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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Zymoseptoria tritici als Schadling im Weizenanbau

Der phytopathogene Ascomycet Zymoseptoria tritici (friher Septoria tritici, Teleo-
morph Mycosphaerella graminicola) gehort zur Klasse der Dothideomyceten und ist
einer der 6konomisch bedeutendsten Schéadlinge im Weizenanbau (Palmer und Skinner,
2002; Ponomarenko et al., 2011; Quaedvlieg et al., 2011). Er ist der Erreger der Septo-
ria Blattdirre (engl. Septoria tritici blotch, STB) von Weizen (Triticum aestivum L.)
und ist in humiden Gebieten mit gemaRigter Klimazone weltweit verbreitet (Jones und
Cooke, 1969; Eyal und Levy, 1987; Mehrabi et al., 2006).

In Deutschland z&hlt die Septoria Blattdurre, neben Mehltau (verursacht durch Erysiphe
graminis), der Kopf- und Knollenfaule (Fusarium graminearum) sowie dem Gelb- und
Braunrost (Puccinia striiformis bzw. recondita), zu den wichtigsten Pilzkrankheiten im
Weizenanbau (Dean et al., 2012; Volk, 2015). Der Befall mit STB kann zu jahrlichen
Ernteverlusten von 35 bis 50 % der Gesamternte fiihren. Der dadurch verursachte wirt-
schaftliche Schaden wird in Europa auf ca. 400 Mio. US-Dollar / Jahr und in den USA
auf 275 Mio. US-Dollar / Jahr geschatzt (Ponomarenko et al., 2011).

In Europa ist Weizen das am hédufigsten angebaute Getreide und deckt etwa 20 % des
Gesamtkalorien- und 25 % des Gesamtproteinbedarfs der Bevdlkerung (Fones und
Gurr, 2015). Prognosen der Vereinten Nationen sagten im Juli 2015 einen zukinftigen
Anstieg der Weltbevolkerung auf 9,7 Mrd. Menschen bis zum Jahr 2050 und auf uber
11 Mrd. Menschen bis zum Jahr 2100 voraus (UN, 2015). Die wachsende Weltbevolke-
rungszahl wird veranderte Anforderungen an die Menschheit zur Folge haben. So muss
neben der drastisch steigenden Nachfrage nach Lebensmitteln auch neuer Lebensraum
erschlossen werden, wodurch wiederum die pro Kopf nutzbare landwirtschaftliche Fl&-
che verringert wird (FAO, 2015).

Um die Erndhrungssicherung dennoch zu gewaéhrleisten ist eine effizientere und nach-
haltigere Nutzung vorhandener Ressourcen zwingend notwendig. Dazu mussen, neben
der Etablierung verbesserter Anbaumethoden, die Ernte- und Qualitatsverluste mini-

miert und dadurch die Ertrage gesteigert werden.
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Neben abiotischen Faktoren wie Diirre, Extremtemperaturen und Unwetter sind Ernte-
verluste ebenso auf biotische Faktoren, wie phytopathogene Organismen, zuriickzufiih-
ren (Oerke, 2006). Diese verursachen weltweit Ernteausfille von bis zu 40 % (FAO,
2015). Neben Bakterien, Insekten und Viren sind phytopathogene Pilze die zahlenmifig
meisten und 6konomisch bedeutendsten Schédlinge fiir viele Kulturpflanzen (Prescott et
al., 1986). Bekannte Vertreter sind neben Z. tritici bei Weizen, Ustilago maydis bei
Mais sowie Magnaporthe oryzae bei Reis (Dean et al., 2012).

Die weltweite Verbreitung von Z. tritici und die damit verbundenen Ernteverluste bei
der Kultivierung von Weizen sind schon seit den frithen 1980er Jahren bekannt und
Gegenstand intensiver Forschung (Eyal et al., 1987; Mehrabi et al., 2006).

Da die Ernteertrige STB-resistenter Weizensorten im Vergleich zu den fungizid-
behandelten, anfélligen Kultursorten drastisch reduziert sind, bleibt die intensive Appli-
kation von Fungiziden die bislang einzige Mdglichkeit, um den immensen Ernteverlus-
ten durch die Septoria Blattdiirre entgegenzuwirken (Palmer und Skinner, 2002). Im
Jahr 2014 wurden in Europa ca. 1,3 Milliarden US-Dollar fiir chemische Mittel zur Be-
kdampfung von Weizenpathogenen investiert, wobei 70 % davon allein zur Bekdmpfung
von Z. tritici aufgewendet wurden (Fones und Gurr, 2015; Torriani et al., 2015).

Durch die hohen sexuellen Reproduktionsraten und der dadurch auftretenden groRRen
genetischen Variabilitat, kommt es bei der Anwendung antifungischer Agenzien ver-
mehrt zu einer Resistenzbildung des Pilzes. Gegen alle bislang eingesetzten Fungizid-
gruppen wurden mittlerweile resistente Z. tritici Isolate gefunden, was ein anwachsend
grolRes Problem bei der Bekampfung der STB darstellt (Palmer und Skinner, 2002). Ein
Beispiel fiir diese Entwicklung ist die Wirkstoffgruppe der Strobilurine, die bei der Be-
kdmpfung von Z. tritici zunehmend an Bedeutung verliert (Morzfeld et al., 2004).
Aktuell ist die Kombination aus Azolen und Succinatdehydrogenase-Inhibitoren die
effektivste Methode um die verheerenden Auswirkungen der STB einzuddmmen und
die Ernteverluste zu reduzieren (Torriani et al., 2015).

Aufgrund der begrenzten Effektivitdt der heute gegen Z. tritici eingesetzten Fungizide,
aber auch aufgrund der Entwicklung neuer Resistenzmechanismen durch den Schidling,
wird intensiv an der Entdeckung neuartiger, antifungischer Mittel geforscht.

GroBe Konzerne wie BASF Crop Protection, Bayer CropScience oder Syngenta arbeiten
mit hoch technologisierten Verfahren daran, neue Fungizide gegen Z. tritici zu entwi-

ckeln (Torriani et al., 2015).
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Zudem ist die Aufklarung der molekularen und physiologischen Infektionsmechanis-
men von Z. tritici das Ziel vieler Forschungsvorhaben. Dabei ist es vorrangig, die Inter-
aktion zwischen Pathogen und Wirt auf molekularer Ebene zu verstehen (Rudd et al.,
2015). Mit dem Verstdandnis dieser Mechanismen konnen spezifischere, effizientere und
umweltfreundlichere Fungizide entwickelt und die bisher eingesetzten Wirkstoffe er-

ginzt oder ersetzt werden (Bebber und Gurr, 2015).

1.2 Der Modellorganismus Zymoseptoria tritici

Im letzten Jahrzehnt entwickelte sich Z. tritici zum Modellorganismus zur Erforschung
hemibiotropher Pilze (Shetty et al., 2007). Grundlage dafiir lieferte die im Jahr 2006
vom Joint Genome Institute verdffentlichte Genom-Sequenzierung vom Z. tritici Wild-
typstamm IPO323. Im Jahr 2008 wurde die zweite Annotation der Gene und anschlie-
Bend im Jahr 2011 die vollstindige Genom-Sequenz veroffentlicht (Kema et al., 2008;
Goodwin et al., 2011). Das Genom, mit einer Gesamtgrofle von 39,7 Mb, unterteilt sich
in ein 13 Chromosomen umfassendes Kerngenom sowie ein aus acht Chromosomen
bestehendes Dispensom. Letzteres ist fiir das Uberleben des Pilzes nicht zwingend er-
forderlich und kann wihrend der sexuellen Reproduktion verloren gehen (Goodwin et
al., 2011). Aufgrund der Verfligbarkeit der Genomsequenz, in Kombination mit dem
etablierten Agrobacterium tumefaciens vermittelten Transformationssystem, ist die
genetische Manipulation von Z. tritici realisierbar (Zwiers und De Waard, 2001).

Z. tritici st fakultativ pathogen, wodurch eine Kultivierbarkeit auf artifiziellen Medien
moglich ist. Dies ermdglicht umfangreiche Untersuchungen des Pilzes auf molekularer

und physiologischer Ebene unter Laborbedingungen.

1.3 Der Infektionsmechanismus von Zymoseptoria tritici

Der Infektionsprozess beginnt mit dem Landen von Z. tritici Sporen auf der Blattober-
flache der Wirtspflanze. Eine Primérinfektion erfolgt meist durch luftiibertragene As-
cosporen, die sich durch Wind Uber grol3e Entfernungen verbreiten kénnen. Eine Infek-
tion kann auch durch Pyknidiosporen erfolgen, jedoch nur von infizierten Nachbar-
pflanzen durch direkten Blattkontakt oder der Ubertragung durch Regen. Bei hoher
Luftfeuchtigkeit keimen die Sporen auf der Blattoberflache aus und die Hyphen dringen
innerhalb von 24 - 48 Stunden in das Blattgewebe ein. Im Gegensatz zu anderen phyto-
pathogenen Ascomyceten bildet Z. tritici keine spezialisierten Infektionsstrukturen (wie

3



1. Einleitung

bspw. Appressorien bei M. oryzae) aus. Der Schéadling gelangt durch die Stomata, den
natirlichen Offnungen auf der Blattoberfliche, in die Wirtspflanze hinein. Unabdingbar
flr das Eindringen und somit fiir die Kolonisierung der Wirtspflanze ist in Z. tritici die
dimorphe Transition (engl.: dimorphic switch). Der Dimorphismus beschreibt bei Pilzen
einen Prozess, bei dem als physiologische Antwort auf dulRere Faktoren, wie z.B. Tem-
peratur oder Nahrstoffmangel, ein Ubergang von einer einzelligen, hefeartigen Wachs-
tumsform zu einem mehrzelligen, filamentésen Hyphenwachstum stattfindet. Der
Wechsel zwischen den morphologisch unterschiedlichen Wachstumsformen wird als
dimorphe Transition bezeichnet (Nadal et al., 2008). In Laborversuchen kann der Uber-
gang von der hefeartigen zu einer myzelartigen Wachstumsform in Z. tritici durch
Néahrstoffmangel, insbesondere Stickstoffmangel, induziert werden (Kema et al., 1996;
Dean et al., 2005; Mehrabi et al., 2006). Auf stickstoffhaltigen Vollmedien vermehrt
sich der Pilz hefeartig, in Form der blastischen Konidiogenese asexueller Pyknidio-
sporen. Aus den Pyknidiosporen konnen sich dann Keimschlduche mit polarem Spit-
zenwachstum bilden, wodurch es zum Ubergang in die infektiose, filamentdse Wachs-
tumsform kommt (Mehrabi und Kema, 2006).

