Allele zeigte, dal sie fiir ein Pheromon/Rezeptor-System
kodieren (Bolker et al., 1992; Urban et al., 1996). Der al-Locus trigt zwei Gene, mfal und pral.
mfal kodiert fiir eine Pheromonvorstufe, pral fiir einen Siebentransmembranrezeptor, der das
Pheromon der a2-Stamme erkennen kann (Spellig ef al., 1994; Urban et al., 1996). Der a2-Locus
enthilt entsprechend die Gene mfa2 und pra2, sowie zwei weitere Gene, [ga2 und rga2_ deren
Funktion unbekannt ist (Urban et al., 1996).
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Abbildung 2: Die Inkompatibilititsloci @ und b von U. maydis kontrollieren die Fusion, das
filamentose Wachstum und die Pathogenitit. Der a-Locus kontrolliert die Fusion haploider Sporidien durch
ein Pheromon/Rezeptorsystem. Fiir filamentoses Wachstum werden unterschiedliche b-Allele ebenso wie eine
kontinuierliche, autokrine Pheromonstimulation benétigt. Die pathogene Entwicklung wird durch den b-Locus
reguliert. Signale der Wirtspflanze spielen bei der Interaktion zwischen Pilz und Pflanze vermutlich eine wesentliche
Rolle.

1.3 Signale und Signalverarbeitung in U. maydis

Die Aufnahme, Weiterleitung und Verarbeitung von Signalen ist fiir alle Organismen die zentrale
Voraussetzung, um addquat auf Umweltverdnderungen reagieren zu konnen. Die Signale konnen
dabei sowohl abiotischen als auch biotischen Ursprungs sein. Wihrend der Entwicklung von U.
maydis sind eine Reihe von Signalen und Signalverarbeitungsprozessen denkbar, die nicht nur eine
Anpassung an verschiedene Nahrungsmittelangebote, sondern auch die spezifische

Intraspezieskommunikation zwischen kompatiblen Kreuzungspartnern und die
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Interspezieskommunikation zwischen Pilz und Pflanze ermoglichen. Bislang sind in U. maydis
Komponenten zweier Signaltransduktionswege beschrieben, die fiir die Fusion kompatibler
Sporidien  notwendig sind: der  Pheromonweg und eine cAMP-abhiingige
Signaltransduktionskaskade (Bolker et al., 1992; Gold et al., 1994; Regenfelder et al., 1997;
Banuett, 1995; Hartmann et al., 1996; Miiller et al., 1999; Urban et al., 1996).

Die cAMP-Kaskade wird von einem bislang nicht niher definierten Umweltsignal aktiviert. Es wird
iber die a-Untereinheit des G-Proteins Gpa3 auf die Adenylatcyclase Uacl {iibertragen (Gold und
Kronstad, 1994). Diese kann cAMP bilden, das die Trennung der katalytischen Untereinheit der
Proteinkinase A, Adrl, von der regulatorischen Untereinheit, Ubcl, vermittelt. Die daraus
resultierende Aktivierung von Adrl fiihrt zu einer Induktion der a- und b-Gene. Umgekehrt fiihrt
die Deletion aktivierender Komponenten der cAMP-Kaskade zu einer Reduktion sowohl der
basalen als auch der induzierten Expression von mfal. Entsprechend sind solche Stimme steril
(Gold et al., 1997; Gold und Kronstad, 1994; Regenfelder et al., 1997). Umgekehrt zeigen
Mutanten der negativen regulatorischen Komponente der Proteinkinase A, ubcl, oder das
konstitutiv aktive Allel von gpa3 (gpa3zos1) starke Induktion der a- und b-Gene (Kriiger et al.,
1998; Regenfelder et al., 1997).

Der Pheromonweg wird iiber die Bindung von Pheromon an seinen Rezeptor aktiviert.
Nullmutanten der Pheromon- wie auch der Rezeptorgene sind steril (Bolker er al., 1992). Das
Pheromonsignal wird vermutlich iiber ein noch nicht identifiziertes G-Protein auf ein MAP-Kinase-
Modul weitergeleitet. Als Komponenten solch eines Moduls wurden kiirzlich die Proteine Kpp2,
Fuz7 und Kpp4 identifiziert (Banuett, 1995; Miiller et al., 1999 und P. Miiller, personliche
Mitteilung). Mutationen in der MAPK Kpp2, der MAPKK Fuz7 und der MAPKKK Kpp4 fiihren
zu einer reduzierten Expression der a- und b-Gene, sowie einer reduzierten Pathogenitit.

Die Signale der cAMP-Kaskade sowie des Pheromonwegs werden auf den Transkriptionsfaktor
Prfl geleitet. prfl kodiert fiir ein HMG-Box-Protein, welches iiber die Bindung an kurze DNA-
Motive (PRE-Boxen), die sich in den Promotoren der a- und b-Gene befinden, die Expression
dieser Gene reguliert (Hartmann et al., 1996; Urban et al., 1996). Dariiber hinaus konnten im Prf1-
Protein fiinf putative Phosphorylierungsstellen fiir PKA-Proteine und sechs solcher
Erkennungssequenzen fiir die Phosphorylierung durch MAP-Kinasen identifiziert werden, die fiir
die Funktion von Prf1 notwendig sind (Hartmann ez al., 1996; M. Leibundgut und M. Feldbriigge,
personliche Mitteilung). Prfl reguliert sowohl die basale als auch die induzierte Expression der a-
sowie die Expression der b-Gene (Hartmann et al., 1996). Vor der Fusion haploider Sporidien
kommt es zu einer Induktion der a- und b-Gene. Nach der Fusion, im filamentdsen Dikaryon_ fiihrt
die Anwesenheit des aktiven bE/bW-Heterodimers zur Repression der Pheromon- und

Pheromonrezeptorgene (Urban er al., 1996). Entsprechend dieser Regulation sind prfl-
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Deletionstimme steril. Da Prfl aber auch die Expression der b-Gene reguliert, sind prfi-
Deletionstimme apathogen, auch wenn sie unterschied- liche b-Allele tragen. Dieser Defekt kann
aber durch die konstitutive Expression kompatibler bE- und bW-Proteine komplementiert werden
(Hartmann et al., 1996).
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Abbildung 3: Der Pheromon_ und cAMP-Signaltransduktionsweg von U. maydis. Die einzelnen
Genprodukte sind im Text beschrieben. Aktivierende und reprimierende Einfliisse sind durch entsprechende Pfeile

dargestellt. Erlduterungen siehe Text.

In Mutationsanalysen konnte fiir fast alle Komponenten beider Kaskaden, wie z.B. Gpa3, Uacl,
Kpp2 oder Kpp4 neben ihrer Rolle in der a- und b-Genexpression auch eine Beteiligung an der
pathogenen Entwicklung beobachtet werden (Hartmann et al., 1996; Miiller et al., 1999;
Regenfelder er al., 1997). Die Pathogenititsdefekte konnten dabei nicht oder nur teilweise durch die
konstitutive Expression eines aktive_ bE/bW_Heterodimers komplementiert werden. Daraus wurde
geschlossen, dal durch den Pheromonsignalweg wie auch den cAMP-Weg neben Prfl weitere, fiir
die pathogene Entwicklung notwendige Faktoren aktiviert werden. Da diese Aktivierung sich auf die

biotrophe Phase auswirkt, sind Pflanzenfaktoren als Signale hochst wahrscheinlich.
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1.4 Pflanzeninduzierte Gene in U. maydis

Bislang sind die Prozesse, die nach dem Eindringen von U. maydis in die Wirtspflanze stattfinden,
nur auf morphologischer Ebene beschrieben. Das Dikaryon wéchst nach der Penetration zunichst
intrazellulédr, wobei die Zytoplasmamembran nicht beschédigt wird (Snetselaar und Mims, 1993). In
diesem frithen Stadium findet keine Kernteilung statt, der Pilz wichst unidirektional und hinterlaf3t
leere Abschnitte durch Septenbildung. In diesen frithen biotrophen Stadien ist nur wenig
Pilzmaterial vorhanden, da keine Proliferation stattfindet. Einige Tage nach der Infektion befindet
sich U. maydis zwischen den Pflanzenzellen und beginnt als Dikaryon zu proliferieren (Snetselaar
und Mims, 1993). Zeitgleich mit der Tumorentwicklung treten sporogene Hyphen auf, aus denen
sich Pré- und spéter Teliosporen entwickeln (Snetselaar und Mims, 1993). U. maydis durchlauft
wihrend der biotrophen Phase eine ganze Reihe morphologischer Verdnderungen, die bislang aber
nicht durch molekulare Marker differenziert werden konnen. Die einzelnen morphologischen
Transitionen legen jedoch den Schluf3 nahe, da8 fiir die Ausbildung der Infektionssymptome wie
auch fiir die Vollendung des Lebenszyklus eine signalvermittelte Interspezieskommunikation von
Bedeutung ist. Die entsprechenden Pflanzensignale konnten iiber verschiedene Signalwege
weitergeleitet und zur Induktion pflanzenspezifisch exprimierter Gene oder zu posttranslationalen
Proteinmodifikationen fiihren, die letztendlich die morphologischen Transitionen in den einzelnen
Stadien bewirken. Die Analyse differentiell exprimierter Gene konnte deshalb dazu beitragen, die
molekularen Prozesse der pathogenen Interaktion besser zu verstehen und die einzelnen Stadien auf
molekularer Ebene zu charakterisieren.

In den letzten Jahren konnten bereits mittels revers genetischer Verfahren in verschiedenen
phytopathogenen Pilzen pflanzenspezifisch exprimierte Gene isoliert werden (Pieterse et al., 1991;
Basse et al., 2000; Hahn und Mendgen, 1997; Spellig et al., 1996). Uber ihre Homologie zu
bekannten Proteinen konnten einige Gene dem Primér- und Sekundédrmetabolismus, aber z. B. auch
Signaltransduktionskaskaden zugeordnet werden (Basse et al., 2000; Hahn und Mendgen, 1997;
Spellig et al., 1996). Erstaunlicherweise konnte in keiner der Nullmutanten fiir diese Gene ein
Bezug zur pathogenen Entwicklung festgestellt werden. Andererseits wurde eine differentielle
Expression fiir Gene, wie z. B. MPG1 aus Magnaporthe grisea festgestellt, die aus Mutanten mit
Pathogenititsdefekt isoliert wurden (Talbot et al., 1993). MPG1 ist in den Appressorien, also bereits
sehr frith in der pathogenen Entwicklung induziert. Deshalb wurde vermutet, dal die friithen
biotrophen Stadien fiir die pathogene Entwicklung entscheidend sind. Um diese initialen Prozesse

besser zu verstehen, wire es wiinschenswert, friih in der Entwicklung induzierte Gene zu isolieren.
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1.5 "Enhancer trapping"

In U. maydis besteht das besondere Problem, da8 wihrend der frilhen Phase der biotrophen
Entwicklung kaum Pilzmaterial zu finden ist und dieses zudem nicht von der Wirtspflanze getrennt
werden kann. Dadurch sind Techniken, die auf dem Vergleich von mRNA-Populationen beruhen
oder auch genomische Ansitze, die die Betrachtung aller Gene erlauben, limitiert (Chu et al., 1998;
Spellig et al., 1996). "enhancer trapping" ist eine alternative Methode zur Isolierung differentiell
exprimierter Gene. Hier wird die Aktivitit von cis-Elementen durch ein Reportergen sichtbar
gemacht. Da cis-Elemente alleine keine Promotoraktivitit besitzen, muf3 das Reporterkonstrukt tiber
einen Basalpromotor verfiigen, der die Expression des Reportergens kontrolliert. Der Basal-
promotor sollte allein keine oder nur geringe Transkription vermitteln. Aktiviert nun ein "enhancer"-
Element den Basalpromotor, hat dies die Expression des Reportergens zur Folge ("enhancer
trapping"). Reguliert ein cis-Element ein differentiell exprimiertes Gen, so kommt es auch zur
differentiellen Expression des Reportergens (Bellen ez al., 1989; Lis et al., 1983 und Abb4).

el -
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prootor gen rnarker
keine TRrskripion — — sl e — - -
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: . -
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Abbildung 4: Maogliche Expression eines Reportergens nach Insertion eines '"enhancer
trapping” Reporterkonstruktes. Kommt es zu einer Insertion in einer Region, in der kein cis-Element die
Expression des Basalpromotors induziert, ist keine Reportergenaktivitit zu beobachten. Fiihrt ein "enhancer"-Element
zur konstitutiven Expression des Reportergens, ist unter allen untersuchten Bedingungen Reportergenaktivitéit
nachzuweisen. Reguliert ein "enhancer"-Element die differentielle Expression des Reportergens, so kann zwischen

verschiedenen Bedingungen unterschieden werden.

cis-Elemente sind hiufig unabhédngig von ihrer Orientierung aktiv. Abhingig vom Organismus
konnen sie von einigen hundert Basen bis iiber viele Kilobasen hinweg aktiv sein. In Pilzen liegen

"enhancer"-Elemente aber meistens in direkter Nachbarschaft der durch sie regulierten Gene.
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Dadurch sollte der Phéinotyp der Insertionsmutanten mit einem der naheliegenden Gene an der
Insertionsstelle verbunden sein.

In einer Bank von Mutanten konnen iiber das Reportergen die unterschiedlichsten Einfliisse auf die
Expression, wie etwa verschiedene Zuckerquellen, Mangelbedingungen, Temperatur usw. untersucht
werden. Es lassen sich aber auch Expressionsunterschiede wihrend Zelldifferenzierungsprozessen
beobachten. Besonders interessant ist dabei, dal diejenigen Einzelzellen, die einer unterschiedlichen
genetischen Kontrolle unterliegen, auch innerhalb eines Zellverbandes unterschieden und iiber ganze
Entwicklungszyklen hinweg verfolgt werden konnen. "enhancer-trapping" kam deshalb
hauptsédchlich bei entwicklungsbiologischen Fragestellungen in Drosophila melanogaster und
Arabidopsis thaliana, aber auch in humanen Zellinien oder Médusen zum Einsatz. Es konnte dabei
eine Vielzahl von Mutanten isoliert werden, die stadienspezifische Genexpression zeigten (Bellen et
al., 1989; Joyner, 1991; Sundaresan et al., 1995).

1.6 Voraussetzungen fiir die Etablierung eines "enhancer trap"-Mutagenese-

systems in U. maydis

Fiir eine umfassende "enhancer trap"-Mutagenese muf} eine Bank von Mutanten hergestellt werden,
die das Reporterkonstrukt an moglichst vielen verschiedenen Stellen im Genom trigt. Bei den
Ansitzen in Drosophila melanogaster und Arabidopsis thaliana wurden die Mutantenbanken
durch Transposoninsertion erstellt (Bellen er al., 1989; Cooley et al., 1988; Smith und Parker,
1993). In U. maydis ist zwar kein Transposonmutagenesesystem etabliert, es besteht aber die
Moglichkeit, Insertionsmutanten durch REMI-(restriction enzyme mediated integration)
Mutagenese herzustellen (Bolker ef al., 1995). Dabei erfolgt die Transformation eines zirkuldren
Plasmids in Anwesenheit eines Restriktionsenzyms (Abb. 5A). Dieses Enzym wird zusammen mit
der Plasmid-DNA von den Zellen aufgenommen. Die Enzymkonzentration wird dabei so eingestellt,
dal} wihrend dieses Vorgangs sowohl die Plasmid-DNA linearisiert als auch die genomische DNA
geschnitten wird. Auf eine noch unbekannte Art erfolgt dann die Integration des Plasmids an einer
Schnittstelle im Genom (Abb. 5B). Die Integrationsstelle hiingt dabei von der Sequenzspezifitit des
verwendeten Restriktionsenzyms ab (Bolker et al., 1995; Kuspa und Loomis, 1992; Schiestl und
Peters, 1991). Bei einem Restriktionsenzym, das eine Hexanukleotidsequenz erkennt, konnte somit
im Durchschnitt etwa alle 4000 bp eine Insertion stattfinden. Die Reisolierung der die
Insertionsstelle flankierenden Sequenzen erfolgt so, da auferhalb des Reporterkonstruktes im
Genom geschnitten wird. Nach Zirkularisierung kann das Plasmid inklusive der genomischen U.
maydis DNA in E. coli transformiert werden ("plasmid rescue", Abb. 5C). Durch REMI-
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Mutagenesen wurden bereits eine Reihe von Pathogenititsmutanten in phytopathogenen Pilzen

erzeugt (Maier und Schifer, 1999). Einige der Gene wurden isoliert und in der Analyse ergab sich
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Abbildung 5: REMI-Insertion und "plasmid rescue". A: Das REMI-Plasmid wird zusammen mit einem
Restriktionsenzym "X" transformiert. B: Die Integration erfolgt an der Schnittstelle des Enzyms "X". C: Durch
Restriktion mit einem Enzym "Y", das nicht im REMI-Plasmid schneidet, kann, nach Zirkularisierung das Plasmid

inklusive der flankierenden Sequenzen reisoliert werden ("plasmid rescue", s. M&M).

ein Zusammenhang zur pathogenen Entwicklung, wie z.B. bei den pth-Genen aus M. grisea
(Sweigard et al., 1998). Bei der Charakterisierung der Mutanten zeigte sich, da3 in nur etwa 50%
der Mutanten der Phidnotyp mit der Insertion cosegregiert. Die Phédnotypen in den iibrigen
Mutanten waren wahrscheinlich auf sogenannte "second site"-Mutationen zuriickzufiihren, die
vermutlich durch das Restriktionsenzym und den Transformationsvorgang verursacht wurden.

Eine erfolgreiche "enhancer trap"-Mutagenese setzt ein geeignetes Reportergen zur Markierung der
Expression voraus. Fiir U. maydis wurde kiirzlich GFP als in vivo-Reportergen etabliert (Spellig et
al., 1996). Fiir die Aktivitdt von GFP sind keine weiteren exogenen Faktoren oder Substrate notig,
so daf} das Protein direkt fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden kann (Chalfie et al.,
1994). Mit Hilfe von Fusionen eines konstitutiven Promotors an GFP konnte so bereits die

biotrophe Entwicklung von U. maydis anhand der GFP-Fluoreszenz iiber den gesamten
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Lebenszyklus hinweg verfolgt werden (Spellig, 1996). Dariiber hinaus war unter der Kontrolle des
Promotors von gpa4 pflanzenspezifische Geninduktion beobachtet worden (Spellig et al., 1996).

1.7 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es, das Verstdndnis der molekularen Prozesse der fiir U. maydis spezifischen
Wirts-Pflanzeninteraktion zu vertiefen. Dazu sollten pflanzenspezifisch-regulierte Gene isoliert und
charakterisiert werden, da davon ausgegangen wurde, dafl solche Gene in Pathogenititsprozessen
eine wichtige Rolle spielen. In einem ersten Schritt wurde die Expression bekannter, bereits
auBlerhalb der Pflanze differentiell exprimierter Gene der Paarungstyploci a und b in
Northernanalysen und durch GFP-Reporterstimme wihrend der biotrophen Phase von U. maydis
bestimmt. Dabei sollte untersucht werden, ob sich die Induktion wie auch die Repression einzelner
Gene wihrend des gesamten Lebenszyklus von U. maydis nachweisen lassen. Aufbauend auf
diesen Ergebnissen sollte durch die Kombination von REMI-Mutagenese und GFP als Reportergen
ein "enhancer trap"-Mutagenese-System etabliert werden. Ziel war die Isolierung von Genen, die
bereits friih in der biotrophen Phase induziert werden. Gene, die diese Kriterien erfiillen, sollten

beziiglich ihrer Funktion und Regulation untersucht werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Expressionsanalyse bekannter Gene wihrend der biotrophen Phase

Fiir Northernanalysen in Tumorgewebe wurden die Gene mfal, pral, lga2, prfl, bEI und bW2
ausgewdhlt. Sie sind an der Fusion haploider Sporidien, filamentosem Wachstum und Pathogenitit
beteiligt und ihre Expression ist auf aktivkohlehaltigen Festmedien bereits gut untersucht (Hartmann
et al., 1996; Urban et al., 1996).

mfal schien zudem gut geeignet, um in mfal:GFP-Reporterstimmen festzustellen, wie sich z.B.
eine hohe mfal-Expression vor der Fusion, die anschlieBend durch das bE/bW-Heterodimer
reprimiert wird, auf das relativ stabile GFP-Protein auswirkt. /[ga2 war als ein guter Marker fiir friih
durch die b—Proteine induzierte Gene bekannt. Anhand eines entsprechenden Reporterkonstruktes
sollte sich der Zeitpunkt der /ga2-Expression bestimmen lassen. Driiber hinaus kénnten sich auch
so indirekt Hinweise zur Aktivitit des b-Heterodimers wihrend der biotrophen Phase gewinnen

lassen.

2.1.1 Differentielle Genexpression von mfal, lga2, bEI, bW2 und prfl wihrend der
biotrophen Phase von U. maydis

Fiir Northernanalysen wurden junge Maispflanzen mit Mischungen von FB1 (albl) und FB2
(a2b2) infiziert. Diese beiden Stimme sind kompatibel und kénnen nach ihrer Fusion Maispflanzen
infizieren. Etwa sieben Tage nach der Infektion wurden die so induzierten Tumore kurz vor der
Sporulation geerntet. AnschlieBend wurde das Expressionsniveau von mfal, pral, 1ga2, prfl, bEI
und bW2 bestimmt und mit der Expression in Mischungen von FB1 und FB2 auf
aktivkohlehaltigen Plattenmedien verglichen (M&M). Da der diploide, solopathogene Stamme
FBDI11 (ala2blb2) als Ausgangsstamm fiir die REMI-Mutagenese dienen sollte, wurde die
Expression der ausgewéhlten Gene auch in diesem Stamm untersucht.

Die mRNA-Menge aus den verschiedenen Préiparationen war anhand der konstitutiven Expression
des ppil-Gens so eingestellt, daf} in allen Spuren vergleichbare Mengen an pilzlicher RNA geladen
waren (Abb. 6). Aus dem Vergleich der eingesetzten Menge an Gesamt-RNA ergab sich, daf die
Tumorgewebe etwa 1 - 2% Pilz-RNA enthielten.

In Mischungen von FB1 und FB2 sowie in FBDI11 war nach 48 h Inkubation auf den
Plattenmedium die Expression von pral, prfl, bEI und bW2 gut nachweisbar. Es wurde zudem eine
hohe lga2-Expression beobachtet. Fiir mfal konnte in den ebefalls gute Expression nachgewiesen

werden, in FBD11 Stimmen war diese aber nur gering (Abb. 6). In Tumorgewebe aus Infektionen
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mit Mischungen der Stimme FB1 und FB2 war ebenfalls eine gut nachweisbare Expression von
mfal und pral bzw. bW2 zu beobachten, wihrend prfl hier nur gering exprimiert war und [ga2-
und bE[-Transkripte nicht nachweisbar waren (Abb. 6). In FBD11 ergaben sich auf Plattenmedien
im Vergleich zu Mischungen von FB1 und FB2 keine Expressionsunterschiede fiir pral, prfl, bEI
und bW2. Nur die mfal-mRNA war hier nicht nachweisbar. In Tumorgewebe aus Infektionen mit
FBDI11 konnte im Vergleich zur Expression in Wildtyptumoren eine geringere Expression von
mfal, pral und prfl nachgewiesen werden, wihrend alle iibrigen Gene (bW2, bEI und Iga2) wie in
der Wildtypsituation exprimiert waren (Abb. 6). Mit der Repression von [ga2? in den
Tumorgeweben zeigt sich fiir dieses Gen eine deutliche differentielle Expression im Vergleich zu
der Situation auf Plattenmedien. Auch mfal scheint in Tumorgewebe anders als im filamentosen
Dikaryon exprimiert zu werden. Im Dikaryon wird Repression durch das b-Heterodimer

beobachtet. Diese Repression scheint in der Pflanze nicht stattzufinden (Abb. 6). Fiir die b-Gene
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Abbildung 6: Expressionsanalyse von mfal, lga2, pral, prfl, bE1 und bW2 in Tumorgewebe
im Vergleich zur Expression auf Plattenmedien. Die verwendeten Stimme, Stammkombinationen und
Tumorgewebe sind iiber den Spuren angegeben. Fiir RNA-Préiparationen von Plattenmedien wurden die Stimme und
Stammkombinationen 48 h auf CM-Aktivkohle-Platten inkubiert. Bei RNA-Extraktionen von Plattenmedien wurden
je 1,5 ug Gesamt-RNA, bei RNA aus Tumor- und Pflanzengeweben je 80 ug Gesamt-RNA pro Spur geladen. Die

zur Detektion der Expression verwendeten Sonden sind in M&M angegeben.
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ergab sich ein komplexeres Bild: bE/ war in Tumorgewebe herunterreguliert, wihrend fiir bW2
konstitutive Expression in allen Stadien festgestellt wurde (Abb. 6). prfl war zwar im Vergleich zur
Situation auf Plattenmedien im Tumor herunterreguliert. Es konnte aber Expression in allen Stadien
nachgewiesen werden (Abb. 6). In Tumorgeweben, das aus Infektionen mit FBD11 hervorgegangen
war konnte beziiglich der Expression von bEI, bW2, prfl und Iga2 kein Unterschied gegeniiber
Tumoren aus Infektionen mit FB1 und FB2 festgestellt werden. Auffallend waren aber die
vergleichsweise geringen Mengen an mfal- und pral-Transkripten (Abb. 6).

Zusammengefal3t ergibt sich daraus eine tumorspezifische Induktion fiir die Gene mfal und pral
bzw. eine Repression von /ga2 und bE]. Durch das Expressionsmuster dieser Gene im Tumor wird
auf molekularer Ebene ein neues Stadium von U. maydis definiert, da3 dieses von haploiden

Sporidien und dem filamentosen Dikaryon deutlich abgrenzt.

2.1.2 Prf1 ist essentiell fiir die mfal-Transkription in Tumorgeweben

Die differentielle Expression von pral, mfal, Iga2 und bEI in Tumorgewebe warf die Frage auf,
welche Faktoren diese Gene wihrend der biotrophen Phase regulieren. Anhand der Expression von
mfal und Iga2 sollte dies genauer untersucht werden, da fiir diese Gene bereits zwei Regulatoren,
das Prf1-Protein und das bE/bW-Heterodimer bekannt und gut untersucht waren (Hartmann et al.,
1996; Romeis et al., 2000; Urban et al., 1996). Da sowohl Prfl als auch das b-Heterodimer fiir die
Pathogenitit essentiell sind, wurden Pflanzen mit den Stimmen HA103 (a/b€9") und HA108
(albConAprfl) infiziert. In HA103 sind die natiirlichen Promotoren der b-Gene durch Kkonstitutive
Promotoren ersetzt. Somit ist die Expression der b-Gene in allen Stadien von U. maydis
gewihrleistet (Hartmann et al., 1996). HA108 exprimiert, wie HA103, konstitutiv ein aktives
bE1/bW2-Heterodimer. Zusitzlich triagt dieser Stamm eine Deletion des prfl-Gens. Dies erlaubt
den Einflul von Prfl auf die mfal-Expression zu untersuchen. Beide Stimme sind solopathogen
und konnen ohne Kreuzungspartner Pflanzen infizieren. Weder in HA103 noch in HA108 1aBt sich
auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien mfal/-mRNA nachweisen, da mfa durch den aktiven b-
Komplex reprimiert wird bzw. prfl-Deletionsstimme mfal nicht exprimieren (Hartmann et al.,
1996).

In Tumoren aus Infektionen mit HA103 war eine deutliche Expression von mfal zu beobachten,
vergleichbar der Expression in Mischungen kompatibler haploider Stimme, die auf aktivkohle-
haltigen Plattenmedien gezogen wurden (Abb. 7). Im Gegensatz dazu war in Tumorgewebe aus
Infektionen mit HA108 keine mfal-Transkription nachzuweisen (Abb. 7). Demnach fiihrt die

konstitutive Expression eines aktiven bE/bW-Komplexes in Tumorgewebe nicht zu einer
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Repression der mfal-Transkription. Dariiber hinaus ist prfl zwingend fiir die Transkription von

mfal in Tumorgewebe notwendig.

Abbildung 7: Der EinfluB von Prfl und dem bE/bW Heterodimer auf die mfal-Expression in
Tumorgeweben. Die verwendeten Stimme, Stammkombinationen und Tumorgewebe sind iiber den Spuren
angegeben. Fiir RNA-Priparationen von Plattenmedien, wurden die Stimme und Stammkombinationen 48 h auf CM-
Aktivkohle-Platten bei 21°C inkubiert. Bei RNA-Préiparationen von Plattenmedien wurden je 1,5 ug gesamt RNA,
bei RNA aus Tumor und Pflanzengeweben je 80 ug gesamt RNA pro Spur geladen. Die fiir die Expressionsanalyse
verwendeten DNA-Sonden sind in M&M angegeben.

2.1.3 GFP als in vivo-Reportergen fiir differentiell exprimierte Gene: Nachweis der
Expression von mfal und Iga2 wihrend des gesamten Lebenszyklus von U. maydis

Die starken Unterschiede im Expressionsniveau von mfal bzw. lga2 zwischen Dikarien, die auf
Plattenmedien wuchsen und Pilzzellen in Tumoren lieferten die Voraussetzungen dafiir, einen
Wechsel von Induktion und Repression mittels geeigneter GFP-Reporterstimme iiber den gesamten
Lebenszyklus hinweg verfolgen zu konnen. Besonderes Interesse galt dabei der Expression in den
frithen Stadien der Entwicklung von U. maydis, da durch REMI-“enhancer trapping" primér friih
induzierte Gene isoliert werden sollten. Dariiber hinaus sollte durch diese Untersuchungen auch
eine Optimierung der fluoreszenzmikroskopischen Analyse ermoglicht werden. Mit einem
Longpass Filter (LP520 Zeiss) wurde in den folgenden Experimenten Licht mit Wellenldngen von
mehr als 520 nm (Rotlicht) herausgefiltert und somit die rote Autofluoreszenz der Mais-

Chloroplasten, welche die GFP-Fluoreszenz iiberlagert, eliminiert.
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Die Induktion von mfal war in Mischungen von mfal:GFP-Reporterstimmen und einem
kompatiblen Wildtypstamm bereits im Wassertropfentest untersucht worden (Spellig et al., 1996).
Dazu wurden die U. maydis Zellen in Wasser gewaschen, 1:1 gemischt und in einem
Wassertropfen auf einer hydrophoben Oberfliche inkubiert. Die Induktion von GFP konnte dabei
schon nach zwei Stunden beobachtet werden. Die b-abhingige Repression der mfal-Transkription
war aber auch nach 8 h noch nicht zu erkennen (Spellig et al., 1996). Dies wurde auf die lange
Halbwertszeit des GFP-Proteins zuriickgefiihrt.

Da die Selektion der REMI-Mutanten nach Infektion stattfinden sollte, wurde die Analyse der mfal-
Expression auf der Oberfliche von Maisblittern und beim Wachstum innerhalb der Pflanze
untersucht. Es wurden dazu neue Reporterstimme generiert, da bei den bisherigen Stimmen die
Leserahmen von mfal und GFP nicht basengenau ausgetauscht waren. In diesen Stimmen war
deshalb eine Modifikation der Promotoraktivitit nicht auszuschlieBen. Fiir den exakten Austausch
von mfal durch GFP wurde im Plasmid pCA2 ein 952 bp langes Fragment aus dem mfal-
Promotor im Startkodon von mfal an das SGFP-Gen fusioniert (M&M). Dieses Fragment enthélt
alle bislang bekannten und fiir die Regulation von mfal notwendigen Elemente (Urban et al., 1996).
Das Konstrukt wurde ektopisch in FB1 integriert, da die Deletion von mfal zur Sterilitéit fiihrt. Ein
Problem bei ektopischen Integrationen ist, dafl regulatorische Elemente an der Integrationsstelle die
Expression der Reporterkonstrukte beeinflussen konnen. Deshalb wurde in einem Vorexperiment
die mfal-Expression von vier unabhingigen Transformanden (CA2-1, Ca2-2, CA2-3, Ca2-4) im
Kreuzungstest auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien untersucht und mit den bekannten
Expressionsdaten verglichen. Die Reporterstimme wurden dazu im Verhéltnis 1:1 mit einem FB2-
Stamm gemischt, auf aktivkohlehaltige Plattenmedien getropft. Nach 24 h Inkubation wurde die
Menge an GFP-Protein fluoreszenzmikroskopisch bestimmt (nicht gezeigt). Dabei konnten
zwischen den einzelnen Transformanden keine Expressionsunterschiede festgestellt werden. Das
Expressionsniveau in den Einzelzellen war jedoch uneinheitlich. Etwa 15 % der Sporidien zeigten
GFP-Expression. Waren Konjugationshyphen ausgebildet worden so konnte in etwa 50% der
Zellen Fluoreszenz beobachtet werden, die dariiber hinaus im Vergleich zu Sporidien wesentlich
stirker war. In filamentosen Dikarien wurde die geringste GFP-Fluoreszenz beobachtet, wobei in
etwa 20% der Filamente keine Fluoreszenz zu sehen war. Nach 24 h war demnach eine Induktion
von mfal in induzierten und fusionsbereiten Zellen zu erkennen. Dariiber hinaus konnte auch die b-
abhingige Repression durch Abnahme der Fluoreszenz in den filamentosen Dikarien beobachtet
werden.

Fiir die Expressionsanalyse von mfal auf der Blattoberflache wurden der Reporterstamm CA2-1 im
Verhiltnis 1:1 mit FB2 gemischt und jungen Maispflanzen injiziert. Die Proben wurden 24 Stunden

nach der Infektion entnommen und die GFP-Menge fluoreszenzmikroskopisch bestimmt (Abb. 8).
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Abbildung 8: Nachweis der mfal-Expression in verschiedenen Entwicklungsstadien von U.
maydis durch GFP-Reporterstimme. Eine 1:1-Mischung der Stimme FB2 und CA2-1 wurde jungen
Maispflanzen injiziert. Nach 24 h und dann im Abstand von zwei Tagen nach der Infektion wurden Proben
lichtmikroskopisch (DIC) auf Pilzstrukturen hin untersucht, deren Morphologie bestimmt und einzelnen
Enwicklungsstadien zugeordnet. A: Sporidien; C: Konjugationshyphen; E: Filamente; G: Appressorien; I und K:
Dikarien; M, O, Q, S, U: sporogene Hyphen; W: Pri- und Teliosporen. Die GFP-Expression wurde dann in den
Proben fluoreszenzmikroskopisch bestimmt (B, D, F, H, J, L, N, P, R, T, V, X). Der angegebene Groflenstand
entspricht 3 ym.

Auf der Blattoberflidche waren zeitgleich Sporidien, Sporidien mit Konjugationshyphen, filamentose
Dikarien und appressorienartige Strukturen zu sehen. In 17 von 100 untersuchten Sporidien war
geringe und zudem verschieden starke GFP-Fluoreszenz zu erkennen (Abb. 8b und nicht gezeigt).
Zellen mit Konjugationshyphen zeigten zu 50 % GFP-Fluoreszenz, die zudem wesentlich intensiver
als in Sporidien war (Abb. 8D). In filamentésen Dikarien konnte zwar GFP-Fluoreszenz beobachtet
werden, diese war aber deutlich schwiicher als in Zellen mit Konjugationshyphen und den meisten

Sporidien war (Abb. 8F). Dariiber hinaus war in drei von 20 untersuchten Filamenten keine GFP-
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Expression zu erkennen (nicht gezeigt). In appressorienartigen Strukturen war nur noch in 3 von 20
Zellen geringe GFP-Expression nachweisbar (Abb. 8H).

Um die GFP-Expression in den biotrophen Stadien zu untersuchen, wurden Schnittpréparate von
infizierten Maisbldttern und Tumorgeweben angefertigt. Die Stadien wurden anhand
morphologischer Kriterien differenziert und die GFP-Menge fluoreszenzmikroskopisch bestimmt.
In verzweigten Dikarien konnte dabei durchwegs starke griine Fluoreszenz beobachtet werden (Abb.
8J, 8L). Sporogene Hyphen wiesen hingegen wiederum ein heterogenes Expressionsmuster auf.
Neben Zellen mit hoher GFP-Expression (Abb. 8N, 8P, 8R) waren auch sporogene Hyphen zu
beobachten, die nur geringe oder fast keine Fluoreszenz zeigten (Abb. 8T und 8V). In Teliosporen
war keine griine Fluoreszenz nachweisbar (Abb. 8X).

In Sporidien auf der Blattoberfliche kommt es demnach zu einer Induktion der mfal-Expression,
die vermutlich mit der Paarungsbereitschaft einhergeht. Nach der Fusion wurde die Repression von
mfal in den filamentosen Dikarien und appressorienartigen Strukturen beobachtet. Bereits kurz
nach der Penetration wird mfal in Dikarien erneut induziert und im weiteren Verlauf der Infektion
in sporogenen Hyphen wieder reprimiert. Die dabei beobachteten Expressionsunterschiede
zwischen morphologisch &dhnlichen Stadien lassen vermuten, daf Signale, welche die mfal-
Expression regulieren, entweder unterschiedlich verteilt sind, oder dal sich die Zellen trotz
morphologischer Ahnlichkeit in unterschiedlichen Entwicklungsstadien befinden.

In einem weiteren Vorexperiment zur Etablierung des REMI-"enhancer trap"-Systems wurde auch
fiir das /ga2-Gen ein Expressionsprofil iiber den gesamten Lebenszyklus von U. maydis hinweg
erstellt. Im Ausgangsplasmid (pCA64) wurde hierbei das /ga2-Gen komplett durch das SGFP-Gen
ersetzt. Das resultierende Plasmid pCA7 wurde in FB2 (a2b2) transformiert. Nach
Southernanalysen wurden zwei unabhingige Stamme, CA7-3 und CA7-5, in denen [ga2 durch
lga2:sGFP ersetzt war fiir die Expressionsstudien ausgewihlt. Die Iga2-Expression wurde anhand
der GFP-Menge (s. 0.) wihrend der Kreuzung auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien und wihrend
der biotrophen Phase bestimmt.

CA7-3 und CA7-5 zeigten keine Expressionsunterschiede in verschiedenen Stadien, so da3 davon
ausgegangen werden kann, dafl die beobachtete GFP-Expression der /ga2-Expression entspricht.
Sowohl in haploiden Sporidien als auch in Konjugationshyphen konnte keine GFP-Expression auf
Plattenmedien oder auf der Pflanzenoberfliche beobachtet werden (nicht gezeigt). Im Gegensatz
dazu war bereits 24 Stunden nach der Inokulation sowohl in Paarungsstrukturen als auch in
filament6sen Dikarien GFP-Fluoreszenz zu erkennen (Abb. 9B und 9D). Dariiber hinaus konnte
auf der Pflanzenoberfliche GFP-Expression in appressorienartigen Strukturen nachgewiesen
werden (Abb. 9F). Innerhalb der Pflanze war zu keinem Zeitpunkt Expression zu erkennen (Abb.

OH und 9J). Iga2 wird demnach ausschlieBlich im filamentosen Dikaryon und in Appressorien
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exprimiert. Da die GFP-Expression bereits kurz nach der Fusion nachweisbar war, mufite eine

schnelle Induktion von Iga2 erfolgt sein. Nach der Penetration wird /ga2 wieder herunterreguliert.

Abbildung 9: Iga2 ist ausschlieBlich in filamentésen Dikarien exprimiert. Eine Mischung der
Stamme FB2 und CA7-3 wurde in junge Maispflanzen injiziert. Nach 24 h und anschliefend im Abstand von zwei
Tagen nach der Infektion wurden Proben auf Pilzstrukturen und GFP-Fluoreszenz hin untersucht. Die Proben wurden
jeweils mit DIC-Lichtmikroskopie (A: Sporidien und Paarungsstruktur; C: Sporidien und dikaryotisches Filament; E:
Appressorium; G: sporogene Hyphe; I: Pri- und Teliosporen) und Fluoreszenzmikroskopie (B, D, F, H, J) untersucht
(M&M). Der angegebene Gollenstandard entspricht 3 ym.

Da fiir mfal, wie auch lga2 eine Regulation wihrend der biotrophen Phase stattfindet, sind daran
neben der bekannten b-abhidngigen Regulation vermutlich auch Pflanzenfaktoren beteiligt. Die
Expressionsanalyse erlaubt somit den Nachweis differentieller Expression wihrend der biotrophen
Phase. Deshalb sollte es moglich sein, auch in einem "screening"-Ansatz Stimme zu isolieren, die
GFP spezifisch wihrend der biotrophen Phase exprimieren. Durch Northernanalysen sollte es

moglich sein, die ermittelten GFP-Daten fiir spétere Stadien zu verifizieren.
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2.2 REMI-“enhancer trap"-Mutagenese

Nachdem die detaillierte Expressionsanalyse von pilzlichen Genen in verschiedenen Entwicklungs-
stadien wihrend der biotrophen Phase etabliert war, muflte die bereits bestehende Methode der
REMI-Mutagenese (Bolker et al., 1995) so modifiziert werden, da pflanzeninduzierte Gene

markiert und isoliert werden konnen.

2.2.1 Der experimentelle Aufbau der REMI-“‘enhancer trap"-Mutagenese

Fiir die REMI-“enhancer trap"-Mutagenese wurde in zwei Schritten das REMI-Plasmid pCA104

konstruiert. In das Plasmid pSP72 wurde ein 62 bp langes Fragment aus dem mfa-Promotor als

mfal-Basal-
primu:-t-:nr 50900 bp
A ’_JnT‘ Paprn | At | Thspro |
B B
¢ 5100 bp
. ’__I_'sT\ Pl ik
2 s
¢ 5100 bp
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der REMI-"enhancer trap"-Mutageneseplasmide
pPCA104 und pCA12S. Die Beschreibung der Plasmide befindet sich im Text, die Konstruktion kann dem M&M-

Teil entnommen werden.

ATG-Fusion mit dem SGFP-Gen eingebracht (Abb. 10A). Direkt am 5' Ende des Promotor-
fragmentes befindet sich eine singuldre BamHI-Schnittstelle. Als Resistenzmarker fiir die Selektion
in U. maydis trigt das Plasmid das hph-Gen unter der Kontrolle eines DNA-Fragmentes aus S.
cerevisiae, das konstitutive Expression in U. maydis vermittelt (Bolker ef al., 1995, Abb. 10B).
Diese Resistenzkassette enthélt keine U. maydis Sequenzen und wurde gewihlt, um sonst mogliche

homologe Rekombinationsereignisse zu vermeiden (Bolker et al., 1995).
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Die singulidre BamHI-Schnittstelle kann zur Integration von pCA104 verwendet werden. Das 62 bp
lange mfal-Promotorfragment dient als Basalpromotor fiir das "enhancer trapping". Der
Basalpromotor vermittelt allein keine nachweisbare Expression. Befinden sich aber "enhancer"-
Elemente im angrenzenden S5'-Bereich, sollte Transkription initiiert werden. Nachdem erste
Experimente gezeigt hatten, da mit pCA104 nur relativ stark exprimierter Gene markiert wurden,
wurde das SGFP-Gen in pCA104 durch EGFP ersetzt. Das resultierende Plasmid pCA12S ist in
Abb. 10C gezeigt. EGFP besitzt laut dem Hersteller (Clontech) eine sechsfach hdohere
Lichtemission als SGFP und erlaubt dadurch die Detektion schwicher exprimierter Gene.