Wahrend des gesamten invasiven Wachstums kolonisiert der Pilz das Mesophyllgewebe
der Pflanze ausschlieBlich interzellular und durchl&uft den gesamten Reproduktionszyk-
lus im Apoplasten, ohne in die Wirtszellen einzudringen (Cohen und Eyal, 1993; Pal-
mer und Skinner, 2002; Ponomarenko et al., 2011; Dean et al., 2012).

1.3.1 Die symptomlose Phase der Infektion

Nach dem Eindringen des Schadlings in das Blattgewebe durch die Stomata, folgt zu-
nachst eine latente Phase der Infektion, in der duBerlich keine Symptome auf der Wirts-
pflanze erkennbar sind. Haufig wird diese Anfangsphase als ,,biotrophe* Phase bezeich-
net und Z. tritici folglich als hemibiotropher Pilz klassifiziert. Diese Einordnung wurde
besonders in den letzten Jahren von vielen Forschern hinterfragt, da sich die latente An-
fangsphase der Infektion von einer klassischen Biotrophie unterscheidet. Biotrophe Pa-
thogene ernahren sich von lebenden Zellen und sind auf einen lebendigen Wirt ange-
wiesen (Laluk und Mengiste, 2010). Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass Z. tritici
kaum Nahrstoffe aus dem Apoplasten der Pflanze aufnimmt und in dieser Phase keine
messbare Zunahme der pilzlichen Biomasse stattfindet. Vermutlich werden zu diesem
Zeitpunkt der Infektion Lipidspeicher aus den Sporen als Energiequelle genutzt (Keon

et al., 2007; Palmer und Skinner, 2002; Orton et al., 2011). Die Lebensweise von
4
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Z. tritici ahnelt laut einigen Wissenschaftlern in der symptomlosen Phase eher der von
Endophyten, als der von Biotrophen (Solomon und Oliver, 2001; Thomma et al., 2005;
Keon et al., 2007; Rudd et al., 2015). Von Orton et al. (2011) wurde Z. tritici als Nek-
rotroph, mit einer aulergewohnlich langen latenten bzw. endophytischen Lebensphase
klassifiziert. Die Bezeichnung hemibiotroph wird jedoch weiterhin noch haufig ver-
wendet.

Warum der Infektionszyklus von Z. tritici eine solch ungewdhnlich lange Latenzperiode
beinhaltet konnte noch nicht aufgeklart werden. Es wurde lange Zeit vermutet, dass
Z. tritici in der symptomlosen Phase mit dem Immunsystem der Weizenpflanze intera-
giert, um die Immunantwort der Pflanze abzuschwéachen (Rudd et al., 2015). Kirzlich
konnte gezeigt werden, dass das von Z. tritici sekretierte Effektorprotein Mg3LysM eine
bedeutende Rolle in dieser Phase der Infektion spielt. Mg3LysM bindet an das pilzliche
Chitin und verhindert somit dessen Erkennung durch die Chitinrezeptoren
TaCEPiP und TaCERK1 der Weizenpflanzen (Marshall et al., 2011). Chitin gilt als
pathogen-associated molecular pattern (PAMP), ein Strukturmotiv, das als Erken-
nungsmerkmal fur das pflanzliche Immunsystem dient, um eindringende Pilze zu er-
kennen und die basale Immunantwort auszulosen. Die Expression von Mg3LysM wird
in der Anfangsphase der Infektion (Tag 1 - 4) signifikant hochreguliert und verhindert
somit die Erkennung von Z. tritici durch die Weizenpflanze und das darauffolgende
Einleiten einer Immunantwort (Marshall et al., 2011; Lee et al., 2014; Rudd, 2015).

Rudd et al. (2015) untersuchten das Transkriptom von Z. tritici zu verschiedenen Zeit-
punkten der Infektion und konnten zeigen, dass im Infektionsverlauf ca. an den Tagen
9 - 14 eine Verénderung des Expressionsprofils stattfindet. Bei 50 % aller identifizierten
Transkripte, deren Expression zu diesem Zeitpunkt signifikant hochreguliert war, han-
delte es sich um Proteine mit einer Signalsequenz flr die Sekretion. Davon kodieren 13
Gene Proteine mit einem Cysteinanteil der groier als 5 % ist. Dieses Sequenzmerkmal
ist typisch fur apoplastische Effektorproteine aus Pilzen (De Wit et al., 2009). Des Wei-
teren wurde gegen Ende der symptomlosen Phase die Expression mehrerer Gene des
Sekundérmetabolismus und einiger Proteasen-kodierenden Gene signifikant hochregu-
liert (Rudd et al., 2015). Rudd et al. schlussfolgerten aus ihren Ergebnissen, dass in der
spaten symptomlosen Phase eine Interaktion zwischen Z. tritici und der Wirtspflanze

stattfindet, in welcher der Schadling, moglicherweise durch die Sekretion von
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Effektorproteinen und Sekundarmetaboliten, das Immunsystem der Pflanze induziert
und den pflanzlichen Zelltod einleitet.

Diese Annahme konnte von Ben M'Barek et al. (2015) durch die Entdeckung zweier
putativer Nekrose-induzierender Proteinen aus Z. tritici (ZtNIP1p und ZtNIP2p) zum
ersten Mal bestatigt werden. Besagte Proteine wurden aus Submerskulturen einer Fer-
mentation mit dem Z. tritici Wildtyp (WT)-Stamm IPO323 isoliert und induzierten nach
Injektion in intakte Weizenpflanzen deren Zelltod. Die Expression der korrespondie-
renden Gene wurde in planta in der spaten symptomlosen Phase hochreguliert und in
der nekrotrophen Phase wieder herunterreguliert. Die genaue Wirkweise der NIPs ist
noch ungeklért, deren Existenz gibt jedoch einen ersten Hinweis auf die Wechselwir-
kung zwischen Effektoren aus Z. tritici und dem Wirt-Zelltod (Ben M’Barek et al.,
2015; Kettles und Kanyuka, 2016).

1.3.2 Die nekrotrophe Phase der Infektion

Nach bis zu vier Wochen, jedoch in der Regel nach 14 - 21 Tagen, kollabieren die Me-
sophyllzellen in den Weizenblattern und es werden chlorotische L&sionen auf der Blatt-
oberflache sichtbar. Die chlorotischen Lésionen gehen im Laufe der Zeit in Nekrosen
uber, die durch das Absterben der Mesophyllzellen zustande kommen (Palmer und
Skinner, 2002; Orton et al., 2011). Diese Form des Zellsterbens ist vergleichbar mit
dem pflanzlichen, programmierten Zelltod (programmed cell death, PCD), der in Folge
der hypersensitiven Reaktion beobachtet wird (Keon et al., 2007). Die hypersensitive
Reaktion gehort zur Immunantwort von Pflanzen und ist eine besondere Form des pro-
grammierten Zelltods. Nach der Erkennung eines Pathogens durch die Wirtspflanze
erfolgt zuerst der sog. oxidative burst, eine massive Akkumulation reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS) um die Infektionsstelle. Im Anschluss folgt das Einleiten der pflanz-
lichen Apoptose. Dadurch soll dem Pathogen die Mdglichkeit der Ausbreitung sowie
die Nahrstoffquelle genommen und die Infektion eingeddammt werden (Morel und
Dangl, 1997). Untersuchungen deuten darauf hin, dass in Weizen neun bis zehn Tage
nach Infektion durch Z. tritici die Expression verschiedener Gene, welche an der Bio-
synthese des Signalmolekuls Jasmonsdure beteiligt sind, hochreguliert wird. Es konnte
gezeigt werden, dass diese Anderung im Expressionsprofil mit der Anwesenheit von Z.
tritici assoziiert ist. Jasmonsaure ist ein Phytohormon, welches neben Salicylséure als

Elicitor dient und Abwehrmechanismen, wie z.B. die Synthese von Phytoalexinen und
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antimikrobiellen Phenolsduren, oder die Produktion von ROS (insbesondere Wasser-
stoffperoxid) auslosen kann (Rudd et al., 2015).

Vermutlich wird in dieser Phase der Infektion, im Gegensatz zur symptomlosen Phase,
das pflanzliche Immunsystem sehr stark aktiviert, was moglicherweise die hypersensiti-
ve Reaktion und den PCD herbeiftihrt (Enyedi et al., 1992; Rudd, 2015). Dafiir spre-
chen besonders die in dieser Phase massiv gesteigerte Akkumulation von Wasserstoff-
peroxid in der Weizenpflanze und das Auftreten von Nekrosen, was typische Symptome
der hypersensitiven Reaktion sind (Shetty et al., 2007).

In der nekrotrophen Phase der Infektion ernédhrt sich Z. tritici von den Nahrstoffen, die
aufgrund abnehmender Membranstabilitat aus den toten Mesophylizellen in den Apop-
lasten ausstromen. In dieser Phase kann eine massive Zunahme der Biomasse von
Z. tritici gemessen werden. Innerhalb der L&sionen werden auf der BlattauRenseite Pyk-
nidien unterhalb der Stomata sichtbar, aus denen Pyknidiosporen in die Umgebung frei-
gesetzt werden und weitere Blatter infizieren konnen. Im sexuellen Reproduktionszyk-
lus bilden sich in den substomatidren Rdumen Pseudothecien anstelle der Pyknidien,
welche die Ascosporen enthalten (Kema et al., 1996; Keon et al., 2007; Orton et al.,
2011). Der Infektionszyklus von Z. tritici ist zusammenfassend in Abbildung 1 schema-
tisch dargestellt.

Sporen keimen aus Primarinfektion: in
und Hyphen gelangen Blattldasionen entstehen

durch Stomata in d —‘\ Pyknidien /"\
e
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unten nach oben

auf der Pflanze aus

Pyknidium mit

Primérinfektion der Pyknidiosporen ',; :
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auf Ernterlickstanden oder ande-
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Abbildung 1: Der Infektionszyklus von Zymoseptoria tritici. Verdndert nach Ponomarenko et al., 2011.
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Eine Vielzahl nekrotropher Phytopathogene sezerniert Toxine, um den Zelltod der
Wirtspflanze auszulésen und sich im Anschluss von den abgestorbenen Zellen zu ernéh-
ren (Mobius und Hertweck, 2009). Da Z. tritici auBerhalb der Wirtszellen im Apoplas-
ten lokalisiert ist und nicht in die Zelle eindringt, wird vermutet, dass der Pilz mit Hilfe
von Phytotoxinen und Effektorproteinen, die in die Zelle diffundieren kdnnen, die
Apoptose der Wirtszellen ausldsen kann. Aus Z. tritici konnte bislang jedoch kein Se-
kundarmetabolit, der in einem Zusammenhang mit dem Zelltod der Wirtspflanze steht,
isoliert und charakterisiert werden (Kema et al., 1996; Rudd et al., 2015).

Sehr viele Aspekte der Infektionsbiologie von Z. tritici konnten im Detail bis heute
nicht aufgeklart werden. Fragestellungen beziiglich der langen Anfangsphase, in der
Z. tritici vom Wirt unentdeckt bleibt, den molekularen Interaktionen zwischen dem Pa-
thogen und dem Wirt, dem Ausloser des Ubergangs in die nekrotrophe Phase, der In-
duktion des pflanzlichen Zelltods und welche Rolle dabei pilzliche Effektoren und To-
xine spielen, miissen nach wie vor experimentell adressiert werden, um einen Auf-

schluss tliber den genauen Infektionsvorgang zu geben (Sanchez-Vallet ef al., 2015).

1.4 Der Sekundarmetabolismus filamentdser Pilze

Die Fahigkeit der Sekundarmetaboliten-Produktion verschiedener Organismen entwi-
ckelte sich vermutlich innerhalb der letzten hundert Millionen Jahre. Sie dient unter
anderem der Verteidigung des Habitats gegen konkurrierende Mikroorganismen und
zum Schutz vor Umwelteinflissen oder der Steuerung biologischer Funktionen. Sekun-
darmetabolite sind strukturell heterogene, niedermolekulare Verbindungen, welche im
Gegensatz zu Primdrmetaboliten nicht an unmittelbar lebenserhaltenden Stoffwechsel-
prozessen beteiligt sind. Viele Bakterien, Pilze und Pflanzen sind in der Lage eine grofRe
Vielfalt hochst diverser Sekundérmetaboliten zu synthetisieren. Diese Stoffe werden nur
unter bestimmten Bedingungen, z.B. in Ruhephasen, Stresssituationen oder wahrend der
Reproduktion gebildet und kdnnen vielseitige Funktionen haben (Brakhage, 2013).

Fir die Virulenz phytopathogener Pilze kénnen Toxine eine wichtige Bedeutung haben
und sind haufig unabdingbar. Ein einziges Toxin kann mehrere oder sogar alle mit der
Krankheit assoziierten Symptome in einer Wirtspflanze auslésen (Mobius und Hert-
weck, 2009).

Anhand der Biosynthesewege und basierend auf ihren Vorldufermolekiilen aus dem

Primarstoffwechsel lassen sich pilzliche Sekundarmetabolite in vier Kategorien
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einteilen. Die vier grof’en chemischen Gruppen umfassen Polyketide (PK), nichtribo-
somale Peptide (engl.: non-ribosomal peptides, NRP), Isoprenoide und Alkaloide. Die
meisten sekundaren Stoffe gehdren entweder zu den PK oder den NRP, wobei sich bei-
de Gruppen durch eine groRe Variabilitat beziiglich der chemischen Struktur und bioak-
tiven Eigenschaften auszeichnen. Zusétzlich gibt es noch Sekundérmetabolite, bei denen
es sich um PK-NRP-Hybride handelt. Mykotoxine wie Aflatoxin B1, Fusarin C oder
das cholesterinsenkende Lovastatin sind nur einige Vertreter der tberaus heterogenen
Gruppe der PK. Zu den NRP gehdren unter anderem die Antibiotika Penicillin und Ce-
phalosporin sowie das Immunsuppressivum Cyclosporin A (Keller et al., 2005; Hoff-
meister und Keller, 2007; Brakhage, 2013).

1.4.1 Die Biosynthese von Sekundarmetaboliten

Die an der Biosynthese von Sekundarmetaboliten beteiligten Gene sind in Pilzen hdufig
in Genclustern angeordnet, welche eine GroRe von bis zu 10 000 bp umfassen kénnen
(Smith et al., 1990; Trail et al., 1995). In der Regel beinhalten diese Cluster ein oder
mehrere zentrale Biosynthesegene, welche sehr groRe, multifunktionale Enzyme mit
mehreren Doménen kodieren. Diese zentralen Enzyme werden den Klassen der Po-
lyketidsynthasen (PKS) oder nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) zugeordnet.
Zudem konnen in den Clustern regulatorische Proteine wie Transkriptionsfaktoren (TF),
aber auch weitere Enzyme fir die Modifikation der Sekundérmetabolite, wie z.B. Re-
duktasen, Oxidasen oder auch Transporter enthalten sein (Hertweck, 2009). Obwohl PK
und NRP grundverschieden sind, konnte gezeigt werden, dass die Biosynthese-
Maschinerien (PKS und NRPS) sehr dhnlich aufgebaut sind und nach einem verwandten
Prinzip arbeiten. Beide Enzymkomplexe bestehen aus Modulen, wobei immer mindes-
tens drei Doménen ein Modul bilden. Jedes Modul besitzt zwei Doménen mit katalyti-
scher Aktivitat und eine Carrier-Doméne. Bausteine aus dem Primarmetabolismus, wie
Acetyl-CoA bei PK oder Aminoséuren bei NRP, dienen als Ausgangsmolekiile fur die
Sekundarmetabolit-Synthese. Diese werden in aufeinanderfolgenden Kondensationsre-
aktionen an den einzelnen Domanen eines oder mehrerer Module Schritt fir Schritt zum
fertigen Sekundarmetabolit assembliert (Cane und Walsh, 1999; Fischbach und Walsh,
2006).
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1.4.2 Die Regulation des Sekundarmetabolismus

Der pilzliche Sekundarmetabolismus unterliegt einem komplexen Geflecht an Regulati-
onsnetzwerken. Die Aktivierung der Expression dieser Gencluster kann auf transkripti-
oneller Ebene oder epigenetisch erfolgen, wobei manche Cluster sehr spezifisch und
andere auf globaler Ebene reguliert werden (Keller et al., 2005). Anhand der heute zu-
ganglichen bioinformatischen Daten geht man davon aus, dass knapp die Halfte aller
Sekundarmetaboliten-Gencluster eigene regulatorische Gene beinhalten, die sehr spezi-
fisch die Expression der im Cluster vorhandenen Biosynthesegene aktivieren oder auch
reprimieren kdnnen. Cluster ohne eigene TF werden meist von globalen Regulatoren,
welche durch duRere Stimuli, wie z.B. Lichtintensitat, Nahrstoffangebot, pH-Wert oder
Temperatur (Abbildung 2) beeinflusst werden, aktiviert oder reprimiert. Diese regulato-
rischen Proteine sind meist TF, welche der Zelle die Anpassung an sich andernde
Wachstumsbedingungen ermdglichen (Tilburn et al., 1995; Espeso und Pefialva, 1996;
Bergh und Brakhage, 1998).

Auf Chromatinebene erfolgt die Regulierung der Sekundarmetaboliten-Gencluster
durch die Veranderung der Histonacetylierungs- bzw. -methylierungsmuster (Shwab et
al., 2007; Nutzmann et al., 2011; Brosch et al., 2008; Strahl und Allis, 2000; Bannister
und Kouzarides, 2005).

Zwischenartliche
Kommunikation

Kohlenstoffquelle Stickstoffquelle Umgebungs-pH Redoxzustand

Eisenmangel

SAGA-ADA-
Komplex

Velvet- Kompleﬂ

® ) «-10 ﬂde O-»- ® )

i
AdaB%an

Sekundarmetabolit-Gencluster

Abbildung 2: Globale Regulatoren pilzlicher Sekundarmetaboliten-Cluster. Die Regulatoren werden
durch &uRere Stimuli wie pH, Lichtintensitat oder Nahrstoffangebot beeinflusst und ermdglichen der
Zelle eine Anpassung an wechselnde Wachstumsbedingungen. Zusatzlich sind sie an der Regulation der
Transkription von Sekundérmetaboliten-Genclustern beteiligt und kénnen die Biosynthese positiv oder
negativ beeinflussen (nach Brakhage, 2013).
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1.4.2.1 Der globale Requlator AreAp

Ein auf globaler Ebene wirkendes, regulatorisches Protein, auf das in dieser Arbeit ein
besonderer Fokus liegt, ist der Transkriptionsfaktor AreAp. Das Protein gehort zur Fa-
milie der GATA-TF und ist der Mediator der Stickstoff-Metabolitenrepression (nitrogen
metabolite repression, NMR). Diese in Ascomyceten stark konservierten TF besitzen
eine Cys,-Cys,-Zinkfingerdomane und binden an GATA-Sequenzen im Promotor der
von ihnen regulierten Gene (Fu und Marzluf, 1990). Zum ersten Mal wurde AreAp im
Jahre 1973 in Aspergillus nidulans untersucht und von Arst und Cove beschrieben (Arst
und Cove, 1973). Orthologe zu AreAp wurden seitdem in vielen anderen Ascomyceten
identifiziert und charakterisiert, z.B. Nit-2p in Neurospora crassa (Fu und Marzluf,
1987) und GLN3p in Saccharomyces cerevisiae (Minehart und Magasanik, 1991).

Die Metabolitenrepression ist ein Mechanismus zur Genregulation und dient der Hem-
mung der de novo Synthese bestimmter Enzyme einer Zelle, so lange ein energetisch
gunstigeres Substrat eines alternativen Stoffwechselweges in signifikanter Menge vor-
handen ist. Im Falle von AreAp handelt es sich um die vorhandene Stickstoffquelle (N-
Quelle). Die meisten Organismen bevorzugen fur den Aufbau von Biomasse reduzierte
Stickstoffverbindungen wie Ammonium oder Glutamat. Ist keines dieser Substrate vor-
handen, kdnnen viele andere stickstoffhaltigen Molekiile wie Nitrate, Amine, Amide
oder auch Purine und Pyrimidine fir das Wachstum der Zelle verwendet werden. Der
Abbau dieser weniger assimilierten Stickstoffverbindungen erfordert die Synthese von
metabolischen Enzymen wie Nitrat- und Nitritreduktasen. Die Genexpression dieser

Enzyme wird von AreAp positiv reguliert (Kudla et al., 1990; Marzluf, 1993).

Néahrstoffmangel, vor allem Stickstoffmangel, spielt fur die Virulenz vieler Pflanzenpa-
thogene eine Schllsselrolle bei der transkriptionellen Aktivierung pathogenitétsrelevan-
ter Gene. Es wird angenommen, dass Phytopathogene zu Beginn ihres Infektionsprozes-
ses stickstofflimitierenden Bedingungen ausgesetzt sind. Vermutlich bildet Stickstoff-
mangel eines der Signale, die an der Regulierung von in planta induzierten Genen betei-
ligt sind (Coleman et al., 1997; Snoeijers und Alejandro, 2000; Pellier et al., 2003). Da
AreAp ein global agierender TF ist, unter dessen Kontrolle die Expression zahlreicher
Gene unter stickstofflimitierenden Bedingungen (&hnlich den Bedingungen in planta)
steht, wurde das Protein in einigen pflanzenpathogenen Pilzen in Bezug auf seine Rolle

bei der Transkriptionsregulation pathogenitatsrelevanter Gene untersucht.
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Bei einigen phytopathogenen Ascomyceten, wie z.B. dem Tomatenpathogen Cladospo-
rium fulvum (Pérez-Garcia et al., 2001) konnte eine flir die Pathogenitét essentielle Rol-
le von AreAp bestitigt werden. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass der globale Re-
gulator AreAp in Verbindung mit der positiven, aber auch negativen Regulation zahl-
reicher Gene aus dem Sekunddrmetabolismus, z.B. der Biosynthesegene von Aflatoxin
in A. nidulans steht (zusammengefasst in Tudzynski, 2014). Die Funktion von AreAp in

Ascomyceten ist in Abbildung 3 schematisch zusammengefasst.