Da eine Beteiligung pflanzeninduzierter Gene an der pathogenen Entwicklung nicht auszuschlieen
war, wurde als Ausgangsstamm fiir die REMI-Mutagenese der solopathogene, diploide Stamm
FBD11(ala2b1b2) verwendet. Der Verlust eines rezessiven Pathogenititsgens sollte in dem Stamm
nicht zum Verlust der Pathogenitét fithren, da eine zweite Genkopie vorhanden ist. Die Bedingungen
fiir die Transformation von pCA104 in der Gegenwart von BamHI wurden fiir FBD11 so angepalit,
daB pro Transformation zwischen 5 und 50 Transformanden isoliert werden konnten (M&M). Da
die REMI-Transformation bekanntermallen neben der Integration eines einzelnen REMI-Plasmids
zu Tandem- und Mehrfachintegrationen an verschiedenen Stellen im Genom fiihrt (Bolker ef al.,
1995; Sweigard et al., 1998), wurden in einem Vorversuch in verschiedenen Transformanden die
Integrationsereignisse untersucht. 8 REMI-Transformanden wurden einer Southernanalyse mit
pCA104 als DNA-Sonde unterzogen (Abb. 11). Da die DNA mit Ncol restringiert wurde, sollten
bei singuldren Insertionen drei Banden detektiert werden (Abb. 11A und 11B): das 1,8 kb Fragment
entspricht dabei einem internen Vektorfragment, die librigen Banden stellen die 3'- und 5'- Flanken
an der Insertionsstelle dar, wie bei den Transformanden #114, #427 #480 und #500 zu erkennen
war. Tandemintegrationen wiesen zusdtzlich ein weiteres internes Fragment von 2,8 kb auf (#213,
#220 und #430). Es konnten jedoch nur in der Mutante #213 alle 4 erwarteten Fragmente detektiert
werden (Abb. 11A und 11C). Die Mutanten #220 und #430 wurden auch dieser Klasse zugeordnet,
da das nur bei Tandemintegrationen auftretende 2,8 kb Fragment zu sehen war.
Mehrfachintegrationen an verschiedenen Stellen im Genom waren in der Mutante #461 zu
beobachten. Neben dem internen 1,8 kb Vektorfragment sollten vier Banden zu erkennen sein,
welche die 3'- und 5'- Bereiche an den Integrationsstellen reprisentieren. Hier waren aber nur drei
zusitzliche Banden zu sehen (Abb. 11A und 11D). Da jedoch das 2,8 kb Fragment fehlte, wurde in
der Mutante #461 von Integrationen an zwei verschiedenen Stellen im Genom ausgegangen.
Auffillig war, daB3 in dieser Southernanalyse oft nicht alle erwarteten Fragmente sichtbar waren. Das
lag vermutlich daran, daf} sehr kleine oder sehr grole Fragmente nicht detektiert wurden. Durch die
charakteristischen Bandenmuster konnten aber trotzdem alle Integrationsereignissen zugeordnet

werden. In fritheren REMI-Ansitzen fanden in etwa 15 % der Mutanten Mehrfachintegrationen statt
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(Bolker et al., 1994). Hier wurden solche Integrationsereignisse in etwa doppelt so vielen
Transformanden gefunden. Ein moglicher Grund dafiir ist, daB in FBD11 Mutationen und
Umstrukturierungen im Genom, die in haploiden Stammen letal sind, aufgrund des doppelten

Chromosomensatzes toleriert werden konnen.

A ; -8
ppotl|2 14220427 1144304 J 450f500] B | S
M M M M
115 kb — o, ; 3 . -
- k& i AT
4,7 kb — s e
—
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Abbildung 11: A: Southernblot von REMI-Mutanten zur Analyse der Integrationsereignisse.
Die jeweiligen Stimme fiir die Southernanalyse sind iiber den Spuren angegeben. DNA wurde aus den jeweiligen
Staimmen extrahiert und mit Ncol geschnitten. Nach dem Transfer auf eine Membran wurden die Filter mit pCA104
als DNA-Sonde hybridisiert. Psfl restringierte A-DNA diente als GroBenstandard. B: Schematische einer
Einzelintegration des REMI-Plasmids. C: Schematische Darstellung von zwei unabhéngigen Integrationsereignissen
im Genom. D: Schematische Darstellung einer Mehrfachintegration mit drei inserierten REMI-Plasmiden. Das
REMI-Plasmid pCA104 verfiigt iiber zwei interne Ncol-Schnittstellen. Nach Restriktion mit Ncol koénnen die

einzelnen Integrationsereignisse anhand charakteristischer Bandenmuster zugeordnet werden (siehe Text). N = Ncol.

Nachdem die Transformationsbedingungen fiir die REMI-Mutagenese eingestellt waren, wurde eine
Bank von Mutanten hergestellt. Es wurden 600 Mutanten mit dem Plasmid pCA104 und 1750
Transformanden mit dem Plasmid pCA125 generiert. Die Mutanten wurden einzeln hochgezogen
und in Mikrotiterplatten konserviert. Bei einer geschitzten Genomgrole von 20 Mb und einer
zufdlligen Verteilung der Integrationsereignisse waren statistisch in etwa der Hélfte aller im Genom
vorkommenden BamHI-Schnittstellen REMI-Plasmide integriert.

2.2.2 Isolierung von U. maydis-Mutanten mit pflanzenspezifischer GFP-Expression

Durch die REMI-“enhancer trap"-Mutagenese sollten U. maydis-Stimme isoliert werden, die
ausschlieBlich GFP-Fluoreszenz wihrend der biotrophen Phase aufweisen. Ziel war es, zuerst alle
Mutanten, die auf synthetischen Medien GFP-Fluoreszenz zeigten, auszusortieren und jene

Mutanten weiter zu untersuchen, in denen keine GFP-Expression nachweisbar war.
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Da viele Gene durch Umwelteinfliisse wie z.B. das Nahrungsangebot oder den morphologischen
Wechsel von hefeartigem zu filamentsem Wachstum reguliert werden, wurde die GFP-Expression
der REMI-Mutanten unter verschiedenen Wachstumsbedingungen untersucht. Da die Intensitét der
Fluoreszenz die Proteinmenge widerspiegelt, wurden zunichst alle Stimme in Fliissigkultur
hochgezogen und dann Kulturen mit etwa der gleicher Dichte von Mikrotiterplatten aus auf
verschiedene Plattenmedien gestempelt. Dabei konnte in PD- und CM-Medium die Expression bei
komplexen Medien untersucht werden. In CM-Medium konnte zudem, da die a- und b- Gene
exprimiert werden, deren Einflufl untersucht werden. Auf PD-CC-Medium, einem Medium, auf dem
Kreuzungstests durchgefiihrt werden, lie} sich neben der a- und b-abhédngigen Regulation auch der
EinfluB des filamentdsen Wachstums untersuchen. In MM-Medium (MM + 1% Glukose) konnten
der EinfluB von Mangelbedingungen und der Glukose auf die Expression untersucht werden (Abb.
12 und M&M). Nach 36 h Inkubation auf den Plattenmedien wurde GFP in den Kolonien durch
Blaulicht angeregt und die Fluoreszenz mit Hilfe einer CCD-Kamera (Stratagene) und einem
vorgeschalteten HQ525/50m Filter (Chroma Technology) detektiert (Abb. 12 und M&M). Stimme
wurden verworfen, sobald unter den getesteten Bedingungen GFP-Fluoreszenz sichtbar war.

Von den 600 Transformanden, die nach Transformation mit pCA104 isoliert wurden, zeigten 78
Mutanten (13 %) griine Fluoreszenz. Wurde pCA125 als Mutageneseplasmid verwendet, wurde in
735 von 1750 Mutanten (42 %) griine Fluoreszenz beobachtet. Dieser Unterschied spiegelt
vermutlich die hohere Sensitivitit von EGFP gegeniiber SGFP wieder. In einer mikroskopischen
GFP-Analyse von etwa 100 Transformanden konnte die in den Kolonien beobachtete Fluoreszenz
verifiziert werden (nicht gezeigt). Deshalb wurde davon ausgegangen, da3 die GFP-Expression, die
man auf Kolonienebene detektieren konnte, der in Einzelzellen entsprach. Unabhéngig vom
verwendeten Mutageneseplasmid konnten teilweise groBe, medienabhingige Unterschiede in der
Lichtemission einzelner Klone nachgewiesen werden (Abb. 12). Dies war der erste Hinweis, daf}
durch REMI-"enhancer trapping" differentiell exprimierte Gene markiert wurden, deren Expression
unter den getesteten Bedingungen variierte.

Von urspriinglich 2350 Transformanden wurden die 1537 Stimme, die keine GFP-Fluoreszenz bei
Wachstum auf den getesteten Medien zeigten, fiir den Test auf pflanzenspezifische GFP-
Expression ausgewdhlt. Der Stamm #1486 wurde weiterbearbeitet, da GFP in filamentdsen Dikarien
im Vergleich zu haploiden Sporidien induziert war. Hier bestand die Hoffnung, anhand dieses
Beispiels relativ schnell den Erfolg der "enhancer trapping"-Methode zu iiberpriifen. (s. Kapitel
24.3).

Um Stdmme mit pflanzenabhiingig induzierter GFP-Expression zu isolieren, wurden mit den
Transformanden, die keine GFP-Expression auf Plattenmedien zeigten, Infektionen durchgefiihrt. In

einem Vorexperiment wurde zuerst ermittelt, unter wievielen Transformanden ein Stamm, der GFP
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exprimiert, isoliert werden kann. Dazu wurden FBDI11-Wildtypstimme mit einem GFP
exprimierenden Reporterstamm im Verhiltnis10:1 bzw. 50:1 gemischt und anschlieBend Pflanzen
infiziert. In einer fluoreszenzmikroskopischen Analyse konnten dabei jeweils die GFP-

exprimierenden Stimm sicher identifiziert werden (nicht gezeigt).

hufanten #1447 - #1432
PD-Me dinm Chi-Tdedinrm

ChiZ-Medinm

Abbildung 12: Detektion von GFP-Fluoreszenz in Kolonien von REMI-Transformanden auf
verschiedenen Plattenmedien. Alle 2350 REMI-Transformanden wurden in YEPS-Hyg50-Medium
hochgezogen und in Mikrotiterplatten iiberimpft und von dort, wie in diesem Beispiel dargestellt, zu je 46 Mutanten
auf PD-, MM-, CM- und CM-CC-Platten gestempelt zu werden. GFP-Fluoreszenz wurde nach 36 h Inkubation in
den Kolonien bestimmt (M&M). Die Kolonie an Position 6, obere Reihe ist der Stamm #1486.

Um zu gewihrleisten, daf} alle Mutanten représentativ vertreten sind, wurden die Infektionen mit
"pools" von 5 - 10 Transformanden durchgefiihrt. Jeweils zwei, vier und sechs Tage nach der
Infektion erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Zellen in Aufsicht- und
Schnittpraparaten (M&M). In 11 infizierten Pflanzen konnten griin fluoreszierende Zellen
beobachtet werden (nicht gezeigt). Mit den einzelnen Mutanten dieser "pools" wurden erneut
Maispflanzen infiziert. Die Stimmen #114, #219, #271, #424, #500, #698, #704, #727 und #1685
zeigten GFP-Expression beim Wachstum innerhalb und/oder auf der Pflanzenoberfliche (nicht
gezeigt). Um Induktion durch Fliissigmedien oder das entsprechende Umfeld auszuschlieBen,

wurden die Stimme acht Stunden in MM- oder CM-Fliissigmedien bzw. Wasser inkubiert.
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AnschlieBend wurde die Menge an GFP fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. In den Mutanten,
#114 und #219 konnte GFP nicht nachgewiesen werden. Somit lag Induktion ausschlieBlich nach
Inokulation von Pflanze vor. In den restlichen Mutanten (#271, #424, #480, #500, 624, #698, #704,
#727 und #1685) konnte in Fliissig- und auf Plattenmedien geringe GFP-Expression festgestellt
werden. Davon wurde nur die Mutante #1685 weiter bearbeitet, da hier ein sehr groler Unterschied
in der Fluoreszenz zwischen Sporidien in axenischer Kultur und solchen, die sich auf der
Blattoberfliche befanden, zu erkennen war. Die iibrigen Mutanten aus dieser Gruppe wurden
verworfen, da keine signifikanten Unterschiede in der GFP-Expression beobachtet werden konnten
und somit angenommen werden muflte, da3 hier konstitutiv exprimierte Gene markiert wurden.
Zusitzlich wurde die Mutante #1486 ausgewdhlt, da hier eine spezifische Induktion von GFP in
dikaryotischen Filamenten auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien zu erkennen war. Hier bestand die
Aussicht, das entsprechende Gen schnell zu identifizieren, da die Expressionsunterschiede in diesen

beiden Stadien vergleichsweise einfach zu bestimmen sind.

2.3 Analyse der Mutanten aus der REMI-"enhancer trap"-Mutagenese

2.3.1 Die Mutante #114

Der Phinotyp der Mutante #114 zeichnete sich dadurch aus, dal GFP-Fluoreszenz nur wéhrend
des Wachstums in der Pflanze, nicht aber auf Plattenmedien zu beobachten war (Abb. 13 und nicht

gezeigt). Southernanalysen zeigten, dal} ein einzelnes REMI-Plasmid in das Genom der Mutante
a E

- p':ﬂlﬂq"-: e
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nyal Prfial 500 b

Abbildung 13: A: Pflanzenspezifische GFP-Expression in der Mutante #114. Junge Maispflanze
wurden mit der Mutante #114 infiziert. 24 h (A) nach Infektion wurde fluoreszenzmikroskopisch eine griine Firbung
in den Pilzzellen beobachtet. Der Groenstandard, als schwarzer Balken dargestellt, entspricht 3ym. B: Schematische
Darstellung der Integration von pCA104 in der Mutante #114. Die Integration fand im Promotor von mfal statt. Das
mfal-Gen ist rot markiert. Der Basalpromotor pmfal wurde bei der Integration dupliziert. Die UAS-Elemente des
mfal-Promotors regulieren die GFP-Expression.
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inseriert war (Abb. 11). Die Isolierung der genomischen U. maydis-DNA, die an der
Insertionsstelle das REMI-Plasmid flankiert, erfolgte durch "plasmid rescue". Dazu wurde die DNA
der Mutante mit Mlul restringiert, ligiert und anschlieBend in E. coli transformiert. So konnte das
Plasmid pCA114-3 isoliert werden. Die Sequenzierung der genomischen U. maydis DNA in
diesem Plasmid und die anschlieBende Datenbankanalyse ergaben Sequenzidentitit auf
Nukleotidebene zum al-Locus von U. maydis (M&M). Da sich an der Integrationsstelle keine
BamHI-Schnittstelle, dafiir aber der mfal-Basalpromotor befand, handelt es sich bei dieser Insertion
vermutlich um eine homologe Integration eines zirkuldaren REMI-Plasmids in den endogenen mfal-
Promotor von FBD11 (Abb. 13B). Die Rekombination fand vermutlich zwischen den 62 bp
identische Sequenz aus dem mfal-Promotor des REMI-Plasmids und der endogenen Kopie statt.
Dadurch wurde mfal durch GFP ersetzt und unterlag so der Kontrolle des mfal-Promotors.

Obwohl in haploiden Sporidien auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien mfal exprimiert wird, wurde
die Muatante #114 bei der Vorselektion nicht aussortiert. Ein moglicher Grund dafiir ist, daf} in dem
fiir b heterozygoten Mutagenesestamm FBD11 mfal zwar auf Plattenmedien, nicht jedoch wihrend
der biotrophen Phase reprimiert wird (Urban et al., 1996, siehe auch Kapitel 2.1.1). Die Markierung
eines Gens mit bekannter pflanzenabhingiger Induktion wurde als Positivkontrolle fiir die

"screening"-Bedingungen gewertet.

2.3.2 Die Mutante #1486

In der Mutante #1486 war GFP-Fluoreszenz nur in dikaryotischen Filamenten nachweisbar und
damit potentiell ein Gen markiert, das in diesem Stadium induziert wird (Abb. 14). Dies erschien
deshalb interessant, weil das filamentose Stadium eine Voraussetzung fiir die weitere pathogene
Entwicklung von U. maydis ist und Gene, die wihrend dieser Phase exprimiert werden, essentiell
fiir die pathogene Entwicklung sein konnten (Banuett, 1992).

Die Versuche zum "rescue" dieser Mutante waren nicht erfolgreich. Deshalb wurde mittels einer
Southernanalyse zunichst die Umgebung der Insertionsstelle untersucht, wobei pCA104 als Sonde
diente. Die Restriktion mit BamHI ergab, dal beide BamHI-Schnittstellen an der Integrationsstelle
vorhanden waren und deshalb wahrscheinlich eine REMI-Integration vorlag.

Durch Restriktion mit weiteren Enzymen konnten die Flanken kartiert werden (Abb. 15). Fiir die
Isolierung der angrenzenden Sequenzen wurde in der Mutante #1486 eine auf PCR basierende
Methode verwendet (Anchor-PCR, s. M&M). Dazu wurde die genomische DNA der Mutante mit
Sphl geschnitten, ligiert und die flankierenden Sequenzen durch Primer, die spezifisch an pCA104
binden, amplifiziert (REMI-5' und hyg3'). So konnte ein 1750 bp grofles Fragment genomischer U.
maydis DNA isoliert und in pCRTOPO2.1 (Invitrogen) ligiert werden (pCA233). AnschlieBend
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wurde das Insert aus pCA233 sequenziert (Abb. 16, Anhang und M&M). Auf dem Fragment
befand sich kein groBerer, durchgehender ORF. Zudem konnte in Northernalysen mit diesem
Fragment als DNA-Sonde weder in den Stimmen FB1, FB2, FBDI11 noch in Mischungen der
Stimme FB1 und FB2, die auf aktivkohlehaltigen Medien gewachsen waren, ein Transkript nach-

LIz ZFP

Abbildung 14: Die GFP-Expression in der Mutante #1486 ist auf das filamentéose Dikaryon
beschriankt. A: Die Mutante #1486 wurde 36 h auf PD-Aktivkohle-Platten inkubiert. B: AnschlieBend wurden

Filamente licht- (DIC) und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Der Groflenstandard entspricht 3pm.
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Abbildung 15: Southernanalyse der Mutante #1486. Genomische DNA wurde mit den angegebenen
Enzymen geschnitten. B = BamHI, M = Mlul, H = HindIll, N = Ncol und S = Sall. Als Sonde wurde das Plasmid
pCA104 verwendet. Als GroBenstandard diente PstI-geschnittene A-DNA.

gewiesen werden (nicht gezeigt). Um das Gen zu isolieren, dessen regulatorischen Elemente in
dieser Mutante die GFP-Expression steuern, wurden deshalb die flankierenden DNA-Abschnitte
aus den entsprechenden Cosmiden 8H11 und 9A durch Hybridisierung mit dem 1750 bp Sphl-

Fragment isoliert und analysiert. Aus dem Cosmid 9A1 wurden ein 4681 bp groBes Fragment
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sequenziert, welches die Insertionsstelle umfaf3te (s. Anhang, Abb. 16). Diese befand sich in einem
intergenischen Bereich von 3500 bp zwischen zwei ORFs, wuatl (Ustilago maydis
Ammoniumtransporter 1) und npi5 (non plant induced gene). uatl liegt 2300 bp 3' der
Insertionsstelle und kodiert fiir ein putatives Polypeptid von 461 aa mit Homologie zu den
Ammoniumtransportern MEP2/MEP3 aus S. cerevisiae. 1200 bp stromaufwirts der Insertionsstelle
liegt ein zu uatl konvergent transkribierter ORF, npi5, der fiir ein putatives Polypeptid mit
signifikanter Homologie zu einem nicht ndher untersuchten Protein (NC 001137.2) aus S.

cerevisiae kodiert (nicht gezeigt).
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Integrationsstelle von pCA125 in der Mutante
#1486. Offene Leserahmen und deren Orientierungen sind als Pfeile, Sonden fiir Northern- und Southernanalysen
sind als Balken dargestellt. Alle DNA-Sonden wurden aus pCA234 isoliert und sind in M&M angegeben. GAGA
markiert die Position der repetetiven GA-Sequenz. An den Positionen -100, -300 und -700 wurden die Konstrukte
pSCS5, pSC6 und pSC7 inseriert. H = HindIll, E = EcoRI, Bg = BgllIl, S = Sphl und B = BamHI. Der Groenstandard
entspricht 500 bp.

In Northernanalysen wurde die Expression von uat! und npi5 untersucht. Es wurde dazu die
Expression in FB1 (albl), FB2 (a2b2), FBDI11 (albla2b2), HA103 (albc°") bzw. FB1 und FB6a
(a2bl), die 48h auf aktivkohlehaltigen Platten inkubiert waren, verglichen. FB1 und FB2 wachsen
unter diesen Bedingungen hefeartig, FBD11, HA103 und Dikarien, die durch Fusion von FB1 und
FB2 entstanden sind wachsen aufgrund der Préisenz des aktiven bE/bW-Heterodimers filamentos.
In Mischungen aus FB1 und FB6a kann der Einfluf des Pheromonstimulation auf die Expression
untersucht werden. Zusitzlich wurde die Expression von uat! und npi5 in FBD11-Zellen, die in
Fliissigminimalmedium (MM), in YEPS-Fliissigmedium (YEPS), in fliissigem CM-Medium sowie
in Tumorgewebe aus Infektionen mit Mischungen von FB1 und FB2 bestimmt. Es konnte sowohl
fiir uatl als auch npi5 eine schwache, konstitutiv exprimierte mRNA-Spezies detektiert werden
(nicht gezeigt). Deshalb wurde angenommen, daf} die regulatorischen Elemente von uat! und npi5
nicht an der differentiellen GFP-Expression in der Mutante #1486 beteiligt sind.
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Das MEP2 Gen aus der Béckerhefe ist einer der Rezeptoren, die iiber Gpa2p den intrazelluldren
cAMP-Spiegel regulieren. In U. maydis beeinfluBt der cAMP-Spiegel die Zellmorphologie und die
Pheromongenexpression (Gold et al., 1997; Miiller et al., 1999). Um zu iiberpriifen, ob uat/ an der
Regulation der Pheromongenexpression beteiligt ist, wurde eine Deletion im uat/-Gen eingefiihrt.
Dazu wurde in dem entsprechenden Plasmid pCA240 der Bereich deletiert, der fiir die aa 18 — 203
von Uatl kodiert und durch eine Hygromycin B-Resistenzkassette ersetzt (M&M). Die nach der
Transformation erhaltenen Deletionsstimme FB1Auat/#3 und #5 bzw. FB2Auat1#16 und #19
zeigten in Kreuzungsexperimenten mit kompatiblen uat/-Mutanten und gegeniiber Wildtyppartnern
kein verdndertes Paarungsverhalten. Bei Infektionen mit Mischungen kompatibler Mutantenstimme
wurde gegeniiber den Kontrollinfektionen auch keine abweichende Virulenz beobachtet (nicht
gezeigt). Hieraus laBt sich ableiten, daB uat/ weder an der Paarung noch an der pathogenen
Entwicklung beteiligt ist. Die Ursache fiir die stadienspezifische GFP-Expression in der Mutante
#1486 bleibt somit weiter ungeklért.

2.3.2.1 Eine regulatorische Funktion von GA-Wiederholungen in der Mutante #1486?

In der Mutante #1486 fiel eine Region in der Nihe der Integrationsstelle durch eine repetitive,
polymorphe GA-Dinukleotidsequenz auf (Abb. 16). In FB1 wurden 72 GA-Dinukleotide gezéhlt, in
FB2 hingegen nur 27 (nicht gezeigt). Um diese Wiederholungen aus dem U. maydis Genom zu
entfernen, wurde mit Hilfe des Plasmids pCA248 eine 600 bp Deletion in den Stimmen FB1, FB2
und SG200 (al::mfa2 bEI/bW?2) eingefiihrt (Abb. 18A, 18B und M&M). In Southernanalysen
kann bei homologem Genaustausch ein 5,7 kb Hindlll-Fragment statt des 5.5 kb-HindIII-
Fragments im Wildtyp beobachtet werden (Abb. 18A). Die SG200AGA#43- und #44- Stimme
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Abbildung 17: A: Southernanalyse der AGA-Mutanten. Aus den pCA248-Transformanden und FBI
wurde DNA prépariert und mit HindIIl geschnitten. Als DNA-Sonde diente ein 5,5 kb HindIll Fragment aus dem

Plasmid pCA234 (M&M). Spur 1: FB1; Spur 2: FBIAGA#27; Spur 3: FBIAGA#5; Spur 4: FB2AGA#29; Spur 5:
FB2AGA#7: Spur 5: SG200AGA#43 und Spur 7: SG200AGA#44 Als Groflenmarker diente Psfl geschnittene A-

DNA. B: Schematische Darstellung der Wildtypsituation und AGA-Mutation. Die repetetive GA-
Sequenz wurde in pCA248 durch eine Nourseothricin-Resistenzkassette ausgetauscht. H = HindIll, B =BamHI, Bg =

Bglll, E = EcoRI, Mu = Munl.
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zeigten auf aktivkohlehaltigen Medien gegeniiber SG200 keinen Unterschied beziiglich der
Filamentbildung, wéhrend im Kreuzungstest kompatibler AGA-Stimme (FB1AGA#27 und
FB2AGA#5 bzw. FBIAGA#29 und FB2AGA#7) vermindertes filamentoses Wachstum beobachtet
wurde (Abb. 18A und nicht gezeigt). Im Pathogenititstest verhielten sich SG200AGA#43-Derivate

A FE1 FE1 = FB2 FBE2 E

FBlAGA FB2AGA

Abbildung 18: A: Kompatible AGA-Stimme zeigen reduziertes filamentoses Wachstum.
FB1AGA#28 und FB2AGA#5 wurden iiber Nacht in YEPS-Medium hochgezogen, gemischt und anschliefend auf
PD-Aktivkohle-Platten getropft. Die Filamentbildung wurde nach 36 h bei 21°C mit dem Binokular beobachtet. Die
Kolonien sind sechsfach vergroBert dargestellt. B: AGA-Mutanten zeigen reduzierte mfal-Expression.

Spur 1: FB1; Spur 2: FBIAGA; Spur 3: FB1 x FB2; Spur 4: FBIAGA x FB2AGA . Alle Stimme wurden vor der
RNA-Extraktion 48 h auf CM-Aktivkohle-Platten inkubiert. Es wurden je 10 yg RNA pro Spur geladen. Die

verwendeten Sonden zur Expressionsanalyse sind in M&M angegeben.

sowie Mischungen aus FB1AGA#28 und FB2AGA#5 wie die entsprechenden Wildtypstimme
(nicht gezeigt). Da kompatible AGA-Mutanten reduziertes filamentoses Wachstum zeigten, lag es
nahe, daf} der deletierte Bereich entweder an der Zell/Zell-Erkennung oder der Ausbildung und
Aufrechterhaltung des Filaments beteiligt ist. Deshalb wurde in Northernanalysen die Expression
des mfal-Gens und der b-Gene, die diese Prozesse kontrollieren, in haploiden AGA-Mutanten und
Kreuzungen kompatiblen Mutantenstimme auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien untersucht und mit
den Wildtyp-Kontrollen verglichen (Abb. 18B). Die basale mfal-Expression war in FB1AGA-#28
reduziert. Auch in Kreuzungen kompatibler Mutanten (FB1AGA-#28 und FB2AGA-#5) war ein
verringertes mfal-mRNA-Niveau festzustellen (Abb. 18B). Die mfa2-Expression war dhnlich der
mfal-Expression sowohl in FB2AGA#28 als auch in der Kreuzung kompatibler AGA-Mutanten im

Vergleich zur jeweiligen Wildtypsituation reduziert (nicht gezeigt). Im gleichen Experiment waren
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fiir die Expression der b-Gene aber keine Unterschiede festzustellen (Abb. 18B). Deshalb ist
vermutlich die reduzierte Pheromongenexpression in AGA-Mutanten die Ursache fiir die
verminderte Filamentbildung. Da sich aber auf dem in AGA-Mutanten deletiertem Fragment keine
mRNA nachweisen lie} (siche Kapitel 2.4.5.) und auch die Sequenzanalysen keinen Hinweis auf
ein Gen lieferten, bleibt weiter ungeklirt, welche Eigenschaft dieser Region zum Phinotyp der
Mutanten fiihrt.

2.3.2.2 Der Phiinotyp der AGA-Stimme kann nicht komplementiert werden

Um den regulatorischen Effekt der GA-Region auf die Pheromongenexpression nédher zu
charakterisieren, wurden Experimente zur Komplementation des Phinotyps der AGA-Mutanten
durchgefiihrt.

Dafiir wurden sowohl das Plasmid pSC4, das ein 5,5 kb HindIlI-Fragment mit der GA-Region
enthilt (Abb. 17 und M&M), als auch die Cosmide 8H11 und 9A1 in FB1IAGA- bzw. FB2AGA-
Stimme transformiert. Daraus resultierten die Stdimme CA107 (albIAGApSC4) und CAI108
(a2b2AGApSC4) bzw. Transformanden mit den Cosmiden FB1-8H11, FB2-8H11, FB1-9A1 und
FB2-9A1. Da durch ektopische Integration die Regulation der potentiell komplementierenden Gene
beeinflufit werden konnte, wurden je acht verschiedene Stimme in paarweiser Kombination auf die
Ausbildung von dikaryotischen Filamenten im Kreuzungstest untersucht. Es wurde in keinem Fall
eine Komplementation des Kreuzungsdefektes beobachtet (nicht gezeigt). Ein moglicher Grund
dafiir konnte sein, daf} die verwendeten Fragmente nicht alle fiir eine Komplementation benétigten
Elemente besaBen. Alternativ wire moglich, dal die Position der inserierten Fragmente im
genomischen Kontext wichtig fiir die Komplementation ist.

In einem weiteren Experiment zur Charakterisierung der GA-Mutation wurde eine
Insertionsmutagenese durchgefiihrt. Dazu wurden Stdimme generiert, die ein SGFPcbx-Fragment
mit dem bereits beschriebenen 62 bp mfal-Basalpromotor aus pCA125 an den Positionen -100, -
300 und -700 relativ zur Poly-GA-Sequenz trugen (pSC5, pSC6, pSC7, M&M und Abb. 16).
Durch das Einbringen des GFP-Reportergens sollte GFP-Expression festzustellen sein, falls sich
ein aktives cis-Element in der Nihe befindet. Bei der Analyse von jeweils drei unabhiingigen
Insertionsmutanten in FB1 und FB2 (FB1SCS5, FB2SCS5, FB1SC6, FB2SC6, FB1SC7, FB2SC7)
wurde aber weder der AGA-Phéinotyp noch GFP-Expression beobachtet (S. Cubasch, personliche
Mitteilung). In einem weiteren Experiment wurde die Mutante #1486 einer Segregationsanalyse
unterzogen. Es konnten Segreganden isoliert werden, die die AGA-Mutation in den vier

Kreuzungstypen trugen. Nach Mischung solcher Stimme mit kompatiblen Partnern konnte GFP-
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Fluoreszenz in den Filamenten nachgewiesen werden, es wurde aber kein Kreuzungsdefekt in
Mischungen kompatibler Mutanten festgestellt.

Da der Phinotyp der AGA-Mutanten nicht durch Komplementation gerettet werden konnte und
Insertionen nicht zum GA-Phénotyp fiihrten, bleibt die Ursache des Phinotyps weiter unklar.

2.3.3 Die Mutante #219

Bei der Mutante #219 kann nach Infektion von Maispflanzen schwache GFP-Fluoreszenz
ausschlieBlich beim Wachstum in der Pflanze beobachtet werden (nicht gezeigt). Um das
Integrationsereignis zu untersuchen, wurde fiir Southernanalysen die DNA mit BamHI geschnitten
und mit pCA104 als DNA-Sonde hybridisiert. Es konnten zwei Fragmente von etwa 5,1 kb bzw.
etwa 84 kb detektiert werden. Demnach lagen zwei Insertionen von pCA104 an unterschiedlichen
Stellen im Genom vor. Bei einem Integrationsereignis war mindestens eine BamHI-Schnittstelle
verloren gegangen, da das detektierte Fragment groBer als der Plasmidanteil allein war (nicht
gezeigt). Durch "plasmid rescue" konnten zwei Plasmide, pCA219-13 und pCA219-15 isoliert
werden. Diese enthielten neben pCA104 weitere genomische DNA-Sequenzen, die vermutlich die
Flanken der Insertionsstelle darstellen (Abb. 19A und Abb. 19B). Beide Plasmide wurden durch
Restriktion mit verschiedenen Enzymen kartiert (nicht gezeigt). Die jeweilige U. maydis-DNA
wurde sequenziert. Es zeigte sich, daB sich in pCA219-13 nur 5' des Plasmidanteils von pCA104
eine BamHI-Schnittstelle befand, die entsprechende Schnittstelle an der 3'-Position jedoch fehlte.
Deshalb war vermutlich eine BamHI-Schnittstelle bei der Integration zerstort worden. Im Plasmid
pCA219-15 wurden zwei BamHI-Schnittstellen durch Sequenzierung ermittelt (Abb. 20). Beide
Plasmide waren demnach an BamHI-Schnittstellen inseriert. Dies 146t auf eine durch BamHI
vermittelte REMI-Integrationen schlieen.

Im Plasmid pCA219-13 befand sich die REMI-Insertion in einer 3120 bp langen intergenischen
Region von zwei konvergent transkribierten Leserahmen, von denen einer fiir ein Gen kodiert, das
Ahnlichkeit zu Abplp aus S. cerevisiae (NP010012.1) aufwies. Das entsprechende Gen wurde
abpl (actin binding protein 1) genannt. Das putative Stopkodon von abpl befand sich 770 bp vom
3'- Ende von pCA104 entfernt. Der zweite Leserahmen kodierte fiir ein putatives Polypeptid von
1176 aa mit Ahnlichkeit zum LIM-Dominen-Protein Lrglp aus S. cerevisiae (Miiller et al., 1994).
Fiir dieses Gen, ldpl, liegt das potentielle Startkodon 2350 bp stromaufwirts des mfal-
Basalpromotors (Abb. 19A). Ldpl gehort zu einer Klasse von Proteinen, die in verschiedenen
Organismen an entwicklungsbiologischen Prozessen beteiligt ist (Sanchez-Garcia und Rabbitts,
1994). Die Deletion von Lrglp beeintrichtigt beispielsweise das Paarungsverhalten und die
Sporulation in der Béckerhefe (Miiller et al., 1994). Deshalb wurde versucht, ldp-Nullmutanten
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herzustellen. Dafiir wurde das Plasmid pCA213 konstruiert, indem 3147 Basenpaare des offene
Leserahmens von ldpl vom putativen Startkodon an durch eine Nourseothricin-Resistenzkassette
ersetzt sind (M&M). pCA213 wurde in FB1 und FB2 transformiert und die Transformanden in
Southernanalysen auf homologen Genaustausch hin untersucht. Aus 126 haploiden
Transformanden konnte keine /dp/-Nullmutante isoliert werden (nicht gezeigt). Es ist deshalb gut

moglich, daB ldp! fiir U. maydis essentiell ist.
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Abbildung 19 : Schematische Darstellung der Integrationsereignisse in der Mutante #219. A:
Offene Leserahmen und deren Orientierungen sind als Pfeile dargestellt. pCA104 ist nicht Mal3stabsgetreu dargestellt
und ist 5,1 kb grof. Die Insertionsschnittstelle ist durch Fettdruck hervorgehoben. B: Die in Northernanalysen
verwendeten DNA-Sonden sind in M&M beschrieben. Das pig2-Gen wird pflanzenspezifisch induziert. Der
GroBenstandard entspricht 500 bp. B = BamHI, M = Miul, H = HindIIl.

Im Plasmid pCA219-15 wurde die REMI-Insertion in einer intergenischen Region von 1220 bp
lokalisiert. 250 bp stromabwiirts der Insertionsstelle befand sich ein ORF, der fiir die C-terminalen
1023 aa eines putatives Polypeptids codiert, das signifikante Ahnlichkeit zu einem 164 kD-Protein
aus S. pombe, dem bislang keine Funktion zugeornet wurde, aufwies (Altschul et al., 1997). 723 bp
stromaufwirts von der Integrationsstelle lag ein weiterer ORF, der divergent zum mfal-
Basalpromotor aus pCA104 transkribiert wurde (Abb. 19B). Das vorhergesagte Genprodukt war
551 aa lang und wies Ahnlichkeit zu Protein-Disulfid-Isomerasen auf (Altschul et al., 1997;
Tachikawa et al., 1991).

In Northernanalysen wurde die Expression der vier isolierten Gene in FB1, FB2, FBDI1 und
Mischungen von FB1 und FB2, die auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien inkubiert wurden, mit der
Expression in Tumorgeweben aus Infektionen mit Mischungen von FB1 und FB2 verglichen. Als
DNA-Sonden dienten Fragmente aus den jeweiligen ORFs (M&M, Abb. 19). Fiir das abpl-, das
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ldp1- und das Gen, das Homologie zu dem 164 kD-Protein in S. pombe aufwies, wurde jeweils ein
Transkript beobachtet, dessen Menge nicht variierte (nicht gezeigt). Letzteres wurde deshalb als npi4
bezeichnet. Aufgrund der Northernanalyse war es unwahrscheinlich, dal die differentielle GFP-

Expression in der Mutante #219 durch die regulatorischen Elemente dieser Gene vermittelt wird.

FE2 |FE1xFE2|FEDI11|FE 1XFE2 | PRarme.
Turnor

Abbildung 20: pig2 ist spezifisch in der Pflanze induziert. Die verwendeten Stimme, Stamm-
kombinationen und Tumorgewebe sind iiber den Spuren angegeben. Bei RNA-Priparationen von Stammen, die auf
Plattenmedien gewachsen waren erfolgte eine vorherige Inkubation der Stimme und Stammkombinationen von 48 h
auf CM-Aktivkohle-Platten. Von RNA aus axenischer Kultur wurden jeweils 0,5 zg Gesamt-RNA und von RNA aus
Tumor- und Pflanzengeweben je 80 ug Gesamt-RNA aufgetragen. Als Sonde zur Detektion von pig2-mRNA diente
ein 1500 bp langes BamHI/MlIul-Fragment aus pCA219-15 (219-15a). Als Marker fiir konstitutive Genexpression
wurde der Blot mit einem 150 bp Sall/Pst1-Fragment aus dem ppi/-Gen hybridisiert.

Fiir das Gen, das Homologie zu Protein-Disulfid-Isomerasen aufwies konnte ein differentielles
Expressionsmuster beobachtet werden (Abb. 20). In haploiden Sporidien war eine geringe basale
Expression detektierbar. In Mischungen kompatibler Sporidien sowie in FBD11 war demgegeniiber
eine Induktion festzustellen. In Tumorgewebe, erfolgte eine weitere, im Vergleich zu filamentdsen
Dikarien etwa achtfache Erhohung der Expression (Abb. 20). Das Gen wurde aufgrund seiner
pflanzenabhingigen Induktion pig2 (plant induced gene2) genannt. Da das REMI-Plasmid im
Plasmid p219-15 umgekehrt zur Transkriptionsrichtung des pig2-Gens orientiert war, ist es
wahrscheinlich, daf3 es sich bei dem Element, das die pflanzenspezifische GFP-Expression in der
Mutante steuert, um ein cis aktives Element des pig2-Promotors handelt (Abb. 19B). Bei den
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der REMI-Mutanten konnte bei der Mutante #219
keine Fluoreszenz auf Plattenmedien festgestellt werden. Dies 146t darauf schlieBen, dafl die
Expression von pig2 in haploiden Sporidien und im filamentdsen Dikaryon nicht fiir eine
detektierbare Menge an SGFP in der Mutante ausreichte. Deshalb kann davon ausgegangen werden,
dal markierte Gene relativ stark exprimiert sein miissen, um mit SGFP als Reportergen die
entsprechende GFP-Fluoreszenz nachzuweisen zu konnen. Um pig2 eine Funktion mm

Lebenszyklus von U. maydis zuzuordnen, wurden von K. Hansson freundlicherweise pig2-
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Insertionsmutanten hergestellt. Dazu wurde im Plasmid pKH222 eine Hygromycin B-Kassette 45
aa nach dem putativen Translationsstart in den ORF von pig2 inseriert. pPKH222 wurde in FB1 und
FB2 transformiert und die Transformanden anschlieBend in Southernanalysen auf homologen
Genaustausch hin untersucht. Es konnte eine Reihe solcher Stimme isoliert werden (FB1Apig2 und
FB2Apig2), die sich aber in Kreuzungsexperimenten und im Pathogenitétstest nicht von
Kontrollstimmen unterschieden (K. Hansson, personliche Mitteilung). Obwohl pig2 wihrend der

biotrophen Phase induziert wurde, war es fiir diese Prozesse nicht essentiell.

2.3.4 Die Mutante #1685

In der Mutante #1685 wurde GFP-Fluoreszenz in Sporidien auf der Blattoberfldche beobachtet
(Abb. 21), nicht jedoch auf kiinstlichen Medien (nicht gezeigt). Differentielle Genexpression fand
damit in einem Stadium statt, in dem der morphologische Wechsel zum filamentdsem Wachstum
noch nicht vollzogen war. Deshalb handelte es sich bei dieser Induktion um ein frithes Ereignis vor
der biotrophen Phase, das aber dennoch spezifisch fiir die Interaktion mit der Pflanze ist.
Southernanalysen der Mutante #1685 zeigten, dafl hier 25 -30 Plasmide in Tandemanordnung im
Genom integriert waren (Abb. 24). Damit war eine Reisolierung der Flanken durch Methoden, die
auf Ligation beruhen (Transformation oder PCR-Methode) nicht moglich (H. Bohnert und K.- H.
Braun, personliche Mitteilungen). Deshalb wurde die 5'- Flanke an der Integrationsstelle durch
Southernhybridisierung mit dem 62 bp mfal-Basalpromotorfragment aus pCA125 als DNA-Sonde
identifiziert (Abb. 22). Durch den Vergleich mit dem Bandenmuster im Ausgangsstamm FBD11
konnte die endogene Kopie von mfal nachgewiesen und dadurch von der 5'- Flanke an der
Insertionsstelle von pCA125 unterschieden werden (Abb.22).

Die genomische DNA von FBDI11 und der Mutante #1685 wurde mit verschiedenen Enzymen
geschnitten (Abb. 22). Nach der Hybridisierung mit dem mjfal-Basalpromotorfragment war in
FBDI11 jeweils eine Bande zu erkennen, die der genomischen Kopie von mfal entsprach. In der
Mutante waren drei Banden zu erkennen. Ein stark hybridisierendes Fragment muf3te den repetitiven
Vektoranteil reprisentieren. Zwei Banden gleicher Intensitit sollten der 5'-Flanke an der
Insertionsstelle und der endogenen Kopie von mfal entsprechen (Abb. 22). Ein 800 bp groBes
Ncol-Fragment, das die stromaufwirts liegenden Fragmente an der Insertionsstelle enthielt, wurde
fiir eine Klonierung ausgewdhlt, da sich die groBeren, potentiell storenden Vektorfragmente hiervon
gut abtrennen lieen. Dazu wurde die genomische DNA der Mutante #1685 mit Ncol geschnitten
und Fragmente der entsprechenden Grofe kloniert. Nach Transformation dieser partiellen

genomischen U. maydis DNA-Bank in E. coli konnte durch Hybridisierung mit dem mfal-
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Basalpromotor-Fragment in einem Koloniehybridisierungsexperiment ein Plasmid mit einem 800
bp langen Ncol-Fragment isoliert werden (pCA242, M&M).

Abbildung 21: In der Mutante #1685 ist GFP-Expression in Sporidien auf der Blattoberfliche
zu beobachten. Die Mutante #1685 wurde in junge Maispflanzen injiziert. Nach 24 h wurden Proben jeweils
lichtmikroskopisch (DIC) und fluoreszenzmikroskopisch (GFP) beobachtet und auf Pilzstrukturen und griine

Fluoreszenz hin untersucht (M&M). Der GoBlenstandard, als schwarzer Balken dargestellt, entspricht 3 gm.

Die Sequenzierung ergab, dal das Fragment neben dem mfal-Basalpromotor noch unbekannte
genomische U. maydis-Sequenzen, vermutlich aus dem 5'-Bereich an der Insertionsstelle, enthielt
(Abb. 23A und M&M). Die BamHI-Schnittstelle an der Integrationsstelle war ebenfalls erhalten
geblieben, so da} hochstwahrscheinlich eine BamHI vermittelte REMI-Integration vorlag. Da sich
auf dem 800 bp-Fragment kein ORF befand, wurden mit dem Fragment als DNA-Sonde die
Cosmide 10E1 und 21A2 isoliert, die weitere flankierende Sequenzen enthielten. Nach der
Sequenzierung stellte sich heraus, daf} die Insertion von pCA125 2509 bp stromaufwirts eines, zum
GFP-Gen divergent transkribierten ORFs erfolgt war. Dieser ORF, pig3, kodiert fiir ein putatives
Polypeptid von 936 aa, das keine Homologie zu bekannten Proteinen aufwies (Tabelle 1). 248 bp
stromabwiérts der REMI-Insertion befand sich ein zweiter ORF, pig4, der konvergent zu pig3
transkribiert wird und fiir ein putatives Polypeptid von 706 aa kodiert (Abb. 23A).

Das Pig4-Protein zeigte in Datenbankanalysen (Altschul et al., 1997) signifikante Ahnlichkeit zu
Mitgliedern der Hexose-Transporter-Familie (Abb. 32 und Tabelle 1). Weitere Computeranalyse
(Expasy tools) sagten fiir Pigd neben zwei Hexose-Transportmotiven, die in Hexosetransporter
typischerweise vokommenden 12 Transmembrandoménen voraus (Abb. 32).

Interessanterweise wurde fiir beide Gene Induktion wihrend der biotrophen Phase festgestellt (Abb.
24). Es lag deshalb die Vermutung nahe, dal} sich in dieser Umgebung noch weitere differentiell

exprimierte Gene befinden. Auf insgesamt 20180 bp, im folgenden als p-Locus bezeichnet, konnten
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Abbildung 22: Southernanalyse der Mutante #1685 zur Identifizierung der genomischen 5'
Flanke. Die verwendeten Stimme sind angegeben. Die DNA wurde wie folgt geschnitten: Spur 1: PstI; Spur 2:
Ncol; Spur 3: EcoRI; Spur 4: Sacll; Spur 5: Sacl; Spur 6 Ncol/Pstl; Spur 7 Ncol/Pstl; Spur 8: Ncol/EcoRI; Spur
9: Ncol; Spur 10: EcoRI; Spur 11: Pstl, aufgetrennt, geblottet und anschlieBend mit dem mfal-
Basalpromotorfragment als Sonde hybridisiert. Die mit # gekennzeichneten Banden entsprachen der endogenen Kopie
von mfal, wobei die Linge der Fragmente durch Sequenzanalysen des bekannten a/-Locus ermittelt wurden oder in
FBDI11 als Fragmente gleicher Linge nachzuweisen waren. Mit ° gekennzeichnete Banden stellten die Plasmidanteile
dar. Die mit * markierte Banden entsprachen der 5' Flanke an der Insertionsstelle im Genom der Mutante. Als
GroBenmarker diente Pstl geschnittene A-DNA.

4 weitere ORFs, npil , npi2, npi3 und pig6 sowie ein Sequenzabschnitt, der groBe Ahnlichkeit zu
5.8s TRNA Genen aufwies, identifiziert werden. npi3, npil und pig6 lagen stromaufwirts der
Insertionsstelle, wobei pig6 und pig4 divergent und npil konvergent zur Transkriptionsrichtung des
GFP-Gens abgelesen wurden (Abb. 23B). pig3 und npi2 liegen stromabwirts der Insertionsstelle
und werden divergent zum GFP-Gen transkribiert (Abb. 23B). pig6 kodiert fiir ein putatives
Polypeptid von 603 aa, das hohe Ahnlichkeit zur "multiple drug resistance transporter"-Familie
aufweist (Abb. 33 und Tabelle 1). Laut Vorhersage des Protein-programms "Expasy Tools" besitzt
Pig6 12 Transmembrandoménen (Abb. 31). npil kodiert fiir ein putatives Polypeptid von 649 aa
Linge, das Homologie zu einem nicht charakterisierten Protein aus Hefe aufweist (YLR290C). Der
ORF von npi2 wurde durch ein Stopkodon unterbrochen, so dal die GréBe des putativen

Polypeptids nicht bekannt ist. Zudem konnte in einer Proteinanalyse keine Homologie zu bekannten
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Proteinen festgestellt werden. Die N-terminalen 351 aa des putativen Npi3-Polypeptids weisen

keine Homologie zu bekannten Proteinen auf.
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Abbildung 23. A: Schematische Darstellung der REMI-Insertion in der Mutante #1685. Die
Insertionsschnittstelle ist durch Fettdruck hervorgehoben. pCA125 ist nicht maBstabsgetreu dargestellt und ist 5,1 kb
grof}. Pfeile geben die Orientierung der Transkriptionsrichtungen an. B = BamHI, N = Ncol, H = HindIIl. Der
GrofBenstandard entspricht 500 bp. B: Der p-Locus von U. maydis als ORF-Karte dargestellt. pCA125
markiert die Insertionsstelle. ORFs sind hervorgehoben, wobei pflanzenspezifisch exprimierte Gene griin und
konstitutiv exprimierte Gene blau dargestellt sind. Der Bereich mit Homologie zu 5,8s rRNAs ist rot gekennzeichnet.
Die fiir Northernanalysen verwendeten DNA-Sonden und davon detektierten Transkripte sind angegeben und in M&M
néher beschrieben. Der GroBenstandard entspricht 1 kb.
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Tabelle 1: Die Gene des p-Locus

Anzahl der aa
Gene der putativen Homologie zu Organismus
Polypeptide
pig3 936 keine Homologie zu
bekannten Proteinen
pig4 706 Hexosetransporter D. radiodurans
pigs - keine Homologie, kein ORF?
pigb 603 "multiple drug P. olsonii
resistance transporter"
npil 649 Homologie zu YLR290C S. cerevisiae
npi2 ? keine Homologie zu
bekannten Proteinen
npi3 351 keine Homologie zu
bekannten Proteinen
U.m. 5,85 rRNA - 5,8s IRNA

Um die Expression der Gene des p-Locus zu bestimmen, wurden Northernanalysen durchgefiihrt,
wobei jeweils die Genexpression in Mischungen aus FB1 und FB2 auf aktivkohlehaltigen Medien
mit der in jungen und alten Tumorgeweben verglichen wurde. Als junge Tumore wurden solche
Stadien bezeichnet, in denen die Sporulation noch nicht eingesetzt hatte, wihrend in sogenannten
alten Tumoren bereits Teliosporen gebildet wurden (M&M). Alle verwendeten Sonden sind in Abb.
25 bzw. M&M angegeben. In Vorexperimenten wurde gezeigt, dal diese nicht mit RNA-Spezies
aus der Maispflanze kreuzhybridisieren (nicht gezeigt). Fiir npil, npi2 und npi3 wurde je ein
Transkript nachgewiesen, dessen Menge in den einzelnen Stadien nicht variierte. Demzufolge sind
diese Gene unabhiéngig von Pflanzenfaktoren exprimiert (Abb. 24).

Die Expression der pig4-mRNA war nur in Tumorgewebe nachweisbar, nicht jedoch in axenischer
Kultur, wobei die Expression in alten Tumoren hdher war als in jungen (Abb. 24). Das pig4-Gen
wird demnach spezifisch in der spiten Entwicklungsphase transkribiert. Fiir pig6 konnte keine oder
nur sehr geringe Transkription in Tumorgewebe detektiert werden. Dafiir war pigé in Mischungen
von FB1 und FB2 auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien stark exprimiert (Abb. 24). Das pig6-Gen

wird demnach wihrend der biotrophen Phase reprimiert.
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FEIxFE2 |FEI1xFE2
junger Tum.

Abbildung 24: Die Expression von pig3, pig4, pig5 und pigé ist pflanzenspezifisch reguliert.
Zur Isolierung von RNA aus Tumorgewebe wurden Maispflanzen mit Mischungen aus FB1 und FB2 infiziert und die
Tumore wie angegeben geerntet. Der RNA-Extraktionen aus Kreuzungen von FB1 und FB2 ging eine 48 stiindige
Inkubation auf CM-Aktivkohle-Platten voraus. Es wurden 0,07 ug poly AT RNA aus axenischer Kultur und je 1 ug
poly AT RNA aus Tumorgewebe pro Spur aufgetragen (M&M). Als Sonden zur Analyse der Genexpression wurden
folgende Fragmente verwendet: fiir pig3 ein 2,1 kb Sphl-Fragment (1685h) aus pKH541; fiir pig4 ein 1,6 kb
Ncoll/Xbal-Fragment(1685d) aus pKH519; fiir pig5 ein 480 bp HindIIl/Spel-Fragment (1685¢) aus pKh541; fiir pig6
ein 2,3 kb BamHI/EcoRI-Fragment (1685b) aus pKHS551; fiir npil ein 850 bp Sphl/Ncol-Fragment (1685c) aus
pKHS551; fiir npi2 ein 900 bp Sphl-Fragment (1685j) aus KHS550; fiir npi3 ein 600bp Pst/Sacl-Fragment aus
pKH570 (1685a). Als Mengenbestimmung fiir konstitutive Genexpression wurde der Blot mit einem 150 bp
Sall/Pstl-Fragment aus dem ppil-Gen hybridisiert.

Bei den Northernanalysen konnte mit dem Fragment 1685f eine weitere differentiell exprimierte

mRNA-Spezies, pig5, nachgewiesen werden (Abb. 24). Die hochste pig5-Expression konnte in

jungen Tumoren beobachtet werden, wihrend in &lteren Tumoren weniger und auf
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aktivkohlehaltigen Plattenmedien keine Transkription nachweisbar war (Abb. 24). Der pig5>-mRNA
konnte durch Sequenzanalysen aber kein ORF zugeordnet werden. Ob pig5 fiir ein Protein kodiert
ist somit unklar. Dariiber hinaus konnte mit dem Fragment 1685f und weiteren Sonden das pig3-
Gen nachgewiesen werden. Es wurden dabei drei mRNA-Spezies detektiert (Abb. 24). Ein groBes
Transkript (ca. 4000 - 4300 nt) konnte in allen untersuchten Stadien beobachtet werden, wobei es in
frihen Tumorstadien (sehr junge Tumore) kaum exprimiert wurde (nicht gezeigt). Zwei kiirzere
mRNA-Spezies (ca. 3000 - 3300 nt) wurden ausschlieBlich in Tumorgewebe detektiert (Abb. 24).
Fiir die kurzen Transkripte konnte somit ein klares, pflanzenabhingiges Regulationsmuster etabliert
werden.

Zusammenfassend 148t sich sagen, da} im p-Locus bislang fiir vier Gene pig3, pig4, pig5 und pig6
pflanzenspezifisch regulierte Transkription nachgewiesen wurde. Alle diese Gene werden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in der Entwicklung von U. maydis exprimiert. Deshalb sind
vermutlich verschiedene Pflanzenkomponenten an der Regulation dieser Gene beteiligt. Zwischen
den pflanzenregulierten Genen liegen drei konstitutiv exprimierte Gene, die somit unabhéngig von

der Regulation der pig-Gene exprimiert werden.

FE1 x FE2 (Ch-C00 FE1 x FBZ (zeht junze Tumore)
CASES0] CASLSE0 | CASSS0 | CASLSD

1700 by

1159 b
1093 b
205 bp

514 bp

Abbildung 25: Die drei Transkripte von pig3 unterscheiden sich in ihrem 5' UTR. Die PCR-
Reaktionen wurden wie in M&M beschrieben durchgefiihrt und die Produkte anschliefend in einem Agarosegel
aufgetrennt. Die verwendeten DNAs und Primer sind iiber den Spuren angegeben. Die Farbung von DNA erfolgte mit
EtBr (M&M) und wurden mittels einer Geldoc Anlage (Biorad) detektiert.

Da sich von pig3 beim Wachstum in der Pflanze in sehr frilhen Tumorstadien hauptsidchlich die
beiden kiirzeren mRNA-Spezies, das groBe Transkript jedoch kaum nachweisen lieB3, stellte sich die
Frage, ob die Transkription an unterschiedlichen Stellen initiiert wird, und/oder die
unterschiedlichen mRNAs fiir unterschiedliche Proteine kodieren. Durch Northernanalysen mit
RNA aus jungen und alten Tumoren sowie RNA von Mischungen aus FB1 und FB2 von
aktivkohlehaltigen Plattenmedien wurde durch Hybridisierung mit entsprechenden Sonden (Abb.
23B) aus der 5' Region von pig3 festgestellt, dal das groe Transkript einen etwa 1kb langen 5'
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UTR besitzt (nicht gezeigt). Durch RT-PCR- Experimente wurde nun untersucht, ob die Varianz in
der Transkriptlinge zu einer Verdnderung im putativen Pig3-Polypeptid fiihrt.

Die Oligonucleotide CA30, CA31 und CA33 wurden so gewdhlt, daf3 ihre Bindestellen sich an den
Positionen +480, -210 und -700 beziiglich dem putativen Startkodon von pig3 befinden. Wenn eine
entsprechend lange mRNA existiert, konnen mit den Primerpaaren Fragmente von 790 bp
(CA30/CA33) bzw. 1180 bp (CA30/CA31) amplifiziert werden. Die Fragmente umfassen jeweils
das erste Startkodon von pig3. Als Matrizen dafiir wurden cDNAs, ausgehend von zwei
unabhingigen Gesamt-RNA-Priparationen aus "sehr jungen" Tumoren bzw. Mischungen von FB1
und FB2 von aktivkohlehaltigen Plattenmedien, hergestellt (M&M). Mit der Primerkombination
CA30/CA33 konnte sowohl in cDNAs aus Mischungen von FB1 und FB2 als auch aus cDNA aus
Tumorgewebe das 790 bp Fragment amplifiziert werden (Abb. 25). In der Oligonucleotid-
kombination CA30/CA31 konnte jedoch nur mit cDNA aus Mischungen von FB1 und FB2 nicht
jedoch mit cDNA aus Tumorgewebe das 1180 bp Fragment amplifiziert werden (Abb. 25). Nach
Sequenzierung der PCR-Produkte wurden in keinem Amplikon Sequenzabweichungen zur
genomischen pig3-Sequenz festgestellt (nicht gezeigt). Das bedeutet, dal alle Transkripte das
gleiche putative Startkodon beinhalten und die Transkriptlinge im 5' UTR von pig3 variiert.

Es wird deshalb angenommen, da3 der N-Terminus von Pig3 in allen Stadien das gleiche

Polypeptid ist. Spleissvarianten im C-Terminus von Pig3 sind jedoch nicht ausgeschlossen.

2.34.1 Die pig3-Expression wird zu verschiedenen Zeitpunkten im Lebenszyklus von U.

maydis an- und abgeschaltet

pig3 schien aufgrund der Lage der REMI-Insertion das Gen zu sein, dessen regulatorische
Elemente die GFP-Expression in der Mutante #1685 steuern. Deshalb wurde in GFP-
Reporterstimmen die pig3-Expression iiber den gesamten Lebenszyklus hinweg verfolgt. Dazu
wurde im Plasmid pCA307 der ORF von pig3 vom ersten Startkodon bis zum Stopkodon durch das
EGFP-Gen ersetzt (M&M). pCA307 wurde in die haploiden Stimmen FB1 (a/bl) und FB2
(a2b2) transformiert und homologer Genaustausch durch Southernanalyse bestitigt (nicht gezeigt).
Durch die homologe Rekombination entstanden dabei nicht nur die gewiinschten Reporterstimme,
sondern auch pig3-Deletionsmutanten (siehe unten). Homologer Genaustausch konnte fiir zwei
unabhingige FBI1-Derivate (FB1Apig3-/ und FB1Apig3-2 von K. Hansson) und zwei FB2-
Derivate (CA307-7, CA307-13) in dieser Arbeit nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Fiir die

Expressionsanalyse von pig3 wurden Maispflanzen mit Mischungen kompatibler GFP-
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Reporterstimme infiziert und anschlieBend die Transkription von pig3 fluoreszenzmikroskopisch
bestimmt (Abb. 26 und M&M).

Abbildung 26: GFP-Expression in pig3-Reporterstimmen in verschiedenen Stadien der
biotrophen Phase von U. maydis. Infiziertes Pflanzenmaterial wurde nach 24 h und anschlieend alle 2 Tage
nach Infektion auf Pilzbefall und GFP-Fluoreszenz hin untersucht. Der Grofenstandard entspricht 3 pm. Weitere
Erlduterungen siehe Text.

In einem Vorexperiment wurde die GFP-Expression in den Reporterstimmen nach Inkubation in

PD- und MM-Fliissigmedium untersucht. Dabei konnte nur sehr schwache GFP-Expression
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beobachtet werden (Abb. 26B und nicht gezeigt). In Sporidien, die sich auf der Blattoberflidche
befanden, war hingegen starke GFP-Expression zu sehen (Abb. 26D und 26F). Im Vergleich dazu
zeigten Sporidien mit Konjugationshyphen geringere GFP-Fluoreszenz, und auch in dikaryotischen
Filamenten (Abb. 26H) und appressorienartigen Strukturen (Abb. 26J) war geringere GFP-
Expression als in Sporidien zu beobachten. Es kommt also zur Induktion von pig3 in Sporidien auf
der Blattoberflidche, in den folgenden Stadien wird pig3 wieder reprimiert. In Hyphen, die innerhalb
der Pflanze wuchsen, war zunichst keine GFP-Fluoreszenz nachweisbar (Abb. 26L , 26N und 26P).
Sobald Tumore gebildet wurden, war in den Hyphen erneut GFP-Fluoreszenz zu erkennen (Abb.
26R und 26T). Diese Fluoreszenz verstérkte sich in sporogenen Hyphen und Prisporen (Abb. 26X)
und war in Teliosporen nicht mehr nachweisbar (Abb. 26V). Damit kommt es wihrend der
Tumorentwicklung erneut zur Induktion von pig3, der eine Repression in Teliosporen folgt. Das
Expressionsmuster von pig3 in den GFP-Reporterstimmen entsprach damit der GFP-Expression in
der Mutanten #1685 (nicht gezeigt). Deshalb regulieren die cis-Elemente von pig3 vermutlich die
GFP-Expression in dieser Mutante.

pig3 unterliegt demnach einer komplexen differentiellen Regulation, die verschiedene Induktions-
und Repressionsschritte beinhaltet. Die Signale, die zu dieser Regulation fiihren, sollten sowohl auf

der Pflanzenoberfldche als auch in Tumorgewebe zu finden sein.

2.3.4.2 Deletionsmutanten fiir pig3 und pig5

Fiir pig5 konnte kein offensichtlicher ORF identifiziert werden. Kurze ORFs in dieser Region
wiesen keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen auf. Um dennoch pig5-Nullmutanten herzustellen,
wurde ein 354 bp Fragment im Genom deletiert, das als Sonde in Northernanalysen die pig5-
mRNA erkannt hatte (nicht gezeigt). Diese Deletion verhindert vermutlich nicht nur die Expression
von pig5 sondern auch die von pig3, da davon auch der 5' UTR von pig3 betroffen ist. Im Plasmid
pCA310 wurde ein 354 bp grofe Fragment deletiert und durch die cbhx-Resistenzkassette ersetzt
(M&M). pCA310 wurde in FB1 und FB2 transformiert und Stdmme mit homologem
Genaustausch durch Southernanalyse selektiert (nicht gezeigt). In den unabhingigen
Transformanden FB1Apig5#3, FB1Apigs#8, FB2Apig5#13, FB2Apigs#25 war pig5 durch den
entsprechenden Bereich pCA310 ersetzt. In einem Kreuzungstest kompatibler Mutanten auf
aktivkohlehaltigen Plattenmedien konnte kein verdndertes Paarungsverhalten festgestellt werden.
Um zu untersuchen, ob pig5 an der pathogenen Entwicklung beteiligt ist, wurden Maispflanzen mit
Mischungen aus kompatiblen Mutantenstimmen infiziert. Im Vergleich zu Infektionen aus FB1 und
FB2 ergab sich auch hier keine Veridnderung in der Pathogenitit (nicht gezeigt). pig5 wird demnach
weder fiir die Paarung noch fiir die pathogene Entwicklung benétigt. Da der Verlust des pig5-
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Transkriptes nicht experimentell bestitigt wurde und fiir pig5 kein ORF abgeleitet werden konnte,
muB diese Aussage jedoch mit Vorsicht bewertet werden.

Die Reporterstimme fiir die pig3-Expressionsstudien waren durch den Austausch von pig3 durch
GFP gleichzeitig Nullmutanten von pig3 (siehe oben). Alle Reporterstimme waren lebensfihig und
zeigten gegeniiber den Ausgangsstimmen keine abweichende Morphologie. Zunichst wurde das
Kreuzungsverhalten von Apig3-Mutanten auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien untersucht. Dazu
wurden CA307-7, CA307-13 und FB2Apig3-1 und FB2Apig3-2 untereinander und gegen die
Ausgangsstimme gekreuzt. Sowohl die Kreuzung einer Nullmutante gegen einen kompatiblen
Wildtypstamm als auch die Kreuzung kompatibler Mutanten untereinander fiihrte zur Ausbildung
des filamentosen Dikaryon und damit zu keiner Veridnderung gegeniiber der Reaktion in
kompatiblen Wildtypstimmen (nicht gezeigt). Da pig3 verstirkt beim Wachstum in der Pflanze
exprimiert war, wurde als nédchstes der Einflul des Funktionsausfalls von pig3 auf die pathogene
Entwicklung untersucht. Dazu wurden Maispflanzen mit den Stimmen CA307-7 und FB2Apig3-1
bzw. CA307-13 und FB2Apig3-2 infiziert. 90 % der Pflanzen zeigten nach Infektion mit
kompatiblen Apig3-Mutanten Anthocyanfarbung, 98 von 117 infizierten Pflanzen bildeten Tumore
aus. Da fiir die Kontrollinfektion mit den Ausgangsstimmen ebenfalls 92 % Anthocyanbildung und
95 % Tumorentwicklung festgestellt wurde, wird pig3 auch nicht fiir die sexuelle Entwicklung

benotigt.

2.3.4.3 Isolierung von Mutanten, die erhohte pig3-Expression zeigen

Die pflanzenregulierte Expression der pig-Gene warf die Frage auf, welche Faktoren diese Gene
regulieren. Eine Moglichkeit solche Faktoren zu isolieren, ist die Erzeugung von regulatorischen
Mutanten der pig-Gene, die in einem zweiten Schritt komplementiert werden kdnnen. pig3 wurde
aufgrund seines Expressionsmusters fiir eine weitere Charakterisierung ausgewihlt, weil Faktoren,
die an seiner Regulation beteiligt sind, vermutlich in der friihem Phase der Entwicklung benétigt
werden (s. Abb. 26). In einem ersten Schritt wurde der Promotor von pig3 durch eine

Deletionsanalyse niher charakterisiert.

2.3.4.3.1 pig3 ist negativ reguliert

Fiir Promotordeletionen wurden drei Plasmide hergestellt, die je ein 1077 bp (pCA304), ein 480 bp
(pCA305) und ein 262 bp (pCA306) langes Promotorfragment von pig3 als translationale Fusion
an das EGFP-Gen trugen (Abb. 27A und M&M). Fiir die Transformation in FB2 wurden die
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Plasmide jeweils in der cbx-Resistenzkassette linearisiert. Erfolgt eine homologe Rekombination am
endogenen cbx-Locus, so sollten sich alle Konstrukte im selben genomischen Kontext befinden.
Dies erlaubt eine vergleichende Expressionsanalyse (Abb. 27A und M&M). Singuldre, homologe
Integrationen wurden durch Southernanalysen bestitigt (nicht gezeigt). In den so selektierten
Reporterstimmen CA304 (P1g77), CA305 (P480) und CA306 (Py¢2) wurde die Aktivitit der
jeweiligen Promotorfragmente iiber die GFP-Expression fluoreszenzmikroskopisch und in
Northernanalysen bestimmt (Abb. 27B).

chx chE
A A S04 ——— I -r.-ﬂ [
1077 bp
chx | chx
A0S —— eGP ———
600 bp
cBx cHK
308 ——— eGFP
260 bp
E R E04 O 505 8 506 | Casod4]oasns |casns | GwW sl

Abbildung. 27: pig3 ist negativ reguliert. A: Schematische Darstellung der jeweiligen Promotor-GFP-
Fusionen in den Stimme CA304, CA305 und CA306. B: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der GFP-Fluoreszenz
in den Reporterstimmen CA304, CA305 und CA306. Die Reporterstimme wurden bis zu einer ODgyg von 0,8 in
PD-Medium inkubiert und anschlieBend licht- und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die jeweils verwendeten
Stamme sind angegeben. C: Northernanalyse fiir die Reporterstimme CA304, CA305 und CA306. Die Stamme
wurden in PD-Fliissigmedium angezogen und die RNA anschlieend bei einer ODggg von 0,8 isoliert. Als Kontrolle
fiir konstitutive GFP-Expression wurde RNA aus dem Stamm GW31 (a2b2 PotefGFP, G. Weinzierl, nicht
publiziert) extrahiert. Es sind je 10 ug RNA pro Spur geladen. Zur Detektion von GFP wurde ein 723 bp langes
Ncol/Notl-Fragment aus pCA125 verwendet (M&M). Als Ladekontrolle wurde mit einem 1700 bp EcoRV/Smal-
Fragment aus dem cbx-Gen hybridisiert.

Im Stamm CA304 war nur geringe GFP-Fluoreszenz zu beobachten, wihrend in CA305 leichte und
in CA306 starke GFP-Expression zu sehen war (Abb. 27B). Ein vergleichbares Expressionsmuster
ergab sich auch in Northernanalysen (Abb. 27C). Diese Daten lieBen darauf schlieen, dafl der
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pig3-Promotor negativ reguliert war und sich zwischen Position -1077 und -262 cis-Elemente
befinden miissen, die fiir die Regulation wichtig sind. Auffallend war, dal mit der Verkiirzung der
Promotorfragmente auch eine Verkiirzung der Transkriptlinge einherging. Daraus liee sich
ableiten, dal moglicherweise die Transkriptionsinitiation vom cbx-Locus ausgehend erfolgt. Es ist
jedoch anzumerken, daf3 in verschiedenen Deletionsanalysen von Promotoren im chx-Locus bislang
keine Verkiirzungen der mRNA-Lingen beobachtet wurden (G. Weinzierl, C. Basse, A. Brachmann,
personliche Mitteilung). Des weiteren wurden die Deletionskonstrukte von pig3 in verschiedenen
Orientierungen in den cbx-Locus integriert, wobei in allen Féllen die Verkiirzungen beobachtet
wurde (nicht gezeigt). Deshalb wurde vermutet, dal an kryptischen Initiationsstellen im Promotor
von pig3 diese Transkripte initiiert werden.

Diese Daten zeigten fiir pig3 negative Regulation. Es kann deshalb angenommen werden, daf die

Faktoren, die pig3 regulieren, eine Derepression vermitteln.

2.3.4.3.2 Versuch zur Isolierung von Mutanten, die in der Regulation von pig3 gestort sind

Um Mutanten zu erzeugen, die in der negativen Regulation von pig3 gestort sind, wurde ein UV-
Mutagenesansatz gewihlt. Die Experimente mit den GFP-Reporterkonstrukten hatten gezeigt, dal3
die negative Regulation iiber die Region -1077 bis -262 im pig3-Promotor erfolgt, wihrend das 262
bp-Promotorfragment keine Repression vermittelt. Fiir die Mutagenese wurden Stimme hergestellt,
die unter der Kontrolle beider Promotorfragmente das dominante Markergen hph exprimierten,
dessen Expression Wachstum auf Hygromycin B-haltigen Medien erlaubt.

Hierfiir wurden die beiden Plasmide pCA317 und pCA318 konstruiert, die unter der Kontrolle des
262 bp- bzw. 1077 bp-Fragmentes hph als translationale Fusion exprimieren. Beide Plasmide
wurden in FB2 transformiert. Anhand einer Southernanalyse wurden Stimme ausgewihlt, die
singuldre Insertionen im cbx-Locus trugen (nicht gezeigt). Die Stimme CA317-2 und -4 tragen die
hph-Fusion mit dem 262 bp Promotor-Fragment von pig3, die Stimme318-6 und318-8 tragen das
entsprechende 1077 bp-Fragment. Die endogene Kopie von pig3 blieb dabei erhalten. Zur
Bestimmung der wachstumslimitierenden Hygromycin B-Konzentration wurden die Stimme auf
PD-Platten ausgestrichen, denen 0, 50, 200 und 300 pg/ml Hygromycin B zugesetzt waren. Nach 4
Tagen Inkubation wurde das Wachstum dieser Stimme in Abhéngigkeit von der Hygromycin B-
Konzentration untersucht und mit dem Wachstum von FB1 und FB2 unter den gleichen
Bedingungen verglichen (Abb. 28).

Die Wildtypstimme zeigten bereits bei Konzentrationen von 50 pg/ml Hygromycin B kein
Wachstum mehr. Die Stimme CA317-2 und CA317-4 zeigten Wachstum bei allen getesteten

Hygromycin B- Konzentrationen, wobei aber bei 300 pg/ml Hygromycin B nur geringes
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Wachstum zu erkennen ist. Das Wachstum der Stimme CA318-6 und CA318-8 war bis zu einer
Hygromycin B-Konzentration von 50 pg/ml dem der CA317-Stimme vergleichbar. Bei
Konzentrationen von 200 pg/ml war aber deutlich reduziertes und bei 300 yg/ml Hygromycin B nur
noch geringes Wachstum zu erkennen. Durch diese Experimente wird die basale Expression von
pig3,ausgehend vom 1077 bp Promotorfragment deutlich, da bei einer Konzentration von 50y g/ml
Hygromycin B Wachstum aller Transformanden zu beobachten war. Bei hoheren Hygromycin B-
Konzentrationen wuchsen CA318-Stimme besser als CA317-Stimme. Die Selektion nach der
Mutagenese erfolgte deshalb bei einer Hygromycin B Konzentration von 300 ug/ml. In einem

Vorexperiment wurde die UV-Dosis fiir die Mutagenese im Stamm CA318-6 so eingestellt, daf3

PL PD-Hygal PLiHyz200 PL-Hyz300

Abbildung 28: Expressionsanalyse in den pig3hyg-Reporterstimmen. Die Stimme FB1, FB2,
CA318-6 und -8, sowie CA317-2 und -4 wurden auf PD-Platten mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Hygromycin B (0, 50, 200 und 300 pg/ml) ausgestrichen. AnschlieBend wurden die Stimme 4 Tage bei 28°C
inkubiert. Die Platten wurden mit einem GelDoc-Imager (Biorad) fotografiert.

0,1 - 1 % der Zellen iiberlebten (M&M). Dies sollte zu etwa einer Mutation pro Zelle fiihren
(Holliday, 1954). Es wurden insgesamt 109 CA318-6-Zellen mutagenisiert. Zwei Stimme, CAP1
und CAP2 zeigten Wachstum bei einer Konzentration von 300 pg/ml Hygromycin B (nicht
gezeigt). Fir beide Mutanten wurde die Expression des endogenen pig3-Gens in PD-
Fliissigmedium untersucht. Dabei konnte kein Expressionsunterschied im Vergleich zum
Ausgangsstamm CA318-6 festgestellt werden (nicht gezeigt). Diese Mutanten haben vermutlich
spontan Hygromycin B-Resistenz erlangt, die somit nicht auf eine Mutation in einem Regulator der

pig3-Expression zuriickzufiihren waren.
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3 Diskussion

3.1 Tumorspezifische Expression der Gene der a- und b-Paarungstyploci

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dafl die Regulation der Gene, mfal, pral, bEI und lga2 aus
den Paarungstyploci a und b nicht nur wihrend der Kreuzung haploider Sporidien (Hartmann et al.,
1996; Romeis et al., 2000; Urban et al., 1996), sondern auch wihrend des Wachstums in der
Pflanze einer komplexen Kontrolle unterliegt. In Northernanalysen aus Tumorgewebe, das aus
Infektionen mit Mischungen aus FB1 und FB2 hervorging, wurde im Vergleich zu filamentésen
Dikarien Induktion von mfal und pral bzw. Repression von [ga2 und bEI beobachtet. Fiir die
unter Pheromonstimulation bzw. durch ein aktives b-Heterodimer stark induzierten Gene mfal und
Iga2 waren die Expressionsunterschiede leicht festzustellen und dadurch das Expressionsmuster
sicher zu bestimmen. Dagegen blieb aufgrund der geringen Menge an pilzlicher RNA in
Tumorgewebe der Nachweis schwach exprimierter RNAs schwierig. Fiir prfl, bEI und lga2 war
damit zunéchst nicht klar, ob es zu einer vollstindigen Repression kommt oder diese Gene nur
wesentlich schwicher exprimiert werden. In Tumorgewebe konnte allerdings keine b-abhiingige
Regulation von mfa/pra bzw. von Iga2 beobachtet werden. Dies steht in Einklang mit einer
Repression des bEI-Gens. Deshalb ist es wahrscheinlich, da in Tumorgewebe kein aktives
bE/bW-Heterodimer vorhanden ist. Dariiber hinaus ist ein weiteres Gen, dik6, das wie [ga2 durch
das aktive b-Heterodimer auf Plattenmedien aktiviert wird, in Tumoren nicht exprimiert (G.
Weinzierl, personliche Mitteilung). In diesem Zusammenhang war besonders erstaunlich, daf selbst
eine konstitutive Expression des aktiven bE/bW-Heterodimers in Tumorgewebe nicht zur
Repression von mfal fiihrte. Im Tumorgewebe miissen demnach Bedingungen vorliegen, die die
regulatorische Funktion des aktiven b-Komplexes unterdriicken oder iiberlagern. Die Daten zeigen
zudem, daB} der Schliisselregulator der pathogenen Entwicklung, das aktive bE/bW-Heterodimer, in
der frilhen Phase dieser Entwicklung hauptsidchlich in Filamenten auf der Pflanzenoberfliche
benotigt wird. In spédteren Phasen, wihrend des Wachstums in der Pflanze, scheint dieser Komplex
nicht mehr notwendig zu sein.

Es war bekannt, daf fiir die Transkription von mfal auf Plattenmedien der Transkriptionsfaktor
Prfl benétigt wird (Hartmann et al., 1996). Wie die Experimente mit einem solopathogenen,
haploiden Stamm, in dem prfl deletiert ist (HA108), gezeigt haben, wird prfl auch fiir die
Transkription von mfal in Tumorgewebe benétigt. Die Expression der Pheromon- und
Pheromonrezeptorgene konnte beim Wachstum in der Pflanze dariiber hinaus zu einem autokrinen
Stimulus fiihren, der die Transkription von mfal weiter antreibt (Abb. 29).
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Fiir eine differenziertere Expressionsanalyse und um die Regulation zeitlich einzugrenzen, wurde
die Expression von mfal und [ga2 iiber den gesamten Lebenszyklus hinweg in Reporterstimmen,
die GFP unter der Kontrolle der jeweiligen Promotoren exprimierten, untersucht. mfal war in etwa
30% der haploiden Sporidien in Kreuzungen auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien exprimiert. In
Konjugationshyphen kam es zur Induktion von mfal. Das heterogene Bild der mfal-Expression in
den Sporidien spiegelt dabei vermutlich die Rezeption der eingehenden Signale wieder. Je nach
Signalstirke bzw. Aufnahme der Signale wird dann die Paarungsbereitschaft durch die Bildung von
Konjugationshyphen ausgelost, die mit einer erhohten Pheromongenexpression einhergeht. In
filamentosen Dikarien auf der Blattoberfldche war 24 h nach der Infektion nur noch schwache GFP-
Fluoreszenz zu erkennen, in appressorienartigen Strukturen wurde in einzelnen Fillen noch
geringfiigig GFP-Fluoreszenz beobachtet, in anderen war keine Fluoreszenz mehr zu erkennen. Die
Restfluoreszenz in diesen Zellen reflektiert vermutlich die hohe Stabilitiat des GFP-Proteins, da zu
erwarten ist, da3 die mfal-Expression durch das b-Heterodimer reprimiert wird (Urban et al.,
1996). Die Fluoreszenz in diesen GFP-Reporterstimmen ist demnach davon abhéngig, wieviel
GFP-Protein zu Beginn der Repression in einer Zelle vorhanden ist.

Eine erneute Induktion von mfal war in den frithen biotrophen Stadien etwa einen Tag nach der
Infektion in den dikaryotischen Filamenten zu beobachten. In der spiteren Entwicklung, nachdem
sich bereits Tumore gebildet hatten, wurde fiir mfal in morphologisch gleichen Stadien sowohl
hohe Expression als auch nahezu vollstindige Repression festgestellt. Wie dieses
Expressionsmuster mit einer moglichen Funktion von mfal zusammenhéngt, wird spéter diskutiert.
Reporterstimme, die GFP unter der Kontrolle des /ga2-Promotors exprimierten, lieBen in haploiden
Sporidien keine GFP-Fluoreszenz erkennen. In Paarungsstrukturen, also kurz nach der Fusion,
wurde aber bereits /ga2-Expression nachgewiesen. Wie in Spellig et al., (1996) bereits beschrieben,
kann GFP-Fluoreszenz in Abhingigkeit von der Transkriptionsrate bereits innerhalb weniger
Stunden beobachtet werden. Nach der Penetration wurde zu keinem Zeitpunkt /ga2-Expression
festgestellt. [ga2 wird demnach unmittelbar nach der Penetration reprimiert. Da der b-Locus sowohl
die mfal- als auch lga2-Expression reguliert, konnte dies bedeuten, da} die b-Proteine zu einem
frithen Zeitpunkt, d. h. kurz nach der Penetration, nicht mehr aktiv sind. Die Aktivitit der b-Proteine
wire damit auf die kurze Phase des dikaryotischen Wachstums auf der Pflanzenoberfliche
beschrinkt, eine SchluBfolgerung, die auch schon die Transkriptionsanalysen nahelegten.

Die durchgefiihrten Expressionsanalysen haben gezeigt, da3 auch komplexe Expressionsmuster
wihrend der biotrophen Phase von U. maydis detailliert darstellbar sind. Eine Voraussetzung fiir die
Analyse von GFP war dabei eine relativ hohe Expression der Gene unter induzierenden
Bedingungen und ein relativ "dichter" Promotor wéhrend der Repression. Schwach exprimierte

Gene konnen vermutlich nur schlecht nachgewiesen werden. Dadurch bleibt der Einsatz von GFP
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als Reportergen auf mittelstark und stark exprimierte Gene beschrinkt. Sowohl die Northernanalyse
als auch die Expressionsanalyse mittels GFP-Reporterstimme wurden im Laufe der Arbeit durch
den Einsatz von PolyA*-RNA fiir die Northernanalyse bzw. ein sensitiveres GFP-Derivat (EGFP)
fiir die Fluoreszenzmikroskopie weiter verbessert (siehe unten).

Bereits in fritheren Arbeiten wurden Hinweise gefunden, da3 die Aktivierung von Prfl durch
Pflanzensignale erfolgt, wobei die Weiterleitung dieser Signale auf Prfl iiber Komponenten des
Pheromonsignalwegs vermittelt wird (Hartmann et al., 1996; Miiller et al., 1999 und Abb. 29).
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Abbildung 29: Der Pheromonsignaltransduktionsweg in dikaryotischen Zellen und wihrend der
biotrophen Phase. Aktivierende und inhibierende Interaktionen sind durch entsprechende Pfeile dargestellt. Weitere
Erlauterungen siehe Text. A: Regulation des Pheromonsignalwegs wihrend der Paarung. B: Regulation des
Pheromonsignalwegs beim Wachstum innerhalb der Wirtspflanze.