NOg‘

N H4+ NH.
. +
Glutamin Glutamat Glutamin QGIutamat

renp

+/- +/-
pathogenitatsrelevante v Sekundarmetabolismus
Gene metabolische
Enzyme
Nitratassimilation

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktion von AreAp in Ascomyceten. Steht eine der
bevorzugten Stickstoffquellen Ammonium, Glutamin oder Glutamat in signifikanter Menge zur verfii-
gung, so wird die are4A-Genexpression inhibiert. Ist keine dieser primdren N-Quellen verfiigbar, wird die
Expression von ared induziert. Nachfolgend transloziert AreAp in den Zellkern und induziert dort wiede-
rum die Expression zahlreicher Gene, wie z.B. die Gene fiir die Nitratassimilation. Zudem ist AreAp in
einigen Ascomyceten an der Regulation von pathogenititsrelevanten Genen und des Sekundirmetabolis-
mus beteiligt (nach Kudla et al., 1990; Marzluf, 1993, Pellier et al., 2003; Tudzynski, 2014).

1.4.3 Die Aktivierung stiller Sekundarmetaboliten-Gencluster

Unter Laborbedingungen werden die fur die Sekundarmetaboliten-Biosynthese kodie-
renden Gencluster meist nicht exprimiert. Dies hat zur Folge, dass der Forschung eine
Vielzahl von Metaboliten verwehrt bleibt. Aus der Literatur sind einige Methoden be-
kannt, mit denen es bereits gelang, solche stillen Cluster zu aktivieren und neue Sekun-
darmetabolite zu identifizieren und zu charakterisieren (Brakhage, 2013).

Ein Ansatz ist z.B. die Inaktivierung verschiedener Histondeacetylasen (HDAC). Diese
Methode fuhrte bei A.nidulans zur Aktivierung der Sterigmatocystin-Biosynthese
(Shwab et al., 2007). Einen ahnlichen Effekt kann man durch die Zugabe von chemi-

schen Agenzien erzielen, welche die Chromatinstruktur modellieren kénnen.
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In Cladosporium cladosporioides konnte durch die Zugabe des HDAC-Inhibitors Vori-
nostat der Proteinkinase C-Inhibitor Calphostin B entdeckt werden (Williams et al.,
2008). Die Zugabe des DNA-Methyltransferase (DMAT)-Inhibitors 5-Azacytidin akti-
vierte die Produktion von bislang unbekannten Oxylipinen sowie von Nygerone A in
A. niger (Henrikson et al., 2009).

Des Weiteren kann durch die Inaktivierung von Biosynthesegenen oder deren Regulato-
ren das Metabolitenspektrum verandert werden. Durch nachfolgende Analysen der pro-
duzierten Substanzen mittels HPLC oder HPLC-MS konnen im Vergleich zum WT, bei
den Mutanten fehlende oder (im Falle von inaktivierten Repressor-Genen) zusétzliche
Verbindungen auffallen. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass die Expression der Clus-
ter unter den gewéhlten Laborbedingungen eventuell nicht aktiviert ist. In diesem Fall
wird kein Unterschied in den Metaboliten-Spektren des WT-Stammes und der Mutante
zu sehen sein (Brakhage und Schroeckh, 2011).

Durch Variation der Kultivierungsbedingungen wie pH-Wert, Néhrstoffangebot etc.,
aber vor allem unter Stressbedingungen, wie beispielsweise Salzstress oder Nahrstoff-
mangel, kann es durch die Anpassungsmechanismen der Zellen durch globale Regulato-
ren zur Aktivierung, aber auch Repression der Expression von Biosyntheseclustern
kommen (Brakhage, 2013).

1.5 Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Erforschung molekularer Mechanismen der Interaktion
zwischen Zymoseptoria tritici und dessen Wirt, der Weizenpflanze. Viele Details dieser
Interaktion sind bislang unbekannt (Sanchez-Vallet et al., 2015).

Der Sekundéarmetabolismus von Z. tritici sollte untersucht werden, um Metaboliten zu
identifizieren, welche eine essentielle Rolle in der Interaktion zwischen Pathogen und
Wirt spielen. Fir die Virulenz phytopathogener Pilze konnen Phytotoxine eine wichtige
Bedeutung haben und sind haufig unabdingbar. Es wird vermutet, dass Z. tritici in der
Lage ist, eine Reihe von Phytotoxinen zu synthetisieren, welche an der Initiation der
pflanzlichen Apoptose beteiligt sein kdnnten. Bislang konnte jedoch kein solches Toxin
identifiziert werden (Rudd et al., 2015).

Aus diesem Grund wurden verschiedene der in Kapitel 1.4.3 beschriebenen literaturbe-
kannten methodischen Ansatze gewahlt, um stille Gencluster in Z. tritici zu aktivieren.
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Des Weiteren sollte das Expressionsprofil von zehn aus Z. tritici bekannten Polyketid-
synthase-Genen in vivo im Infektionsverlauf analysiert werden, um potentiell pathoge-
nitatsrelevante Polyketide zu identifizieren. Deren Rolle fir den Infektionsverlauf sollte
mittels Inaktivierung der kodierenden Gene und nachfolgender Analyse der generierten
Mutanten hinsichtlich der Pathogenitat erfolgen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Medienbestandteile

Losungsmittel

Acetonitril (p.a.), Dichlormethan, Ethylacetat, Isopropanol (p.a.) und Methanol (p.a.),
von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim; Dimethylsulfoxid (DMSO) von Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe.

Sduren und Laugen

Ameisensdure, p.a. (98-100 %; AppliChem GmbH, Darmstadt), Essigsdure, p.a.
(100 %; VWR International GmbH, Darmstadt), HCI, p.a. (32%; Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Steinheim), NaOH (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe).

Antibiotika

Ampicillin Natriumsalz, Tetracyclinhydrochlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim), Cefotaxim-Natrium (Dr. Friedrich Eberth Arzneimittel GmbH), Glufosina-
tammonium (Basta®; Bayer CropScience Deutschland GmbH Langenfeld), Hygromy-
cin B (InvivoGen, San Diego, USA), Kanamycinsulfat (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe), Rifampicin, Streptomycinsulfat (AppliChem GmbH, Darmstadt).

Medienbestandteile

Acetosyringon (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim), Agarose (Biozym Scientific
GmbH, Oldendorf), Bacto™ Agar (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim), Bacto™
Pepton (Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg), Bacto™ Trypton (Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Steinheim), Bacto™ Yeast Extract (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim), Bio Weizengraspulver (Vivanutria by 1Q-Trade AG, Kleinwangen), Biotin
(Merck KGaA, Darmstadt), Difco™ Potato Dextrose Broth (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg), D(+)-Glucose Monohydrat (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe), Hefeex-
trakt Fermentation H (Leiber GmbH, Bramsche), Kaliumchlorat (Carl Roth GmbH &
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Co., Karlsruhe), Maltose Monohydrat (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe),
MES Hydrate (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim), Saccharose (Pfeifer & Lan-
gen GmbH & Co. KG, Ko6ln), Tomatensaft (Vitafit Berghiiler Fruchtsaft GmbH, Berg-
hiilen), Thiamindichlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim).

2.1.2 Losungen und Puffer

Der pH-Wert der Losungen wurde, falls nicht anders angegeben, mit 1 M HCI-Losung
oder I M NaOH-Losung eingestellt.

Alkalische Lyse-Losung 1 (SOL I) (Aufbewahrung 4°C)
2 M Glukose-Losung 25 ml/L, 1M Tris-HCI-Loésung (pH 8) 25 ml/L, 0,5 M Na,EDTA-
Losung (pH 8) 20 ml/L.

Alkalische Lyse-Losung 2 (SOL II) (Aufbewahrung RT)
10 M NaOH-L6sung 20 ml/L, 10 % SDS-Losung 100 ml/L.

Alkalische Lyse-Losung 3 (SOL III) (Aufbewahrung 4°C)
5 M Kaliumacetat-Losung 600 ml/L, CH3;COOH p.a. 115 ml/L.

Antikorper-Losung

Anti-Digoxigenin-AP 1,5 pul/20 ml in Southern Blot Blocking-Puffer.

Denhardt’s-Losung (100x)
Ficoll® 400 20 g/L, PVP 20g/L, BSA Fraktion V 20 g/L.

K-Puffer
K,HPO,1,15 M, KH,PO,1,15 M.

Maleinsdurepuffer (pH 7.5)
Maleinsdure 11,6 g/L, NaCl 8,8 g/L.
Der pH-Wert wurde mit 10 M NaOH-Ldsung eingestellt.

Mg2+-Lésung (2 M. pH 6.8)
MgCl, x 6 H,O 203 g/L, MgSO4 x 7 H,0 247 g/L.

MN-Puffer
MgSO4 120 mM, NaCl 255 mM.
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Nitratsalz-Losung (20x)
NaNO; 120 g/L, KC1 10,4 g/L, MgSO4 x 7 H,O 10,4 g/L, KH,PO,4 30,4 g/L.

Salzlosung ohne Nitrate (20x)
KC110,4 g/, MgSO4 x 7 H,O 10,4 g/L, KH,P0430,4 g/L.

Spurenelement-Lésung I/ X-Trace (1000x, pH 6.5)

CoClyx 6 H,O 1,7 g/L, CuSO4 x 5 H,O 1,6 g/L, FeSO4 x 7H,O 5 g/L, H3BO; 11 g/L,
MnCl; x 4 HO 5 g/L, Na,EDTA x 2 H,O 50 g/L, Na,MoO4 x 2 H,O 1,5 g/L, ZnSO4 x
7 H,0 22 g/L.

Spurenelement-Losung II (1000x)
CuSO4 x 5 H,O 100 mg/L, FeSO4 x 7 H,O 100 mg/L, H;BO3; 100 mg/L, MnSO4 x
H,0100 mg/L, ZnSO4 x 7 H,0100 mg/L.

Southern Blot Blocking-Puffer

Magermilchpulver in Maleinsédurepuffer 15 g/L.

Southern Blot Denaturierungspuffer

NaCl 46,75 g/L, NaOH 16 g/L.

Southern Blot Detektionspuffer
NaCl 5,8 g/L, Tris 12,1 g/L.

Southern Blot Hybridisierungspuffer
Denhardt’s Losung (100x) 50 ml/L, 10 % SDS-Losung 50 ml/L, 20 x SSPE-Puffer
300 ml/L.

Southern Blot Neutralisationspuffer (pH 7.6)
NaCl 87,65 g/L, Tris 60,58 g/L.
Der pH-Wert wurde mit 32 % HCI p.a. eingestellt.

Southern Blot Waschpuffer

Tween® 20 in Maleinsdurepuffer 5 ml/L.

20 x SSPE-Puffer (pH 7.4)
NaCl 210,38 g/L, Na,EDTA x 2 H,O 7,45 g/L, NaH,PO,4 x H,O 27,6 g/L.
Der pH-Wert wurde mit 10 M NaOH eingestellt.

2 x SSPE-Puffer + 0.1 % SDS
10 % SDS-Losung 10 ml/L, 20x SSPE-Puffer 100 ml/L.
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0.2 x SSPE-Puffer + 0,1 % SDS

10 % SDS-Losung 10 ml/L, 20x SSPE-Puffer 10 ml/L.
TAE-Puffer (50x, pH 7.5)

EDTA 32,15 g/L, Tris 242,2 g/L.

Der pH-Wert wurde mit 100 % CH3COOH p.a. eingestellt.
TE-Puffer (10x, pH 8,0)

Tris 12,1 g/L, EDTA 3,7 g/L.

TE-RNase-Puffer
RNase (20 mg/ml) 40 pl in 20 ml 1x TE-Puffer.

2.1.3 Verbrauchsmaterialien und Geréate

2.1.3.1 Verbrauchsmaterialien

Diabur-Test 5000 Glukosemessstreifen (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), Ny-
lonmembran Roti®-Nylon plus (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe), Rontgenfilm A-
mersham HyperﬁlmTM (GE Healthcare Limited, Miinchen), Vermiculit 2-6 mm (Ethno-
shop24 Vermiculitshop, Dortmund). Standard Verbrauchsmaterialien wie Plastikware,

Pipettenspitzen, Filterpapiere, etc. werden nicht gesondert aufgefiihrt.

2.1.3.2 Zentrifugen und Laborschittler

Fiir die Zentrifugationsschritte wurden die Tischzentrifugen 5415D (1,5 und 2 ml Gefa-
Be, Rotor FA-45-24-11-Kit) bzw. 5810 R (15, 50 und 500 ml Gefalle, Rotor A-4-81)
von der Eppendorf AG (Hamburg) verwendet.

Zur Inkubation von Erlenmeyerkolben fiir die Fermentation in Submerskulturen wurde
der Tischschiittler Biihler SM30C (bis zu einem Volumen von 250 ml; Edmund Biihler
GmbH, Hechingen) und der Orbital-Schiittler RC-406 (ab einem Volumen von 500 ml)
von der Infors AG (Bottmingen, Schweiz) verwendet.

Fiir die Kultivierung bakterieller Ubernachtkulturen im 5 ml-MaBstab wurde der tempe-
rierbare Inkubationsschiittler KS 3000 1 control (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Stau-

fen) genutzt.
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2.1.4 Kulturmedien

Die angegebenen Medienbestandteile wurden in HyOgejon gelost und fiir die Dauer von
20 Minuten bei einer Temperatur von 121 °C und einem Uberdruck von 1 bar autokla-
viert. Zur Herstellung von Festmedien wurde vor dem Autoklavieren 2 % granulierter
Difco™ Agar zugesetzt. Die angegebenen pH-Werte wurden, falls nicht anders angege-

ben, mit 1 M HCI-Lésung oder 1 M NaOH-Losung eingestellt.

AIM-Medium (Agrobacterium tumefaciens-Induktions-Medium)

1 % Calciumchlorid-L6sung 1 ml/L, 0,01 % Eisen(Il)sulfat-Lésung 10 ml/L, 20 % Glu-
kose-Ldsung 5 ml/L, 50 % Glycerin-Ldsung 10 ml/L, K-Puffer 0,8 ml/L, 1 M MES-
Losung 40 ml/L, MN-Puffer 20 ml/L, 20 % Ammoniumnitrat-Ldsung 2,5 ml/L, Spuren-

element-Losung 115 ml/L.

Die Medienbestandteile wurden sterilfiltriert und mit sterilem H;Ogeion auf 1 L aufge-
fullt. Fir die Herstellung von Festmedium wurden 2 % granulierter Difco™ Agar und

1 ml einer 200 mM Acetosyringon-L6osung in DMSO zugegeben.

BAF-Medium (nach Becker, 2014)
Maltose 20 g/L, Glukose 10 g/L, Pepton 2 g/L, Hefeextrakt 1 g/L, KH,PO,4 0,5 g/L,
MgSQO,4 x 7 H,0 1 g/L, FeCl3; 10 mg/L, ZnSQO, 1 g/L, CaCl, x 2 H,0O 5 mg/L.

Czapek-Dox-Medium (pH 6,3)
Saccharose 30 g/L, NaNOs 3 ¢g/L, Ko;HPO4 1 ¢g/L, MgSO,4 x 7 H,0 0,5 g/L, KCI 0,5 ¢g/L,
FeSO,4 x 7 H,0 10 mg/L, CaCl; x 2 H,O 73,5 mg/L.

LB-Medium (pH 7,4)
Bacto™ Trypton 10 g/L, Bacto™ Yeast Extract 5 g/L, NaCl 5 g/L.

Minimalmedium (MM, pH 6,5)
Glukose 10 g/L, 20x Nitratsalzlésung 50 ml/L, Spurenelementlésung I 1 ml/L, 0,01 %
Biotin-Losung 250 pl/L, 1 % Thiamindichlorid-Ldsung 1 ml/L.

Stickstoffmangelmedium (N-MM, pH 6,5)
Glukose 10 g/L, 20x Salzlésung ohne Nitrat 50 ml/L, Spurenelementlésung | 1 ml/L,
0,01 % Biotin-Losung 250 ul/L, 1 % Thiamindichlorid-Ldsung 1 ml/L.

Potato Dextrose Broth (PDA-Medium)
Difco™ Potatoe Dextrose Broth 24g/L.
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SOB-Medium
Bacto™ Trypton 20 g/L, Bacto™ Yeast Extract 5 g/L, KCI 0,2 g/L, NaCl 0,6 g/L.

Nach dem Autoklavieren wurde 10 ml einer 2 M Mg**-L6ésung sterilfiltriert zugegeben.

SOC-Medium
1 ml 2 M Glukose-L6sung zu 200 ml SOB-Medium.
Das SOC-Medium wurde sterilfiltriert bei -20 °C aufbewahrt.

V8-Medium (pH 6,5)
Vitafit Tomatensaft 200 ml/L.

Wasseragar
Agar 20 g/L.

Weizenblattextrakt (WE)
Weizengraspulver 30 g/L.

Das Weizenblattextrakt wurde durch Kochen des Weizengraspulvers in H,Oyg fur
20 min hergestellt. Um den Feststoffanteil zu entfernen wurde das Gemisch bei
4000 rpm 10 min zentrifugiert und der Uberstand als Zusatz fir Kulturmedien fiir die
Fermentation verwendet. Nach der Zugabe zum Medium wurde das Medium-WE Ge-

misch zusammen autoklaviert.

YEG-Medium (pH 6,5)
Hefeextrakt 10 g/L, Glukose 10 g/L.

2.1.4.1 Selektionsmedien

Falls nicht anders angegeben, wurden die Antibiotika-Losungen in sterilem H,Our
gelost. Zur Aufbewahrung wurden die Losungen sterilfiltriert (Sterilfilter Typ
FP30/0,45 CA-S) und in 1,5 mL Gefallen bei -20 °C gelagert.

LB-Ampicillin (LB-Amp): 1 ml Ampicillin-Losung (100 mg/ml) auf 1 L LB-Medium.

LB-AIX: 1 ml Ampicillin-Lésung (100 mg/ml), 5 ml IPTG (100 mM) und 1,6 ml X-
Gal-Losung (50 mg/ml in DMSO).

LB-Kanamycin (LB-Kana): 600 pl Kanamycin-Losung (100 mg/ml) auf 1 L LB-
Medium.
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LB-Rifampicin (LB-Rif): 6 ml Rifampicin-Lésung (10 mg/ml in MeOH) auf 1 L LB-

Medium.

LB-Rifampicin/Kanamycin (LB-Rif/Kana): 6 ml Rifampicin-Losung (10 mg/ml in
MeOH) und 600 pl Kanamycin-Losung (100 mg/ml) auf 1 L LB-Medium.
LB-Tetracyclin (LB-Tet): 10 ml Tetracyclin-Lésung (5 mg/ml in EtOH) auf 1 L LB-

Medium.

MM-Cefotaxim/Streptomycin/Basta (MM-CSB): 3 ml Cefotaxim-Losung (100 mg/ml),
2 ml Streptomycin-Losung (100 mg/ml) sowie 0,5 ml Basta® (200 mg/ml) auf 1 L MM.

V8- Cefotaxim/Streptomycin/Hygromycin (V8-CSH):

3 ml Cefotaxim-Losung (100 mg/ml), 2 ml Streptomycin-Losung (100 mg/ml) sowie
1,5 ml Hygromycin-L6ésung (100 mg/ml) zugegeben.

2.1.5 Organismen

2.1.5.1 Agrobacterium tumefaciens

Stamm: AGL 1 (BAA-101)(ATCC, Manassas, USA)
Genotyp: AGLO recA::bla pTIPo542deltaT Mop+ CbR (Lazo et al., 1991)

2.1.5.2 Escherichia coli

Stamm: E. coli XL1-Blue (Stratagenee, La Jolla, USA)
Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [FproAB lacl®
ZAMI15 Tnl0 (Tet")]

2.1.5.3 Zymoseptoria tritici

Stamm: [PO323 (CBS Fungal Collection, Utrecht, NL)

Der Z. tritici Wildtypstamm IPO323 wurde in dieser Arbeit fiir molekularbiologische
Arbeiten, als Referenz zur phénotypischen Charakterisierung von Mutanten sowie zur
Untersuchung des Sekunddrmetabolismus eingesetzt. Des Weiteren diente der Wildtyp-
stamm als Ausgangsorganismus zur Generierung von /loss of function Mutanten. Zur
langfristigen Aufbewahrung von Z. tritici Stimmen wurden Glycerolstocks hergestellt

(1:1 mit 50%igem Glycerol) und bei -80 °C aufbewahrt.
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Zur Isolation genomischer DNA, zur Gewinnung von Sporen fiir die Transformation
oder als Ausgangskultur zum Inokulieren anderer Medien erfolgte die Kultivierung in
50 ml YEG-Medium fiir 5 Tage bei RT und 125 rpm. Die 50 ml YEG-Kulturen wurden
mit 100 pl der Glycerol-Stocks inokuliert.