Die differentielle Expression der Paarungstypgene in Tumorgewebe zeigt diese Verbindung zum
ersten Mal auf molekularer Ebene. Die Funktion dieser Gene in Tumorgewebe ist zwar nicht geklért
(siehe unten), trotzdem konnen diese Gene als Marker fiir die biotrophe Entwicklung dienen, da sich
das Expressionsmuster im Tumorgewebe von anderen bekannten Situationen (Sporidien,
dikaryotisches Filament) unterscheidet. Die Signale, die zur Induktion des pflanzenspezifischen
Expressionsmusters fiihren, stellen vermutlich Schliisselkomponenten der Wirtsspezifitdt und der
pathogenen Entwicklung von U. maydis dar (Miiller et al., 1999). Die Natur potentieller
Signalstoffe und die Moglichkeit, solche Substanzen zu isolieren, wird in Kapitel 3.3.6 diskutiert.
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Die Expression von mfal und pral beim Wachstum in der Pflanze deutete darauf hin, da} in
diesem Stadium ein funktionelles Pheromon/Rezeptorsystem exprimiert wird. Da aber Stimme
ohne Pheromonrezeptor bzw. ohne Pheromonstimulation den Lebenszyklus vollenden konnen, ist
die Expression dieser Gene wihrend der biotrophen Entwicklung nicht essentiell (Regenfelder er
al., 1997; Spellig et al., 1994). Es stellt sich deshalb die Frage, welche Funktion ein aktives
Pheromon/Rezeptorsystem in Tumorgewebe erfiillen konnte. In dikaryotischen Filamenten, die
heterozygot fiir b sind, dient es iiber den autokrinen Stimulus zur Aufrechterhaltung der b-
Genexpression und ermoglicht so filamentoses Wachstum. Diese Funktion bedarf aber nur
geringer Expression der mfa- und pra-Gene (Bolker et al., 1992). In Schizophyllum commune und
Coprinus cineraeus wird das Pheromon/Rezeptorsystem flir die Kernwanderung nach der Fusion
kompatibler Monokarien benotigt (Wendland et al., 1995, Kronstad und Staben, 1997; Kues, 2000).
Dabei werden die Septen aufgelost und die Kerne des Partners wandern in das Filament ein. Nach
der Ausbildung des Heterokaryons vermittelt das Pheromon/Rezeptor-System die Fusion der
Schnallen nach der mitotischen Teilung (Kues, 2000). Beide Mechanismen stellen sicher, daf§ jede
Zelle im Heterokaryon ein Paar unterschiedliche Kerne enthilt. U. maydis bildet keine Schnallen
aus. Auch ist bislang unklar, wie gewihrleistet wird, da3 Tochterzellen zwei unterschiedliche Kerne
erhalten. Ein Erkennungssystem wie das Pheromon/Rezeptorsystem konnte solch eine Aufgabe
moglicherweise auch hier vermitteln. Dies stinde im Einklang mit dem Befund, da§ die Expression
von mfal in proliferierenden, dikaryotischen Zellen induziert und in der spdten Tumorphase, in der
die Kernfusion vermutlich abgeschlossen ist, reprimiert wird. Interessanterweise wurde im
Tumorgewebe des diploiden Stamms FBDI11 nur geringe Expression des Pheromon/Rezeptor-
System nachgewiesen, wihrend bei Dikarien hohe Expression zu beobachten war. Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, da in diploiden Stémmen wegen der bereits erfolgten Kernfusion das

Pheromon/Rezeptorsystem nicht bendtigt und deshalb auch nicht exprimiert wird.

3.3 Identifizierung pflanzeninduzierter Gene in U. maydis durch REMI-

"enhancer Trap"-Mutagenese

In dieser Arbeit wurde durch die Kombination der REMI-Mutagenese mit einem Reporterkonstrukt,
das unter der Kontrolle eines Basalpromotors stand, ein "enhancer trap"-Verfahren entwickelt.
Dieses erlaubte die Isolierung von Genen, die friih wihrend der biotrophen Phase induziert werden.
Nach der Mutagenese wurden in einem Vortest zunéchst alle Transformanden aussortiert, die GFP
unter verschiedenen artifiziellen Bedingungen exprimierten. Wurde dabei SGFP als Reportergen
verwendet, traf dies auf 14% der Transformanden zu. Mit dem EGFP-Gen konnte dagegen in 42%
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der Stimme Fluoreszenz beobachtet werden. Dies zeigt zum einen, dal EGFP aufgrund der héheren
Sensitivitit die Detektion schwicher exprimierter Gene erlaubt. Dariiber hinaus 148t die hohe Zahl
an markierten Stimmen auf eine hohe Gendichte im Genom von U. maydis schlieBen. Mit den
Stdmmen, die im Vortest kein GFP exprimierten, wurden Pflanzen infiziert. Es wurden solche
Mutanten isoliert, die nach Kontakt mit der Wirtspflanze GFP exprimierten. Aus insgesamt 2350
Transformanden wurden so zunéchst elf Stimme isoliert (#114, #219, #271, #424, #480, #500, 624,
#698, #1704, #727 und #1685), die diese Figenschaft aufwiesen. In den Mutanten, #114 und #219
konnte GFP ausschlieBlich nach Inokulation von Pflanzen beobachtet werden. Sie waren die
einzigen Mutanten, die ausschlieBlich pflanzenabhingige GFP-Expression zeigten. In den restlichen
Mutanten (#271, #424, #480, #500, 624, #698, #704, #727 und #1685) konnte in Fliissigmedien
und auf Plattenmedien geringe GFP-Expression festgestellt werden. Aus dieser Gruppe wurde nur
die Mutante #1685 weiterbearbeitet, da hier ein sehr groBer Unterschied in der Fluoreszenz
zwischen Sporidien in axenischer Kultur und solchen, die sich auf der Blattoberflache befanden, zu
erkennen war. Die iibrigen Mutanten aus dieser Gruppe wurden nicht weiter bearbeitet, da
angenommen wurde, daf} hier konstitutiv exprimierte Gene markiert wurden. Die Mutante #1486
war nicht aufgrund pflanzenabhingiger GFP-Expression ausgewihlt worden, sondern wegen der
spezifischen Induktion in dikaryotischen Filamenten auf aktivkohlehaltigen Plattenmedien. Hier
bestand die Aussicht, das entsprechende Gen ziigig charakterisieren zu konnen, da in den zu
vergleichenden Stadien Expressionsunterschiede leicht festzustellen sind.

Bei der Analyse der Insertionsereignisse stellte sich heraus, dal das Mutageneseplasmid in den
weiter untersuchten Mutanten bis auf die Mutante #114 an einer BamHI-Schnittstelle inseriert war.
Da die REMI-Mutagenese mit BamHI durchgefiihrt wurde, liegen hochstwahrscheinlich REMI-
Ereignisse vor. Die Insertionsstellen befanden sich in einem maximalen Abstand von 2509 bp vom
nichstliegenden ORF entfernt. Die bisher kartierten "enhancer"-Elemente weisen einen Abstand von
maximal 1600 bp vom Genstart auf (Hartmann et al., 1996), d. h. die erhobenen Distanzen liegen in
etwa in diesem Bereich.

Aus den Mutanten, #114, #219 und #1685 konnte in unmittelbarer Umgebung der Insertionsstelle je
ein Gen isoliert werden (mfal, pig2 und pig3), dessen Expression mit der GFP-Expression der
zugehorigen Mutante korrelierte. Dies bedeutet, dal nicht nur in Mutanten, die GFP ausschlielich
wihrend der biotrophen Phase exprimierten, sondern auch in solchen mit groBen Fluoreszenz-
unterschieden, wie die Mutanten #1685, entsprechend regulierte Gene isoliert werden konnten.
Aufgrund der divergenten Transkriptionsrichtung von pig2 bzw. pig3 relativ zum GFP-Gen ist
davon auszugehen, daf3 die regulatorischen Elemente dieser Gene orientierungsunabhingig die
GFP-Expression in den Mutanten steuern und demnach "enhancer"-Elemente darstellen. Somit ist

eine "enhancer trap"-Mutagenese erstmals erfolgreich in Pilzen angewandt worden.
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Wenn eine derartige Methode etabliert wird, stellt sich die Frage, wieviele differentiell exprimierte
Gene bei den untersuchten Bedingungen zu erwarten sind. Durch genomische Ansétze wie "micro-
arrays" in S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dall z. B. bei der Sporulation rund tausend Gene
(16%) differentiell exprimiert werden (Chu et al., 1998). Dabei war etwa die Hilfte der Gene
induziert, die andere Hilfte reprimiert. Als reguliert exprimiert galten dabei alle Gene, die einen mehr
als zweifachen Expressionsunterschied zeigten (Chu et al., 1998). In einem Ansatz zur Isolierung b-
abhingig regulierter Gene in U. maydis waren 2% aller untersuchten mRNAs b-abhiingig induziert.
Dabei galten Expressionsunterschiede groer Faktor vier als signifikant (A. Brachmann, personliche
Mitteilung). Bei der Isolierung von Genen, die friih in der biotrophen Phase induziert werden, ist die
Situation komplexer, da hier mit unterschiedlichen Entwicklungsprozessen gekoppelte Stadien
untersucht werden. Zudem hatten Expressionsanalysen der Gene in den Paarungstyploci gezeigt,
dal mit GFP als Marker im Reportersystem und durch die Hintergrundfluoreszenz in der Pflanze
nur mittelstark bis stark exprimierte Gene beobachtet werden konnen. Die Gesamtzahl der somit in
Frage kommenden Gene ist aufgrund dieser Unwiégbarkeiten nicht im Voraus zu berechnen.
Grundsitzlich wurde aber mit einer dhnlichen Groenordnung an differentiell exprimierte Gene
gerechnet, wie sie in den oben erwihnten Systemen bestimmt wurde.

Es konnten aus insgesamt 2350 Transformanden nur drei Mutanten isoliert werden, die
pflanzenspezifisch regulierte GFP-Expression zeigten. Auffallend war zunéchst, daB mit EGFP im
Vergleich zu SGFP als Reportergen wesentlich mehr Transformanden im Vortest aussortiert werden
konnten und gleichzeitig kein Stamm als falsch positiv identifiziert wurde. Dies zeigt den Einfluf3,
den die Sensitivitit der Expressionsanalyse auf das System hatte und, da3 hier durch verbesserte
Reportersysteme noch Spielraum fiir eine Optimierung bleibt. Dal von urspriinglich 987 Stdimmen
(mit pCA104 bzw. pCA125 erzeugt), die keine Expression auf Plattenmedien zeigten nur drei
pflanzenspezifische GFP-Expression zeigten, konnte aber neben der geringen Sensitivitit des
Reportergens noch an folgenden weiteren Faktoren liegen: (i) Es konnte bei REMI-Insertionen,
dhnlich der Integration von T-DNA aus A. tumofaciens in Pflanzen, eine Priferenz der
Integrationsstelle fiir transkribierte Regionen bestehen (Koncz et al., 1992). Diese Moglichkeit wird
im Zusammenhang mit dem Auftreten von unabhingigen Integrationsereignissen an der selben
Stelle im Genom diskutiert (Lu et al., 1994; Sweigard et al., 1998, Maier und Schifer, 1999). Als
Folge wiirden REMI-Integrationen in der Ndhe von Genen, die zum Zeitpunkt der Transformation
nicht exprimiert werden seltener stattfinden als bei solchen die basal exprimiert werden. Dafiir
spricht, da3 alle durch REMI-"enhancer trapping" isolierten Gene (mfal, pig2 und pig3) eine basale
Transkription aufweisen. (ii) In verschiedenen phytopathogenen Organismen wurde gezeigt, dafl
Gene, die nach Kontakt mit der Wirtspflanze induziert werden, auch in axenischer Kultur unter

Mangelbedingungen exprimiert werden (Coleman ez al., 1997; Pieterse et al., 1994). Solche Gene
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konnten in diesem Mutageneseansatz nicht isoliert werden, da entsprechende Mutanten vorher
aussortiert wurden.

Unter den gegebenen Bedingungen konnte die Gesamtzahl an unterschiedlichen Mutanten durch
Verwendung von verschiedenen Restriktionsenzymen gesteigert werden. Der Gebrauch von nur drei
weiteren Enzymen, die eine Hexanucleotidsequenz erkennen, konnte im Schnitt alle 1024 bp eine
Integration ermdglichen. Dies kiime bei der oben angenommenen "Reichweite" von cis-Elementen
fast einer gesittigten Mutagenese gleich. Ein Hauptproblem bei dieser REMI-"enhancer trap"-
Mutagenese war, da3 die GFP-Expression auf Plattenmedien mit der GFP-Expression beim
Wachstum in der Pflanze verglichen werden mufte. Dabei war die, von der Pflanze ausgehende
Autofluoreszenz, fiir die Expressionsanalyse wihrend der biotrophen Phase, gerade bei geringer
GFP-Fluoreszenz storend. Eine Moglichkeit, diese Einfliisse zu umgehen, wire die Schaffung von
Wachstumsbedingungen in Kulturmedien, die eine Vollendung des Lebenszyklus von U. maydis
erlauben (Ruiz-Herrera et al., 1999). Die von Ruiz-Herrera et al. (1999) beschriecbenen
Experimente, die eine rein morphologisch Grundlage haben, miifiten hierfiir durch Verwendung der
bekannten pflanzenregulierten Gene als molekulare Marker zunéchst verifiziert werden. Alternativ
wiare auch denkbar, die Induktion von Genen durch unterschiedliche Pflanzenextrakte oder
verschiedener Einzelsubstanzen einer Bibliothek, z. B. in einem automatisierten Testverfahren zu
erreichen und so aktivierende Substanzen zu isolieren (s. 3.3.6).

Fiir die Gene pig6 und Iga2 konnte Expression nur in Filamenten auBerhalb der Pflanze, nicht
jedoch wihrend der biotrophen Phase beobachtet werden. Auch die Expression von mfal und pig3
war in bestimmten Stadien der biotrophen Phase reprimiert. Prinzipiell ist dies nicht ungewohnlich,
da viele Entwicklungsprozesse mit der Repression von Genen einhergehen. So werden z. B. in §S.
cerevisiae von den etwa 1000 Genen, die wihrend der Sporulation differentiell exprimiert werden,
etwa 50% reprimiert (Chu et al., 1998). Aufgrund der experimentellen Bedingungen war aber in U.
maydis bisher eine gezielte Isolierung reprimierter Gene schwierig, da sich fiir PCR-abhingige
Methoden die Mengenverhiltnisse von Pilz zu Pflanze noch ungiinstiger auf den Nachweis
auswirkt, als dies bei der Suche nach induzierten Genen der Fall ist (T. Spellig, personliche
Mitteilung). Die REMI-"enhancer trap*“-Mutagenese béte prinzipiell die Moglichkeit, auch solche

Gene zu isolieren.

3.3.1 Pig2: Eine ungewohnliche Protein-Disulfid-Isomerase?

In dieser Arbeit wurde bei der Suche nach pflanzeninduzierten Genen ein Transkript, pig2,

identifiziert, das in haploiden Sporidien ein basales Expressionsniveau zeigt, in dikaryotischen
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Filamenten leicht und im Vergleich dazu in der Pflanze etwa 10-fach induziert war. Das putative 551
aa lange Polypeptid weist 16% Identitit und 32% Ahnlichkeit zu der Protein-Disulfid-Isomerase
PDII aus S. cerevisiae auf (Robinson et al., 1994). PDI-Proteine oder auch Foldasen genannt,
bewirken im endoplasmatischen Reticulum die Bildung von Disulfid-Briicken sekretierter Proteine
(Braakman et al., 1992; Huppa und Ploegh, 1998). PDI-Proteine konnen in vier Klassen eingeteilt
werden, PDI, ERp72, ERp60 und ERpS, die sich alle dadurch auszeichnen, dafl sie entweder zwei
oder drei konservierte Thioreduktase-Doméinen (APWCxHCK) besitzen (Freedman, 1994). Pig2
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Abbildung 30 A: Die Domiinenestruktur von Pig2 im Vergleich zu bekannten Foldasen.

Thioreduktasezentren sind als dunkelblaue Kisten dargestellt, Sequenzmotive mit Ahnlichkeit zu Thioreduktasezentren
sind hellblau hervorgehoben. Die Aminosdurekonsensussequenz der Thioreduktasezentren ist angegeben. B:
Dendrogramm eines Sequenzvergleichs von PDI-Proteinen. Sequenzvergleich von PDI-Proteinen aus
verschiedenen Organismen mit Pig2. Der Stammbaum wurde mit dem Programm CLUSTAL PPC erstellt. Pig2 und
PrpA bilden eine AuBlengruppe gegeniiber den iibrigen PDI-Proteinen. Die Proteine wurden anhand eines BLAST-
Proteinvergleichs ausgesucht (Altschul et al., 1997).

hingegen besitzt nur eine dieser konservierten APWCxXxHCK-Dominen und eine weitere Domine,
die zwar Thioreduktasezentren &hnlich, aber nicht dazu identisch ist (Abb. 30A). Im
Sequenzvergleich von PDI-Proteinen untereinander stellt Pig2 daher eine Aullengruppe dar (Abb.
30B). Kiirzlich wurde aus A. niger ein Protein, PrpA isoliert, das ebenfalls nur entfernte
Verwandtschaft zu anderen PDI-Proteinen aufweist (Abb. 33B). Ahnlich wie bei Pig2 ist nur ein
Thioreduktase-Zentrum und ein Thioreduktase dhnliches Motiv vorhanden (EEFxPxCHCK, s. auch
Abb. 30A). PrpA besitzt aber in vivo Foldaseaktivitit (Wang und Ward, 2000). Daher wire es
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moglich, dal auch pig2 fiir eine funktionelle Protein-Disulfid-Isomerasen kodiert. Durch
Komplementation des letalen Phinotyps von PDII/-Nullmutanten in S. cerevisiae oder den
Nachweis von Disulfid-Isomerase-Aktivitit in vitro konnte diese Annahme experimentell unterstiitzt
werden (Tachikawa et al., 1991).

Fiir Pdilp aus Hefe wurde gezeigt, dal die Expression induziert wird, sobald nicht modifizierte,
sekretorische Proteine im ER akkumulieren (Robinson et al., 1994). Die gegeniiber Sporidien in
dikaryotischen Filamenten erhohte Expression von pig2 konnte deshalb mit einem hoheren Anteil
an sekretierten Proteinen zusammenhéngen, die wihrend des filamentosen Wachstums als Adaption
an verdnderte Umweltbedingungen benotigt werden. Da in Tumorgewebe eine weitere Induktion von
pig2 zu beobachten war, konnte dies bedeuten, daf} in diesem Stadium ebenfalls vermehrt Proteine
sekretiert werden. Fiir eine ganze Reihe lytischer Enzyme konnte eine erhohte spezifische Aktivitét
beobachtet werden, nachdem Maispflanzen mit Mischungen kompatibler U. maydis-Stimme
infiziert wurden (Cano-Canchola et al., 2000). Die stadienspezifische Sekretion von Proteinen
konnte deshalb fiir eine Adaption an die Lebensbedingungen innerhalb der Pflanze wichtig sein.
Demnach sollten pig2-Deletionsmutanten in dieser Umweltanpassung gestort sein. pig2-
Nullmutanten zeigen aber keinen offensichtlichen Phinotyp. In U. maydis wie auch in der
Bickerhefe existiert mindestens ein weiteres PDI-homologes Gen, frb23 (A. Brachmann
personliche Mitteilung) bzw. EUGI (Holst et al., 1997). Das EUG1-Gen aus S. cerevisiae kann die
Funktion von PDI] zumindest partiell iibernehmen. Eine &dhnliche Situation konnte auch in U.
maydis vorliegen. Deshalb wire eine Analyse von pig2- und frb23-Doppelmutanten aufschlufireich.
In U. maydis ist ein Gen bekannt, migl, das wihrend der biotrophen Phase induziert wird und
dessen Produkt sekretiert wird (Basse et al., 2000). Interessant wire deshalb auch zu untersuchen,

ob und wie sich die mig/-Sekretion in frb23/pig2-Doppelmutanten veréindert.

3.3.2 #1486: Die Deletion einer GA-Region fiihrt zu reduzierter mfal-Expression und

vermindertem filamentosen Wachstum

Die Mutante #1486 wurde ausgewihlt, weil spezifische GFP-Expression in filamentdsen Dikarien
zu beobachten war. Expressionsanalysen mit den die Insertionsstelle flankierenden Sequenzen als
Sonden, fiihrten aber nicht zur Identifizierung eines Gens, dessen Expressionsmuster dem der GFP-
Expression in der Mutante #1486 entspricht. Die Deletion einer polymorphen GA-Region im 3'-
Bereich der Insertion hatte einen Kreuzungsdefekt haploider Sporidien zur Folge. Durch
Northernanalysen konnte gezeigt werden, dal in AGA-Mutanten sowohl die basale als auch die

induzierte Pheromongenexpression verringert ist, wihrend die Expression von bE und bW

57



Diskussion

gegeniiber der Wildtypsituation unbeeinflufit blieb. Dieser Phinotyp konnte weder komplementiert
noch in einer Insertionsmutagenese wiederhergestellt werden. Auch zeigten Stimme, die durch
Segregation der Originalmutante hervorgegangen waren, keinen AGA-Phénotyp.

Uber eine Ursache fiir den Phiinotyp der GA-Mutanten kann anhand der vorliegenden Daten nur
spekuliert werden. Es konnte sein, da3 durch die GA-Deletion ein regulatorisches cis-Element fiir
ein Gen, das an der Regulation von mfal beteiligt ist, deletiert wurde. Es besteht aufgrund des
Induktionszeitpunktes von GFP in der Originalmutante die Moglichkeit, dal dieses Element auch
die GFP-Expression in der Mutante reguliert. Ein entsprechendes cis-Element miifite dann aber
tiber eine groBere Entfernung, d. h. >5.5 kb hinweg aktiv sein, da es sich 3' zum GFP-Gen befinden
miifite. Fiir eine regulatorische Aktivitit iiber grofere Distanz wiirde auch sprechen, daB in
Northernexperimenten selbst mit Cosmiden als DNA-Sonde keine differentiell exprimierte mRNA
in der Umgebung der Insertionsstelle nachgewiesen werden konnte.

In Pilzen ist eine derartige Regulation iiber so grofle Distanz bislang nicht beschrieben. In hoheren
Organismen hingegen konnen cis-Elemente {iber viele Kilobasen hinweg Gene regulieren
(Kornberg, 2000). Dariiber hinaus wurde gezeigt, daf die dreidimensionale Struktur des
Chromatins Einfluf} auf die Genregulation besitzt (Cremer et al., 1996; Dietzel et al., 1999). So wire
es auch denkbar, dall das regulatorische cis-Element erst durch die Fusion kompatibler Sporidien
entsteht.

Ein Grund fiir den Fehlschlag der Komplementation konnte sein, dal das entsprechende Gen auf
dem, fiir die Komplementation eingesetzten Fragment nicht exprimiert wird. Dies lieBe sich in
Zukunft durch die Verwendung einer Expressionsbibliothek umgehen (G. Weinzierl, personliche
Mitteilung). In dieser Bank sollte der Regulator durch einen konstitutiven Promotor unabhiingig von
seinen cis-Elementen exprimiert sein. Alternativ konnten auch Faktoren isoliert werden, die an die
GA-Region binden. Deren DNA-Bindung konnte dann genutzt werden, um diese Faktoren dann

anzureichern.

3.3.3 Die Mutante #1685: eine Insel differentiell exprimierter Gene?

In der Mutante #1685 befand sich die Insertion des REMI-Plasmids in einer intergenischen Region
zwischen dem pig3- und pig4-Gen. Beide Gene waren pflanzenspezifisch reguliert, aber nur die
Expression von pig3 entsprach der GFP-Expression in der Mutante #1685. Deshalb kann davon
ausgegangen werden, dafl in der Mutante vermutlich ein cis-Element von pig3 die Expression von
GFP reguliert. In der weiteren Umgebung von pig3 und pig4 wurden auf insgesamt etwa 20 kb
noch zwei weitere differentiell exprimierte Gene, pig5 und pig6, sowie drei konstitutiv exprimierte

Gene, npil, npi2 und npi3 identifiziert. In Northernexperimenten konnte mit einem grof3en,
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stromaufwérts der Insertionsstelle gelegenen Fragment (1685n) als DNA-Sonde ein weiteres
konstitutives und zwei zusitzliche tumorspezifisch induzierte Transkripte identifiziert werden (K.
Hansson, personliche Mitteilung). Insgesamt wurden in dieser, als p-Locus bezeichneten Region,
bislang zehn Gene nachgewiesen, wovon sechs differentiell exprimiert waren.

In den iibrigen Mutanten waren bis auf die markierten, differentiell exprimierten Gene mfal und
pig2, alle weiteren Gene, die in der Néhe lagen, konstitutiv exprimiert (uatl, abpl, ldpl, npi5, npi6).
Beriicksichtigt man zudem, daf gegeniiber insgesamt 987 Mutanten, in denen Gene mit konstitutiver
Expression markiert wurden, nur in drei Fillen pflanzenspezifische Expression nachgewiesen

wurden, so stellt der p-Locus eine Anhdufung differentiell exprimierter Gene dar.

3.3.4 Die pig3-Expression ist negativ reguliert

Die Promotorcharakterisierung von pig3 ergab, da dieses Gen negativ reguliert war.
Erstaunlicherweise ging die Deletion potentieller Repressorbindestellen nicht nur mit einer erhohten
Transkription von pig3 einher sondern es wurde auch eine Verkiirzung der Transkriptlingen
beobachtet. Solche Reduzierungen in der Transkriptlinge konnten in verschiedenen Deletions-
analysen von Promotoren, die im selben genomischen Kontext des cbx-Locus durchgefiihrt wurden,
bislang nicht beobachtet werden (C. Basse, G. Weinzierl, J. Kidmper, personliche Mitteilungen).
Deshalb wurde angenommen, dall die Verkiirzungen der Transkripte mit den Eigenschaften des
putativen Repressors zusammenhéngt. In parallel durchgefiihrten Experimenten wurde fiir pig4
ebenfalls negative Regulation nachgewiesen, die mit einer spezifischen Verkiirzung der Transkripte
einherging (K. Hansson, personliche Mitteilung). Diese Daten und die Beobachtung, daf in
regulatorischen Mutanten von pig4 auch erhthte Expression von pig3 zu beobachtet war (K.
Hansson, personliche Mitteilung), 146t vermuten, da an der Repression beider Gene gleiche
Faktoren beteiligt sind. Moglicherweise fiihrt das Fehlen der Repressorbindestellen in den
Deletionskonstrukten zu einer Anderung in der DNA-Struktur, die einerseits die Derepression der
Promotoren zur Folge hat und auch die Transkriptionsinitiation an kryptischen Initiationsstellen
erlaubt. Solch eine Dekondensation des Chromatins konnte auch eine Voraussetzung fiir die
Initiation der Transkription der beiden kiirzeren pflanzenspezifisch exprimierten mRNAs von pig3
sein. Diese Regulation wiirde die Vermutung nahelegen, da}3 der Repressor von pig3 Bestandteil
eines chromatinmodulierenden Komplexes ist. In U. maydis wurde bereits mit dem Korepressor
Hdal eine Komponente solch eines Komplexes isoliert. Hdal zeigt eine signifikante Homologie zu
Histondeacetylasen (M. Reichmann, personliche Mitteilung). Histondeacetylasen reprimieren Gene
durch Deacetylierung der Histone, der eine Kondensation des Chromatins folgt (Carmen et al.,

1996). Die Deletion von hdal in U. maydis fiihrt unter anderem zur Verdnderung der
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Nucleosomenpositionierung am Promotor des egl/-Gens und dadurch zur Derepression von egl/
(M. Reichmann, personliche Mitteilung; Schauwecker et al., 1995). Hdal ist aber nicht nur an der
Repression von egl! beteiligt, sondern reprimiert auch pflanzenregulierte Gene (C. Basse, S. Huber,
personliche Mitteilung). Fiir pig3, pig4, und pig6 konnte jedoch keine Hdal-abhingige Regulation
beobachtet werden (nicht gezeigt). Damit fallen diese Gene vermutlich in eine andere Klasse
pflanzenregulierter Gene. Ahnlich wie bei Hdal konnten diese jedoch ebenfalls durch einen
chromatinmodulierenden Repressorkomplex kontrolliert werden. Solche Komplexe konnten wie bei
den Hdal regulierten Genen eine Histondeacetylase enthalten, oder &hnlich wie andere
Repressorkomplex, wie z. B. NURF in D. melanogaster oder der SWI/SNF-Komplex in S.
cerevisiae, aufgebaut sein (Cairns et al., 1998; Wittschieben et al., 2000). Die Komplementation der
regulatorischen Mutanten von pig3 und pig4 und die Charakterisierung der involvierten Gene sollte
erste Komponenten des Systems aufdecken.

Die Derepression des pig3-Promotors fiihrte zu einer erhohten Expression der groBiten pig3-mRNA
Spezies, nicht aber zur Expression der beiden kiirzeren, pflanzenspezifischen Transkripte. Letztere
konnten durch einen weiteren Regulator gesteuert werden. Dabei wire sowohl ein zweites
reprimierendes System, wie auch eine Transkriptionsaktivierung vorstellbar. Fiir das mig/-Gen aus
U. maydis wurde bereits ein derartiges Regulationssystem beschrieben (Basse et al., 2000). Der
Promotor von mig] ist sowohl negativ als auch positiv reguliert (Basse et al., 2000). Ahnlich kénnte
auch die Expression von pig3 und pig4 erfolgen. Zunéchst wire eine Derepression der Promotoren
notwendig, die hier vermutlich durch die gleichen Faktoren vermittelt wird. AnschlieBend kommt es
zu einer individuellen Induktion der Gene, die bei pig3 auf der Blattoberfliche und bei pig4 im
Tumor stattfindet. Ubereinstimmend damit ist die Beobachtung, daB in den regulatorischen
Mutanten von pig4 die pig4-Expression durch Wachstum auf Inositol spezifisch induziert werden
kann, die pig3-Expression aber nicht beeinflut wird (K. Hansson, personliche Mitteilung). Ein
regulatorisches Prinzip fiir pflanzenspezifische Expression in U. maydis konnte demnach die
Derepression  einer  ganzen Gruppe von  Genen  durch  Pflanzenkomponenten,
Oberflachenbeschaffenheit oder Mangelbedingungen sein. Die Induktion wiirde dann zu
verschiedenen Zeitpunkten in der Entwicklung durch genspezifische Aktivatoren in der Pflanze

erfolgen.

3.3.5 Die Rolle des p-Locus in der pathogenen Entwicklung

Im p-Locus wurden fiir sechs ORFs Polypeptide abgeleitet. Nur fiir Pigd und Pig6 wurde eine
Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen festgestellt. Npi2 hat Ahnlichkeit zu einem Protein unbekannter

Funktion aus S. cerevisiae. In Pig3, Npil und Npi3 konnten auch keine Sequenzmotive mit
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Ahnlichkeit zu bekannten Proteindominen identifiziert werden. Diese Proteine sind deshalb
vermutlich spezifisch fiir U. maydis oder dazu verwandten Organismen. Diese Gene des p-Locus
konnten daher eher Funktionen erfiillen, die speziell fiir die Interaktion von U. maydis mit seiner
Wirtspflanze benotigt werden.

Das Pig6 Polypeptid zeigt signifikante Homologie zu Proteinen der "multiple drug resistance
transporter"-Familie (MDR) (Abb. 31). In M. grisea konnte fiir einen ABC-Transporter, ABCI,
eine Beteiligung an der pathogenen Entwicklung nachgewiesen werden (Urban et al., 1999). ABC-
Transporter vermitteln den Transport von toxischen Substanzen aus den Zellen heraus (Balzi et al.,
1994). ABC1 vermittelt deshalb vermutlich den Efflux von Pflanzensubstanzen mit fungizider
Wirkung (Urban et al., 1999). Eine &hnliche Funktion wiére auch fiir Pig6 denkbar. pig6-
Nullmutanten zeigten aber keinen Phinotyp. Interessanterweise wurden bei der Suche nach Pig6-
homologen Proteinen in der U. maydis-Sequenzdatenbank weitere MDR-Proteine mit signifikanter
Ahnlichkeit entdeckt (J. Kimper, personliche Mitteilung). Eine funktionelle Redundanz dieser
Proteine ist daher nicht ausgeschlossen. Interessant wire zu untersuchen, wie diese Gene reguliert
werden.

pig6 wird in dikaryotischen Filamenten, d. h. auf der Pflanzenoberfldche, jedoch nicht im
Tumorgewebe exprimiert. Der Zeitpunkt der Expression liee vorhersagen, daf eine Detoxifizierung
bereits auf der Blattoberfldche von Maispflanzen notwendig wird.

Die Zusammensetzung der Toxine auf der Oberfliche und die fiir das Wachstum notwendigen
Detoxifizierungssysteme konnten in einem AusschluBBprinzip eine spezifische Kolonisierung des
Pathogens auf seiner Wirtspflanze ermoglichen. Dies wire ein erster Schritt in der Wirtsspezifitit
der Pathogene.

Der ORF von pig4 kodiert fiir ein Polypeptid mit 22 % Identitéit zu einem Hexosetransporter aus
dem Bakterium D. radiodurans (Abb. 32). Insbesondere besitzt Pigd 12 Transmembrandoméinen,
die fiir diese Klasse von Transportern charakteristisch sind. Deshalb wird davon ausgegangen, daf}
es sich bei Pigd um einen Hexosetransporter mit noch zu bestimmender Spezifitit handelt.
Hexosetransporter dienen der Aufnahme von Zuckermolekiilen aus der Umgebung. Dabei
regulieren Konzentration und Art des Zuckermolekiile die Expression der jeweiligen
Hexosetransporter-Gene (Ozcan und Johnston, 1999). Organismen konnen sich durch die
Aufnahme bestimmter Zucker an Verdnderungen des Metabolitenangebots in der Umwelt anpassen.
Fir pig4 war keine Induktion zu beobachten, wenn Wildtypzellen verschiedene C-Quellen
angeboten wurden. Die Expression von pig4 konnte allerdings in regulatorischen Mutanten durch
Inositol oder Arabinose stimuliert werden (K. Hansson, personliche Mitteilung). Daher ist es

denkbar, daf} Pig4 einen Hexosetransporter fiir Inositol bzw. Arabinose darstellt. Die Deletion von
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Abbildung 31: Sequenzvergleich von Pig6 zu "multiple drug resistance transportern" aus P.
olsonii und S. pombe. Der Vergleich der Polypeptide wurde mit dem Programm CLUSTAL W durchgefiihrt.
Hydrophobe Bereiche sind rot markiert, hydrophile blau. Identische aa sind eingerahmt.
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pig4 fiihrt in U. maydis nicht zu einer Reduktion des Wachstums, wenn bestimmte Zucker als
alleinige C-Quellen angeboten werden. In U. maydis existieren aber mindestens ein weiterer ORF,
dessen abgeleitete Proteinsequenz signifikante Ahnlichkeit zu Pig4 aufweist (J. Kiimper, personliche
Mitteilung). Dieses Protein konnte zu Pig4 funktionell redundant sein. In der Béckerhefe ist so ein
Fall beschrieben (Ozcan und Johnston, 1999). Dort sind mehr als 20 Hexosetransporter bekannt,
wobei allein sieben davon Glukose transportieren (MIPS-Database). Nur die gleichzeitige Deletion
aller sieben Glukosetransporter fiihrt hier zu einem Wachstumsdefekt in glukosehaltigem Medium
(Ozcan und Johnston, 1999).

Das pig4-Gen wird erst spit in der biotrophen Phase induziert. Zu diesem Zeitpunkt haben sich
schon Tumore gebildet. Diese stellen "sink" Organe dar, in die Assimilate der Pflanze transportiert
werden (Billett und Bournett, 1978). Hexosen als Bestandteil der Assimilatenstrome werden dabei
durch Hexosetransporter aufgenommen (Truernit et al., 1996). Pigd konnte deshalb ein Protein
sein, das speziell an der Aufnahme von Inositol und Arabinose in der spidten Tumorentwicklung
beteiligt ist.

Um die Rolle der tumorspezifischen Hexoseaufnahme und deren Rolle in der pathogenen
Entwicklung von U. maydis ndher zu untersuchen, wire es interessant, Mehrfachmutanten fiir die
Pig4-dhnlichen Hexosetransporter herzustellen. Interessanterweise ist in S. pombe Inositol nicht nur
C-Quelle im Primédrmetabolismus, sondern dient auch als Signalmolekiil fiir die Induktion der
Paarung und Sporulation. Entsprechend sind Mutanten, die kein Inositol aufnehmen koénnen, in
diesen Funktionen gestort (Niederberger et al., 1998). Da pig4 in sporogenen Hyphen induziert
wird, wire durchaus eine Funktion denkbar, die neben der Zuckeraufnahme auch signalgebende
Wirkung und die Induktion der Sporenbildung beinhaltet.

Trotz der Hiaufung pflanzenregulierter Gene fiihrten Einzeldeletionen von pig3, pig4 pig5, pig6,
bzw. npil, npi2 oder npi3 zu keiner Beeintrichtigung der Entwicklungsfahigkeit von U. maydis (K.
Hansson, personliche Mitteilung und diese Arbeit). Dies bedeutet, dal die untersuchten Gene fiir
die sexuelle und pathogene Entwicklung nicht essentiell sind. Alternativ konnte die Aufgabe dieser
Proteine von anderen Proteinen, wie dies fiir pig4 und pig6 wahrscheinlich ist, iibernommen werden.
Interessant wire herauszufinden, ob in einer Mutante, in der alle Gene gleichzeitig ausgeschaltet
sind, die pathogene Entwicklung beeintrichtigt ist. Bemiihungen, die Gene pig3, pig4 pig5, pig6 und
npil gleichzeitig zu deletieren, waren jedoch bislang erfolglos (K. Hansson, personliche Mitteilung).
In phytopathogenen Bakterien sind differentiell exprimierte Gene, die als "cluster" vorliegen und
eine Funktion in der pathogenen Entwicklung haben, schon lange bekannt und sehr gut
untersucht(Baron und Zambryski, 1995). In bakteriellen Systemen erfolgt die initiale Erkennung
des Wirtes und die Expression der fiir die biotrophe Phase essentiellen Gene durch

Pflanzenkomponenten (Baron und Zambryski, 1995). Dieser Erkennungsprozef3 16st in beiden
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Abbildung 32: bekannten aus D.

radiodurans und S. cerevisiae. Der Vergleich der Polypeptide wurde mit dem Programm CLUSTAL W

Sequenzvergleich von Pigd zu Hexosetransportern

durchgefiihrt. Rote Kisten markieren hydrophobe, blaue hydrophile Bereiche. Identische aa sind eingerahmt.
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Partnern eine signalvermittelte Genregulation aus. Auf der Pflanzenseite werden in der Folge Gene
induziert, die an der Abwehrreaktion beteiligt sind. In Bakterien werden Pathogenititsgene
exprimiert, die z. B. Phytotoxine produzieren oder fiir die Kolonisierung nétig sind (Baron und
Zambryski, 1995; Bender et al., 1999; Mahato und Nandy, 1991). Diese Gene liegen hiufig als
"cluster" auf Plasmiden vor, konnen aber auch im Genom lokalisiert sein. Die "cluster" umfassen
eine GroBe von 10 - 200 kb und werden als Pathogenititsinseln (PAI) bezeichnet. Diese PAls sind
essentiell fiir die pathogene Entwicklung (Groisman und Ochman, 1996). Im Vergleich zum
restlichen Genom kann in diesen DNA-Abschnitten hiufig ein unterschiedlicher G/C-Gehalt
festgestellt werden (Groisman und Ochman, 1996).

Die wichtige Frage, wie gro} der p-Locus von U. maydis ist und wie viele Gene er umfalit, kann
anhand der vorliegenden Daten nicht bestimmt werden. Da PAls aber mehr als 100 kb umfassen
konnen und zumindest stromaufwérts des sequenzierten Bereichs weitere pflanzeninduzierte Gene
identifiziert wurden, besteht durchaus die Moglichkeit, da3 sich der p-Locus iiber einen groBeren
Bereich erstreckt.

In phytopathogenen Vertretern der verschiedenen Pseudomonas- oder Xanthomonas-Spezies wird
nach Kontakt mit der Wirtspflanze das sogenannte Hrp-TyplII-Sekretionssystem induziert (Galan
und Collmer, 1999; Hueck, 1998; Van Gijsegem et al., 1995). Die Induktion der hrp-Gene erfolgt
iber einen gemeinsamen Regulator, der an die sogenannten Arp-Boxen in den Promotoren der hrp-
Gene binden kann (Genin ef al., 1992; Marenda et al., 1998). In der Folge kommt es zur
Ausbildung von Pili, iiber die vermutlich Pathogenititsfaktoren in die Wirtspflanze eingeschleust
werden (Aldon et al., 2000; Van den Ackerveken et al., 1996). In Bakterien fiihrt somit die
konzertierte Expression von Genen zur Ausbildung ganz spezifischer und fiir die pathogene
Interaktion spezialisierter Proteine, die gemeinsam eine Funktion, hier den Transfer von Proteinen,
ausfithren. Die Gene des p-Locus zeigen jedoch keinerlei Ahnlichkeit zu diesem spezifischen
Sekretionssystem. Auflerdem war kein Unterschied im G/C-Gehalt im Vergleich zu DNA-
Abschnitten aus anderen Regionen im Genom zu erkennen (nicht gezeigt). Da die Gene zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in der biotrophen Entwicklung induziert bzw. reprimiert werden, ist
eine Interaktion der Genprodukte und eine daraus resultierende gemeinsame Funktion wenig
wahrscheinlich. Dal} die derzeit bekannten Gene des p-Locus eine Aufgabe analog denen des hrp-
Gen-"clusters" erfiillen, ist deshalb auszuschlief3en.

In Bakterien ist eine weitere Gruppe von Pathogenitétsdeterminanten bekannt, die nicht mit den hrp-
Genen kolokalisieren, aber ebenfalls als PAIs gelten. Ein Beispiel dafiir ist eine Gruppe von Genen,
die fiir die Produktion von Tabtoxin in P. syringae benotigt wird (Kinscherf et al., 1991). Auch in
phytopathogenen Pilzen wird dariiber spekuliert, da3 Gene, die fiir die Pathogenitit wichtig sind, in

bestimmten Chromosomenabschnitten gehduft auftreten. So konnte fiir den ToxI-Locus in
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Cochliobolus heterostrophus ein vom restlichen Genom abweichender G/C-Gehalt festgestellt
werden (Kodama et al., 1999). Kleine Chromosomen in Nectria haematococca tragen Gene, die fiir
die pathogene Entwicklung notig sind. Diese Chromosomen ("dispensible chromosomes") konnen
verloren gehen, ohne daB3 das Wachstum beeintréichtigt ist. Der Pilz verliert aber seine Virulenz
(VanEtten et al., 1994). Der p-Locus von U. maydis liegt auf den Chromosomen XV oder XVI von
etwa 21 Chromosomen (nicht gezeigt) und somit nicht auf den kleinsten Chromosomen. Des
weiteren ist die Existenz von "dispensible chromosomes" fiir U. maydis bislang nicht beschrieben.
Da Gene, die an der Synthese von Toxinen beteiligt sind, in der Regel bekannt sind und solche auf
dem p-Locus nicht identifiziert wurden ist es eher unwahrscheinlich, da} ein, den oben
beschriebenen Szenarien dhnliches Prinzip vorliegt.