2.1.5.4 Triticum aestivum

Fiir Phytopathogenitétstests mit Z. tritici oder zur Untersuchung der Phytotoxizitdt von
Extrakten wurde Winterweizen (Triticum aestivum) der Varietdt Riband verwendet. Das
Saatgut fiir die Anzucht der Weizenpflanzen wurde vom BASF Agrarzentrum Limbur-
gerhof zur Verfiigung gestellt. Die Saatkdrner wurden in autoklaviertes Vermiculit in
Kunststoffblumentdpfe (@ 7 cm) gesét und diese in eine ca. 2 cm hoch mit Wasser be-

fiillte Schale gestellt. Diese Schale wurde auf der Fensterbank bei RT platziert.

2.1.6 Enzyme

DreamTaq"™ DNA Polymerase
NEB® HiFi DNA Assembly Mix
Restriktionsendonucleasen
RNase A

Phusion® DNA Polymerase

Fast Alkaline Phosphatase (FastAP)
T4-DNA-Ligase

2.1.7 Reaktionskits

CloneJET PCR Cloning Kit

DNeasy® Plant Mini Kit

iTaq Universal SYBR Green One-Step
Kit

pGEM®-T Easy Vector System [

RevertAid™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit

RNase-free DNase Set

RNeasy® Plant Mini Kit

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
New England Biolabs, Frankfurt/Main
Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Qiagen, Hilden

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
QIAGEN, Hilden

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Promega, Mannheim

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
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NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Dii-
ren

GeneJ ET® Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte

2.1.8 Primer

Oligonukleotid-Primer wurden zur Amplifikation von Gensequenzen zum Zwecke der
Klonierung, zur Uberpriifung von Rekombinationsereignissen (Kolonie-PCR), fiir die
Herstellung von DIG-markierten DNA-Sonden fiir den Southern Blot und fiir die real-
time PCR verwendet. Die Primer wurden stets mit einer Konzentration von 5 uM einge-
setzt.

Alle verwendeten Primer-Oligonukleotide wurden mit der Online-Software ,,Primer
Design Tool“ des National Center for Biotechnology Information (NCBI;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) entworfen und von der Firma Eurofins

MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert. Die Schmelztemperaturen der Primer wurden
mit dem Onlineprogramm ,, Tm Calculator der Firma Thermo Fisher Scientific
(Schwerte) nach der Methode von Breslauer et al. (1986) berechnet. Fiir Klonierungs-
versuche mit dem NEB® HiFi DNA Assembly Mix wurden die Oligonukleotid-Primer
mit Hilfe der Online-Software ,,NEBuilder Assembly Tool 1.9 von New England Bi-
olabs (Frankfurt/Main) entworfen. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotid-

Primer sind im Anhang 1 zu finden.

2.1.9 Plasmide

Die hier aufgelisteten Plasmide wurden fiir die Konsturktion von Vektoren verwendet.
Sequenzinformationen sind den angegeben Quellen bzw. den Angaben des jeweiligen
Herstellers zu entnehmen.

pCAMBIA0380 CAMBIA, Canberra, Australien

pCAMBIA-HPT (Sall) Kramer et al., 2009

pCAMBIA-BAR (Sall) Kramer et al., 2009

pCB1636 Sweigard et al., 1997
pJET1.2/blunt Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
pGEM®-T Easy Promega, Mannheim
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2.1.10 Software

2.1.10.1 Datenbanken

Die in dieser Arbeit verwendeten Aminosaure- bzw. Gensequenzen aus Z. tritici ent-
stammen der Datenbank des Joint Genome Institute (JGI). Die angegebenen JGI Pro-
tein-IDs dienen zur eindeutigen Identifikation der Proteine bzw. ihrer korrespondieren-
den Gene in der JGI Datenbank (http://genome.jgi.doe.gov/Mycgr3/Mycgr3.home.-
html). Die JGI-Datenbank wurde neben der Datenbank des NCBI auch fiir die verglei-
chende Sequenzanalyse von Nukleotiden (blastn) bzw. von Proteinen (blastp) benutzt

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.1.10.2 Programme

Zur Bearbeitung und Darstellung von DNA-Sequenzen wurden die Programme
pDRAW32 (Kjeld Olesen, AcaClone Software; http://acaclone.com), BioEdit7
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) und ApE (http://biologylabs.utah.edu/-

jorgensen/wayned/ape/) verwendet.

Alle verwendeten Primer-Oligonukleotide wurden mit der Online-Software ,,Primer
Design Tool“ des National Center for Biotechnology Information (NCBI;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) entworfen.

Zur Dokumentation von Agarosegelen wurde das Computerprogramm Quantity Image
Lab (Biorad, Miinchen) verwendet.
Die mikroskopische Bildaufnahme sowie Bearbeitung erfolgte mit dem Programm

AxioVision von Zeiss (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena).

2.1.11 Mikroskopie und Dokumentation

Mikroskopische Untersuchung der Konidienkeimung sowie die entsprechende fotogra-
fische Darstellung von Pyknidiosporen erfolgte mit dem Axio Imager M2 von Zeiss
(Carl Zeiss Microscopy GmbH, Goéttingen).

Um das Wachstum von Z. tritici Kolonien auf Festmedien zu untersuchen, wurde das
Binokular Stemi 2000-C von Zeiss (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen) verwen-
det. Die fotografische Dokumentation erfolgte mit der Digitalkamera PowerShotG10
der Firma Canon. Phytopathogenitétsassays wurden mit der Digitalkamera Exilim EX-

ZR10 der Firma Casio fotografiert.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Praparation von Nukleinsduren

2.2.1.1 Isolierung genomischer DNA aus Zymoseptoria tritici

Die Isolierung genomischer DNA aus Z. tritici erfolgte mit Hilfe des DNeasy® Plant
Mini Kits. Dazu wurden 50 ml YEG-Fliissigkultur mit 100 ul aus einem Glycerolstock
inokuliert und bei 22 °C und 120 rpm fiir 5 Tage kultiviert. Im Anschluss wurde die
Kultur bei 4000 rpm 10 min zentrifugiert und das so gewonnene Zellpellet nach
Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver gemdrsert. Die weitere
Aufarbeitung erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Genomische DNA wurde bei
4 °C im Kiihlschrank gelagert.

2.2.1.2 Plasmidpraparation aus Escherichia coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurden 5 ml-Kulturen in LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikum zur Selektion mit einer Einzelkolonie inokuliert. Nach
Inkubation liber Nacht bei 37 °C und 220 rpm wurde Plasmid-DNA fiir analytische
Zwecke mittels alkalischer Lyse nach Sambrook et al. (2001) isoliert. Diese Methode
ermoglicht eine schnelle Isolierung der DNA, jedoch mit geringerer Reinheit. Die Iso-
lierung von Plasmiden fiir priparative Zwecke erfolgte mit dem GeneJET™™ Plasmid
Miniprep Kit von Thermo Fisher Scientific nach Angaben des Herstellers. Dafiir wur-
den 2 ml der Ubernachtkultur eingesetzt. Die Elution erfolgte mit H,Oug. Die isolierte

Plasmid-DNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.1.3 Isolierung von RNA aus Zymoseptoria tritici

Die RNA-Isolierung erfolgte mithilfe des RNeasy® Plant Mini Kits der Firma QIAGEN
entsprechend der Anleitung des Herstellers. Um einen hohen Reinheitsgrad der RNA
sicherzustellen wurden eventuelle DNA-Riickstinde mittels RNase-freien DNase Kit
(QIAGEN) degradiert. Die Isolierung der RNA erfolgte aus einer Sporenkultur von
Z. tritici, welche je nach Fragestellung in Fliissig- bzw. auf Festmedien kultiviert wur-
den.

Zur Prédparation von RNA aus Kulturen von Festmedien, wurde zundchst eine 50 ml
YEG-Fliissigkultur in 100 ml Erlenmeyerkolben bei 22 °C und 125 rpm fiir 4 Tage in-

kubiert.
25



2. Material und Methoden

Im Anschluss wurde mit Hilfe einer Zahlkammer eine Sporendichte von 5x10’
Sporen/ml eingestellt (vgl. 2.3.1) und 300 pul dieser Suspension auf Agarplatten ausplat-
tiert. Diese wurde fiir 24 h bei 16 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Zellmasse mit
etwa 10 ml 0,1 % DEPC und einem sterilen Drigalski-Spatel von der Agarplatte ge-
schwemmt und in einem 50 ml Kunstoffgefdl bei 4 °C fiir 10 min bei 4000 rpm zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in Fliissigstickstoff schockgefro-
ren, lyophilisiert und unter stindiger Kiihlung mit Fliissigstickstoff zu feinem Pulver
gemorsert.

Zur Inokulation von Flissigkulturen fiir die RNA-Isolierung wurden 500 ml des jeweils
ausgewdhlten Mediums mit 6 ml einer viertdgigen YEG-Vorkultur inokuliert. Zu aus-
gewdhlten Zeitpunkten wurde eine 50 ml Probe entnommen und bei 4 °C und 4000 rpm
fiir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in Fliissigstickstoff schockgefroren, lyophili-
siert und zu feinem Pulver gemorsert. Als Ausgangsmaterial fiir die RNA-Isolierung

wurden jeweils 100 mg des gemorserten Zellmaterials eingesetzt.

2.2.1.4 Isolierung von RNA aus Triticum aestivum

Zur Isolierung pflanzlicher RNA aus Weizenblittern bzw. RNA von Z. tritici aus infi-
zierten Weizenblattern, wurde analog zu 2.2.1.3 vorgegangen. Es wurden zehn Blatter
einer Weizenpflanze abgeschnitten und in Fliissigstickstoff schockgefroren. Im An-
schluss wurden die Weizenblitter gefriergetrocknet und unter Kiithlung mit Fliissigstick-
stoff zu feinem Pulver gemorsert. Fiir die Isolierung der RNA wurden 100 mg des ge-

morserten Blattmaterials verwendet.

2.2.1.5 Bestimmung der Qualitat und Konzentration von Nukleinsduren

Die Konzentration und die Reinheit der isolierten Nukleinsduren wurden mit Hilfe des
NanoDrop Lite Spectrometer (Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte) nach Anga-
ben des Herstellers bestimmt. Die Messung basierte auf UV/VIS-Spektroskopie. Dabei
wurde die Extinktion bei 260 nm gemessen, die ein MaB3 fiir die Konzentration der Nuk-
leinsduren ist.

Die Qualitdt der Nukleinsduren wurde iiber das Absorptionsverhiltnis der Wellenldngen

260 nm/280 nm ermittelt.

26



2. Material und Methoden

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Fiir die Amplifikation genomischer DNA und die Uberpriifung von Rekombinationser-
eignissen mittels Kolonie-PCR wurde der Thermocycler GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, Carlsbad, USA) verwendet. Fir die quantitative real-time PCR
(g-PCR) wurde der Mastercycler® RealPlex2 (Eppendorf AG, Hamburg) verwendet.