Die Anhiufung pflanzenregulierter Gene mit einer partiellen Koregulation konnte aber trotzdem ein
Hinweis darauf sein, dall hier eine Insel von Genen identifiziert wurde, deren Produkte zur
pathogenen Entwicklung von U. maydis beitragen. Der Mechanismus sollte sich aber von
bekannten Systemen unterscheiden. Fiir die Etablierung biotrophen Wachstums bedarf es neben
Genen, welche die Pflanzenabwehr verhindern oder Genen, die essentiell an der Etablierung des
pathogenen Stadiums in der Pflanze beteiligt sind, vermutlich einer Reihe von Genen, die eine
Versorgung durch Pflanzenmetabolite gewihrleisten. Solche Gene konnten wie fiir pig4 oben
diskutiert an der Aufnahme von Metaboliten in Tumoren beteiligt sein. Dariiber hinaus kommen fiir
das Wachstum in der Pflanze weitere Faktoren in Frage, die z. B. die Tumorentwicklung einleiten,
ein ProzeB, der im Zusammenhang mit einer erhdhten Sekretion von Phytohormonen diskutiert wird
(Basse et al., 1996). Auffillig ist bei U. maydis auch, dal} die Pflanzenabwehr unterlaufen wird und
es erst spit in der Entwicklung zu Nekrosen kommt. Besonders in diesem Prozef3 ist gut vorstellbar,
daf} Stadienabhiingig verschiedene Abwehrmechanismen unterlaufen werden miissen. Die regulierte
Expression bestimmter Proteine konnte eine Adaption der jeweiligen morphologischen Stadien an
die Pflanze ermdglichen und so die Erkennung durch den Wirt verhindern. Fiir die Gene des p-

Locus wire es denkbar, dal} sie an solchen Adaptionen beteiligt sind.

3.3.6 Signale zur Induktion der pathogenen Entwicklung von U. maydis

In dieser Arbeit konnte fiir sieben Gene, mfal, lga2, pig2, pig3, pig4, pig5 und pig6 differenticlle
Genexpression wihrend der biotrophen Phase von U. maydis nachgewiesen werden. Dabei war
aufféllig, da} die einzelnen Gene mitunter sehr unterschiedliche Expressionsmuster aufwiesen, d. h.
zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Entwicklung induziert bzw. reprimiert wurden. Dies 1Bt

vermuten, da3 der Pilz durch eine Vielzahl unterschiedlicher Signale in dauernder Kommunikation
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mit seiner Wirtspflanze stehen konnte. Die einzelnen Stadien wiirden demnach durch die Regulation
stadienspezifischer Expression der jeweiligen Gene eingeleitet. Dies konnte auch bedeuten, daf} die
Gene, die fiir abgeschlossene Phasen nicht mehr bendtigt werden, abgeschaltet werden. Die
einzelnen Signale und die dadurch regulierten Gene konnten eine andauernde Adaption an das sich
dndernde Pflanzenumfeld oder die sich @ndernden Bediirfnisse der einzelnen Entwicklungsstadien
vermitteln.

Eine der spannendsten Fragen ist natiirlich, welche Signale die Expression pflanzeninduzierter Gene
regulieren. Im folgenden wird exemplarisch anhand der Expression von pig3 diskutiert, wie friihe
signalvermittelte Kommunikation in U. maydis erfolgen und welche Signale involviert sein konnten.
Die Induktion von pig3 erfolgt in Sporidien auf der Pflanzenoberfldache. Da dies auch in haploiden
Sporidien ohne einen Kreuzungspartner der Fall ist (nicht gezeigt), d. h. zum Zeitpunkt der
Induktion von pig3 noch keine Zelldifferenzierungen stattgefunden haben, kénnen entsprechende
Signale als Induktoren von pig3 vermutlich ausgeschlossen werden. Des weiteren hat U .maydis zu
diesem Zeitpunkt keinen direkten Kontakt mit den Pflanzenzellen oder mit intrazelluldren
Pflanzenstoffen. Das Signal, das pig3 induziert, sollte deshalb auf der Pflanzenoberfliche zu finden
sein. Dabei sind sowohl abiotische als auch biotische Signale denkbar.

In der pathogenen Interaktion von Magnaporthe grisea, dem Erreger der Reisbrdune, und seiner
Wirtspflanze Reis, erkennt das Pathogen die Oberflache seiner Wirtspflanze anhand der Textur und
Hydrophobizitit (Howard et al., 1991). Durch angerauhte, hydrophobe Kunststoffolien 146t sich
dieses Signal simulieren und bei Kontakt werden in M. grisea Appressorien induziert und
Penetrationshyphen gebildet (Howard und Valent, 1996). In U. maydis konnen durch solche
Kunststoffolien ebenfalls Erweiterungen an den Enden dikaryotischer Filamente induziert werden,
die aber morphologische Unterschiede zu appressorienartigen Strukturen aufweisen (J. Kriiger,
personliche Mitteilung). Es lieB sich zwar auf solchen Oberfliachen keine pig3-Expression in den
GFP-Reporterstimmen induzieren (nicht gezeigt), trotzdem sind Oberflichentextur und
Hydrophobizitit als mogliche Signalfaktoren denkbar. Eine zweite Moglichkeit der Interspezies-
kommunikation zwischen U. maydis und Z. mays stellt der Austausch molekularer Signale dar.
Einige solcher Signalstoffe, die sich auf der Pflanzenoberfliche befinden, sind in anderen
Organismen  beschrieben. So  werden von  Colletotrichum-Arten  Bestandteile  der
Oberflichenwachsschicht erkannt. Langerkettige Fettsauren (> Cp4) konnen die Sporenkeimung
induzieren, andere, in den Wachsen enthaltene Substanzen werden als Inhibitoren der
Sporenkeimung diskutiert (Hwang et al., 1995). Interessant ist in diesem Zusammenhang, daf3 mit
pig6 ein putatives MDR-Protein auf der Pflanzenoberfliche exprimiert wird, das potentiell
inhibierende Substanzen aus den Pilzzellen transportieren konnte. Des weiteren werden auch Cutin-

Monomere, die Hauptbestandteil der pflanzlichen Cuticula sind, in Fusarium solani pisi als
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induzierende Substanzen beschrieben (Rogers et al., 1994). In diesem System kommt es zur
Induktion von Cutinase-Genen. Moglicherweise entstehen durch eine basale Aktivitit der Cutinasen
erst die entsprechenden Derivate der Monomere, die fiir die spezifische Erkennung nétig sind.
Solche Cutin-Monomere werden auch als Signale fiir Transduktionskaskaden diskutiert, die an der
Wirtserkennung beteiligt sein konnten (Kolattukudy et al., 1995; Rogers et al., 1994).

Eine Moglichkeit, den Stoff zu isolieren, der zur Induktion von pig3 fiihrt, wire die Inkubation von
pig3-Reporterstimmen mit den verschiedenen Monomoren dieser Substanzen bzw. die Reinigung
von Substanzen ausgehend von Polymergemischen oder Pflanzenextrakten, in denen
Oberflachenbestandteile angereichert sind. Alternativ konnten Maiszellkulturen eine Quelle
induzierender Molekiile darstellen. Hier wiren vor allem sekretierte Stoffe von Interesse, wie sie fiir
die Induktion von Cladiosporum fulvum-Genen isoliert wurden (Wubben et al., 1994). Es muf}
jedoch berticksichtigt werden, dal Zellkulturen nicht die natiirliche Umgebung von U. maydis
widerspiegeln und die entsprechenden Signalstoffe in dieser artifiziellen Situation eventuell nicht
gebildet werden.

Interessant wire natiirlich auch, weitere Gene zu isolieren, die zum gleichen Zeitpunkt wie pig3
induziert werden, da diese Einblicke in das involvierte System und dessen Funktion geben konnten.
Da U. maydis zum Induktionszeitpunkt dieser Gene saprophytisch lebt, wire es moglich, den Pilz
von der Pflanze, z.B. durch abwaschen, zu trennen. Daraus priparierte RNA konnte dann in eine
"representational difference analysis" (RDA) auf der Basis von cDNAs eingesetzt werden (Geng et
al., 1998).
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4 Zusammenfassung

Die genetische Kontrolle der Fusion haploider Sporidien, des filamentésen Wachstums und der
pathogenen Entwicklung wird von einem Pheromon/Rezeptorsystem (mfa und pra) und dem
aktiven bE/bW-Heterodimer vermittelt. Dariiber hinaus ist U. maydis fiir die Vollendung des
Lebenszyklus auf seine Wirtspflanzen Z. mays und E. mexicana angewiesen. Fiir diese sexuelle
Entwicklung sind somit geeignete Umweltbedingungen, Intraspezieskommunikation und Erkennung
bzw. Wachstum in der Wirtspflanze notwendig. Uber letztere Prozesse ist, bis auf Hinweise, da die
frithe Phase wichtig fiir die pathogene Entwicklung ist, nur wenig bekannt.

In Northernanalysen wurde eine pflanzenspezifische Expression der Paarungstypgene in
Tumorgewebe beobachtet. /ga2 und bE] waren im Vergleich zu filamentdsen Dikarien reprimiert,
wihrend mfal und pral induziert waren. Die Transkription von mfa/pra benéotigt dabei zwar Prfl
als Aktivator, wird aber nicht durch das bE/bW-Heterodimer beeinflulit. Diese Regulation greift, wie
Reporterstimme zeigten, die das "Griin Fluoreszierende Protein" (GFP) unter der Kontrolle des
mfal- bzw. lga2-Promotors exprimierten, schon innerhalb von 24 h nach der Penetration.

Durch die Kombination von GFP als Reportergen mit der Restriction Enzyme Mediated Integration
(REMI)-Mutagenese wurde eine "enhancer trap"-Mutagenese fiir U. maydis etabliert, um friih in
der biotrophen Phase induzierten Gene zu isolieren. Es wurden 2350 Mutanten hergestellt. Mit der
verbesserten GFP-Variante EGFP als Reportergen exprimierten 42% der Stimme GFP in
axenischer Kultur. Nach Pflanzeninfektionen mit den iibrigen Mutanten wurden drei Stimme
isoliert, die pflanzenabhingig GFP exprimierten. In den Mutanten war jeweils ein differentiell
exprimiertes Gen markiert worden. mfal war bereits als pflanzenabhingig reguliertes Gen bekannt
(s. oben). pig2 ist in Sporidien gering exprimiert und wird in filamentdsen Dikarien leicht induziert.
Hochste Expression war im Tumor zu beobachten. pig3 war in Sporidien auf der Blattoberfldache
und in sporogenen Hyphen exprimiert. In unmittelbarer Nihe von pig3 befinden sich fiinf weitere
pflanzenregulierte (pig4, pig5, pig6, pig7, pig8 ) und drei konstitutiv exprimierte Gene (npil, npi2,
npi3). Die Gene dieser p-Locus genannten Region zeigten teilweise sehr unterschiedliche
Expressionsmuster. So wird pig6 beim Wachstum in der Pflanze reprimiert, pig5 wird in friihen
Tumorstadien und pig4, pig7 und pig8 in sporogenen Hyphen induziert. Wie Promotoranalysen
zeigten, werden pig3 und pig4 negativ reguliert. Zudem war in regulatorischen Mutanten von pig4
auch erhohte Transkription von pig3 zu erkennen. pig3 und pig4 sind somit beziiglich der
Repression koreguliert, werden aber von unterschiedlichen Faktoren induziert.

Die Rolle der pflanzeninduzierten Gene und des p-Locus in der pathogenen Entwicklung und darin

vorkommende Signale werden diskutiert.
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5. Materialien und Methoden
5.1 Materialien und Bezugsquellen

5.1.1 Escherichia coli-Stimme

Fiir simtliche Klonierungen ohne néhere Angaben wurde der Stamm DHS5a (Hanahan, 1985) verwendet, bei dem es
sich um ein Derivat des E. coli-Stammes K12 mit folgenden genetischen Markern handelt: F ' endAl, hsdR, hsdM,
sup44, thi-1, gyrAl, gyrA96, relAl, recAl, lacZAM15. Fiir PCR-Klonierungen mit dem Kit TOPO TA Cloning®
von Invitrogen wurde der E. coli-Stamm TOP10 verwendet: F', mcrA, Mmrr-hsdRMS-mcrBC), A80lacZIM15,
MacX74, recAl, deoR, araD139, Mara-leu)7697, galU, galK, rpsL (StrR), endAl, nupG. Die Nomenklatur von
E. coli-Stimmen richtet sich nach Demerec, 1966.

5.1.2 Ustilago maydis-Stimme

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete U. maydis-Stimme

Stamm relevanter Genotyp Resistenz- Referenz-

marker
FB1 al bl keine (Banuett et al., 1989 )
FB2 a2 b2 keine (Banuett et al., 1989 )
FBD11 ala2blb2 keine (Banuett ez al., 1989 )
SG200 1 bEIbW2::mfa2 ble S. Genin, nicht publiziert
HA103 al bEIbw2con Hyg (Hartmann et al., 1996)
HA 108 al bEIbW2CON Aprfl Hyg/cbx (Hartmann et al., 1996)

Tabelle 3: In dieser Arbeit hergestellte U. maydis-Stimme

Stamm relevanter Genotyp Ausgangs- transformiertes Resistenz
stamm Plasmid

CA2 albIPmfalsGFP FBI pCA72 Hyg
CA7 a2b2Plga2sGFP FB2 pCA68 cbx
#114 ala2bib2 FBDI11 pCA104 Hyg
#219 ala2blb2 FBDI11 pCA104 Hyg
#213 ala2blb2 FBDI11 pCA104 Hyg
#220 ala2bib2 FBDI11 pCA104 Hyg
#271 ala2blb2 FBDI11 pCA104 Hyg
#427 ala2blb2 FBDI11 pCA104 Hyg
#430 ala2bib2 FBDI11 pCA104 Hyg
#461 ala2blb2 FBDI11 pCA104 Hyg
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#480
#500
#624
#698
#704
#7127
#1486
#1685
FB1Auatli
FB2Auatl
FB1AGA
FB2AGA
SG200AGA
CA107
CA108
FB1-8H11
FB2-8H11
FB1-9A1
FB2-9A1
FB1SC5
FB2SC5
FB1SC6
FB2SC6
FB1SC7
FB2SC7
FB1Apig2
FB2Apig2
FB1Apig3
CA307
FB1Apig5
FB2Apig5
CA304
CA305
CA306
CA308
CA317
CA318
CAPI
CAP2

ala2blb2
ala2blb2
ala2bib2
ala2blb2
ala2blb2
ala2bib2
ala2blb2
ala2blb2
alblAuatl
a2b2Auatl
alblAGA
a2b2AGA
albl::mfa2AGA
albIAGApSC4
a2b2AGApSC4
albl

a2b2

albl

a2b?2

albl

a2b2

albl

a2b2

albl

a2b2
alblApig2
a2b2Apig2
alblpig3::eGFP
a2b2pig3::eGFP
alblApig5
a2b2Apig5
a2b2

a2b2

a2b2

a2b2

a2b2cbx::Ppig3-262hygc

FBDI11
FBDI11
FBDI11
FBDI11
FBDI11
FBDI11
FBDI11
FBDI11
FB1
FB2
FB1
FB2
SG200
FB1
FB1
FB1
FB1
FB1
FB1
FB1
FB2
FB1
FB2
FB1
FB2
FB1
FB2
FB1
FB2
FB1
FB2
FB2
FB2
FB2
FB2
FB2

a2b2cbx:Ppig311077hyge FB2

a2b2cbx:Ppig311077hyge CA318
a2b2chx:Ppig311077hyge CA318

pCA104
pCA104
pCA104
pCA104
pCA104
pCA104
pCA125
pCA125
pCA240
pCA240
pCA248
pCA248
pCA248
pSC4
pSC4
8H11
8H11
9A1

9A1
pSC5
pSC5
pSC6
pSC6
pSC7
pSC7
pKH222
pKH222
pCA307
pCA307
pCA310
pCa310
pCA304
pCA305
pCA306
pCA308
pCA317
pCA318
UV-Mutante
UV-Mutante

Hyg

Hyg

Hyg

Hyg

Hyg

Hyg

Hyg

Hyg
NAT
NAT
NAT
NAT
NAT
Hyg, NAT
Hyg, NAT
cbx, NAT
cbx, NAT
cbx, NAT
cbx, NAT
Hyg, NAT
Hyg, NAT
Hyg, NAT
Hyg, NAT
Hyg, NAT
Hyg, NAT
Hyg
Hyg
cbx
cbx
cbx
cbx
cbx
cbx
cbx
cbx
cbx, Hyg
cbx, Hyg
cbx, Hyg
cbx, Hyg
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5.1.3 Verwendete Kits

TOPO TA Cloning® (Invitrogen) zur Klonierung von PCR-Produkten, JETSORB® (Genomed) zur Isolierung von
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen, JETSTAR® (Genomed) zur Plasmid-Maxipriparation, JETQUICK (Genomed)
fiir die Reinigung von Plasmiden zur Sequenzierung und Megaprime® DNA Labeling System (Amersham) zur
radioaktiven Markierung von DNA-Fragmenten.

5.1.4 Chemikalien, Proteine und Enzyme

Die in dieser Arbeit bezogenen Chemikalien wurden bei folgenden Firmen bezogen: Amersham, Baker, BioRad,
Boehringer, BRL, Difco, Mallinckrodt (Phenol), Merck, Pharmacia, Piedel-de Haen, Roth, SeaKem, Serva und
Sigma. Enzyme und bioaktive Substanzen stammen von Boehringer, New England Biolabs und Pharmacia. Fiir
Standard PCR wurde ein Laborpriparat verwendet (J. Kimper).

5.1.5 Nukleinsiduren

10 mg/ml Lachssperma-DNA in TE-Puffer, ultrabeschallt und gekocht (Laborpréparat). Fiir die Herstellung von CM-
Medium (siehe 5.1.1.10) wurde Heringssperma-DNA (Sigma) verwendet.

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Name Nukleotidsequenz (5' nach 3') Zweck
CAS5 CGC TGC CAT GGT GAT AGA AGT AAGGTAGTTG PCR
CA6 GCG AAG TCC ATC TTC TGC PCR
CA7 AGC ATG CCA TGG TTC AGA GGA AAGGGA TTGCT PCR
CA8 TCT GGT GGG ACC CAG ACG PCR
REMIS' TGA GAG TGG ATG AGG TTT GGC PCR, SEQ
HYG3' GAA TTG TAA TAC GAC TCA CTA TAG PCR, SEQ
UATI1 ATT TTC GAG AAC GGA CAT GTA GCC SEQ
UAT2 AAC AAC GAC GGC AAC ACG GTC ATC SEQ
pig3 5' CAG CCA TGG CTT CTG CGC CAA CAC SEQ
pig3 3' TAG CGG CCG CTC GAG CTA GACTCA ATAC SEQ
pig3-1 CAT GCC ATG GTA TAT CCG CGG GCC GGAC PCR
pig3-2 TACAAG CTT GTC TAG CTC GAA TGG CGG TG PCR
CA30
CA32
CA33
Universal ACG ACG TTG TAA AAC GAC GGC CAG PCR, SEQ
Reverse TTC ACA CAG GAA ACA GCT ATG ACC PCR, SEQ
BamHI- P-CGGGATCCCG-P Klonierung
Linker

Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion synthetisiert. Verwendung: PCR: PCR-
Amplifikation; SEQ: Sequenzierung. Die Basen sind nach der offiziellen Nomenklatur abgekiirzt. P
= Phosphatrest

Als DNA-GroBenstandards fiir die Agarose-Gelelektrophorese dienten A-DNA Psrl--Fragmente (Laborpréparate):

A-DNA Pstl-Fragmente: 11509 bp 1700 bp 216 bp
5077 bp 1159 bp 211 bp
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4749 bp 1093 bp 200 bp
4507 bp 805 bp 164 bp
2838 bp 514 bp 150 bp
2560 bp 468 bp 94 bp
2459 bp 458 bp 87 bp
2443 bp 339 bp 72 bp
2130 bp 264 bp 15 bp
1936 bp 249 bp

5.1.6 Sonstige Materialien

Dialysefilter VSPW 0,025 pm (Millipore), Elektroporationskiivetten 0,2 cm (BioRad), Filterpapier 3MM
(Whatman), Glasperlen 150-212 Microns (Sigma), MobiSpin® S-300 Siulen (MoBiTec), Nylonfilter® Biodyne B
(Pall), Papierfilter (S&S 595), Petrischalen (Greiner), 15 ml und 50 ml PPN-Rohrchen (Sarstedt), JETSTAR®-
Séulen (Genomed), Sigmacote® (Sigma), Sterilfilter 0,20 ym (Sartorius), Thermalpapier (Hitachi).

5.1.7 Plasmide

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Name Selektions- Referenz Herkunft/Anmerkungen
marker

Standardplasmide fiir U. maydis

pTZHyg AmpR, Hng F. Schauwecker, Laborsammlung
pers. Mitteilung Das Hygromycin B-Resistenzgen wurde als
3 kb Pvull-Fragment aus pHLN, mit
BamHI-Linkern versehen, in pTZ18 R

kloniert.
pSLHyg (-) AmpR, Hng A. Brachmann Enthilt die Hyg-Resistenzkassette aus
unverdffentlicht pTZHgyg mit zwei NofI-Linkern in pSL1180
pSLCbx(-) AmpR, Hng A. Brachmann Enthilt die Cbx-Resistenzkassette aus
unverdffentlicht pCbx122 mit zwei Nof-Linkern in pSL1180
pCBX122 AmpR,CbxR  (Keon er al., 1991) Laborsammlung
pSL Nat(+) AmpR, NatR  A.Brachmann Enthilt die Nat-Resistenzkassette mit zwei
unverdoffentlicht Notl-Linkern in der NofI-Schnittstelle von pSL1180

Fragment aus pCM54 (Tsukuda et al., 1988)
und einem 3,2 kb EcoRI-HindllI-Fragment
einer Untereinheit der Succinatdehydrogenase aus
einem Carboxin resistenten U. maydis-Stamm

pSMUT AmpR, Hng (Bolker et al., 1995) Enthilt Aph-Gen unter der Kontrolle eines 600bp
Rsal-Fragmentes aus S. cerevisiae in pSP72.
pOTEF-SG AmpR, Hng (Spellig et al., 1996) Laborsammlung
enthilt das SGFP-Gen unter der Kontrolle des otef-
Promotors
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verwendete Cosmide

Cosmidbank AmpR, CbxR  (Bélker et al., 1995)

pUMcosX
9H2 AmpR, cbxR
9A1 AmpR, cbxR

10Elund 21A2  AmpR, CbxR

Standardplasmide und Subklone zur Klonierung

pTZ19R/18R
pCR®2.1-TOPO

pSL1180

pSP72

pEGFP-N1
pBSKsGFP-tygnos
pKH518

pKH541
pKH548
pKH550
pKHS551

pCA64

pCA205

pCA234

AmpR (Mead et al., 1984 )
AmpR, KanR (Shuman, 1994)

Cosmidbank des U. maydis-Stammes

FBD11, erzeugt durch Ligation partiell
restringierter Mbol-Fragmente in die
BamHI-Schnittstelle des Vektors pUMcos.
pUMcos ist ein Derivat des Vektors
pScosl (Stratagene), in dem ein Bg/II-
HindllI-Fragment, das die Neomycin-
Resistenz-Kassette enthielt, durch

ein EcoRV-Smal-Fragment aus dem
Vektor pCBX122 (s. 0.), das Resistenz
gegen Carboxin in U. maydis vermittelt,
ausgetauscht.

Enthilt die flankierende Region der Insertion im
Plasmid 219-13 der Mutante #219

enthilt die flankierenden Sequenzen der Insertion in
der Mutante #1486

enthdlt die flankierenden Sequenzen der
Insertionsstelle in der Mutante #1685

Pharmacia

Invitrogen

Dieses Plasmid wurde zur Zwischen-
klonierung von, mit PCR amplifizierten
Fragmenten benutzt

AmpR Pharmacia

AmpR (Krieg und Melton, 1987) Promega

AmpR, KanR Clontech, EGFP-Gen

AmpR (Spellig et al., 1996) SGFP-Gen

AmpR Karin Hansson (nicht publiziert) enthélt ein 2,7 kb Sphl-
Fragment aus 10E1 in pTZ19R

AmpR Karin Hansson (nicht publiziert) enthilt das pig3-Gen als 5,5 kb HindIII-
Fragment in pTZ19R

AmpR Karin Hansson (nicht publiziert) enthilt das pig3-Gen als 5,5 kb HindIII-
Fragment in pTZ19R

AmpR Karin Hansson (nicht publiziert) enthilt das npi2-Gen als 3 kb Ncol-
Fragment in pTZ19R

AmpR Karin Hansson (nicht publiziert) enthilt ein 7 kb BamHI-Fragment aus
21A2 in pTZ19R

AmpR Aus pTZ 6,5 BamHI a2 (Bolker et al.,
1992) wurde ein 2,5 kb PstI-Fragment in
pTZ 18R kloniert.

AmpR’ 8 kb HindIlI-Fragment aus dem Cosmid
9H2 in pTZ18R

AmpR’ Aus dem Cosmid 9A1 wurde ein 5,5 kb

HindIll-Fragment in pTZ18R kloniert
daB, das Insert aus pCA233 umfafit.
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5.2 Plasmidkonstruktionen

Tabelle 6: In dieser Arbeit hergestellte Plasmide

Name Selektions- Klonierungsstrategie
marker
pCA2 AmpR, Hng Mit den Oligonukleotiden CAS und CA6 und DNA aus FB1 wurde

Prprl e SGFP
[

i) i

pCA7

ein 250 bp Fragment aus dem mfal Promotor amplifiziert. Das Fragment
wurde mit Ncol und Kpnl geschnitten und in einer 5 Fragment Ligation mit
einem 1020 bp Ncol/Xbal-Fragment aus pBKSsGFP-Tyg-nos, 760 bp
Kpnl/Pst] Fragment aus pTZBm 10,0al und einem 935 bp Nhel/BamHI
Fragment in pTZ18R (BamHI/PstI) ligiert. Das resultierende Plasmid wurde
mit Smal geschnitten und die Hygromycin-Kassette aus pCM54 als Pvull-
Fragment eingesetzt.

Mo

AmpR’ cbxR

s TTZ 18R .IE' 500 by

Mit den Oligonukleotiden CA7 und CA8 wurde ein 250 bp langes Fragment
aus dem Iga2-Promotor amplifiziert. Das Fragment wurde mit Ncol und
Xhol/blunt geschnitten und zusammen mit dem 1020 bp Xbal blunt/Ncol
Fragment aus in den Munl/Xhol geschnittenen pCA64 kloniert. Dieses
Konstrukt wurde Spel geschnitten, mit Klenov-Polymerase aufgefiillt und die
1,7 kb cbx-Resistenzkassette als EcoV/Smal Fragment eingesetzt

N
Brpes P SSED | Tz *F
| ' o ' TZ19R '
F i Mo . F oo
pCA104 Hng Ausgehend von pHA390 (Hartmann, 1997) wurde ein 240 bp EcoRV-
Fragment deletiert, der Vektoranteil dephosphoriliert und gleichzeitig BamHI-
Linker inseriert. Aus dem daraus resultierenden Plasmid wurde die
Hygromycin-Resistenzkassette durch Pvull/EcoRI herausgeschnitten und
durch die EcoRI/Smal Hygromycin-Resistenzkassette aus pPSMUT ersetzt.
Vektor fiir die REMI-Transformation.
Pren ]
*;5 P SCIFT i i
: pSETE | e
3 M OB g oilkE
pCA125 Hng Aus peGFP-N1 wurde das 723 bp EGFP-Gen als Ncol/Nofl-Fragment
ausgeschnitten und in einer Dreifragmentligation mit dem 2 kb No#l/Clal und
dem2 4 kb Clal/Ncol-Fragmenten aus pCA104 ligiert. Das resultierende
Plasmid pCA125 ist bis auf eine Punktmutation im GFP-Gen zu pCA104
identisch.
pCA114-3 AmpR’ Hng "plasmid rescue" mit Mlul aus der Mutante #114
pCA219-13 AmpRv Hng "plasmid rescue" mit Mlul aus der Mutante #219
pCA219-15 AmpR’ Hng "plasmid rescue" mit Mlul aus der Mutante #219
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pCA424
pCA500-3
pCA624-13
pCA698-2
pCA704-15
pCA727-10
pCA213

pCA233

pCA240

pCA242

pCA248

pSC4

pSCS

pSC6

pSC7

pCA304

pCA305

pCA306

pCA307

AmpR’ Hng
AmpRv Hng
AmpR’ Hng
AmpR’ Hng
AmpRv Hng
AmpR’ Hng
AmpR’ NATR

AmpR’

AmpR’ Hng

AmpR’
AmpR’ NATR
AmpR» cbxR
AmpR HygR
AmpRv Hng

AmpRv Hng

AmpR» cbxR
AmpR» cbxR

AmpR’ cbxR

AmpR» cbxR

"plasmid rescue" mit Mlul aus der Mutante #424

"plasmid rescue" mit Mlul aus der Mutante #500

"plasmid rescue" mit Mlul aus der Mutante #624

"plasmid rescue" mit Mlul aus der Mutante #698

"plasmid rescue" mit Mlul aus der Mutante #704

"plasmid rescue" mit Mlul aus der Mutante #727

In einer 5-Fragment Ligation wurden folgendeFragmente ligiert. 8,2 kb
Bglll/Xhol aus pCA205,1,5kb Munl/Xhol-Fragment aus pSLNAT, 1020 bp
Ncol/EcoRV-Fragment aus pCA125, 300 bp BglIl/Ncol-PCR-Produkt aus
LIM-ATG/LIMS' und ein 300bp EcoRI1/Bglll PCR-Produkt LIM Stop/LIM3'.
Dadurch wurde der ORF von ldpl durch eine EGFPNAT-Resistenzkassette
ersetzt und am Startkodon eine Ncol, bzw., am Stopkodon eine EcoRI-
Schnittstelle eingefiihrt.

Die DNA der Mutante #1486 wurde mit Sphl geschnitten und ligiert. Diese
DNA diente als Matrize fiir die Amplifikation eines 1750 bp PCR-Produkts
durch die Oligonukleotide Hyg3'/S'REMI. Das Produkt wurde in pCR®2.1—
TOPO ligiert. "plasmid rescue" der Mutante #1486.

Aus pCA234 wurde ein 550 bp EcoRl/BamHI durch die entsprechend
geschnittene Hyg-Resistenzkassette aus pSMUT ersetzt. Auatl-Konstrukt.
0,8 kb genomisches Ncol-Fragment in pSL1180 aus der Mutante #1685
Aus pCA234 wurde ein 600 bp EcoRI/Bglll-Fragment deletiert und durch die
NAT-Resistenzkassette ersetzt. AGA-Deletionskonstrukt.

pSC4 enthilt ein 5,5 kb HindIII-Fragment aus pCA234 und eine cbx-
Resistenzkassette aus pSLCbx in der BamHI-Schnittstelle von pCA234

(S. Cubasch, personliche Mitteilung).

Enthilt das 2750 bp BamHI/Clal-Fragment aus pCA125 als Insertion an der
Stelle -100 beziiglich der GA-Dinukleotidsequenz aus pCA234

(S. Cubasch, personliche Mitteilung).

Enthilt das 2750 bp BamHI/Clal-Fragment aus pCA125 als Insertion an der
Stelle -300 beziiglich der GA-Dinukleotidsequenz aus pCA234

(S. Cubasch, personliche Mitteilung).

Enthilt das 2750 bp BamHI/Clal-Fragment aus pCA125 als Insertion an der
Stelle -700 beziiglich der GA-Dinukleotidsequenz aus pCA234

(S. Cubasch, personliche Mitteilung).

3,8 kb HindIIl/Ncol-Fragment aus pCA307 wurde in die entsprechenden
Schnittstellen von pTZ19R kloniert.

3, 3 kb Stul/HindIII-Fragment aus pCA307 wurde in den HindIIl/Hincll
geschnittenen pTZ19R ligiert

pCA307 wurde mit Blpl geschnitten, mit Klenov-Polymerase aufgefiillt und
nach Restriktion mit HindIII konnte ein 3,1 kb Fragment isoliert werden, das
in einen Smal/HindIIl geschnittenen pTZ19R ligiert wurde.
PCR-Amplifikation der 5' und 3' Bereiche von pig3 durch die
Primerkombinationenen pig3-1/rev bzw. pig3-2/uni mit pKH548 als
Matrize. Verdau der Amplikons mit Blp1/Ncol bzw. Nhel/HindIIl. 4-
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Fragment-Ligation mit pKH548 Nhel/BIpl geschnitten, dem 2,9 kb
Ncol/HindIII-EGFP-cbx Fragment aus potefegfpcbx (A. Brachmann,

personliche Mitteilung). Konstrukt fiir GFP-Reporterstimme und
pig3-Nullmutanten

Prips e 3FD T3
| cher = | FIZ1ER | 500 bp

B AW M EVim =

pCA310 AmpR’ cbxR  In einer 4 Fragment Ligation wurde ein 1074 Sphl/HindIII-Fragment
aus pKH518, ein 788 bp Ncol/Xhol PCR-Fragment (CA33/CA40
und pCA305alsTemplate) und ein 2,7 kb Ncol/HindIII Fragment in
den Sphl/Sall geschnittenen pTZ18R ligiert.

pCA317 AmpR’ cbxR | In einer Dreifragmentligation wurde ein 250 bp Ncol/
EcoRI-Hyg-Fragment aus pTHC (M. Reichmann, nicht publiziert)
und ein 850 bp EcoRI/Notl-Fragment aus pTHC in den Ncol/Notl
geschnittenen Vektor pCA304 ligiert.

pCA318 AmpR’ cbxR | In einer Dreifragmentligation wurde ein 250 bp NcoI/EcoRI-Hng‘
Fragment aus pTHC (M. Reichmann, nicht publiziert) und ein 850 bp
EcoRI/Notl-Fragment aus pTHC in den Ncol/Notl geschnittenen
Vektor pCA306 ligiert.

5.3 Mikrobiologische und genetische Methoden

5.3.1 Bestimmung der Zelldichte von U. maydis

Die Zelldichte von Fliissigkulturen wurde photometrisch in einem Lambda Bio-UV-Spektralphotometer (Perkin
Elmer) bei 600 nm bestimmt. Um im linearen Bereich zu messen, wurden die Kulturen so verdiinnt, dal eine
Messung im linearen Bereich moglich war. Als Nullwert wurde die ODg(( des jeweiligen Kulturmediums verwendet.
Dabei entspricht eine ODg() von 1 je nach verwendetem Stamm und Wachstumsstadium in etwa 1-5 x 107
Zellen/ml Kultur.

5.3.2 Kultivierung von E. coli

E. coli-Stimme wurden entweder als Schiittelkulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien unter acroben Bedingungen
bei 37°C kultiviert. Ubernachtkulturen wurden aus bei -80°C gelagerten Glycerinkulturen bzw. direkt von YT-Amp-
Transformationsplatten angeimpft.
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5.3.3 Kultivierung von U. maydis

U. maydis-Stamme wurden entweder als Schiittelkulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien unter aeroben
Bedingungen bei 28°C kultiviert. Als Nahrmedien dienten YEPS (Tsukuda et al., 1988), CM, PD und MM mit 1%
Glukose (Holliday, 1974). Zur Selektion von Resistenzen wurde Hygromycin (100-200 pg/ml), Carboxin (2pg/ml)
oder Nourseothrizin (200 yg/ml) zugesetzt. Andere Zusitze werden gesondert angegeben. Ubernachtkulturen wurden
entweder aus bei -80°C gelagerten Glycerinkulturen oder von bewachsenen Platten, die weniger als einen Monat bei
4°C gelagert wurden, angeimpft.

5.3.4 CaCl,-Transformation von E. coli (Cohen et al., 1972)

Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterienzellen wurden 200 ml dYT-Medium 1/200 mit einer frischen
DH5a-Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODg = 0,5-0,8 bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation fiir 15 min bei 3.000 Upm und 4°C (Heraeus® Varifuge 3.0R) pelletiert und in 100 ml
eiskalter 50 mM CaClp-Losung resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut
abzentrifugiert (15 min, 3.000 Upm, 4°C, Heraeus® Varifuge 3.0R), der Uberstand abgenommen und die Zellen in
10 ml eiskalter 50 mM CaClp-Lésung, die 15% (v/v) Glycerin enthielt, resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zu
je 200yl aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, jeweils 50 1 mit 10 y1 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
Transformationsansatz zur phénotypischen Expression der durch das eingebrachte Plasmid vermittelten
Antibiotikaresistenz mit 800 y1 dYT-Medium versetzt und 30 min bei 500 Upm und 37°C in einem Eppendorf-
Wirmeblock inkubiert. 200 1 des Transformationsansatzes wurde auf YT-Platten mit 100 pgg/ml Ampicillin
ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Auf diese Weise konnte eine Transformationsrate von 107
Transformanden pro 1 pg eingesetzter Plasmid-DNA erreicht werden.

5.3.5 Transformation von E. coli durch Elektroporation

Zur Herstellung Transformationtkompetenter Bakterienzellen wurden 200 ml dYT-Medium 1/200 mit einer frischen
DH5a-Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODgyy = 0,5-0,8 bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation fiir 15 min bei 3.000 Upm und 4°C (Heraeus® Varifuge 3.0R) pelletiert und zweimal in
100 ml H»O resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut abzentrifugiert (15
min, 3.000 Upm, 4°C, Heraeus® Varifuge 3.0R), der Uberstand abgenommen und die Zellen in 2 ml eiskaltem
Wasser, das 10% (v/v) Glycerin enthielt, resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zu je 200 ul aliquotiert, in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, jeweils 40 y1 mit 2,5 y1 Plasmidlosung (1-5 ng Plasmid)
bzw. Ligationsansatz versetzt und 50 sec auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen in Elektroporationskyvetten
(BioRad) iiberfiihrt. Bei einer Spannung von 2,5 kV wird die DNA in die Zellen transformiert (Elektroporator,
BioRad). Beste Effezienzen ergaben sich bei einer Zeitkonstanten von 4,7 ms. Zur phénotypischen Expression der
durch das eingebrachte Plasmid vermittelten Antibiotikaresistenz wurden die Zellen mit 800 y1 dYT-Medium versetzt
und 30 min bei 500 Upm und 37°C in einem Eppendorf-Wirmeblock inkubiert. 200 u1 des Transformationsansatzes
wurde auf YT-Platten mit 100 zg/ml Ampicillin ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Auf diese Weise
konnte eine Transformationsrate von 10'0 Transformanden pro 1 ug eingesetzter Plasmid-DNA erreicht werden.
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5.3.6 Transformation von U. maydis (Schulz et al., 1989)

Von einer auf Platte wachsenden Kultur wurde eine 4 ml YEPS-Fliissigkultur angesetzt und fiir 8-10 h bei 28°C
geschiittelt. Diese Vorkultur wurde anschliefend 1/300 in 50 ml frischem YEPS-Medium verdiinnt und bei 28°C bis
zu einer Zelldichte von 1-2 x 107 Zellen/ml (bis maximal ODgoo = 1,0) geschiittelt. Nach Erreichen des optimalen
Zelltiters wurden die Zellen durch Zentrifugation (3.200 Upm, 10 min, 4°C, Heracus® Varifuge 3.0R) geerntet,
einmal mit 25 ml SCS gewaschen und in 2 ml SCS mit 12,5 mg/ml Novozym resuspendiert. Die in diesem Puffer
bei Raumtemperatur erfolgende Protoplastierung kann mikroskopisch verfolgt werden, da die zigarrenformigen Zellen
nach Lyse der Zellwand eine kugelige Form einnehmen. Nach vollstindiger Protoplastierung (10-45 min) wurden
10 ml SCS zugegeben und die Protoplasten durch 10 miniitige Zentrifugation bei 2.300 Upm (4°C, Heracus®
Varifuge 3.0R) pelletiert. Um das Novozym vollstindig zu entfernen, wurde dieser Waschgang noch dreimal
wiederholt. Anschliefend wurde mit 10 ml STC gewaschen und das Pellet danach in einem Volumen von 0,5 ml
eiskaltem STC aufgenommen. Die so behandelten Protoplasten konnen 3-4 h auf Eis oder aliquotiert bei -80°C
mehrere Monate aufbewahrt werden.

Zur integrativen Transformation wurden 50 p1 Protoplasten mit 1-5 _1 linearisierter Plasmid-DNA (ca. 5 yg) und
1 ul Heparin-Losung fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml STC/PEG folgte eine weitere
Inkubation von 15 min auf Eis. AnschlieBend wurde der gesamte Transformationsansatz auf einer kurz vorher mit
Top-Agar iiberschichteten cbx-, Nat- bzw. Hyg-Bottom-Agarplatte ausgestrichen. Nach 2 bis 5 Tagen Inkubation bei
28°C wurden die gewachsenen Kolonien mit Zahnstochern auf frische PD-Platten, die Phleomycin bzw. Hygromycin
enthielten, vereinzelt.

5.3.7 Test auf filamentoses Wachstum bei U. maydis (Puhalla, 1968)

Um U. maydis-Stamme auf ihre Fihigkeit, filamentos zu wachsen, zu testen, wurden logarithmisch wachsende
Kulturen in PD-Medium verwendet. 1-4 pl dieser Kulturen wurden auf PD-Aktivkohle-Platten, die entweder kein
cAMP oder 6 mM cAMP enthielten, getropft. Sollten Kreuzungen auf filamentoses Wachstum untersucht werden,
wurde zuerst die optische Dichte der zu kreuzenden Kulturen bestimmt, einander angeglichen und gleiche Volumina
miteinander gemischt, bevor die Kulturen auf Aktivkohleplatten getropft wurden. Die Platten wurden bei 28°C
inkubiert. Nach 24 - 48 h ist der Fuz"-Phénotyp filamentds wachsender Stimme gut zu erkennen und vom glatten
Fuz -Phinotyp nicht filamentds wachsender Stimme klar zu unterscheiden.

5.3.8 Test auf Pathogenitéit (Gillissen ef al., 1992)

Um U. maydis-Stamme auf Pathogenitit zu testen, wurden mit in Fliissigkultur iiber Nacht angezogenen Zellen in 7-
8 Tage alte Maispflanzen (Varietit Early Golden Bantam) bzw. 14-15 Tage alte Maispflanzen (Varietit Gaspar Flint)
inokuliert. Die Maispflanzen wurden im Gewiéchshaus unter kontrollierten Bedingungen (14 h bei 28°C, 10 h bei
18°C) geziichtet. Die Bonitur erfolgte nach 7 und 21 Tagen oder wie im Ergebnisteil angegeben.

5.3.9 REMI-Mutagenese (Bolker et al., 1995)

Pro 50 ul Protoplasten des Stammes FBD11 wurden 5 pg DNA (pCA104 oder CA125) und 1 ul Heparin-Losung
mit 50 U BamHI gemischt, 10 min auf Eis inkubiert und anschliefend wie bei der Transformation linearisierter DNA
in U. maydis weiterbehandelt.
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5.3.10 Selektion von Mutanten anhand der GFP-Expression in axenischer Kultur

FBD11 REMI-Transformanden wurden in 2 ml YEPS-Medium mit 100 pg/ml Hyg angeimpft und iiber Nacht bei 28
°C und 200rpm inkubiert. Die Kulturen wurden bei einer OD 600 von 0.8 - 1,3 geerntet, nach ihrer OD sortiert und
anschlieBend zu je 100 ul in Mikrotiterplatten iberfiilhrt. Von dort wurden die Kolonien mit einem
Mehrfachaluminiumstempel und einer Stempeloberfliche von 0,25 ¢cm? auf CM, MM, PD, PD-Hyg und PD-CC-
Platten gestempelt. Die PD-Hyg-Platten dienten der Konservierung. Den Kulturen in den Mikrotiterplatten wurden je
100 p1 NSY-Glycerin zugegeben, gemischt und bei -80 °C aufbewahrt. Die gestempelten wurden bei 28 °C inkubiert.
Nach etwa 36 h wurden die Expression in den Mutanten anhand der GFP-Fluoreszenz der Kolonien bestimmt. Dazu
wurden die Platten in einem "eagle eye" (Stratagene) mit einer Blaulichtquelle bestrahlt. Die griine Fluoreszenz wurde
mit einer CCD-Kamera, der ein Filter (HQ525/50m Filter; Chroma Technology) vorgeschaltet war, welches nur
Licht einer Wellenldnge von 505 nm - 525 nm durchlidf3t erfa3t. Die GFP Fluoreszenz kann dann auf einem Monitor
betrachtet oder das Bild mit einem Thermodrucker ausgedruckt werden. Durch den Vergleich der Intensitét des
emitierten Lichtes kann die Expressionsstirke abgeschitzt werden.

5.4 Molekularbiologische Standardmethoden (Sambrook et al., 1989)

5.4.1 Handhabung von Nukleinsiuren

5.4.1.1 Fallung von DNA

Die Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsduren aus wifirigen Losungen erfolgte durch Féllung. Hierzu wurde
die Probe mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat pH 5,3 und dem 2,5-fachen Volumen an Ethanol versetzt, gemischt und
fiir 5 min auf Eis inkubiert. Das Prézipitat wurde durch 10- bis 20-miniitiges Zentrifugieren (15.000 Upm, RT,
Heraeus® Biofuge 15) pelletiert. Der Niederschlag wurde mit 70% Ethanol gewaschen, um Salze zu entfernen. Nach
erneutem kurzem Zentrifugieren wurde das Pellet bei RT getrocknet und in einem kleinen Volumen H,Oy;4 oder TE-
Puffer gelost.

5.4.1.2 Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA

Proteine und andere Verunreinigungen wurden aus walrigen DNA-Losungen durch Extraktion mit Phenol entfernt.
Die Probe wurde mit gleichem Volumen PC kriftig gemischt. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation
(15.000 Upm, 5 min, Heraeus® Biofuge 15) und die obere wiBrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefil
iiberfiihrt. Die so gereinigten Nukleinsduren wurden anschlieBend mit Ethanol prazipitiert (s. 0.).

5.4.2 Isolierung von Nukleinsiduren
5.4.2.1 Minipriparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung erfolgte durch "Lyse durch Kochen" nach Sambrook, et al. (1989). 1,5ml einer E.
coli-Ubernachtkultur wurden 30 sec bei 14.000 Upm (RT, Heraeus® Biofuge 15) pelletiert. Das Zellpellet wurde in

350 1 STET resuspendiert, nach Zugabe von 25 pl Lysozym-Losung kriftig geschiittelt und anschlieBend 45 sec
bei 95°C in einem Eppendorf-Heizblock inkubiert. Die lysierten Zellen und die denaturierte genomische DNA wurden

10 min bei 14.000 Upm abzentrifugiert (Heracus® Biofuge 15) und danach mit einem sterilen Zahnstocher aus der
wifrigen Losung entfernt. Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte durch Fillung mit 40 u1 3 M Na-Acetat,
pH 5,3 und 420 ul Isopropanol bei RT fiir 5 min und anschlieBender Zentrifugation fiir 5 min bei 14.000 Upm
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(Heraeus Biofuge® 15). Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und nach Trocknung in 200 x1 TE-Puffer
mit 20 pg/ml RNase A aufgenommen. Mit dieser Methode gelang es routineméBig, aus 1,5 ml Ubernachtkultur
etwa 50 ug Plasmid-DNA zu isolieren.

5.4.2.2 "plasmid rescue"

10 ug genomischer DNA der REMI-Mutanten wurde mit 10 U Mlul geschnitten. Nach Ligation in insgesamt 20 pul
wurden je 4 ul DNA (2,5 ug) in 40 ul elektrokompetente DH5a-Stimme transformiert.

5.4.2.3 Maxipriparation von Cosmid- bzw. Plasmid-DNA aus E. coli

Die Maxicosmid- bzw. Maxiplasmidpriparation wurde mit dem JETSTAR®-Kit von Genomed durchgefiihrt. Dabei
wurde das Protokoll des Herstellers verwendet.

5.4.2.4 DNA-Isolierung aus U. maydis (Hoffmann und Winston, 1987)

15 ml einer Ubernachtkultur wurden pelletiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet in der restlichen Fliissigkeit
resuspendiert. Es wurden 200 gl Ustilago-Lysispuffer und 400 y1 Phenol/Chloroform und 0,3 g Glasperlen
zugegeben. Die Proben wurden fiir 3,5 min gevortext. Es folgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 10.000 Upm.
400 p1 des Uberstands wurden in ein neues Eppendorf-GefiB iiberfiihrt und mit 1 ml Ethanol gefillt. Nach
Zentrifugation fiir 5 min bei 15.000 Upm wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in 400 u1 TE + 3 ul
RNAse A (10 mg/ml) bei 37°C resuspendiert. Nach einer weiteren Extraktion mit 1 Vol. Phenol/Chloroform wurde
der Uberstand mit 5.5 u1 7.5 M Ammoniumacetat versetzt und mit 1 ml Ethanol gefiillt. Nach Fillung, Waschen
und Trocknung wurde die DNA in 50 u1 TE-Puffer aufgenommen und bei -20°C aufbewahrt.

5.4.2.5 RNA-Isolierung aus U. maydis

a. Isolierung nach der alkalischen Phenol-Methode (Timberlake et al., 1986 )

Diese Methode diente zur Préparation von Gesamt-RNA aus Pilzkulturen, die fiir 48 h auf CM-Charcoal-Festmedien
gewachsen waren. Dazu wurde das Pilzmaterial von 3 Platten abgekratzt, in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt und zu
einem feinen Pulver gemdrsert. Das gefrorene Pulver wurde mit 5 ml RNA-Lysepuffer durchmischt und durch
Zugabe von fliissigem Stickstoff erneut eingefroren. Die Mischung wurde zu einem feinen Pulver gemorsert, in 10
ml TE-Phenol iiberfiihrt, in diesem bei RT aufgetaut und anschlieBend mit 0,5 ml Glasperlen fiir 4 min in 50 ml
PPN-Rohrchen heftig geschiittelt. Dem Ansatz wurden 10 ml Chloroform zugesetzt, nach Zentrifugation (15 min,
10.000 Upm, 4°C, Beckman Avanti®30 Zentrifuge) und Phasentrennung die wissrige Phase in neue Gefile
iiberfiihrt, dreimal mit dem gleichen Volumen PC ausgeschiittelt, die RNA anschlieBend durch Zugabe von 1/3
Volumen 8 M Li-Acetat fiir 2 h bei 0°C gefillt und durch Zentrifugation (15 min, 10.000 Upm, 4°C, Beckman
Avanti®30 Zentrifuge) pelletiert. Das Pellet wurde zweimal in RNA-Waschpuffer gewaschen, nach Trocknung in
H,0y,4. aufgenommen und bei -80°C aufbewahrt. Zur Kontrolle und Konzentrationsabschétzung wurde standardmifig
1 pl auf einem 1%-igen TAE-Agarosegel analysiert.

b. Isolierung nach der sauren Phenol-Methode (Schmitt ez al., 1990)
Diese Methode diente zur Préiparation von Gesamt-RNA aus Fliissigkulturen, die fiir 10 h in PD-Medium mit 0 mM,

6 mM bzw. 15 mM cAMP bis zu einer OD¢, von maximal 0,8 propagiert wurden. 10 ml einer solchen U. maydis-
Kultur wurden abzentrifugiert (3.200 Upm, 10 min, 4°C, Heraeus Varifuge 3.0R) und das Pellet in 400 1 AE-Puffer
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und 40 ul 10% (w/v) SDS resuspendiert. Anschliefend wurden 440 u1 AE-Phenol zugegeben und die Probe 20 sec
gevortext. Der Zellauschluf} erfolgte bei 65°C fiir 4 min unter stdndigem Schiitteln (Eppendorf-Thermomixer). Im
Anschluf} daran wurde die Probe bei -80°C gelagert, bis sich Phenolkristalle gebildet hatten (etwa 4 min). Nach
Phasentrennung durch Zentrifugation (22.000 Upm, 5 min, 4°C, Beckman Avanti®30 Zentrifuge) wurde die obere
wilrige Phase, welche die RNA enthilt, in ein neues GefaB iiberfiihrt. Es folgte eine Extraktion mit 400 1 AE-PC.
Die wilrige RNA-Losung wurde danach mit 40 u1 3 M Na-Acetat pH 5,3 versetzt und mit 1 ml Ethanol gefillt (1 h
bei -20°C). Nach Zentrifugation (22.000 Upm, 20min, 4°C, Beckman Avanti®30 Zentrifuge) wurde die RNA mit
80% Ethanol gewaschen, getrocknet, in 20 1 H,04;y aufgenommen und bei -80°C aufbewahrt. Zur Kontrolle und
Konzentrationsabschitzung wurde standardmifig 1 pl auf einem 1%-igen TAE-Agarosegel analysiert.

c. Isolierung von PolyA*RNA aus gesamt-RNA-Priiparationen mit Hilfe von Dynabeads (Dynal)

Fiir die Isolierung von PolyA+-RNA wurde gesamt RNA mit Wasser auf eine Konzentration von 75 ug//100 ul
eingestellt und 2 min bei 65 °C denaturiert. Wahrenddessen wurden 200 gl Dynabeads Oligo (dT),s laut
Herstellerangabe 2x in Losung D gewaschen und anschliefend in 100 pl Losung D aufgenommen. Anschlielend
wurde die RNA hinzugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Die entstandene Losung wurde entfernt und die Beads 2x
mit LosungE gewaschen und schlieBlich in 10 1 Losung F aufgenommen, 2min bei 65 °C inkubiert und dadurch
eluiert. Die Probe wurde von den Beads abgetrennt und in ein neues Gefal tiberfiihrt.

5.4.3 in vitro-Modifikationen von DNA (Sambrook et al., 1989)
5.4.3.1 Restriktion von DNA

Zur Spaltung von doppelstringiger DNA wurden Typ II-Restriktionsendonukleasen unter den vom Hersteller
empfohlenen Pufferbedingungen eingesetzt. Ein analytischer Ansatz enthielt:

05ug DNA

10 ug Albumin (falls empfohlen)

1-2U0 Restriktionsenzym

in 20 ul Restriktionspuffer
Nach Inkubation fiir 1 h bei 37°C (bzw. der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur) wurden dem Ansatz 2 _1
nativer Auftragspuffer zugesetzt und die Reaktionsprodukte auf Agarosegelen analysiert.

5.4.3.2 Dephosphorylierung linearer DNA-Fragmente

5'-terminale Phosphatgruppen konnen mit Alkalischer Phosphatase aus Kilberdarm abgespalten werden. Da DNA-
Stringe ohne 5'-terminale Phosphatgruppen nicht religieren konnen, kann so die Religation von linearisierter
Plasmid-DNA verhindert werden. Ein typischer Reaktionsansatz enthielt:

1pug Plasmid-DNA

10U Alkalische Phosphatase

in 100 p1 Alkalische Phosphatase-Puffer
Der Ansatz wurde 2 x 15 min bei 55°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde eine Extraktion mit 100 ul
PC durchgefiihrt. Die wiissrige Phase wurde direkt auf ein Agarosegel aufgetragen und die DNA mit JETSORB®
(Genomed) isoliert.
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5.4.3.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Doppelstringige DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der T4 DNA-Ligase kovalent verkniipft. Das zu klonierende
Fragment wurde in der Regel in fiinffach molarem UberschuB gegeniiber der dephosphorylierten, linearisierten
Plasmid-DNA eingesetzt. Ein typischer Reaktionsansatz enthielt:

100 ng linearisierten, dephosphorylierten Vektor

fiinffach molaren Uberschu an linearem Fragment

1 U T4 DNA-Ligase

in 10 pl Ligase-Puffer
Der Ansatz wurde entweder 2 h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 14°C inkubiert. Fiir Ligationen von nicht-
iiberhdangenden Enden wurde generell iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

5.4.4 Gelelektrophorese von Nukleinsiduren
5.4.4.1 Nicht-denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

In einem Agarosegel konnen Nukleinsduren im elektrischen Feld entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt, identifiziert
und isoliert werden (Sambrook et al., 1989). In der Regel wurden Gele mit 1% Agarose hergestellt. Hierfiir wurde die
entsprechende Menge an Agarose in 1 x TAE- oder 0,5 x TBE-Puffer aufgekocht, nach Abkiihlung auf ca. 60°C mit
Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration 0,5 gg/ml) und in einen Elektrophoreseschlitten gegossen. Nach
Erstarren des Gels wurde die Gelkammer mit 1 x AE- bzw. 0,5 x TBE-Puffer gefiillt. Die Proben wurden vor dem
Auftragen im Verhiltnis 10:1 mit nativem Auftragspuffer gemischt. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter
Spannung (5-10 V/cm). Die DNA-Banden konnten im UV-Durchlicht (304 nm) mit einer "eagle eye"-Apparatur
(Stratagene) detektiert und auf Thermalpapier photographisch dokumentiert werden.

5.4.4.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fiir die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der JETSORB®-Kit (Genomed) verwendet. Das
Prinzip besteht darin, die DNA unter Hochsalzbedingungen an eine Silikatmatrix zu binden, von Verunreinigungen
freizawaschen und schlielich unter Niedrigsalzbedingungen die DNA von dieser Matrix zu eluieren. Die Isolierung
wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Mit dieser Methode konnten DNA-Fragmente einer Linge von
200 bp bis 5 kb aus Agarosegelen zu etwa 80-90 % isoliert werden.

5.4.4.3 Denaturierende Formamid/Formaldehyd-Gelelektrophorese von RNA

Da RNA-Fragmente, insbesondere solche mit hohem Molekulargewicht, partiell Sekundérstrukturen ausbilden, die
das Laufverhalten im Agarosegel beeinflussen konnen, mufl eine Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen
erfolgen. Die RNA-Probe (10-30 ng) wurde in 20 x1 MOPS-Puffer mit 2,2 M Formaldehyd und 50% Formamid
(deionisiert) fiir 15 min bei 65°C denaturiert, mit 2 1 denaturierendem Auftragspuffer und Ethidiumbromid (0,05
pg/ml Endkonzentration) versetzt und auf Eis gestellt. Fiir das Gel wurden 2 g Agarose in 145 ml H,Oy;q.
aufgekocht und auf etwa 60°C abgekiihlt. Nach Zugabe von 20 ml 10 x MOPS-Puffer und 36 ml Formaldehyd (37%,
filtriert) wurde die Agaroseldsung gut gemischt und in Elektrophoreseschlitten gegossen.

Das erstarrte Gel wurde mit MOPS-Puffer iiberschichtet und 5 min bei 8 V/cm vorelektrophoretisiert. Die
aufgetragenen Proben wurden bei 5-7 V/cm 2,5 h aufgetrennt. Die 18S- und 28S-rRNA-Banden konnten im UV-
Durchlicht (302 nm) mit einer "eagle eye"-Apparatur (Stratagene) detektiert und auf Thermalpapier photographisch
dokumentiert werden.
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5.4.4.4 Denaturierende Glyoxal/DMSO-Gelelektrophorese von RNA

Eine Denaturierung der RNA kann ebenfalls durch eine Glyoxal/DMSO-Behandlung der Proben erreicht werden. Diese
Methode hat den Vorteil, schirfere Banden nach der Northern-Hybridisierung zu erzeugen. Die RNA-Probe (5-15 ug)
wurde dazu in 16 ul MOPS-Puffer mit 1 M Glyoxal und 50% DMSO fiir 30 min bei 50°C denaturiert, mit 2 ul
denaturierendem Auftragspuffer und Ethidiumbromid (0,05 yg/ml Endkonzentration) versetzt und auf Eis gestellt. Fiir
das Gel wurden 2 g Agarose in 200 ml 1 x MOPS-Puffer aufgekocht und auf etwa 60°C abkiihlen gelassen und in
Elektrophoreseschlitten gegossen.

Das erstarrte Gel wurde mit MOPS-Puffer iiberschichtet und 5 min bei 8 V/cm vorelektrophoretisiert. Die
aufgetragenen Proben wurden bei 5-7 V/ecm 2 h aufgetrennt, das Gel wurde alle 60 min im Puffer umgedreht. Die
18S- und 28S-rRNA-Banden konnten im UV-Durchlicht (302 nm) mit einer "eagle eye"-Apparatur (Stratagene)
detektiert und auf Thermalpapier photographisch dokumentiert werden.

5.4.5 Transfer und Nachweis von Nukleinsiduren auf Membranen

5.4.5.1 Transfer von DNA (Southern-Blot; Southern, 1975)

Der Transfer der aufgetrennten DNA-Fragmente aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran erfolgte durch
Kapillar-Blot. Hierbei wird die Transfer-Losung (0,4 M NaOH) aus einem Pufferreservoir iiber Kapillarkrifte durch
das Gel hindurch in einen auf dem Gel plazierten Stapel Papierhandtiicher gesaugt. Die DNA-Fragmente werden durch
den Pufferstrom aus dem Gel eluiert und binden an die dariiberliegende Nylonmembran. Ein gleichméBig verteiltes
Gewicht auf dem Papierstapel garantiert eine dichte Verbindung zwischen den jeweiligen Lagen des Transfersystems.
Vor dem Transfer wurde das Agarosegel 15 min in 0,25 M HCI inkubiert, um einen Teil der Purine abzuspalten,
damit ein Transfer groler DNA-Fragmente erleichtert wird. AnschlieBend wurde das Gel fiir 15 min in DENAT
inkubiert.

Aufbau des Blots von unten nach oben:

Whatman 3MM-Briicke zum Pufferreservoir

Agarosegel

Nylonmembran (Biodyne® B)

2 Lagen Whatman 3MM

Stapel Papierhandtiicher

Glasplatte

Gewicht (ca. 500 g)
Der Kapillar-Blot erfolgte tiber Nacht. AnschlieBend wurde der Filter getrocknet und die DNA-Molekiile durch UV-
Behandlung (280 nm) fiir 2 min kovalent mit der Membran verkniipft.

5.4.5.2 Transfer von RNA (Northern-Blot)

Der Transfer der Nukleinsduren auf eine Nylonmembran (Biodyne B, 0,45 ym, PALL) erfolgte durch Kapillar-Blot in
20_SSCiiber Nacht (Aufbau wie fiir Southern-Blot beschrieben) . AnschlieBend wurde der Filter getrocknet und die
RNA-Molekiile durch UV-Bestrahlung (2 min, 280 nm) kovalent mit der Membran verkniipft. Der Transfer wurde
durch Anfarben der Membran in 0.1% Methylenblau in 0.3M NaAc nachgewiesen.

5.4.5.3 Herstellung einer DNA-Hybridisierungssonde (Feinberg und Vogelstein, 1984)

Die Herstellung von Hybridisierungssonden mit sehr hoher spezifischer Aktivitit erfolgte durch "Primer Extension"
mit Hilfe des Megaprime® DNA Labeling System-Kits (Amersham).
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5.4.5.4 Spezifischer Nachweis von an Membranen gebundener DNA

Die Biodyne® B-Membranen wurden zur Absittigung der unspezifischen Bindungsstellen mit Southern-
Hybridisierungspuffer fiir 20 min bei 65°C préinkubiert. Nach Wechsel der Hybridisierungslosung wurde die bei 95°C
fiir 5 min denaturierte, radioaktive Hybridisierungsprobe zugegeben (Endkonzentration etwa 10°cpm/ml).
Spezifische Hybridisierung erfolgte bei 65°C iiber Nacht. Die Filter wurden zweimal je 15 min bei 65°C mit
Southern-Waschpuffer gewaschen. Die Detektion erfolgte in Kassetten fiir den Phosphoimager Image Quant
STORMS840® (Molecular Dynamics). Nach 12 bis 24 Stunden wurden die strahlungssensitiven "Screens" der
Kassetten im Phosphoimager eingelesen und mit dem dazugehérigen Computerprogramm Image Quant® bearbeitet.

5.4.5.5 Spezifischer Nachweis von an Membranen gebundener RNA

Nach einer 30-miniitigen Prdinkubation der Membranen bei 60°C in Hybridisierungspuffer wurde die radioaktiv
markierte DNA-Sonde zugegeben und iiber Nacht hybridisiert. Die Filter wurden anschlieend zweimal fiir 20 min bei
60°C gewaschen und in Kassetten fiir den Phosphoimager Image Quant STORMS840® (Molecular Dynamics)
exponiert. Nach 12 bis 24 h wurden die strahlungssensitiven "Screens" der Kassetten im Phosphoimager eingelesen
und mit dem dazugehorigen Computerprogramm Image Quant bearbeitet.

Als Sonden fiir die Northernanalyse wurden folgende Fragmente verwendet:

mfal  Ein 0.7kb EcoRI-Fragment aus pUMal (Bolker et al., 1992)
mfa2  Ein 0.3kb Pstl-Spel-Fragment aus pUMa2 (Bolker et al., 1992)
pral Ein 1,3 kb EcoRI/EcoRV-Fragment aus pUmal (Urban et al., 1996)
lga2 Ein 0,8 kb EcoRI cDNA-Fragment aus pMU152 (Urban et al., 1996)
bEI Ein 1,4 kb Ndel/BamHI-Fragment aus pUbl1 (Schulz et al., 1990)
bW2  Ein 1,9 kb Ndel-Fragment aus pJBbW2 (J. Bergemann, 1993)
prfl Ein 1,5 kb Sall/Bglll-Fragment aus pSP-4,7H (A. Hartmann, 1997)
ppil Ein 150 bp Sall/Pstl-Fragment aus pppil (R. Bohlmann, 1996)
pig2 219-15a Einl,8 kb Mlul/BamHI-Fragment aus pCA219-15
npi4  219-15b Ein2,5 BamHI-Fragment aus pCA219-15
npi5 1486¢ Ein 3 kb Mlul/HindIII-Fragment aus pCA234
1486d Ein 1 kb Sphl/HindIII-Fragment aus pCA234
npi8  Ein 1,2 kb Mlul/BamHI-Fragment aus pCA500
npi9  Ein 2 kb MIul/BamHI-Fragment aus pCA624
npi9  Ein 0,7 kb Mlul/BamHI-Fragment aus pCA624
abpl  219-13a Ein 750 bp BamHI/MIul-Fragment aus pCA219-13
ldpl 219-13c Ein 1 kb HindIll/BamHI-Fragment aus pCA219-13
uatl 1486b Ein 1,9 kb HindIIl/MIul-Fragment aus pCA234
cbx Ein 1.7kb EcoRI-EcoRV Fragment aus pCbx122 (Keon et al., 1991)
GFP  Ein 1020 bp Ncol/Nofl-Fragment aus pCA104

Sonden fiir den p-Locus

pig3 1685¢ Ein 480 bp HindIll/Stul-Fragment aus pKH541
1685f Ein 1,2 kb Sphl/Stul-Fragment aus pKH541
1685¢g Ein 0,6 kb Sphl/Xhol-Fragment aus pKH541

1685h Ein 2.1 kb Sphl -Fragment aus pKH541

pig4 1685d Ein 1.6 kb Ncol/Xbal-Fragment aus pKH519
pigs 1685¢ Ein 480 bp Hindlll/Stul-Fragment aus pKH541
pigb 1685b Fin 2.3 kb BamHI/EcoRI-Fragment aus KH551
npil 1685¢ Ein 850 bp Ncol/Sphl-Fragment aus KH551

85



Materialien und Methoden

npi2 1685j Ein 900bp Sphl-Fragment aus KH550

npi3 1685a Ein 600 bp Pstl/Sacl-Fragment aus KH570
5,8s IRNA 16851 Ein 1,3 kb Sphl -Fragment aus pKH541
pig4, pig6, 1685k Ein 9 kb BamHI-Fragment aus KH551
npil

pig7, pig8, npi2 16851 Ein 7 kb BamHI-Fragment aus pKHS551

Sonden, die in der Abbildung 24 verwendet wurden sind unterstrichen

5.4.5.6 Koloniehybridisierung

Nach der Transformation partieller DNA-Banken in E. coli wurden die Transformanden 30 min bei 4°C gekiihlt.
Anschliefend wurde eine ungeladenen Nylonmembran (PallA) fiir etwa 30 sec auf die Bakterien gelegt, mit einer
Spritzennadel an drei Stellen so markiert, dal die Filter spater den Platten zugeordnet werden konnten. Anschlieend
wurden die Filter vorsichtig abgezogen, und fiir 5 min auf, mit DENAT getrinkte Whatman Papiere gelegt. Danach
wurden die Filter fiir weitere 5 min in RENAT inkubiert, getrocknet und fiir 2 h bei 60°C gebacken. Der Nachweis
von DNA erfolgte wie in 5.4.5.3 beschrieben.

5.4.6 Sequenzierung von Nukleinsiduren

Plasmid-DNA wurde mit einem ABI 377 Sequenzierautomat von Perkin Elmer sequenziert. Vor der automatischen
Sequenzierung wurde die Plasmid-DNA mit dem JETQUICK®-Kit (Genomed) aufgereinigt.

Die Sequenzreaktion wurde mit 30 Zyklen nach Angabe des Herstellers durchgefiihrt. Das Prinzip entspricht der
Didesoxy-Methode nach Sanger et al., (1977). In den Reaktionsansatz wurden 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 xl1 Formamid/25 mM EDTA
(4:1)-Puffer aufgenommen. Nach der Zugabe von 6 ul Auftragspuffer wurde die Probe 5 Minuten bei 95°C
aufgekocht. Ein 2 ul Aliquot wurde anschlie3end auf das Gel aufgetragen.

Die Banden wurden nach der Auftrennung in einem Sequenzgel und Anregung durch einen Laser von einer Photozelle
detektiert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der Software des ABI 377 Systems auf einem Apple Macintosh
ausgewertet.

5.4.7 Sequenzanalyse

Zur Sequenzanalyse und fiir Homologievergleiche wurden folgende Programme benutzt: DNA-Strider 1.2,
SequenceNavigator, BLAST, CLUSTAL W, SeqVu, Prosite, SWISS-Prot.

5.4.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR-Amplifikation kénnen definierte DNA-Sequenzen aus einem komplexen Gemisch von DNA
selektiv angereichert werden. Man benétigt hierzu zwei Primer, von denen der eine zum 3'-Bereich der gewiinschten
Sequenz und der andere zum Gegenstrang des 5'-Bereiches komplementér ist. Die Reaktionen wurden in einem Omni
Gene-Geriit (Hybaid) oder einem Robocycler Gradient® (Stratagene) durchgefiihrt.
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Ein typischer PCR-Ansatz enthielt:
100 ng DNA
5 pul Primer 1 (10 pmol/_I)
S5 pul Primer 2 (10 pmol/_I)
1 pul dNTPs (je 10mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP)
1 pul Taq DNA-Polymerase (1 U/_l)
6 ul 25 mM MgCl,
10 ul 10_PCR-Puffer
in 50 u1 H,O,,,
iiberschichtet mit 50 1 Paraffin, falls Reaktion ohne Heizdeckel.

Die Reaktionszeiten waren wie folgt:

1 Zyklus Denaturierung bei 94°C 1 Minuten

25 - 33 Zyklen Amplifikation

20" Denaturierung bei 94°C

30" Binden der Primer bei 55-62°C

pro 800 bp 1' Polymerisation durch Taq bei 72°C

1 Zyklus Verldngerung bei 72°C 5 Minuten

ist notig um nicht vollstindig synthetisierte Fragmente zu komplettieren

5.4.9 Anchor-PCR (REMI-"rescue")

10 ug genomische DNA wurde mit 10 U Resriktionsenzym verdaut und in 20 gl ligiert. Fiir die PCR-Reaktion
wurden 2 ul Ligationsansatz verwendet. Amplifikation erfolgte nach dem Standardprotokoll bei einer
Annealingtemperatur von 60°C.

5.5 Zellbiologische Methoden
5.5.1 Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Mikroskopische Analysen wurden an einem Zeiss Axiophot durchgefiihrt. Fiir "Differential Interference Contrast"

(DIC)-Mikroskopie wurde ein 100x, 1,4 numerische Apartur Plan-APOCHROMAT® Objektiv (Zeiss) verwendet.
Fiir digitale Aufnahmen mit einer hochauflésenden CCD-Kamera (C4742, Hamamatsu) wurde ein 4-fach-Tubus in
den Lichtgang eingesetzt, die Bilder mit dem Programm HiPic 4.2.0® (Hamamatsu) bearbeitet und als "tif-image"
gespeichert. Fiir die Fluoreszenzmikroskopische Analyse von GFP wurde der FITC-Filtersatz (Zeiss) verwendet, dem
ein LP520 Filter vorgeschaltet war.

5.5.2 Mikroskopische Analyse der Reporterstimme auf der Oberfliche von Maisblittern

und wihrend der biotrophen Phase

Zur mikroskopischen Analyse wurden 0,5 cm? groBe Quadrate aus Maisblitter 1, 2, 4 und 6 Tage nach der Infektion
mit den REMI-Mutanten unweit der Infektionsstelle entnommen. Dabei wurde darauf geachtet, dal keine nekrotischen
Bereiche mitausgeschnitten wurden, da dort Hintergrundsfluoreszenz auftritt. Die Quadrate wurden in einem Tropfen
Wasser auf Objekttriger gelegt und analysiert. Um Reporterstimme beim Wachstum innerhalb der Pflanze und in
Tumorgewebe zu untersuchen, wurden mit der Hand Querschnitte angefertigt und fiir die Analyse Stellen ausgewdhlt,
die 3 - 6 Zellschichten dick waren.
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5.5.3 Bildverarbeitung

Zur Kontrastverstirkung und zur Skalierung der MaBstiibe wurden die digitalen Bilder im Programm Image Proplus®
bearbeitet. Im TIFF-Format konnten sie anschlieBend in Adobe Photoshop® (Adobe Systems, Inc.) exportiert werden
und wurden in diesem Programm bei gleichbleibender Auflosung auf die notige GroBe reduziert. Zur Komprimierung
der Daten wurden die Bilder anschlieBend im JPEG Format gespeichert und konnten daraufthin im Progamm
Canvas6™ (Deneba) geoffnet und dort beschriftet werden.

Zur Kontrastverstirkungund zur Skalierung der MaBstibe wurden die digitalen Bilder im Programm Image Proplus®
bearbeitet. Im TIFF-Format konnten sie anschlieBend in Adobe Photoshop® (Adobe Systems, Inc.) exportiert werden
und wurden in diesem Programm bei gleichbleibender Auflosung auf die nétige GroBe reduziert. Zur Komprimierung
der Daten wurden die Bilder anschliefend im JPEG-Format gespeichert und konnten daraufhin im Progamm
Canvas6™ (Deneba) gedffnet und dort beschriftet werden.
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gemeinsamen Urlaube, tolles Chaos und das "Gartenhaus" danken. Alex, Helge, Annette und
Susanne: Danke fiir eine gute Zeit, offene Worte und viel Spal}. Das Leben als Wissenschaftler
kann sehr einsam sein, ihr wart immer fiir mich da. Danke!! Ein Freund sollte noch besondere
Erwihnung finden, meine Frau Sandra, der ich mehr verdanke als ich hier zusammenfassen kann.

Du bist ein seltener Gliicksfall im Leben.
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Die ORFs der angegebenen Gene wurden in putative Polypeptide iibersetzt. Wichtige Restriktions-

schnittstellen sind angegeben.
Mutante #1685
npi3

-210 ggtcccececeg -201
-200 cagcatgagtcggtcaccaaacacacagccaaattcagtttggaaagactccgaaaaagaccttcaaagaagagcacgagccgtccgagacccgagatca -101
-100 gcgcaccttgtttatcggcaacctccccatcgaggecggectcagtegegttecctgecagegecaagetcatctetttectegagtecttetegeectatece -1

ATG ATC ACC AAA GCC CAT GGC CTC CGC TTC CGT TCG GTA GCT TTC TCC GTA CCC ACA GTT CAT CCC GAC CAA GTC 75
1M I T K A H G L R F R S \% A F S v P T v H P D Q v 25

76 AAC GAC GAA GAT GAG GAC GCT GAC AAG AAG AAA AAG AAG AAG GGC AAG GCC AAA GAA CGA AGC CAG AAC TAC CGC 150
26 N D E D E D A D K K K K K K G K A K E R S Q N Y R 50
151 GAA GCT GTC GCT GCC GTC GAA GGT GGA GAC AAT GCA CAA GCT CCA TTG ACA GCT CAA CAG AAG CGC AAA ATT GCC 225
51 E A v A A v E G G D N A Q A P L T A Q Q K R K I A 75
226 TTC ATC AAC AAG GAC TTT AAC GAA AAG GCC AAG ACG GTC TCT GCA TAC GTT ACC ATT GCC CAT CCC AAA GCA GTG 300
76 F I N K D F N E K A K T v S A Y v T I A H P K A v 100
301 CTC GAT CAC CTG TAC GAC ATT GCA CCA CGC CAG TCC AAG CCC AAG AGT GCT GCC AAG ACC CCA ACA CAA CTC ATT 375
101 L D H L Y D I A P R Q S K P K S A A K T P T Q L I 125
376 CAG ATC GAC CCA CGA CTC ACG GGC TCC GTT CTT GCT GCT CTG ATC GCC TCG TTC GCC GAC GGT CAA GAC TTC CTA 450
126 Q I D P R L T G S v L A A L I A S F A D G Q D F L 150
451 GGC CGT CAT CTG CGT GTC GAC CTG GTC AAA TCC ATA TCG CCC GCT GAG GTG CTC TCC TCC GGT CTG GAA AAG GTC 525
151 G R H L R v D L v K S I S P A E v L S S G L E K v 175
526 AAG ACC TTC GAT GCC ACG CTC ACC GGC TCT ACG AGC TCC AAT ACG GAC CTC AAG AGT ACA CTC TTC GCC GGC GGA 600
176 K T F D A T L T G S T S S N T D L K S T L F A G G 200
601 CTC GAT TTT GAG GTG GAC GAG GAG GAA GTT CGT GCA TTC TTC GAA GCG CTA CTC GTC GAG GAG CTT GGC TCG GCC 675
201 L D F E v D E E E v R A F F E A L L v E E L G S A 225
676 GGC GAC GCC GTT ACC ATT CCC ATA ACC GGT CTC GAT GGT GAG CCA GCA TCC AAA CAG CTG CTC GAA TCA TTG TCG 750
226 G D A v T I P I T G L D G E P A S K Q L L E S L S 250
751 CGC GAG TTC CCC TTC ATC CTA CCA GAG AAG CGT AAG GCA CGC GAG ACG GTC ACA CGC AAT GCC GAG TAC GTC CGT 825
251 R E F P F I L P E K R K A R E T v T R N A E Y v R 275
826 TCG GTG CGC CTC ATT CGC GAT GCA GCT ACC CAA ATG GGC AAA GGT TTC GGC TAC GTC CGC TTT GTC TCG CAG CAG 900
276 S v R L I R D A A T Q M G K G F G Y v R F \% S Q Q 300
901 TGC GTT GAT GAA GTC ATG GCC ATC TAC AAC GCC GAG CAG GCG TTC TTG GAA TCC GTC AAG GGC GTT AAA GGC AGT 975
301 C v D E \% M A I Y N A E Q A F L E S v K G v K G S 325
976 CTG GGT GCC TCT GCT GCT ATT GCT GCC GGT GGA AAA GAG TTC AAA CGT CGA CTC AAG CTC AAA GGG CGA CCG ATC 1050
326 L G A S A A I A A G G K E F K R R L K L K G R P I 350
1051 CGT GTA TCC TAC TGC AAG TCT CAG ACC AAG ACT GGG ACG CCT GCG AAC CGC AAG AAT CGA GGT GTT GCT GCT AAA 1125
351 R \% S Y C K S Q T K T G T P A N R K N R G v A A K 375
1126 GAC GAC GCT GGA CAA CAG GAG CCC TCG ACG CCT CAG CGC AAG TCG CCT CGC TAC GAG CGC TCG AGT GGC GCA CCC 1200
376 D D A G Q Q E P S T P Q R K S P R Y E R S S G A P 400
1201 ACA CCC AAC GGC ACA TCG CCT CAT GCG ATT GGA AAG CGT CAA AGT ATG CTT CCT GGA GCA AAC AAG ATC GTG CCT 1275
401 T P N G T S P H A I G K R Q S M L P G A N K I v P 425
1276 GGC AGT CCT AGC TCT TTG CGC GCG GCT GGC GAC CCG GCT GAG ATT GCC AAA AAG GCA GAG CTC TAC GCC ACG CTC 1350
426 G S P S S L R A A G D P A E I A K K A E L Y A T L 450
1351 ACA AAG CAA CAG CGC AAG CAG ATG AAA AAG GAC GAT GCC GAC AGA GTC AAC CGT CGC ATG GCG AAG AAG AAC AAG 1425
451 T K Q Q R K Q M K K D D A D R v N R R M A K K N K 475

[

1426 AAG CTA GGC GCG ACG CAG CCG TCC TTC GGT AAA TTG GAC AAG AGT CTG GCT GCC GAG GGA GCT AAA GCC AAG AGC 1500



Anhang

476 K L G A T Q P S F G K L D K S L A A E G A K A K S 500
1501 AAA GAG AGG GTC AAA CTG AAG CAG CCG GGT GGT GCA GGT GTA CAC GCA GCT AAG CGC TTC AGG AGC GGT GCA GGC 1575
501 K E R v K L K Q P G G A G v H A A K R F R S G A G 525
1576 CCC AGT AGC TCT TCC GCT GCA AAA CCT CGG CCC AAG CCG AAA ATC TAG tgccagctacagccccatctacgaatcctttccaga 1659
526 P S S S S A A K P R P K P K I * 541
1660 tcacgagccaccccgattcgtctatttcattttecgttegtgattecgtetgecatgettegttacgtgetgegetegegtgtetgtgttgagtggtgegace 1759
1760 gtttgtccattttgtacagcgcttactaaagcaaagcacggcgttgtcgtggeccaccgtggacacgatagcatcaccatgctcgcacagtcgecgaccttg 1859

BamHI
1860 tgtcgtacctcgctctttgatccacaccgccaattctgtacactctaaggacattgcattgecgatgactacaaaatggtgcgaatactgecGGATCC 1955
pigb
ECORI
-858 GAATTCttcggacaatcaaaactcgacatgtaacgtgtgagccaacgacgatgtgecga -801

-800 gcgcatggccaataaaagacgttcgtggttggtgctgcttgaaactcaatcggatcggatcgcatgcagagatatggtcaacctaagttataactattee -701
-700 ttaaaaacacacacatgccagccggcggcaattgcaagtccgtgatgaaccaaatccgtcagageccgteegtttetttggecgettgagecacacgtca -601
-600 cagttgagttttggtttacccttcacgcttcacgcttcacgectgcacgectgcacgetgcacgectgecacgetgcacgettggtecggtaaaattttgagat -501
-500 gcaaccacgcaatcacaaacatcgttttgaaacgtacacaacatgccgttttctgetgtgtattattcgtagectatactagcagtagtcacgaatcacga -401
-400 atcacaaatcacaaatcacaaatcacaaagggtacgaggagtaccaagtcaacaagtcgccgcaactgtgctgectgtggcatctcacgtattecgggattg -301
-300 attgggattccacgttcggtaacgtggtgattcacgattcacgattcacgattgttttgcggectttggeccgacagectcagaagttttteccagagageg -201
-200 actgttttcggactcaattgagccatacgtctcctggttcggecttacttecggtgectaccatctecatggetgattececgttgatacgecatgcaactecteg -101
-100 ctgatagacaccacaagctataagagcaacactgcctggtgcactgttettetgcaagtectecgatectacgttegecaccaggaggecttageecctega -1
1 ATG ACT CGT ACC GGT GGT TTT CCA ACA ATG TCG AGT CAT ACA CCT GCT GCT ACG ACA CTG TAT TCG CAG CAA CAG 75
1M T R T G G F P T M S S H T P A A T T L Y S Q Q Q 25
76 CAA ACA CAC TCA CAC CCT GTC ACA TCC AAC TCG GTT GCA GAA GGC GCC AGC ACG CCA AAC ACC ATG ATG ACC GTT 150
26 Q T H S H P \% T S N S \% A E G A S T P N T M M T \% 50
151 GAA GCG TCA TCC TCC AGA ACG CGC ACC GAC TCG CTC TCG TCG CAT CAC ACA TCA CCT GTC TCG CGC AGC ACC ATC 225
51 E A S S S R T R T D S L S S H H T S P v S R S T I 75
226 GTC GCC GAA CAA CAT CCG CCA GAA TTC AGC AAA GCG GCC AGA CAC GTC CCA GCA GAA TTG CGG TCT GCT GTA TCG 300
76 V A E Q H P P E F S K A A R H v P A E L R S A v S 100
301 GAA CGA CGC TCC ACC ATT CCA TTC GAC GAT GAT GAT CAC GCG CAT ACC GAT CTA GAA AAA GTG GCG CAA GCC GAC 375
101 E R R S T I P F D D D D H A H T D L E K v A Q A D 125
376 GAC CAC GAC AGT GTG ATC TGG GTC GAC TTC CCC GCA CAT GAC CCC GAG GAC CCT TTC AAC TTC AGC AAG ACG CGC 450
126 D H D S \% I W v D F P A H D P E D P F N F S K T R 150
451 AAA TGG TGC ATC ACC ATC CTT GGC GTG CTG TTC ACC GCC GAA GTT GCA GCC ACC GCC TCC GCC TAT GTG CCT GGT 525
151 K w C I T I L G v L F T A E v A A T A S A Y v P G 175
526 ATC CCA TCG ATG GAG CGT GAT CTT GAC ATC ACC AAC CAC CAA CTC AGT CTG CTC GGC ATC GCC ATC TAC CCT CTG 600
176 I P S M E R D L D I T N H Q L S L L G I A I Y P L 200
601 GGC TTT GCC TTG CCT CCG CTG GTG CTC GCG CCG CTG TCC GAG GTG TTT GGC AGA AAT CCC ATG TAC ATC GTC TGC 675
201 G F A L P P L v L A P L S E v F G R N P M Y I \% C 225
676 CAT CTC TGC TAT ACG GTG CTC TTC GTT GGG CTC GGA TTC GCC AAC AAC GCC GCG ACA GTC ATC ATT CTA CGA TTC 750
226 H L C Y T v L F v G L G F A N N A A T v I I L R F 250
751 CTG CAG GGC GCA TTT GGG AGT ACC GGA AGC ACA ATG GTG GGA GGA ACC ATC TCG GAT ATC TGG AAC AGC AAG GAG 825
251 L Q G A F G S T G S T M v G G T I S D I w N S K E 275
826 CGC GGT CAG CCA ATG GCG CTC TTC GCC ACA GCC GCC ATC TTC GGT ACC GGT ATT GGA CCT GTC TGG GCG GGC TGG 900
276 R G Q P M A L F A T A A I F G T G I G P \% w A G w 300
901 GTG GAG CAG AAC ACG AGG CTA CAA TGG AGG TGG ATT CAG TAC ATC CAA GCC ATC TAT ACA GGC TTC ATC CTG TTG 975
301 v E Q N T R L Q w R w I Q Y I Q A I Y T G F I L L 325
976 CTT CTT CTC ATC TTT CTG CGA GAA ACG AGA GGA AGT ATT CTG CTG ACA CGT CGA GCC GCC AAG CTG CGC AAG ACG 1050
326 L L L I F L R E T R G S I L L T R R A A K L R K T 350
1051 ACC GGT GAT CCG AGG TAC AAG GCA CGA GCC GAA CTC GAA CGC TCT TCG TTG AGT GTG CTC ATC AAG AAC TCG CTC 1125
351 T G D P R Y K A R A E L E R S S L S v L I K N S L 375
1126 ACC CGT CCG CTC GTT TTT CTC ATC AAG GAA CCC ATC GTG ACG TTT TTC TCG CTC TGG ATC GCG TTC ACG TGG GGA 1200
376 T R P L v F L I K E P I v T F F S L w I A F T w G 400