2.2.2.1 PCR fir Klonierungszwecke

Die Amplifikation von Zielgensequenzen wurde auf der Basis genomischer DNA oder
Plasmid-DNA durchgefiihrt. Die PCR-Produkte fanden anschlieBend Verwendung bei
der Ligation in Klonierungsvektoren. Fur die Amplifizierung der Zielsequenzen wurde
die DreamTaq™ DNA Polymerase bzw. die Phusion™ DNA-Polymerase nach Anga-

ben des Herstellers verwendet.

2.2.2.2 PCR zur Herstellung DIG-markierter DNA-Sonden

Zur Herstellung DIG-markierter DNA-Sonden fiir den Southern Blot wurden wihrend
einer PCR-Reaktion DIG-markierte dUTPs in die genspezifische Sequenz inkorporiert.
Diese konnen mit einem rekombinanten, spezifischen Anti-DIG-Antikorper detektiert
werden. Die Primer wurden so gewihlt, dass Produkte der Linge 500-600 bp entstan-
den. Fiir die PCR-Reaktion wurde der konstruierte pPCAMBIA-Geninaktivierungsvektor

als Template und die DreamTaqT'vI DNA-Polymerase verwendet.

PCR-Ansatz zur Herstellung DIG-markierter DNA-Sonden

DreamTaq'™ Puffer (10x) 5l
dNTP-Mix (10 mM) 1 pl
DIG-dUTPs 1,5 ul
Forward-Primer (5 uM) 2 ul
Reverse-Primer (5 uM) 2ul
DNA Template (ca. 10 ng) X ul
DreamTaq"™ DNA Polymerase 1ul
H20ur ad 50 pl

27



2. Material und Methoden

2.2.2.3 Kolonie-PCR zur Untersuchung von Rekombinationsereignissen

Um Rekombinationsereignisse nach der Transformation mit pCAMBIA-
Geninaktivierungsplasmiden im Genom von Z. tritici zu untersuchen und eine Voraus-
wahl von potentiellen Mutanten fiir den Southern Blot zu treffen, wurde eine Kolonie
PCR-Methode angewandt. Diese Methode erlaubt es in einem Schnellverfahren die Zel-
len aufzuschlieBen und die im Zelllysat vorhandene DNA direkt und ohne weitere Rei-
nigung als Template fiir eine PCR-Reaktion einzusetzen. Um zu untersuchen ob ein
Rekombinationsereignis stattgefunden hat, wurden fiir die PCR-Reaktion Primer ver-
wendet, die jeweils am 5’- bzw. 3’-Ende der modifizierten Gensequenz binden. Durch
die Integration einer Resistenzkassette in die Gensequenz unterscheiden sich die Groflen
der entstehenden Produkte der Transformanten deutlich vom WT. Im Falle einer ektopi-
schen Integration der Inaktivierungssequenz in das Genom, ist die Entstehung beider
PCR-Produkte zu erwarten. Die Auswertung der Kolonie-PCR erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Zur DNA-Gewinnung wurde von einer bewachsenen V8-CSH Se-
lektionsplatte mit einer sterilen Pipettenspitze eine etwa stecknadelkopfgroflie Menge
der gewachsenen Kolonie entnommen und in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefal3 tiber-
fiihrt. Die Zellen wurden in der Mikrowelle bei 800 Watt fiir 30 s erhitzt und anschlie-
end mit 200 pl 1x TE-Puffer versetzt. Um einen effizienten Zellaufschluss zu gewéhr-
leisten wurden Glasperlen unterschiedlicher Kornung (@ 0,75-2,1 mm) zu den Zellen
gegeben und 1 min auf einem Vortexmischer geschiittelt. Im Anschluss wurde der An-
satz 1 min bei 13.200 rpm zentrifugiert und 5 pl aus dem Uberstand als Template fiir die
PCR-Reaktion eingesetzt.

PCR-Ansatz fiir die Kolonie-PCR (20 ul)

DreamTaq'™ Puffer (10x) 2.ul
dNTP-Mix (10 mM) 0,5 ul
Forward-Primer (5 uM) 0,5 ul
Reverse-Primer (5 uM) 0,5 ul
DNA Template aus Uberstand 5ul
DreamTaq" " DNA Polymerase 0,5 pl
H,Our 11 pl
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2.2.2.4 Quantitative real-time PCR

Genexpressionsanalysen wurden mit Hilfe der quantitativen real-time PCR (q-PCR)
durchgefiihrt. Hierzu wurde das iTaq Universal SYBR Green One-Step Kit von Bio-
Rad (Miinchen) nach Herstellerangaben verwendet. Als Template wurde cDNA einge-
setzt, welche mit dem RevertAid™ H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit von
Thermo Fisher Scientific auf der Basis von mRNA synthetisiert wurde. Die cDNA Syn-
these wurde mit den oligo(dT)-Primer mit 100 ng RNA als Template nach Herstelleran-
gaben durchgefiihrt. Die relative Transkriptmenge der Zielgene wurde mit der ACr-
Methode berechnet (Real-Time PCR Applications Guide, Bio-Rad, 2006). Dieses Prin-
zip entspricht einem vereinfachten mathematischen Model der relativen Quantifizierung
nach Livak und Schmittgen (2001) und fiihrt zu denselben Ergebnissen wie die Origi-
nalmethode. Die Fehlerberechnung erfolgte nach der Methode von Livak und Schmitt-
gen (2001). Als Kontrollgen wurde das konstitutiv exprimierte [-Tubulin
(XP_003856775.1; JGI Protein-ID 102950) verwendet. Alle fiir die g-PCR Experimente

eingesetzten Primer sind in Anhang I (Tabelle 10) aufgelistet.

2.2.3 Restriktion von Nukleinsauren

Alle Restriktionen wurden nach den allgemeinen Vorschriften nach Sambrook et al.
(2001) durchgefiihrt. Die DNA-Restriktionen wurden zum Zweck der Analyse von
Plasmid-DNA, bei Klonierungen oder zur Vorbereitung fiir den Southern Blot einge-
setzt. Dabei wurden die Restriktionsendonukleasen nach Angaben des Herstellers in den
empfohlenen Puffer verwendet.

Bei Kontrollrestriktionen wurden 300-500 ng Plasmid-DNA eingesetzt und beim Tem-
peraturoptimum des jeweiligen Enzyms fiir 1 h inkubiert. Beim priparativen Restrikti-
onsverdau fiir die Klonierung wurden etwa 1,5-2,0 pg und fiir den Southern Blot etwa
10 pg DNA verwendet. Die Inkubationszeit betrug hier 3 h bzw. liber Nacht beim Tem-

peraturoptimum des verwendeten Enzyms.

2.2.3.1 Dephosphorylierung von Restriktionsschnittstellen

Um die Religation einfach restringierter Vektoren zu verhindern, wurde das freie 5'-
Ende des linearisierten Vektors dephosphoryliert. Hierzu wurde die Shrimp Alkaline
Phosphatase (Fast-AP) von Thermo Fisher Scientific verwendet. Nach der Restriktion
wurden zu 50 pl Restriktionsansatz 5 pl Fast-AP hinzugegeben und 15 min bei 37 °C

inkubiert. Danach wurde die Fast-AP bei 65 °C 10 min deaktiviert.
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Im Anschluss konnte das gesamte Reaktionsvolumen zur gelelektrophoretischen Auf-

trennung eingesetzt werden.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsduren

Alle Agarose-Gelelektrophoresen wurden nach den allgemeinen Vorschriften nach
Sambrook ef al. (2001) durchgefiihrt. Es wurden Gele mit 1 % Agarosegehalt verwen-
det und zur Elektrophorese in den Gelkammern der Firma Bio-Rad (Miinchen) bei kon-
stanter Spannung von 90-110 V in 1x TAE-Puffer eingesetzt. Die Proben wurden vor
dem Auftragen auf das Agarosegel mit 1x Ladepuffer (6x Orange Loading Dye, Thermo
Fisher Scientific GmbH, Schwerte) versetzt. Zur Bestimmung der Grolle der DNA-
Fragmente wurde der DNA-Molekulargewichtsmarker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte) verwendet.

Zur Detektion der DNA wurden die Agarosegele nach Beendigung der Elektrophorese
fiir ca. 20 min in eine Ethidiumbromid-Ldésung gelegt und anschlieend mindestens 20
Minuten in einem Wasserbad entfarbt.

Im Fluor-S®Multi Imager (Bio Rad Miinchen) wurde die DNA bei einer Wellenlenge
von 365 nm sichtbar gemacht und mit dem Computerprogramm Quantity Image Lab

(Biorad, Miinchen) dokumentiert.

2.2.4.1 Isolierung von Nukleinsduren aus Agarosegelen

Das gewiinschte DNA-Fragment wurde auf einem UV-Tisch mit einem Skalpell ausge-
schnitten und mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit der Firma Macherey-
Nagel nach Angaben des Herstellers aus dem Gel isoliert. Die Elution erfolgte mit

H,Our.

2.2.5 Methoden zur Klonierung von DNA

2.2.5.1 Ligation

Fiir Ligationsansitze wurde die T4 DNA Ligase von Thermo Fisher Scientific mit dem
dazugehorigen Puffersystem verwendet. Diese Methode wurde fiir das Klonieren von
PCR-Produkten oder restringierten DNA-Fragmenten in die Endvektoren verwendet. In
den Ligationsansdtzen wurde zwischen Insert und Vektor ein Mengenverhéltnis von

1:1, 3:1 oder 5:1 eingestellt.
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Standard Ligationsansatz

Vektor 50-100 ng
Insert x ul

10x T4 DNA Ligase Puffer 2 ul

T4 DNA Ligase 1 ul
H20ur ad 20 pl

Bei allen Vektoren (auller den pPCAMBIA-Vektoren) betrug die Ligationsdauer 1 h bei
22 °C (RT), pCAMBIA-Vektoren wurden entweder 3 h oder {iber Nacht bei RT ligiert.
Im Anschluss wurde die Ligase 10 min bei 65 °C deaktiviert.