1201 TTC ATG TAC ATG CTT CTC AGC TCA ATC GGG TTG ATC ACG GCA CAA CAT GGG TTT ACG CCG GGA CAA AAC GGA CTA 1275
401 F M Y M L L S S I G L I T A Q H G F T P G Q N G L 425
1276 GTT TTC TTG TCC ATC GCT GGC GCG GGC ATA CTG GGC AAC GTC CTG AAC CCA ATC CAA GAG TAC CTA TAC AGA AAG 1350
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426
1351
451
1426
476
1501
501
1576
526
1651
551
1726
576

1801
601

npil

-317
-300
-200
-100

76
26
151
51
226
76
301
101
376
126
451
151
526
176
601
201
676
226
751
251
826
276
901
301
976
326
1051
351
1126
376
1201
401

\%
AAC

TTC

TCG

GCT

GGT

TAC

AAG

F
TAC

ATC

GTT

GCG

TAC

GGC

TCT

GCC

TAC

TTC

CAG

CAA

AAG

TAA

AGA

GCC

CAC

AGC

TGG

AAG

CAT

TGG

GTA

TTT

GCT

ATT

A
GGA

ACG

TAC

GCT

AGC

CGC
R

G
CCT
P
AGT
S
CTA
L
AGA
R
ACA
T
GCC
A

A
GAA
E
TTT
F
TGC
C
AAT
N
CTT
L
AGA
R

G
GCG
A
cca
P
TGC
C
ATT
I
TCT
S
AGC
S

I
CGA
R
CAC
H
TTC
F
TTC
F
GCG
A
AAG
K

BamHI

gctagtctaacttcgtcactGGATCC

L
CTC

GTC

TCG

GGT

CTC

ATC
I

G
TAC
Y
TCA
S
TAC
Y
TTC
F
TTG
L
AGC
S

N
CTC
L
ATA
I
CTG
L
ATC
I
GGA
G
CAG
Q

v
GCC

GTC

GCA

TTT

GCT

GCA
A

L

TGC

c

GGG

GAC

CCG

GTIC

CTG
L

N
GTT

CCT

TGC

CTC

TTG

CAA
Q

P
GGC
G
ATC

TAC

TTC

GGC

G

AAA
K

GCC

GTA

CTG

GTIC

GTC

CAG
Q

Q
GTC

GGA

ACA

GAG

GTA

CAT
H

E
TTC
F
ATC
I
TAC
Y
CAA
Q
CCT
P
CAA
Q

Y
TTC
F
GTA
v
GCC
A
TTT
F
TTC
F
GAA
E

L
ccc

GTG

AGT

TAT

ATC

CAA
Q

PstI

Y
GTC
\Y%
ACA
T
TCA
S
CAC
H
CTC
L
CAG
Q

R
GGC
G
ATG
M
GCT
A
CGC
R
TTT
F
CAA
Q

K
TGC

ACT

TTG

CTC

TTC

CAC
H

450
1425
475
1500
500
1575
525
1650
550
1725
575
1800
600

1831
603

CTGCAGggtccacccca -301

cgtcaattcatgaacggtgaatccgcactttgacggcacttgagcagcattecgtgattatttggecatgattagacctgactagegttgettggectaaggg -201

tgcagcctgacaccagatgcatcctcattacataatgatgacattattaccgtggettggtettttttegetcaactegettggetgagettegetecac -101

attcgtgattcacgattgatgatcctgtcagagtgettttegtgetgettgtegttggetectatcatcgacaacattcateccttgecgaagcaagcaagt -1

ATG CAG CAG CAC ACT

M

AAA

K

TCG

GCT

ATT

CTA

AGC

TTC

CTC

TCT

GGT

CAG

CCT

ATC

ACC

GCG

GAG
E

Q

GGC

G

TCT

ACT

CGC

CAT

TAC

CAT

TTT

CAC

CTG

TCG

GCT

CCG

ACG

GTG

AGC
S

Q

TGG

W

AGC

GCT

AAT

GAC

GAG

TCG

CGA

CAC

GAA

AGC

TCG

ACC

CCA

GAT

GTA

H

CGC

R

CCcT

GCT

GCG

GCC

CAC

ACT

CCcT

CAA

GCT

GCG

ACA

CCG

CcAa

GTG

GTG

T

GTA

v

AAC

N

GTG

ATC

AAG

ATG

GGG

GTG

GCT

GAA

TCT

CTA

GCA

TTG

TAC

AGC

CTG CTA GTC GTT GGA GGG GCT GGC TTC CTC

L

CTC

L

ATC

CAC

GCC

TAT

AAC

ACG

GTG

CCT

CTT

CAG

ccc

CAG

CAT

GGT

GGT

L

TCG

S

GAA

E

ACG

GGT

CCG

CGA

CTG

GAT

CGA

CAC

GGT

GCT

CTG

GTIC

ATT

GCG

v

ATC

I

TGG

GTT

ATC

GGC

GAC

AGC

GCA

CCT

GAT

TTG

GCG

ATC

GAT

CGT

CGT

v

TCG

S

CAT

GGC

GCC

GCG

AGC

TCG

AGG

CGA

GAG

GTG

ATC

GCC

ACG

AAG

ACG

G

CCA

P

GCG

ATC

AGA

GAT

GCA

GCA

TAC

AGC

CTC

CGG

TTG

AAG

GTG

CTT

GGA

G

TCA

S

GCT

CTT

GGT

GCT

ATT

GCC

ATC

TCC

ACG

ccc

GAG

CTT

GCC

GCT

CGA

A

GGA

G

GAC

CTC

TGG

GCA

GCG

AGA

CGC

TCT

TCC

GTG

GCG

GGG

GGC

CCA

G

ACA

T

GCG

GAG

GGC

CCT

GTT

TCA

ACA

GAA

GAC

TTC

TCA

AGT

GCG

TGG

TGG

F

CCG

P

CTC

TCG

TGG

GCG

GCT

GAA

CAA

TCA

TTG

GCT

GGC

GTG

L

TAC

Y

AAT

N

GAT

AAC

TCT

CAC

CCT

CGT

GAT

TCT

CGA

GCG

GGC

TGC

GAC

TCG

GGC

G

CAC

CCT

TAC

CTT

TCT

ACT

GCG

CAA

GCG

GAT

CCG

CTC

AGT

GCT

GAT

AAT

AGT

GCC ATC TCG AAG GCT GCA CTT GCC

A

Ccc

P

TCT

TCA

GCA

TCT

CTC

TTC

GAG

ATC

CAT

CTC

CGC

ACG

ATC

TCG

CAG

I
GCC
A
TAT

ACA

TCT

TCT

ATC

TCA

ATC

GGC

ATG

TCT

CAG

GAG

CTT

CAA

S

GGC

G

GCG

TCG

AAG

GGA

TCG

TAC

GCC

TTT

TTT

TAT

cca

TCG

GAT

GGT

GCC

K

CAC

H

CAT

TCG

GCT

AGC

TTA

ATT

ATT

GAT

GAG

CAC

CCG

ATA

GAA

GCC

GCT

A

CGT

R

CTA

CAG

GAT

TCA

CGA

TCG

GCA

TCG

GAT

CCG

CTG

GCA

AAT

AGT

GCA

A

CCA

P

GCA

GCT

GCG

TCC

CAT

GCC

CGC

GAC

CGC

CAC

CCG

CGT

GTA

GTC

CGC

L

GCT

A

GAT

TTG

AAC

AAG

CGC

GAG

CTT

GGC

GAT

ACT

CTT

CTG

TTT

TAT

TGC

A
TGG

CGG

ccc

CCG

TTC

TAT

GAT

GCA

GCA

ACA

CGA

ccc

CTG

GGA

GGT

TTC

75
25
150
50
225
75
300
100
375
125
450
150
525
175
600
200
675
225
750
250
825
275
900
300
975
325
1050
350
1125
375
1200
400
1275
425
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1276 GAG ACC TGT CCC TGG CCA TGC TGC TGC TGC TGC TGC TGC TAC GCC GGC TGG GCA ACA GCG AAG TTT CTT CAG CTT 1350
426 E T C P w P C [} C C [} C C Y A G w A T A K F L Q L 450
1351 CCG GAC CTG GGC AAG CTC GCT TCA AGT GCC CTG TCG TCC GCA TCC ACG ATC ACA GGC GGC AAA GGC GGG GAG AGT 1425
451 P D L G K L A S S A L S S A S T I T G G K G G E S 475
1426 CGG TCG TAC CAG GAT GAG CAG GGC AGA ACC GTG TAC GAA ACG TGC AAG ATG CTA TCG CAC CCT GCG CAG ACG CTG 1500
476 R S Y Q D E Q G R T v Y E T C K M L S H P A Q T L 500
1501 TTC GAG GTA GTC GCC GAC GTG AAC TCG TAC AAG CAG TTC GTT CCC TAC TGC CAA GAC TCG CGC GTA CTC GGG CCT 1575
501 F E v v A D v N S Y K Q F v P Y C Q D S R v L G P 525
1576 GCG CGC TCT CAG CCG GGC CAA GCA CCA CCA GTG GTA CTC GCA GAT CTC ACC GTC GGC TTC GGC AGC TTC TCA GAA 1650
526 A R S Q P G Q A P P v v L A D L T v G F G S F S E 550
1651 ACG TAC ACT TCG CAA GTC ACA CTC TTC TCG CCT TGC ACA AAA GGC TCC AGC CCT GGC GTC GGA AGT GTG GTA GCA 1725
551 T Y T S Q v T L F S P C T K G S S P G \% G S \% v A 575
1726 GAA GCG GTC CAG CCC AAC CGC GTG TTT TCC TTC CTC TCG ACA AAG TGG ACT TTT CAC CCC AGA CAA GAC GAC AAG 1800
576 E A v Q P N R v F S F L S T K W T F H P R Q D D K 600
1801 ACG CTG GTC GAG TTC AGC CTG GTC TAT GCG TTC AGA AAC CCG GTC TAC GCT GCC GTC GCT GGA AAC GTG TTC GAA 1875
601 T L v E F S L v Y A F R N P v Y A A v A G N v F E 625
1876 CAG ATG AGC GCA CAG ATG ATC GAT GCT TTC GAA CAG AGG GCG AAC AAG CTG CAT CCT GCC CAG CAC CGT TGA tcta 1951
626 Q M S A Q M I D A F E Q R A N K L H P A Q H R * 649
1952 gctgatgcgcaccgttaaaagcaaaagccgcagcgcaaatcacctttttttttecgggggggtttettttegttecggggattctgetectggacttgetac 2051
2052 ttgggactgggcgcatgcttgagactctgaaaagtgtgcaaagcaccggggcatcagagagcgatcacaatagatttaaaagcagccgaaaatgttgaaa 2151
2152 aaatgaaaaagaacaaccattgaaggcttgttagtcgaggaaatctggagactgcatgagtcgaacacgcgacctttecgcaaattagccgaatgectaage 2251
2252 gaacgctctaccaactgagctaaacccccttatattacatggtcttcagattgaatatatgatcagtgagcactggettctactcatacaacgaacatgt 2351
2352 tgacccgtccggegegttcgggtaggaagtttgecggagagtecggtetetggegttgttetgggatcagaccggaagcaagacacggettttgecagttgt 2451
2452 cacgctaccgaggtgagggtgagtctcgttcggatcgaggecgacgteccgtggettacttgtgagttaggeggegtggtgatgegegttttgagacgeteg 2551
2552 tcacgaacacatgactcagatcgagtcagagcggaatcacgaatcgcgaagtgtgaatgctgatgataagttaaaattggtcttgtttgegataagttaa 2651

EcoRI
2652 gacgaagtcggaGAATTC 2669
pig4
PstI
-1042 CTGCAGatgtgcgctgacggattccgectgtcaatcaagaatg -1001

-1000 aatcatgaatcatgaatcgtgaatcgtgaatcgtgaatcgtgaatgctgctcattcgcagaatcgcgaaaggcatgacacgacctgacgccattegtact -901
-900 cgcttcacaaaagcagtctgcagttgaccatcgacaggtactttgacctccttaaactctggtgcagaaatgegtecgatgectgacageccecgtgetgttge -801
-800 attcacactcattttacccctcttgegecggtgcatgeccatctcatcgaaaatcagtteggtttegeccaccttgttggettecctecacagetetgetcaa -701
-700 cgtgtagggtagcgttgaatgtgaggaccggtttgattaatgggaggacaagagcgagagtggatatgtctgaatcgtaccgaaggcgattttegcatgg -601
-600 gttgcttttggacgccgtgtgttgaggtecggcatgtttgacgcaageccaccgteggtaatggttctagttgaccgecatattcatccaattgagetatggt -501
-500 cgacgctctcctcgtgtctcacggtgaaagcagggaaggcattgeccgttgecgatccaacagecttctcaaccgcaacgtgcaacgtgcaagcgaacccecg -401
-400 actcacgactgtagggatgctcttaacttgatgccttcacaaacctecgtttagegtttectgtectecectectecttecatgttececttecatectececttg -301
-300 ttacgattagccgaggtttcttgccaactgcctagageccgecatcacattttetgecaatectggetgegatcagtgetageggecaaggtacctgategee -201
-200 tgggctgttctcgttctctggacggtgatccaactcctttttettettetttcactegegataatctacccaaagacgtetgetacgetectggecacegg -101
-100 aaacgagccactcttggactcgaaccccctctgtttecgaggattatteccegtgaactttgettetgecategtetggageccactgegtggtgagatageca -1

ATG CTT CTC TCT GCT ACG ACG ACT AAA CGC TCT TCC TCA TCA TCT CCT CCC ACA TCA GCT ACT TTG CAG ACC GCG 75

1M L L S A T T T K R S S S S S P P T S A T L Q T A 25
76 CCA TTG CGA TCG TCA CCC GAC CCG CGT TTT TAT CAG TCG CAC GGC TCT ACA CCA CGC ACG TCG GTC TCT CAA TCT 150
26 P L R S S P D P R F Y Q S H G S T P R T S v S Q S 50

151 AGA CAG ACC AAA GGT CAG ACT CGT GCA TTG TCA CAA CCC CGC TAC GCC GAG CCA GAG GAG CAA GAC TTG ACG TTG 225
51 R Q T K G Q T R A L S Q P R Y A E P E E Q D L T L 75

226 ACC GAC GAT TTC TAC GAC CAA GAC GAC GAC GAC GAC GAT CGA GAT CAC GAC GTA AGA AAG CCT TTC TTG CCT CGC 300
76 T D D F Y D Q D D D D D D R D H D \% R K P F L P R 100

301 CGA AAC AGT GCA TCG TCG AGT GTG CGA AAG AGC TGG CCC AAC TCG CGT CCA GAC GTC AAG AGG TCC AAT TCA ATT 375

101 R N S A S S S v R K S w P N S R P D v K R S N S I 125

376 CAA TTG AAG CGT TCT CAC CCT CAC AAG ATG GTG GAC CAA AAA AGG AAA AAC GAG ACG GCT GCC AAG TCG GGT GGC 450

126 Q L K R S H P H K M v D Q K R K N E T A A K S G G 150

451 ACC GAC GAG GAT GGC AGC CGT TCG TCC AGT AGC TCC TGT GGA GAT GGG AAC GCT AGC AAT GGC GGC GTT GGT GARA 525

151 T D E D G S R S S S S S C G D G N A S N G G V G E 175

526 GCA TCA CGT GGA CCT GGC GAT GTG AGC TTT GAC GAC ATT TTC GAT GTC ACC AAA ACG CTG CGC GAG AAC CAA TCC 600

176 A S R G P G D v S F D D I F D v T K T L R E N Q S 200

[



Anhang

601 ATG ATG ATC TCG GCA GAG TTT GAT CGT ATG GGA ATG GGC AAG TAT CAG ATC TGC ATC TGG GTT CTG TGC GGA TGC 675
201 M M I S A E F D R M G M G K Y Q I C I w v L C G C 225
676 GGC TAC TTT ATC GAC CTG TTG TGG GCG CAA GCG CTG GGC TTG ATT GTC ACG CAA GTG GCG TTC GAG TTT GCT GAC 750
226 G Y F I D L L w A Q A L G L I v T Q v A F E F A D 250
751 GAG ATC GGC GGC AAA ACC GGC CCA CTT CAG ACG GCA TTC TCG ACA GGA CTC ACG GTG GGC GCC TTC TTC TTC GGC 825
251 E I G G K T G P L Q T A F S T G L T v G A F F F G 275
826 TTT GCG GTC GAC GTA GTG GGC CGA CGA TGG AGC TTC TAT CTG ACG ACG TTG ATC GCG TCG ATT TTT GGG ATT GCC 900
276 F A v D \Y% v G R R W S F Y L T T L I A S I F G I A 300
901 AGT GGA GGC GCA CGC AGC TTT GAT GGT CTC TGC GTG CTG TCG GCT TTC ATC GGG TTC GGT ATC GGT GGC AAT ATT 975
301 s G G A R S F D G L C v L S A F I G F G I G G N I 325
976 CCG ATC GAC GCG ACG ATC ACG TTG GAG TTT CTG CCC ACA AAT CGA CGC TTT CTC GTG GCG GCG CTA TCG CTG TTT 1050
326 P I D A T I T L E F L P T N R R F L v A A L S L F 350
1051 CAG CCG TTG GGG GTG CTG GTA TGC TCG GGC ATC TCG TAT GGA CTG ATT CCA AAG TAT GCG TGC GAG TCG GCC GAG 1125
351 Q P L G \% L v [} S G I S Y G L I P K Y A C E S A E 375
1126 ACG TGT ACG CGA TCG AAC AAC ATG GGC TGG CGA TAC ACA CTG TAC ACA CTC GGC TGT ATC ACC TGG CTC ATC TTT 1200
376 T C T R S N N M G w R Y T L Y T L G C I T w L I F 400
1201 GTG GCT CGA TTC TTC ATC TTC AGC TTC CGC GAG TCG CCG CAG TAT CTG CTG GCA CGT GGA AAG GAG GCT AGA GCG 1275
401 v A R F F I F S F R E S P Q Y L L A R G K E A R A 425
1276 CTC CAG ATT ATT CGG CAG ATT CTG CAT ACG AAC AAG AGC AAG ATG GAG CCG CTC TTT ACG CAG GCT GAT TTC CAG 1350
426 L Q I I R Q I L H T N K S K M E P L F T Q A D F Q 450
1351 GAG GCG GCG AGA CGG ATT GCA GAG CAC CAA GGC GGT GAA TAC CTG GTG GAG CCA GAG GAG CAA GAG CGG CTG CAC 1425
451 E A A R R I A E H Q G G E Y L v E P E E Q E R L H 475
1426 GGC GGT GCA CTC AAG ATG TCG AGG TGG GAG ACG GCC AAG AAA TCG GCC AAG GAA ATG GCG TCG CTC TTT CTG AAT 1500
476 G G A L K M S R w E T A K K S A K E M A S L F L N 500
1501 GCA AAG ACG TTG TTT CGG AAC AAG ACG ATG GCG AGG GTA ACT ATC ATT CTT TGG CTC ACG TTT ATT GCC GAC TTT 1575
501 A K T L F R N K T M A R v T I I L W L T F I A D F 525
1576 TGG GGG TTT ACG CTC GCA GGT TTC TAC CTG CCT CAA ATC CTG CGC GCC AAG GGA GCC GAG CAG GAC ACG TCG ATC 1650
526 W G F T L A G F Y L P Q I L R A K G A E Q D T S I 550
1651 TCG ACG ACC TAC CGC AAC TAC ATG CTG GTC TAC TTT CCC GGC ATA TTC GCA GTG GCG CTG GGT GCG GCG ATG ATC 1725
551 s T T Y R N Y M L \% Y F P G I F A \% A L G A A M I 575
1726 GAA GCG CCA AAA GTA GGA CGC CAA TGG GCC ATG GTG GTA TCA TCA GGC TTG ATG GCC GTT TCG TTC TTC CTG TTC 1800
576 E A P K \Y% G R Q w A M v \% S S G L M A v S F F L F 600
1801 ACG ATT GCC AAA GAT CAG ACG GGC AGC GTG GTG CTG AAC GCG GTC GAG TAC TTT TTC CAG AGC CTG TTC AAC AGT 1875
601 T I A K D Q T G S v v L N A v E Y F F Q S L F N S 625
1876 ATT CTG TAT GCT TTT GTG CCA GAG ATC TAT CCA TCG CAA GTC AGA GGA ACA GCG AGC GGA CTG GCA TCG ACG TTG 1950
626 I L Y A F \% P E I Y P S Q \% R G T A S G L A S T L 650
1951 GGA CGG ATC GCG GGC ATC ATA GCA CCG CTC GCA GCC GAT CCG CTG TTC GCA GAT CAG ACG GAA CAG CAA GCG AAG 2025
651 G R I A G I I A P L A A D P L F A D Q T E Q Q A K 675
2026 CAC GTT CTG TAT CTA GCG GGT GGG GTG ACG CTG CTG TGC CCA ATA GCG CTG GCG TTG CTG CCG TAC GAT ACG AGG 2100
676 H v L Y L A G G v T L L C P I A L A L L P Y D T R 700
2101 GGG ATG CGG GTG TAC TAG gtggtgtttgggcggacgatgggcaagagcaaaacatgcacgaggaaagatagataccatgccaagcacaaccacg 2194
701 G M R \% Y * 706
2195 aacgcaacatgcaccaggcactgaggcactgatgatcgtgttacagtgtgaccgcaaggcgaatcgtgaatcgtgaatcgcgaataggtcagcagcatct 2294
BamHI (REMI-Insertion und bis NcoI REMI-
"rescue")
2295 cacatcttggtaacttatatttgcaattaacagaggtggtcaatagagtcacagagtgcgcGGATCCagagcggacataaattataagttagtgectgage 2394
2395 ttggatgaatgcagaccggagcgcggacgggcaagcgctgttagetgegtectgtetttatgecattectgecagtcacgagttgtcacaagtcacgagag 2494
2495 cgctaactcacgacttactgtagctcttgtcgectgaacaacgttgaaatgaaaaccaaaaaccaaaacccaaacccaaaccaaaaccaaaaccaaaccct 2594
2595 ttccgacttgtgagtttttcattttctctetttcaatgettcacgatcaactaaccaagggtgatttctgategtatgatatttggaaattccgaategt 2694
2695 gaatcacgaatcggttgtgctatccecgtttgecatgcaacgtgcaacgtgcaacagcacggtgaacggtgectcectagegtectettcagetgecgetgtteg 2794
2795 cgcctgtgcacggtaatcacagaatgcgagataagtgtgagggtaactataagtcggectcaagtcctttttetattaatactttgtggtectttgttta 2894
2895 atttcaacccaatcacgaatcacgttttgagcccataatgttgacttgtttgtgtgcaccacaatcgtgaatcgtgaggectecgtettetttacagecca 2994
NcoI
2995 cgagttggctttggctgtctttgcacttgtcaatcacgaatgtgecgecatcgtcaageccgtcgatccgatccgatgcaagCCATGGecagtcaactgtggt 3094
3095 gcaccaattcaactggcaaacccggcttttcaataagagcggttgtatgcatattgacgecctectgtgattcacgatggtcaattcggtgegeggecattt 3194
3195 gttataagttaagttagatttcatttcggttttggttttgggtgtgectggagtcgaatgaaataagttagtcgtgaatcacgaatagecgagtctcaget 3294
3295 tggatctcagttgcaggtttcggggectgtgttecctgegettgtcatgetcagetgecgggtggetetgacacaggtacgecggaaattcaactegegegecat 3394
3395 gttggctccctteegtettttegtgttgttttetttegetettggeegtettggtgectgattetgatttegtacagttcaatectggacctgtetgtgeg 3494



Anhang

3495 tatcgccccagtttccgtgttcggcagttgecgcacatgtttccecttgaacttgggcagaaatgcagattagcgaatcacgaatgtcgaatacaatcgtg 3594
3595 aatttgggctggctgaaagactcacgactgaaacgactgactgactgactgactgaccaactgactgacttgctcagcatattcaacctcggatctcaga 3694
3695 tttcacattgtggcagccatgcattcgtgattcacgattcacgattcacgactcgtacggecgttgtegcatcaatttcaatcaatcacgaatcaagccaa 3794

HindIII
3795 gttAAGCTT 3803
pig3
HindIII
-1067 AAGCTTggcgtgcctcgetectttttegtgecaagecatttcacgattteccaacccteteteecctet -1001

-1000 ctgatcttgtcgttcttgtecgtcgetgttatcatcatcattatcatcatcategtegtegtegtegttecatecttetgetgtacatcaatectgecggttgt -901
-900 tcatccacgcccgtccgtacacccagcgaacgettetgectaccaagectggtcaagcactgtetetgttecgegecatettgegtececgtacaccgtecttee -801
-800 aaccgcttgcctcgctgegtctacgtectegettcatttcattctactaccaacgtccgtgactacgegettcatatcgcaacgtgecttgcaatctggac -701
-700 cccgtttccatatcgactcgaccttcgacgtgtccgagettecgegtecccgacccacgectetttegtettgtteccaatcaacttgtteccgtaaggettac -601

Stul
-600 catcgcacaacAGGCCTagtctttcaacgcaaaccttgctcecctgetgetggttgtcagacgtccagcaacgectectatccaaccaactagecccagettcat -501
-500 ttagcatcacatccgcgtgacccacccctcagagcacatttectectttgegtttcaactcaaacgcacatcatctcataatectttecatectcacgecget -401
-400 cgcacctcttgccagaagccttggctcaaccatccgtaatecgtgegattgecgcagaaccgaatccccagtacagtttacccacactetgectegactect -301
-300 cgaccccgccccgtaaccatctectggetecggactectgactectggetcagetgeggtgecatetttetatececegettegetectecccatcacctcacgege -201
-200 catcgactctggtccacacctagtcccgettetttggegeccagtgtcgatecggtttgatecctacatcaccgecateccecgatcaccgetgatecgggteggea -101
-100 tcacctcggacaacagttcttgtacccgtgtctacacccgececgtectegecategtcaccacactcgagtgaaattagacgtccggeccecgeggatataag -1
ATG GCT TCT GCG CCA ACA CCA GCT CCC TTG CCC ACA CAA CCT TTG CTT TCT CAC TTG GCA AGA TCC ACC TTG GGT 75
1M A S A P T P A P L P T Q P L L S H L A R S T L G 25
76 GCT GCA TTC GAT CCT CGT ACC ATC TCT GCT TTG CCC TCG CCA TCC TCT TCC TCT CGG CCT GCT TCC ATC CAC CAC 150
26 A A F D P R T I S A L P S P S S S S R P A S I H H 50
151 CGT GCC CAC GTA CAT CAC CTC ACC ATG TCG CCC TCG CCT TCG CAT TCC TTT GCC GAG AAT CCA CGC GCA TTC AAC 225
51 R A H v H H L T M S P S P S H S F A E N P R A F N 75
226 AAC ATC TCT TCA GCA TAC AAC AAG CGC AAC GGC ACC CCC AAC ACT GCC ACC ACC TCT CGA ACA GCC TTG GCC TCG 300
76 N I S S A Y N K R N G T P N T A T T S R T A L A S 100
301 GAC GAG GCG CTA CAG CAC TCC TAT GCA GCT CGC AAT TCG CCT CAG CGT ATG CCT TCG CAT ACC GCG CCT CTA CCG 375
101 D E A L Q H S Y A A R N S P Q R M P S H T A P L P 125
376 CCG CAC CGT CCG CTT GAT CCC ATC CAG AGT CGC GTC TAT GGT CTC ACA GCA GAC TTG CGT GAG CCC AGC ACA CCG 450
126 P H R P L D P I Q S R v Y G L T A D L R E P S T P 150
451 GCT GTC CAC GCT CCA GCA CTC GAC GAT GCC ACC CGC ATG GCG CGT CTG CTC AAC GAG CAG AAA CCC AAC TTT AGC 525
151 A v H A P A L D D A T R M A R L L N E Q K P N F S 175
526 GTC GAG GTC TTT GCC TCG TCC TTT GAT AAC CGT GGC TAT CCA GTC ATC TCG GGT CGC GCC GCC ACT GTA CGC GGA 600
176 Vv E v F A S S F D N R G Y P \Y% I S G R A A T \% R G 200
601 ATT GTA CGC ATG CCC GCC GCC ACC GGC TGC GAC GTT CTC ATG ACC ATC TCG GCG CAT ACA ACC TCT GGA TCG CCC 675
201 T v R M P A A T G C D v L M T I S A H T T S G S P 225
676 GCA GCC GTG TGG CAA GGC ATC GCA CTG GCA CCC TAC TCG GCC GGC GGC GAA AAG ACT GTC TTT GAG ATC AAG GAT 750
226 A A v w Q G I A L A P Y S A G G E K T v F E I K D 250
751 CGT CTT GTC GCC AAT TAC GAC CTT GTC AGG CCA CGC GCC GCC TAT GCA CCC AAG AAC GAA GAG ATG ATG GAG CCG 825
251 R L v A N Y D L v R P R A A Y A P K N E E M M E P 275
826 CCG CAG CTC TCC CAG GAT GAT CTC GTG CTA CCC ATC CCT TTC CAA GTC CAG TTG CCA CTC GGC AAA TCC ACG CGC 900
276 P Q9 L S © D D L VvV L P I P F Q@ VvV Q@ L P L G K S T R 300
901 TTC ATC GAC GGT GAA ATG CAG GCT GTC CCC GTC TCG CTT CCA CCC AGC TTT GAG ATC AGC TCG AAA CAC GCT GCG 975
301 F I D G E M Q A v P v S L P P S F E I S S K H A A 325
976 CAG GAA AAG CGC GAC ATA CGT TTG GCG ACC AAG GGC AAG GCC AAA GTG CCC TTG GCC AAG GAA CTC ATC GAA AAG 1050
326 Q E K R D I R L A T K G K A K v P L A K E L I E K 350

1051 GGT TTC AGC AAG GTG TAT CGC ATC GGC TGT TAC TAT CAA GTC ACC TGG ACC CTC ATT CGA TCC AAC AAG GAC AAG 1125
351 G F S K v Y R I G C Y Y Q v T W T L I R S N K D K 375

1126 TCG AAA AAG TTT TCG AGC AAG TCG TCC AGG GAA CCT GCC GAG GGC GAC TCG TTG ACG CTA CCC TTT ATC TTT CTC 1200
376 S K K F S S K S S R E P A E G D S L T L P F I F L 400

1201 GGC GAG CCA ACG AGC CTG CCA CCT CAT CCG CCT ACC TTG CCA TCT TCG ATC AGC CCA GAT GTA TTT CTG CTC CCA 1275
401 G E P T S L P P H P P T L P S S I S P D v F L L P 425

1276 GAC ACA ACG TTG GGC GAT CAG TGG ACT CTG CAT CGA TCC CAA GCA AAG TGG TCC GGA TCC ATG TTG AAA GCG TCT 1350
426 D T T L G D Q W T L H R S Q A K w S G S M L K A S 450

1351 AGG AAG ACG GTC GAG GTG GAG CTC CAC ATG CCC AAT CCA CCC GTG CTC CAG GCG CCT TCA GTG TTG CCG TTG ATG 1425

-
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451
1426
476
1501
501
1576
526
1651
551
1726
576
1801
601
1876
626
1951
651
2026
676
2101
701
2176
726
2251
751
2326
776
2401
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2476
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S
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ACC

GCC
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GCC
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ATG
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ATG
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M
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E

TCG
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GGC

GTC

TCC

TCT

GGC
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TTT

CTG
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CAG

Q

ATG
M
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AAG
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ATG

TCG
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GTG

AAG

AGT

CAG

GGC

AAT

GAA

Cca

AGT

S

TGG
w

GCG

GCG

ACA

AAG

ACG

CTG

GCC

CCG

CGT
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CTA

TTC

ACG

GGT
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ACC

AGC

CTG
L

475
1500
500
1575
525
1650
550
1725
575
1800
600
1875
625
1950
650
2025
675
2100
700
2175
725
2250
750
2325
775
2400
800
2475
825
2550
850
2625
875
2700
900
2775
925

gtctagctcgaatggcggtgttgaccccgacaageggtcgaaacatggtecge 2863

937

gtttgtcgtcaatctaatcagttacagtacatgcgtttgctatagcataaatgtgatttggegtecgttttcagagaggatcagectgtttcgagagettgt 2963

aagcgtggacctgtgagtctgtgagtctgtgagttggatgaggctctecgtgcagectagettaacagagcaactctatcagcacgcageccgaaaacgcacg 3063

accaacacagaggtgttcaacattcacgatttgtcctaagtgtgatctaagctaggttacgagttgtctgeggttatcaagtcatttgeccacatgacttg 3163

ctatgaaacccagtctgtgaaaggccgatagttacacttgttgacttgecgatgaaacccagactgtgtaaggctgatagttacacttgttgacttgetat 3263

Homologie zu 5,8s rRNA
gaaacccagactgtgaaaggccgatagctatacttgttegtaactgagtcATCTGCGGCCATAGAGACATGAAAATACCGGATTCCGTTCGATCTGCGCA 3363
GTCAAGCATGTCGTCGCCTAGTCAGTACTGCGGTGGGGGACCACGCGGGAATCCTAGGTGCTGCAgttctettttttttttettettgacttettgaate 3463
atcgacagattgttcggccagecttcttggttgttggtgagtteccgecattgetteggtttcateccecgttggaggegetcacctttttegeccaacgatgte 3563

gtctgctacgacgtcacgtggtccttcagacatctcaagtggtataggggcatcagettgtgtggtectttaagecgggtegtegtttettgatacgeteg 3663

gtttggtggcagaaaaaactcaacacagcgcgatatcgtctccaaaacagcattgectttacaagaagectacttagaccatggtctcaagcagtctcacat 3763

ccttgagagcataagggggcagacgggttcaacaagcattcggtctggcagaatgtgatctegtetagtgacaagggttgtaacagggagcaagtcttag 3863

cggctttcgactggccaagtggttcagageccgtgtaccggatgteccgagtcgaagtgcaaggaagegactttgaccteggtetgagcacaccacgeccege 3963

HindIII

tctgagcgagtgagagatgcggcatcaacacaAAGCTT

HindIII

4001



Anhang

-898 AAGCTTgcgtccacggtctgtgcacacgcactcagagtgtgcacctgecgcaatctcgaatcacgaatgecttcaagtgtcgatctgaacacaatcacga -801
-800 acccctcttgccacaaccaaagagcctttgcagetgeccecgettggtectecggecactgcaaagtacgaaccatgatgatgectgagagagagtgtetgtge -701
-700 ctgcgtggagaagcggaaagcggcatgaggagatactctgtegetgttgggggatacttttagataccgtcaacacgcagtatgactgaagagactgtca -601
-600 agaggcagcattttgttccttattcctttttgetecttgetttttetegttgtgttgacacggaccatgaattcagttacgagecttagectgaagaagegt -501
-500 tgaaaatgagcgctgcccctgtgtcctaagctacagtaagacggcttaaggtaaaacatactcgtgactgtgecttgaacaccecctaactegtgattgagt -401
-400 gccaagtgcgtcacacggcgcgecgttgectgcagcaaggaccctggattcteccattecteccacatgaattcatgattegtgattgtgattttegtggaageca -301
-300 tcacgcatggacacagccgacgaggagctaactcacgatgtgactcactcgtgactttgactgctcaagagcggcagagaccagaaaatcgaggaaaagg -201
-200 caccttccaaaactcacagccaatccacacttgacaggctccacgctcacacgtcactttcgactgagettcaacgtcacttataataaggcagatcate -101
-100 caccatgcctccatccaagtcacctcactgtcgatcgecatcgetgtcagecgegteccatagacaaagttgetgtttecctgegcagcaagacctgacaca -1
1 ATG CCC ATG TCG GTG CAG AAC CCA CTC GAA CTG CCA CTG CCT GTG GTG GTG GAT ACT CTA CTA CCT ATG CTA TCG 75
1M P M S v Q N P L E L P L P \% v \% D T L L P M L S 25
76 GAT CGC GAC TTG GCC TCA CTG CGA TGC GTC TCC AAG CAT GCC AAG TTG CTT GTC GAA GAC GAG GTG CTA TGG ARA 150
26 D R D L A S L R C \% S K H A K L L v E D E v L w K 50
151 CGC AAA GTG CTG GCC GAC TTT ACT TTT CCC GCG TAT GCA ACT GCT CGT ATG GGC GGT TGG TAT CGC CTC TAC ACC 225
51 R K v L A D F T F P A Y A T A R M G G w Y R L Y T 75
226 GGA CTC AGC AAC CCT GAC ATC TAT GTC TGG GGT CAG GAT AGC AAT GGT CGA CTT GGC ATC ACG AGA CAC GAG CGT 300
76 G L S N P D I Y \% w G Q D S N G R L G I T R H E R 100
301 TCT CAA CAG ATG CGC GCC CAT CTC ACA AAT ATC AGC GCA GGT ATC CCT TAC CCG ATC AAG CTC ACC TCG AGA GTG 375
101 s Q Q M R A H L T N I S A G I P Y P I K L T S R \% 125
376 CTT CGC GAC TCG GTG CAT CAG AAG GCC AAG AGC AGC CCG CGG GCG CCG TGG TCG AGA TCA TCG CCG AAG GTT GGT 450
126 L R D S v H Q K A K S S P R A P w S R S S P K v G 150
451 CAT TCC ATG CTC GAA CCT CGA CGG GCC AAG TGT GGG CTT GGG GCA CAA TGA ATG GTA AGT AAG CGC AAC TTC GAT 525
151 H S M L E P R R A K C G L G A Q * M \% S K R N F D 8
526 CGA TAC CCT ATG TCA CCC GGG CAA AGT GGT ATC CAC GCC ACA GCC GAT AAA AAA TCT GCC GCC AAT CCG ATC GCT 600
9 R Y P M S P G Q S G I H A T A D K K S A A N P I A 33
601 TTC GGG CGG ACG CCA TCA CGC CGT TGC GCT GTC TCA TGA CAACCGGCTTTTGGA ATG GTC AGC GTG GGG TAC CAT TTG 678

34 F G R T P S R R C A v S * M v S v G Y H L 8
679 GGA GCA CGT CGG CTT TCC AGC TCA TCT CAT CGC TCC TCC AAA CTC CAA GAC TAG CATCACAAGTCAGAACGACATTGTACCC 760
9 G A R R L S S S S H R S S K L Q D * 26

761 ATCACCAACGTCAAACAGCTCGAAGCCGGGTGGTATTTCTCAGCGATCCTCACGCAGACGGGCGAAATCTGGCTGTGGCGCACAAATTGGAGCCAAGCTG 860
861 TTTTTCGCGGCTACCAGACGGCCGAAGAACCAGCGTCGCCCTCTGCGCCTGGCGGCGCCCACACCAAGACGTGGCGACTCGATATCACTCCTGTTCGATT 960
961 GCCACCAATCGTCCTCGACGCTGAGCAGCAAGAGCGAGAGCATCTTGCCAACAAAGTCGTACAGATCGCAGCAGGAGAAGACTTCATCGTTGCTCTGACA 1060
1061 CAAGCTGGAACGTTGCACAGACTCGAT ATG AGT CAC TAT CGG ACG CGG GAA GAG GAT GGT CTT GTG AAT CAA CAA CTT TTT 1141
1 M S H Y R T R E E D G L \Y% N Q Q L F 18
1142 GAC CAC TTG CAT CGT GAG CAT CGT GAT GGT GTC GAG ACG CAT GCG CAG TCT GGA CGC TTG CTA GAT TTG ACG TCT 1216
19 D H L H R E H R D G v E T H A Q S G R L L D L T S 43
1217 CGC TTT CAC GTG TTT CTC GAG TCT CGA GCA AAG TGG GAG AGG CTG GCA GCT TTT GAA GAT CCA CAG GGT CTG CCG 1291
44 R F H \Y% F L E S R A K w E R L A A F E D P Q G L P 68
1292 GGT TTC GAC TCT GCG TGG CTG AAA GAT GGG CGA GGA GCC CAA GGA AGC GTG GCG GCA TTT CGC ACA TTT CGG CGC 1366
69 G F D S A L L K D G R G A Q G S \Y% A A F R T F R R 93
1367 AAT TTC GGA CAT TTG TCG TTT TCC ACA CTG TCA AGC CAG CCA AAC GGC CGC AAT GGC GGG ATG GGC AGC CAG CAG 1441
94 N F G H L S F S T L S S Q P N G R N G G M G S Q Q 118
1442 TGC TGG AAA CCG ACC AGG ACG CAC AGA cgcttgtgttgctgggatcgtccatgtcggegtctcccgagectaatcccacaactgcaggeteg 1532

119 C w K P T R T H R 127
NcoI
1533 cggcgtaatcaaagtgaCCATGG 1555
Mutante #1486
uatl
-3116 cgatgcatgccattct -3101

-3100 ggactttcgttctgccatcacctcecctgettgacatgtctctacattgtcaggtatcactgagaggatgacgcccgaaggtcaaaaggcgtgattttgat -3001
-3000 gttgttgccatttagcagtcacgagtatctaggagtttgttggagtttcatcagtctgecgteggtacgcacgtatcgtacggcagatgaagacggatag -2901
-2900 tcgaaatcagtcggccatctttagacgctgecttgtgcagagagegttctgecattcacgattegtttgettetgettgatecectggegeecgetcactttgt -2801
-2800 tcgcatcaatagaggaaaagccctgacgtacaacgccgcattttcacaacaccctageccgagcagccaaagataagaaaggcgtgetgtgattggetgeg -2701



Anhang

-2700

-2600
-2500
-2400

-2300
-2200
-2100
-2000

-1900
-1800
-1700
-1600
-1500
-1400
-1300
-1200
-1100
-1000
-900
-800
-700
-600
-500
-400
-300
-200
-100

76
26
151
51
226
76
301
101
376
126
451
151

526
176
601
201
676
226
751
251
826
276
901
301

REMI-Insertion
ggccactgttatcacggaagcggacaatttcgegttgaatttGGATCCagccagcaaggagaggcgctggeccagatgcagtcaacacatgaacaggcace -2601
EcoRI
gagcaccacaagtttgcgacgtgatgcGAATTCgcgtcgacattaaagataagcataggaaactagectcctectcaaattgacgetggetettgactege -2501
gctggtgaggcttgtattcgettcacgectecgattegtaaatctecgtgegttecccegeccecegegtettggecagetgtcageccgaaaacageccaactactg -2401
tatctatctctgttgacccactcgaattattaatattaacttattggcatgtatgtcgetecgatggtgatagtcacaagtctgaagcactactgtccaac -2301
GA-Dinukleotidsequenz
atgtatctgatgagccggattcccacacttgaacaagaacgaggaaaaaagtcttggctcetttgetttgaccaactcggcaGAGAGAGAGAGAGAGAGAG -2201
AGAGAGAGAaggaaatgacgattcgcgaatcgtgectgettggatgagatagectgegttgtgattgeccaagacattgtgatattggttagcaatcacac -2101
gcctatctctctggatgetcateccgecacgatcagagagtcgecacctgagaattgcatgagacgaaagaaccagaaaccagggcttggcagacggeggata -2001
agtacggcattgttctccccagecttatgcaacgettetatttttgttggttgtegtettagggtgttggecattcecgaggectgeggcaaccgecteccagt -1901
BglII
caccaAGATCTacccgacggtcttggctagatgtagatgcatcgtgaaagcaacggttgagtgacagacaagttgttgetgtcaacgectgttectgecge -1801
gtttgcggtctgettgetgetectgtagaggccaaagcaacctaacttggtaaaacataatcgtcaacgaggtaggtttaattttagggcagcaacccteg -1701
tgagtgcttgcttggtcgagacaagacatccatttagectttececttgtcaagectaaagectecccgaacgagtagattgcagagegtagtttgaattcaa -1601
tcggttectectetegectegtgtgatgtaaaccagtgacgcagtegegtgggeggagaagagacggcacaagatgatgagaaagcgatcacagaatcacge -1501
attcagcattctaaaagaaaaatctggagacgagtcgcctecttttecgggttgtcaatttgtctacaatttgggcattccaacggegttectgtecgcagaat -1401
cgtgaatccgaagtcaggaggaccgtggctgatgtgcatgcattcaggattcaggattcaggattcaggattcaagattcaggatttaggattgaggatt -1301
gaggattgaggattcaggattaacaatttcgtctgtgagttggtggtagtcgtgagtggtgaattgtgagttgtgttttgttctgegtgttttgegtega -1201
cattggcatgattagcttgaagcggaatcggaacgtggaaaggtggatctgectetgectegecttgecaaccgacgattggecgtetgtegteegecateg -1101
tgtatgttgcggtgatgaaacgctttcaactgggtgggttcactttcagacggttcgactecgacatgagectecgcaagacgcacgacggggaaagcagac —-1001
atctcatcgacaacacacacaaacatgtatgagacaacaacacgtaaacgaccacagcgtctcaccagaaaattctggectgcatcgectegettgtgeca -901
taacgcgttctgtaatctttcatctatccecgtecctecattegtectegecaatectgecatcgaatecttecgegecgageccactcaaggececctectececctcacag -801
attacacttctccgctccttggeccacacagegtcatcattgtcgacccatcagatcgagtcagtteccagttgtgattgtttetegecactettettggege -701
cagtacttcagctttgcgtggagcagagacacgtaccttgaaccaatcacatatgccccaacttgatcttecccategecttataggtecgagcaccctect -601
cgttcatcattcattgtattctgtctegecttecccectteccectteccecttectecttectectttetectteccacttttettetttettcacectte -501
aagaccctttcgteccgteectttececttetetettetetettgetecattecececteecgtteteccagetgettecaagettgtegtecatectegateeg -401
tctgactcgagtecgegectegectegectegecttggtegecagtttgtectacaaaatggtcaacatcacttacggtgtgettcaagcacccgatggetee -301
tcggctacctcgagcgeccatcgeccaacggaactgacattatecgtttettacggeccaaatggcgagagegtegettectattegececggtgacatttect -201
gggtctcacatgtaccgctctcgtatggectcatgattccecggteteggttacctectactetggtettgectecgcagaaagaacgegettcacctecttttg -101
ctcactttggccgectctegeegttgtetttttggggectactegetcaccttttectcaaacctcaggegetttecteggcaatectgegecaactttggetac -1
ATG GGT GTT CTC GAA AAT CCC GTG CCT CAG GCA TAC AAC AAA GTG CCC GAA ATT GTA TAC GCC ATC TAC CAG TGC 75
M G v L E N P v P Q A Y N K v P E I v Y A I Y Q C 25
ATG TTC GCC AAC CTT GTC CCC GCC ATC GCC ATC GGT GCC GCT TGT GAG CGT GGC CGT GTC TGG CCT TTC CTC GTC 150
M F A N L v P A I A I G A A C E R G R \% w P F L \% 50
TTT ACC TTT GTC TGG ACC ACG CTC GTC TAC GAT GTG ATC GCC TGC TGG GTC TGG AAC CCC ACC GGT TGG GCG TTC 225
F T F v w T T L v Y D v I A C W v W N P T G w A F 75
AAG TGG GGT GTT CTT GAC TAC GCC GGT GGT GGA CCC GTC GAG ATT AAC TCG GGT ATC ACT GGT CTC GTC ATC TCT 300
K w G v L D Y A G G G P v E I N S G I T G L v I S 100
TAC TAT CTT GGC CCT CGT ACC GGT TAT GGC ACC GAG CGT CTA CTC TTC AAG CCA CAC AAC GTT TCC TAC ATC TTC 375
Y Y L G P R T G Y G T E R L L F K P H N v S Y I F 125
CTG GGC ACC GCC TTC CTC TGG TTC GGC TGG ATC GGC TTC AAC GGT GGT TCG GTC TTT GCT GCC AAC CTC CGT GCG 450
L G T A F L w F G W I G F N G G S v F A A N L R A 150
GCT ATG GCC ATC AGC ACC ACC AAC CTC GCC GCT TCG TCC GCC GGT CTC ACC TGG ATG TTC CTC GAC TGG CGT CTC 525
A M A I S T T N L A A S S A G L T w M F L D W R L 175

GAA CGC AAG TGG TCC GTC GTT GGC TTC TGC ACG GGT GCC ATT GCT GGT CTC GTC GCC ATC ACT CCC GCT GCT GGC 600
E R K w S v A\ G F C T G A I A G L v A I T P A A G 200
TTT GTC GGC ATG CCC GCT GCT TTG CTC GTC GGA GTC GTT TCC TCG GCC GTT TCC AAC TTT GCC ACC GTT CTC AAG 675
F \% G M P A A L L \% G \% \% S S A \% S N F A T \Y% L K 225
GGC CCC ATG CGC GTT GAC GAT GTC ATG GAC ATT TTC TCG GTC CAC GCT CTC GCC GGT ATT GTT GGC ACC CTT CTC 750
G P M R v D D v M D I F S v H A L A G I \% G T L L 250
ACC GGT ATC TTC GCC CAG GCT TCC GTA GCC AAC AAC GAC GGC AAC ACG GTC ATC GCC GGT GGC TGG CTC GAC TCA 825
T G I F A Q A S v A N N D G N T v I A G G w L D S 275
AAC TGG ATC CAG CTC GCC TAT CAA CTC GCC TAC TGT GTC GCT GTC ACC TGT TGG TGT GGT GGC GTC ACG TTT GCT 900
N w I Q L A Y Q L A Y C \% A \Y% T C w C G G v T F A 300
ATC ATG TTT GTT ATT GAC CAC ATT CCT TAC ATC GGT CCC TTC CGT TCG AGC GAG ATG GGT GAA GTG GTG GGT ATG 975
I M F \% I D H I P Y I G P F R S S E M G E v \Y% G M 325



Anhang

976 GAT GAG GAC CAG TGT GGC GAG TGG GCT TAC GAC TAC GCC TTT ATC AAC CGT GAT CTT GAG GGC AAC TAC AAG CCC 1050
326 D E D Q C G E W A Y D Y A F I N R D L E G N Y K P 350
1051 GAC CAC GGT CAG ACG CTC GAC ATC AAC GAA AAG ATG CCC AAC GTT CAT CAA ACC GAC TCG CTG CGC TCC GAA ACG 1125
351 D H G Q T L D I N E K M P N v H Q T D S L R S E T 375
1126 CAC GCC GAC TCG AGC CAA GAC AAC TCC AAC TCG CAG CTC GCC GCT GCC GAA CAC CAG TCT CCA TCC ACC GCT GAA 1200
376 H A D S S Q D N S N S Q L A A A E H Q S P S T A E 400
1201 CCA GCC GTG GAA ATG AAG CAG GCT TAA aagttgcaaagacgtcgtagagtgcaagcgttcgaatgccaccaacacgtcgaccgtttccacg 1291
401 P A v E M K Q A * 409
1292 ctttctctttgatgtatataccgttttcattegttetectegtteccatggaatcaactctaatctgtacaattttgacctetgetaattggecgaccacteg 1391
1392 tgacggcgtggccgaccagattcacgaacgaccaaaggaaacatcttcectgegtcacttgettegectectgecaatgecatttgtttgttcaacgetttgeca 1491
1492 tgaccaacaatccgtcaatctcgccaacttcggattgacacaagacatgagatgctgaaccgtgaatg 1559

npid>

GCT TCT TGG ACC ATC TCG GAA TGG GCC GAA TAC TTT AAC ACG CCC AAG GAA AAG AAG AAA AAG ACG CTC AAC 75

76 GTC ATC TCG CTC GAG GTG ACA GGT ACG CCA ATG CAA GCC TAC GTC GAA GCG CCT CAG CTA GTT CGA GAT CTA GAC 150
26 V I S L E v T G T P M Q A Y v E A P Q L v R D L D 50
151 TGG GTG ACG CGC GAC TGG CCA GCG GAA CGC CGC GAC GCT TCG TGT TCT GAA AAT AGC TGG CCC AAG GTG CAG CGC 225
51 W v T R D w P A E R R D A S C S E N S w P K \% Q R 75
226 TAT GTG CTT ATG GGT GTA GAA GGC GCC TAT TCG GAT TGG CAC ATT GAT TTC GCC GGA AGC AGC GTC TAT TAC CAC 300
76 Y v L M G v E G A Y S D w H I D F A G S S v Y Y H 100
301 GTC ATC TGG GGC CAA AAA ACG TTT CTG TTT GCT CCA CCC ACT GCG CGC AAT CTG GCG GCC TAC AAA GCA TGG TGC 375
101 v I w G Q K T F L F A P P T A R N L A A Y K A w C 125
376 AGC AGC ACA CGC CAG GAC TTT GAC TGG CTC GGC GAT CAT CTT CAC AGC CTC ACG CGC GTC GAC ATA GGA CCC GGT 450
126 S S T R Q D F D w L G D H L H S L T R \% D I G P G 150
451 GAA ACC ATG CTC ATT CCA TCT GGC TGG TTG CAC TGC GTC TAT ACG CCC AAG AAC ACG CTC GTG GTA GGC GGC AAT 525
151 E T M L I P S G w L H C v Y T P K N T L v v G G N 175
526 TTT TTG ACC GAC TGG AAC GTA GCT ACG CAG TGG AAA CTC GTC GAG ATC GAA GAG GCT ACC AAA GTA CCC CGG AAG 600
176 F L T D w N v A T Q w K L v E I E E A T K v P R K 200
601 TTC CGC TTC CCC CAT CTC AAG CGT CTC AGC TGG GTT CGT GGC CAA AGG CTG GAA TGA tcgactcgagccgctggcaagaat 681

201 F R F P H L K R L S w v R G Q R L E * 219
682 tcgagacgctaac 694
Mutante #219
p219-15
abpl

CGG TGG AGC TGG TAC GGG TAT ACT GCC GCC GCA AAC GCG CCA CCT GCG CCT GTT GCT CCC CCC GCG CCC cCG 75

76 GCA CTT CAT ACA CTT CCT GCA GCT GCA GCT GTA TCC GCA CCC GAG GAA GCC GAG GAA GAG GCG CCA GCT GCA CCG 150

151 CCC GCT CCT CCT TCT CCC CCT GCT CAT ACA GAG GCG GAT GTG GGA GGA GCT GCA GAG CAA CTA GAG TCG ACG CAT 225
51 P A P P S P P A H T E A D v G G A A E Q L E S T H 75
226 CTC TCT GCT GTC AGT GCT GGC AGC AAC AAG GGT CTA CGC GGT CGC GTT GCG TGG GCG TAC GAA GCA GCT GAA GAC 300
76 L S A v S A G S N K G L R G R \Y% A w A Y E A A E D 100
301 AAC GAA TTG ACG CTT GTC GAG GGA GCG ATC ATC TCA CAC ATT GAA CAG ATC GAC GAA GGT TGG TGG TCA GGT GTA 375
101 N E L T L v E G A I I S H I E Q I D E G W W S G v 125
376 GAT GAG CAC GGT CAA GAG GGT CTG TTC CCT GCC TCG TAC GTG GAG CTG ATT GAA GGC GAG GCT GAG CCG GAA GAA 450
126 D E H G Q E G L F P A S Y v E L I E G E A E P E E 150
451 GAG GCC GCA CCG CCA GCA CCG CCA GCA CCG CCA GCC CCA CCT GCT GCT GCC GCT AGC GAG ACA GAA GAG CAA GAC 525



Anhang

151 E A A P P A P P A P P A P P A A A A S E T E E Q D 175
526 GAC CAA GGC ATT CCA CCC CCT CCC CCA CCG CCG CCT GTT CCG CCT GTA GCA CCT GCA GCA CCT GCA GCA CCT GCT 600
176 D Q G I P P P P P P P P v P P v A P A A P A A P A 200
601 CTG CAA GAG GAA GCG CCC GCG CCT CCT CCG CCG CCT CCT GCA CGC GTT GCT GCT GCC GTA GAG GAC CGC GGT CTG 675
201 L Q E E A P A P P P P P P A R v A A A \% E D R G L 225
676 GTC TGC ACA GCT ATG TAC GAC TTT GAC GCG TCG GAA GAC AAC GAG CTT ACC TTC GCC GAG GGT GAC ACG ATC ATC 750
226 V C T A M Y D F D A S E D N E L T F A E G D T I I 250
751 CAC GTC GAC GAC CAG ATC AGC GAT GAT TGG TGG AGC GGT ACA AAC GAG CGT ACG GGC GCT CAG GGG TTG TTC CCC 825
251 H v D D Q I S D D w w S G T N E R T G A Q G L F P 275
826 GCC AAC TAT GTT GAG CGA GCT TAG gtgcggttagcaaactagccatcacaagtcacgaatgcttgatagacgagttgaaagaatgttttgtg 917
276 A N Y \% E R A * 283
918 atgtctgtatggggggggggtatgtgtgtgtatcttagatcccgatctgatgtgggecgcaaatcggggectgtecggegacggcgaatggaaggatgcaaat 1017
1018 aagtgccatgaatgttggagagccgcctgctggecttageccgagttttggacagacagecggtggcagcatgtggggaaagaggatcggagegetegatgea 1117
1118 cgctggtgcaagctttttgagatggtctacaggtgcacggacggaagecgcagtgtgtgtctgeggagacgttcaggegttecattectegggacacgcaag 1217
1218 cgaaggcgaagggtcacgagagctctagcgatcataaccatgaatggatcattgecgecgatgtggggecgcagtatgeggtatgetetggageccacacttgt 1317
1318 gaggtaggattgacgcagaaacggagaggagagtgcaagcaaaagtgacgagtgacattctgtgatgctggagccgagatgtagtcacgagtggggttte 1417
BamHI (REMI-Integration)
1418 caaccgcgcgctcccgeccgcaaccgcaggtatcgacgtectgaccttggtGGATCCetttgetggaagtcaacgtatccaccectgttgegaccgecgacg 1517
1518 aactcccatgctcccactcgaccttggccaacaatgegttgectecgtagagaataagctacactgtaagectcagtcaaggectgtacccggcaatcaagatt 1617
1618 cgtggagacaagcatgcaacggggaaatgggcggtgttttcggetggetgcagegatatgttecctggacatgetcaatttgectttatgegtggetggga 1717
1718 tgcgactctgcagacgctccaagtcggtcaacaaaccacacgccaaatcacgaattgggttcecgtattecgatcteccecgetttetttectttecactcaca 1817
1818 gacgtgaagcccccgcgactgaatctaggactaaatagacgatccaccatcgtgaaagatttgacaagttagagagttcaactaagattaacttgactgt 1917
1918 tacgtgtactttcgagccgacccgtgactgttcgagttgegtgtccagetgttccacacacgacggataggggccatccacggccaaaaaaaaaaaaaaa 2017
2018 aacccagttcaattcaaaaatgaaagaagcaagttagaaaagtcacagtcacgaatgtgctgctcacagctcagaaagggtgaaaagggggcaacaggga 2117
2118 cgagacttacaatcacctgcgtgttagcgtgagactgttgtgatgttttaacttaacttaggttgagttagcaggtcgcagtecgegetttgaactctgac 2217

2218 ccgtcttttecggattctgegecatecggetgegetgegggtttagtgtgtatacatgacg 2275
-1537 cgtggctgttgeggagetgtttececctgtegtgegteg -1501

-1500 gtgattgttttgctggctggcgtgcggcagcaactgecgegtggtggtgecgectggtetetttegttttectecteggagcaaacacttecttagagggacge -1401
-1400 ggctccgctttttgctattagectttgtgetttgtgectttgtgettegtgttccacgttetgtgttecgecattagagetetgttaactcactcacgactacg -1301
-1300 tgctgtgcgetgtgctaatcacgaatgectctgegttgacgttgegettgetactegetgecacttgecgeccaccecgattectetegatgtcactgtacece -1201
-1200 ctttgtcatcaccgttttcttcgtctacactgcatcctccaccgtacctgecatcatectectetetteggeecgtetggettegtacgatcgaccgetac -1101
-1100 cgaaaagtccagtagcgcaggggcagattcaattcacatccaagacgcttttgaacccacatctcgatcgtacgacacatacttacaaacacatacacte -1001
-1000 cgtacacatacgcgcgcgcgctgetgetegtecteecttgtectegegcaaaacaacgacacacgtatagecccattectetacactecgeccaccttgecca -901
-900 gcttgcccagcttgcccatcttgeccatcttgeccgettggecatgecattegtetgetagectetectcaccaccaccagcageccagcacgcacgcageca -801
-800 ctcgtgattgcattgcaccgccaaacccaactgccgtgecteccgeggegeteecctegaateccgagegttcacacgettetgtetgetaggteccagtacegt -701
-700 agcagaatcggtcgctcatcgagcctatctctageccacgeccegtetegectttetgtttggtggcaagcaggegtectttatgtgecacaaacaccegegt -601
-600 acagcacttccctttccctgtectetgtegecactetettgeggecatctectagacattgatcateccacacattcaacgectetegacgacacctcacece -501
-500 atctccgecccatccttgegetgtgegetgettetgtetggetttgtagttecgaccatcattetatcatgtecgactteccaaccacgeccaatgacgectgatg -401
-400 ccggtgcgtctacgtcagcagatcagtcgcagcagcagtccttgecaccattgecatcatccacagegetccaacacagcacactcggacggcagcagete -301
-300 gtactattctaacgtcgccgaagatctcaagcgtgccaccgcagatatcaacctecgetggetectcacagtcageccgetgecagettececggetetcaacag -201
-200 cgcctccaaccctctgecgtgeccaatgttgcaatcacgttecgcacgageccaaccacacccgecceggetteccgatccaaacgcacagcaacagtcattge -101
-100 gtccatccacctccttagccactagcattgcgacagacgcaacctecttecgegcaatecgtgcagacatggacaggataaagagtcgegetgtagateceggg -1
ATG GAG CTG GGA AAA GGA AAG AGA AAA ATA CGA AGT ATC CAG CTC GAT GCG CTC CAA CAG CGC CGA GTC TGC TCC 75
1M E L G K G K R K I R S I Q L D A L Q Q R R v [} S 25
76 CAG CCT GCC TTC CCG TGC CTC CTC TCG TCC TCC ACC CCG TCT CGA CAC CTC CAG TCT ACC AAG AAC CAA CAA TGG 150
26 Q P A F P [} L L S S S T P S R H L Q S T K N Q Q w 50
151 CCC AGA TCT CGC GCC CTC CAG CGT CTC GGG CGT CCA TTC CAA CTT TGC CTC GCC TCA GAA CCT CCA AGC TCC TTT 225
51 P R S R A L Q R L G R P F Q L [} L A S E P P S S F 75
226 CAA CCC TAT TTC TGG CAA CGC CGC CGT CGA AGC GTC CAG CAC CGA ATT CAG TCT CTT CCA ACA CAG ATG CAA ATG 300
76 Q P Y F w Q R R R R S v Q H R I Q S L P T Q M Q M 100
301 GTT CGG GTC AAC ACC ATC TGG TCT TCC GCT CCT GCG CCG GAC CAG CAG AGA TCA GCT CAA ACA TCG TCA TCT TCC 375
101 v R v N T I W S S A P A P D Q Q R S A Q T S S S S 125
376 GCC ACT TCG CCG AGA CGG CGC GAT CAG ACC TGT CAA GCA TGC GGC AAG ATC ATG ACT GGT CAG TTT GTC CGA GCG 450
126 A T S P R R R D Q T C Q A C G K I M T G Q F v R A 150

-
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451
151
526
176
601
201
676
226
751
251
826
276
901
301
976
326
1051
351
1126
376
1201
401
1276
426
1351
451
1426
476
1501
501
1576
526
1651
551
1726
576
1801
601
1876
626
1951
651
2026
676
2101
701
2176
726
2251
751
2326
776
2401
801
2476
826
2551
851

CTC

GCT

CTC

GTC

GTC

TTT

ATC

GGA

CCT

CAG

ATC

CAT

CAC

GGT

ATC

AGC

AAT

AAC

AAT

CGC

AGA

TTC

TTC

GTT

CAG

TTG

GAT

GGC

CGG
R

GGC

ACC

GAC

GAG

TTT

GTC

AAG

ATC

TCG

TCT

GTC

ATT

GCA

CGT

CAG

ACC

GGC

CTG

AAG

CCG

TGC

CTC

TCA

GTT

TCG

ATG

TCC

GCA
A

AGC

GAC

CTC

CAT

TGC

GAG

TTG

GAC

CGC

CAG

GAA

GAG

CGT

AGG

ATC

CTC

GTC

GAA

CGA

CAA

TCC

CCcC

TTA

GCG

TCA

ACC

CAA

TCG

CGA
R

GTC

GAC

ATC

TTC

CAC

ATC

TGT

AGC

ACA

ATG

ATG

ATT

GAA

AGG

GCC

GCC

GGC

GCA

TGG

CCT

GAG

CAG

CGT

ACG

ATG

ARG

CCG

CAA

TAC

ATG

TGT

ACC

TTT

AAT

Ccc

Cccc

GAG

GAG

CTC

CTT

GCC

ATG

TTG

TTT

CcAa

GCA

CAC

GAC

GGT

TGT

GTT

CGT

CAC

GCA

CAC

AGG

GCA

CAT

GTC

GCA

TGC

CAT

CGC

ACC

GCG

cca

GAG

CGC

TTC

AGA

GGC

ACG

TCC

GAC

ACC

TCC

CCcT

AGC

TCT

GCG

CAG

GAG

AAG

TCT

GAA

CAG

CTC

GAC

AAG

TCG

TAC

AAC

GGA

CTG

TCT

CGC

CAC

TCT

ATG

ATC

GGC

GCC

GGC

GAT

AAC

GTA

GCT

GGC

CTC

GTG

GCG

GTG

cce

CCT

CCG

GAC

TCC

TGC

GTC

AGC

AAC

TCC

CAG

ccc

GTC

GTC

GCC

TTA

ACT

GCG

AAG

CTT

TGC

CCT

GGT

GGC

AAC

GGA

TAC

ccc

TCC

AGT

CCG

TGC

TCG

AGC

TGC

ACC

ACA

ACT

CAC

GAC

TAC

AGC

ATC

TGC

CAG

CTC

CTG

TGG

TGC

CTC

GGT

CTC

TTA

CGC

GGA

CGC

CGC

GAC

TCG

CAA

TTC

GGC

GGT

CCA

CGC

GAC

Ccc

TCA

GCT

CGC

AGC

GAC

AAG

GAA

AAG

GGC

TAT

GTT

AAG

GCA

CAG

CAG

CTA

ACT

AAC

ATC

ATT

Ccc

GGC

CGA

ACA

GCG

ACC

TTC

GAA

GCC

ACC

ATC

GGC

GAC

AAG

CTC

TTG

AGC

GGC

GCA

TGC

CCG

AGC

CTC

TTT

GAC

TCG

TCT

GGC

TTC

TAC

TGC

GGC

CTA

GTC

GCC

CAT

GAC

AGT

GAG

TGG

CGC

TTG

ATC

CTC

GAC

ATC

TAC

TGT

TCG

GAG

GGT

CGG

GCA

ACT

CAA

ACG

CTG

AAG

CAG

AAC

CGT

AGA

TTT

ATC

TGG

GGC

CAA

ATC

ACC

TAC

GAG

GTC

TCG

CGC

ACT

CGC

GGA

ACG

CcAa

CCG

ACA

TTG

TCC

GAC

GTG

CAA

CGT

CAG

GAC

CTC

GGC

GGT

AAG

CAT

GCC

GGA

GAG

GTA

CTC

GCC

CTC

GAG

GCC

TCC

TCC

TGT

TTA

CGC

GGC

CTG

ACG

ATC

GTT

ACC

GAA

CAG

TGC

TTT

AGC

CCT

TGC

cce

GCA

GAC

GCC

CTT

GGC

AAC

TTC

GTT

TTC

GAC

CTG

ACC

CAG

cca

TCG

TTT

CGC

elele)

AAG

GGC

GAC

GTC

CAG

GGT

CGA

AGT

AGC

GGT

CAG

CGA

GAA

CCT

TCG

TCT

TCG

CGC

GCT

ATG

CCG

AGA

TCG

CAA

GTC

TGC

ACG

AGC

TGC

TAC

TCC

GAG

ACA

TTT

AGG

AAG

TTG

CTG

GAA

CAG

TCC

GAA

GCT

CAG

TCC

GTC

GGC

GCA

AAG

TCA

CGT

TCT

CAG

GTC

GAG

GCG

TAC

ATG

GAA

TCG

CCT

GAA

ATG

GAA

CTT

GCA

AGC

GGC

ACC

GAG

CTG

TAC

AGC

ACA

GTT

TCG

TCG

GGA

TCA

CCA

CAA

GCC

ACC

CTT

TAC

ACG

ATC

GTG

TCG

TCC

GAG

GCT

GAT

TCG

CAC

GCT

ACG

AGC

TGC

CGT

GGT

TCG

AGG

GTT

cca

GTG

CGG

CCT

GAA

CAG

GCC

GAC

GGC

GAG

GCC

CAC

ACT

Cccc

AGT

AGC

GAG

GCC

CAC

TAT

CTC

CAG

TCG

TTG

GAT

CTC

TGG

CTG

CCG

GCT

AAT

CAA

CGT

ACC

CCG

AAG

TAC

ACG

CTC

CAT

CAG

GGC

CGT

GGA

GAG

ACG

GAA

CCT

GAT

CTA

ACG

CAA

TCG

TAC

TTT

TTT

ARG

GAC

CTC

TTC

ACC

CAA

AAG

GCA

TTC

GGC

CAG

AAG

TGG

CCcC

TCG

ATG

GCG

TCC

TAT

CAA

TCG

GCC

AAT

CAA

GCC

CCG

TTC

CGA

TTT

GGC

AAG

TGG

GAC

TCC

CAC

GCG

ATC

GTC

GAA

ATC

TTC

AAC

AGC

GGC

TCG

AAG

GCC

TAT

CCG

AAC

CGC

ACG

AGC

TCG

CAG

CCA

CGT

CAC

AGT

CAG

AAC

AAC

GCT

AAG

TGC

CTA

TCG

ACA

CTC

CTG

ACT

GAA

GTC

ACG

CGC

TGC

GCT

CCcAa

AAG

TCT

CCT

AGT

CAG

525
175
600
200
675
225
750
250
825
275
900
300
975
325
1050
350
1125
375
1200
400
1275
425
1350
450
1425
475
1500
500
1575
525
1650
550
1725
575
1800
600
1875
625
1950
650
2025
675
2100
700
2175
725
2250
750
2325
775
2400
800
2475
825
2550
850
2625
875



Anhang

2626

876
2701

901
2776

926
2851

951
2926

976
3001
1001
3076
1026
3151
1051
3226
1076
3301
1101
3376
1126
3451

CAG GTG TTC CAG CCG GTC CAG CAA CAG CAG CAT CTT CCG TTT GCA TTG CCT CCC CAG

TTT GGC AGC GGC ACG TCC GGA CGT TCT GGA TCG CCC TCA AAC CTG GAG CCT GGC TCG

GCG TTT GCA CGC CAC AAT ACC GAC GTC AAG ATT CGC GAA GAC GGG CCT ATG CGA CAG

CAG CGC GAG ACA AGG AGT GAG GAC GGC ATC ACG CTC GCT GAT ATC CCG CAC ATC TTG

GAG CAG CAC CGA CCG CTG CCA AGC GAA AGC ACG CGC TGC ATC TCC GAG TTG TCG GCT

AAG CAC ATG GCA GTC ATG TAC CTT CAG CAG TCG GCG CTG CGA GAC CAC GTC AAC CTG

ATC GAG ACG CGC AAG AAC ACG TTT TGG GGC AAA ATC TTC AAG GGT GGC AAG GAC AAG

GGC GTA TTT GGC ATC CCT CTC GAG ATT CTC GTG GAA CGC AAT GGC GCC GAC TCA ACG

CAT CTG CGC GTA CCT TCG TTC ATC GAC GAT GTG ATC TCG GCC ATG AAG CAG ATG GAT

H L R \% P S F I D D v I S A M K Q M D

TTC CGC AAG AAC GGC AAC ATC CGT CGA CTC AAG GAG CTG TCC GAA GCG CTC GAC CGT

F R K N G N I R R L K E L S E A L D R

CTG CTC GAT GAC AAT CCG GTT CAG CTG GCG GCG TTG CTC AAG AAG TCC TGC GTG AGC

L L D D N P v Q L A A L L K K S C v S
cgttcaagctgcacaagctgttgtcatgtccaaaagctggaatccgaagcggaacgacgtcgcattctgcacat

p219-13

npi4

76

26
151

51
226

76
301
101
376
126
451
151
526
176
601
201
676
226
751
251
826
276

npi4

ATG ACA TTC TCA ACC TAC ATG CGC TTG TCC GCT ACA AAC TAC CCC TCG ATC ACC TCG

CAT CTG TGC GAT CGA GCA GGC AAA GAG TTG CGC GCT GCC ACC TAC CGC CTA CTC CGC

CTT TCG CCG CTC GTC TCA CGC TGT CGC GAA AAG GGC CTC GAC ATT TAC CTC TCA CGT

CGT TTT GAG CTC GAA AAG GTG CAA GCC ATC AAA CTC ATA CGA GCC ATC ATG GAG CTG

ACC ACA GCT CCT GAT CGT CTC GCC CTC GAC TTG CAG CAA CTC GTG GCG CCC GGC GTA

GTC GCA GAG CAT TCC GAA GAC AGG CTC CGT CAC ATC TGC CTC GAA ACG CTC GCC GAG

CGG CTG CTC ATC AAA GCT GGT GGC CTC AGG GCC ACT CTC CAG GCG CTC ACC GAG GGC

ACT TTG ATC CAG GTC TTC ATC TAC CTC GTT GAC ATG CCT GGC ACT CGT CAG CAT CTG

GAA ATC GCC CTC TCG GGC TTC ACA GAG ACT CCG GTG CAG AAA CCC ATC ACC TAC GAT

GCT TCC GTC GTC ACC GTC CTC CTC CGC TCC TGG GCA GGT CTC ATC TAT CTG TGC ATG

AAA TCG CTT GTC CAG GCG CTA CGT GTC AAC ACG CTC GAC GTC AAG AGC GTT CTA CTC

TTC AAC GTT CGT GGC GCC ACC GGA CGA GTG GAT CC
F N v R G A T G R \4 D

CAG

ATT

CCT

GAA

CTG

GAC

AAG

CTG

TTG

GAC

TCC

CTA

CAC

ACC

GCA

ATT

CTT

GCC

CGT

GCT

GAC

GAC

CAG

GTG

TCC

GCC

GAG

GAT

GAG

GGT

TCA

AGC

CGG

GAT

GCT

CTC

GCA

CGT

GCC

ACC

CcAa

CTA

GAC

ATG

CAG

CCG

GGC

GAG

CTG

TTG

ATC

GCT

GTC

TCG

ATC

GCT

CTC

ATC

CTG

GCT

GTC

GAA

GGT

CTG

AAG

CTC

CCT

ATC

GAT

CAG

TTT

ATC

AAG

AGT

GAA

GCA

CGC

GCC

ATA

CGT

CGA

CTC

TTT

TTC

GTC

CGA

CGT

CAC

CCT

CGA

GAA

GCG

ATC

GAA

GCA

GGC

GTG

TCA

ATG

CAG

GAT

TCC

GCT

GAT

TCA

GAT

TCC

GCG

GAC

CAG

CcCcT

ATC

CGC

GTC

TTC

AAG

GCA

ATC

AAT

TGA

CCT

CCA

AAT

ATC

GCC

CTT

CCcC

CTC

ACC

ATC

CTC

2700
900

2775
925

2850
950

2925
975

3000
1000
3075
1025
3150
1050
3225
1075
3300
1100
3375
1125
3450
1150
3524

75

25

150
50

225
75

300
100
375
125
450
150
525
175
600
200
675
225
750
250
825
275
860
286



Anhang

1 ATG ATC CTC GCT CAC TAC GCC ATC ATC GCC GTC GGC AGC ATT GGT CGG CAC AGT CGT ATC GAC GAC AAA CCA TTC 75

76 ACG ACT TTG CAG AGT CAG AGC TCG CGA CTC GAT CCC ATC ACC AGG CAA CGC TTG GCG CTC TTG CGA TTT GGC CGG 150
26 T T L Q S Q S S R L D P I T R Q R L A L L R F G R 50
151 CAT CGA ACC TCG ACG ACT CAG GGA ATC ACG TAT GGA CTC AAG CAC TTT GAC TTC CAT CTG TCA ATC TGC TCT TGC 225

226 TGT AAA TCG CTG CCG GCG GTG ATC GCG CTG TTG CTC GCT CGC TTG ACG ATG GAG TCG CTT CAG CCG CAC CAA GAG 300
76 C K S L P A \% I A L L L A R L T M E S L Q P H Q E 100
301 GCG CAA CGC CTT CAG AAC CAG ATC GAT ATC GAG AAC AAG ATC AAG GAT GGC GCC GAA AAT TTG CTC AGT GTC TTT 375
101 A Q R L Q N Q I D I E N K I K D G A E N L L S v F 125
376 GAC CTA AAG CTC GCC TCC TCT GCA AAG CAA GAC CTT CGC AAG CAG ATC GAG TCT GAG CTC GAC TCG GCC ACC CTC 450
126 D L K L A S S A K Q D L R K Q I E S E L D S A T L 150
451 AGA ATC GCA TCT CTC ACC GCC GAG CTC CAA CGA TGG AAG CAA ACA CAC TCT ACC ACC TCG CCG CCT TCC TGG GCG 525
151 R I A S L T A E L Q R w K Q T H S T T S P P S w A 175
526 TCC AAT CCC TCC GCC TCC GAT TCA GAG TCT GCC TGC AAC ATT CCC GCT TCC ACC ATA TCC AGG CTT GAG CAG TCT 600
176 s N P S A S D S E S A C N I P A S T I S R L E Q S 200
601 GCA CTC GGA TTC GAG GGC CGT CCA TTG TTT GAG AGT GCC AGT GCC CAG TCC GGT CCC AGC CAT CAA CCC GTT CGC 675
201 A L G F E G R P L F E S A S A Q S G P S H Q P \Y% R 225
676 AAC ACC AGC TAC GAC ATC CTT ACC GCC CAT CTC GAC CCC AGC AAT GGC TCT CCA CCT TCC ACC AAC TAT GTC AAT 750
226 N T S Y D I L T A H L D P S N G S P P S T N Y v N 250
751 GAT CTT GGC TCC CAC TTC CAC TTG CAT GCC TGC AGC GCC TTT TCC AAC TCT CGG CAT CGG TCT GGA CGG ACA TGC 825
251 D L G S H F H L H A C S A F S N S R H R S G R T C 275
826 TCC GCT TTC TCT TGC CGG TGC ACA GCC ATC ATC CGT CTC TGC GCT GCG CAC TCC CCT CGC CCA TCC GCC CTG CTT 900
276 S A F S C R C T A I I R L C A A H S P R P S A L L 300
901 TTC GAT CGT TAC TTT GTC CCT TCG ACT CAG CCG GCG CAG CAC ATC GAC GCA GAG CAT GCC CGA TCT CAC GAC CGC 975
301 F D R Y F v P S T Q P A Q H I D A E H A R S H D R 325
976 GAA GTA GAG GAT GCT CGC GCG TCA CGA TCT TTG GCT CTC ATG CTC ATT CGC TCC TTG CGC CCG CCA TCT CCC ATC 1050
326 E \% E D A R A S R S L A L M L I R S L R P P S P I 350
1051 CCT CCA CCC GCA ATG CTG CCC ACT CTC TCA GAA AAT GCC GAC ACG TCC TCA CCA ACC GTT CAA ACT GGC CCC GCT 1125
351 P P P A M L P T L S E N A D T S S P T v Q T G P A 375
1126 GTC GTT TCT ACC GCC ACC GTT GAT CCA GTC TCG CCG CCC AGC TCG AAT CTC GCG CTG CCA CGT ATG GCT CGC AGA 1200
376 V \% S T A T \% D P \% S P P S S N L A L P R M A R R 400
1201 ACC GTT GCA CGT TCC AGA GCA GCA GCC ATA GCT TCC GGC GCC TCT TCA CAC GCA CGT ACG CCC AGC AAC GCA ACG 1275
401 T \% A R S R A A A I A S G A S S H A R T P S N A T 425

1276 GGT CTC GAC GAT CAA GCC AAG CAC AGA TCG ACC AAA TCA ATC GTC TCG TCG AC 1328
426 G L D D Q A K H R S T K S I v S S 442
pig2

BamHI (REMI-Integration)
-716 GGATCCgtgcccgacg -701
-700 gaccacgcacgacagtcggttggttggttggtecggtctgtgcaactcaacacggggacccttgaactggagtatgettttggecggggtaaaagegecctg -601
-600 acgagctgctctccacaatcgtgaattcagtgattcagaattgtgtatcacgtgaatcgtgegtgaattectcagatttectgtecgetaattttgaaagac -501
-500 gcacacaaaatcacgagtcgttagtcacgtgaatcacgaatcgtgaatctcgaatgtcgcaagtctgtgagtgttatgtccccaaaagttcgcacaaatt -401
-400 aaaggctgccaaaatcacgaatcacgaatcgtgaatgagtgaatcagcaggaaaagtcacgagtcgtgagtgtgtgagtcggactgtaccacgactcacg -301
-300 actctgtgactgttctgtgcagtcacagtgacgagtacagtagtaagtctgtctcgtgtctgtaagataaagcacgattggaccctttgectgctegecat -201
-200 catccaatcaactcattcacattcgcattcacatttgcattcacattcgtgttcgcaaacgecttctcaacatctecatcacgacaacatcccatcacgac -101
-100 aacaacgacgaccgcatcgcatccgacctctgttgttgtgtacgcaaatcctaccgactggcatctgtcagcacactcagecgegeccacgectgaccaacgt -1
1 ATG CCG ATG AGG TTT GCT CCG ACA TTC AAC CGC CTC GTC GCG AGC AGC TGC TCA CCC TGG CTT GCG GTG GCA GCC 75
1M P M R F A P T F N R L v A S S C S P w L A \Y% A A 25
76 GCG TTT GTG CTG TCT GGG CTG GTG CAG TCG GCA GCA TCC TCC TCA TCC GAT GAG GCA ACT CAT GAT GGT CTT CGA 150
26 A F v L S G L v Q S A A S S S S D E A T H D G L R 50
151 AAG CTC ACT GCT GCC AAT TTT ACT CTC GTC AAC GAT GGT GCA TGG CTC ATC GAA TTC TTC TCG CCC GTT TGC GTC 225
51 K L T A A N F T L v N D G A w L I E F F S P v [} v 75
226 CAC TGC AAG AAG TTC GGC GCT ACC TGG TCG GAG CTC TCC CAA TTA AGG ACT CGC TTC ACC CAA TAT CCA CAG GCA 300
76 H C K K F G A T w S E L S Q L R T R F T Q Y P Q A 100
301 CCC TTC ACC CTC GCT CAA GTC GAC TGT CTC GCC CAG TGG GAC TTG TGC ACG GAG CAG GGC GTC CAG TTC TTG CCT 375
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