2.2.6 Transformation

2.2.6.1 Transformation von Escherichia coli

Herstellung elektrokompetenter Zellen

Fiir Transformationsansidtze wurden der E. coli Stamm XL1-Blue verwendet. Fiir die
Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden die E. coli Zellen aus einer Glyzerinkul-
tur mittels Verdiinnungsausstrich auf Agarplatten mit Selektionsantibiotikum ausgestri-
chen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néichsten Tag wurden von der Agarplatte
einzelne Kolonien in je 5 ml fliissiges LB-Medium mit Selektionsantibiotikum iiber-
fiihrt und iiber Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Im Anschluss wurden 3-4 ml
dieser Vorkulturen in jeweils 500 ml mit 20 mM Glukose versetztem LB-Medium in
1 L Erlenmeyerkolben mit einer Schikane iiberfiihrt. Die Kolben wurden dann bei 37 °C
und 220 rpm geschiittelt, bis eine ODgoy von 0,6-0,8 erreicht war. Nach Erreichen der
gewiinschten Zelldichte wurden die Zellen zundchst 10 min auf Eis gekiihlt und an-
schlieBend bei 4000 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Im Anschluss folgten zwei
Waschschritte mit jeweils ca. 150 ml H,Oyr und ein Waschschritt mit ca. 150 ml
10%iger Glycerinldsung. Der Uberstand wurde abgeschiittet und die Zellen in 10%iger
Glycerinlosung resuspendiert. Je 80 ul Zellsuspension wurden in sterile, eiskalte 1,5 ml
Reaktionsgefiae aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C ge-
lagert.
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Transformation elektrokompetenter Escherichia coli Zellen

Die Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen erfolgte nach der Elektroporati-
onsmethode (Dower et al., 1988). Dazu wurden 4 ul Plasmid-DNA mit 80 ul elektro-
kompetenten E. coli Zellen vermischt und in eine auf Eis vorgekiihlte Elektroporations-
kiivette gegeben (Elektrodenabstand 1 mm). Im GenePulser Xcell™ Electroporation
System (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) wurden die Zellen bei 25 pF, 1,8 V
und 200 Q einem elektrischen Impuls ausgesetzt. Durch das elektrische Feld entstehen
in der Membran kurzzeitig Poren, welche die Zellen permeabel fiir DNA-Konstrukte
machen. Nach der Elektroporation erfolgte die sofortige Aufnahme der Zellen in 250 pl
SOC-Regenerationsmedium in 13 ml PP-R6hrchen. Zur Regeneration wurden die Zel-
len 1 h bei 220 rpm und 37 °C geschiittelt. Zur Selektion positiver Transformanten wur-
den die Zellen im Anschluss auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum
ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Identifizierung von Transformanten

Von den auf Selektionsmedium gewachsenen E. coli Zellen wurden einzelne Kolonien
ausgewihlt und in 5 ml LB-Medium mit passendem Antibiotikum iiberfiihrt. Die Fliis-
sigkultur wurde iiber Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Am néchsten Tag wurden
die Plasmide mittels alkalischer Lyse préipariert (Kapitel 2.2.1.2) und eine Kontrollrest-
riktion, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, durchgefiihrt.

2.2.6.3 Transformation von Zymoseptoria tritici

Die Transformation von Z. tritici erfolgte durch 4. tumefaciens-vermittelte Transforma-

tion in Anlehnung an das Protokoll von Zwiers und De Ward (2001).

Herstellung chemisch-kompetenter 4Agrobacterium tumefaciens Zellen

Von einer Glyzerinkultur des Stammes 4. tumefaciens AGL1 erfolgte ein Verdiin-
nungsausstrich auf LB-Rif-Agarplatten. Nach 2-4 Tagen Inkubation bei 28 °C wurde 5
ml LB-Rif-Fliissigmedium in 13 ml Réhrchen mit mehreren Kolonien von der bewach-
senen Platte beimpft und iiber Nacht bei 28 °C und 220 rpm inkubiert. Diese Uber-
nachtkultur wurde am néichsten Tag vollstandig in 500 ml LB-Fliissigmedium in einem
1 L Erlenmeyerkolben mit einer Schikane iiberfiihrt und es erfolgte eine Inkubation bei
28 °C und 220 rpm bis zu einer ODgg von 0,5-0,8. Im Anschluss wurde die Kultur zu-

nidchst 10 min auf Eis gestellt und danach 15 min mit 4000 rpm bei 4 °C
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zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 100 ml 20 mM CaCl,- Losung gewaschen und er-
neut fiir 15 min mit 4000 rpm bei 4 °C pelletiert. Die Resuspension erfolgte in 2,5 ml
der 20 mM CaCl,-Losung. 100 pl-Aliquots dieses Zellkonzentrats wurden in 1,5 ml
ReaktionsgefiaBen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Transformation chemisch-kompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen durch Hitze-

schock

Die Transformation der A. tumefaciens-Zellen erfolgte durch einen Hitzeschock. Dazu
wurden 500-1000 ng des pCAMBIA-Geninaktivierungsvektors zu gefrorenen, kompe-
tenten AGL1-Zellen gegeben und 5 min bei 37 °C einem Hitzeschock ausgesetzt. Da-
nach wurden die Zellen sofort in 300 pl sterilem LB-Medium aufgenommen und 2-4 h
bei 28 °C bei 220 rpm inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen auf vorgewédrmte LB-
Rif/Kana-Agarplatten ausplattiert und bei 28 °C fiir 3 Tage im Dunkeln inkubiert.

Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation von Zymoseptoria tritici

Von den bewachsenen LB-Rif/Kana-Agarplatten wurden mehrere 4. tumefaciens Kolo-
nien zur Inokulation von jeweils 5 ml LB-Rif/Kana-Fliissigmedium verwendet. Nach
Inkubation tiber Nacht bei 28 °C und 220 rpm wurden jeweils 1,5 ml der Kulturen fiir
5 min bei 6.000 rpm zentrifugiert und das Pellet unter sterilen Bedingungen in 750 pl
AIM-Flissigmedium resuspendiert. In 4 ml Medium wurden die Zellen weiter verdiinnt
und anschlielend fiir 6-8 Stunden bei 28 °C und 220 rpm inkubiert. Fiir die Transforma-
tion von Z. tritici wurden 50 ml YEG-Fliissigkulturen in 100 ml Erlenmeyerkolben ohne
Schikane mit 100 pl aus einem Glycerolstock angeimpft und 4 Tage bei 22 °C und
125 rpm kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen bei 4000 rpm 10 min zentrifugiert
und das Pellet in 1 ml sterilem H,Oyr suspendiert. In einer 1:1000 Verdiinnung der
Zellsuspension wurden mit Hilfe einer Zahlkammer (Neubauer improved) die Sporen
gezihlt und anschlieBend auf eine Konzentration von 5x10’ Sporen/ml eingestellt. An-
schlieBend wurde die Sporensuspension 1:1 mit den A. tumefaciens-Kulturen gemischt.
Je 500 pl dieser Mischung wurden auf sterile Nitrocellulosefilter (@ 47 mm, 0,45 pm
Porengrof3e) pipettiert, die auf AIM-Agarplatten ausgelegt waren. Nach dem Trocknen
wurden die Platten 48 h in Dunkelheit bei 28 °C inkubiert und die Nitrocellulosefilter
dann auf Selektionsplatten mit Hygromycin (V8-CSH) bzw.
Glufosinat-Ammonium (MM-CSB) und jeweils Streptomycin und Cefotaxim iiberfiihrt.

Nach Inkubation fiir ca. 21 Tage in Dunkelheit bei 16 °C konnten Transformanten mit
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Hilfe einer sterilen Impfose vom Nitrocellulosefilter auf frische Selektionsplatten tiber-
impft und bei 16 °C inkubiert werden. Nach ca. 7-10 tégiger Inkubation konnten die
gewachsenen Kolonien zur Untersuchung der Rekombinationsereignisse mittels Kolo-
nie-PCR eingesetzt werden. Transformanten, die fiir den Southern Blot ausgewihlt
wurden, wurden von derselben Agarplatte mit Hilfe einer sterilen Impfose in eine 50 ml
YEG-Fliissigkultur tiberfiihrt und 4 Tage bei 22 °C und 125 rpm zur Extraktion genomi-
scher DNA kultiviert.

2.2.7 Southern Blot Analyse

Mit Hilfe des Southern Blots wurden spezifische DNA-Sequenzen im Genom von
Z. tritici-Transformanten verifiziert. Es wurde nach den Vorschriften von Sambrook et
al. (2001) gearbeitet. Eingesetzt wurde genomische DNA aus dem Z. tritici Wildtyp-

Stamm und aus den zu untersuchenden Transformanten.

2.2.7.1 Restriktion, Prézipitation und gelelektrophoretische Auftrennung genomischer
DNA

Genomische DNA aus dem Z. tritici Wildtyp-Stamm [PO323 und aus den jeweils zu
untersuchenden Transformanten wurde, wie in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben, isoliert. Es
folgte die Behandlung von jeweils 10 ug DNA mit ausgewédhlten Restriktionsenzymen
in einem Volumen von 200 pl {iber Nacht. Nach Zugabe von 150 pl Isopropanol wurde
die DNA-Losung invertiert, fiir 30 min bei RT und 13.200 rpm zentrifugiert und an-
schlieBend das getrocknete Pellet in 25 pul H,Ouyr mit 1x Loading-Dye aufgenommen.
Die Gelelektrophorese erfolgte in einem 1 %-igen Agarosegel bei einer konstanten
Spannung von 90 V. Als Marker wurde der Digoxigeninmarkierte DNA Molecular
Weight Marker VII bzw. III der Firma Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) verwen-
det.

2.2.7.2 Transfer der Nukleinsduren

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente wurde das Agarose-
gel zur Depurinierung 15 min in 0,25 M HCI-L6ésung auf einem Wipptisch geschwenkt.
Im Anschluss wurde das Gel je zweimal 15 min in Denaturierungspuffer und in Neutra-
lisationspuffer geschwenkt. Bei jedem Pufferwechsel wurde das Agarosegel mit

H;Ogeion abgespiilt.
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Der Transfer der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel auf die positiv geladene Nylon-
membran (Roti®-Nylon Plus, Carl Roth, Karlsruhe) erfolgte iiber Nacht mittels Kapil-
larblot. Der Aufbau des Blot erfolgte nach der Standardvorschrift von Darling und Bri-
ckell (1996). Nach dem Transfer der DNA wurde sie mit Hilfe eines UV-Crosslinker
(Typ FLX- 20M, Vilber Lourmat, Marne La Vallée, Frankreich) fixiert. Die Fixierung
erfolgte durch Quervernetzung der DNA mit der Nylonmembran durch Bestrahlung mit
UV-Licht fiir 40 s bei einem kontinuierlichen Energiedichtegradienten von 0,120 bis
0 J/em?,

2.2.7.3 Hybridisierung

Nach der Fixierung der DNA auf der Nylonmembran folgte eine 1,5 stiindige Inkubati-
on bei 65 °C in 20 ml Hybridisierungspuffer mit 40 pl Lachssperma-DNA. Die Inkuba-
tion erfolgte in einer Rohre im Hybridisierungsofen (Hybaid Shake 'n” Stack, Thermo
Fisher Scientific, Langenselbold). Die Lachssperma-DNA wurde vor der Zugabe 5 min
bei 95 °C denaturiert, dann 5 min auf Eis abgekiihlt. Sie sollte unspezifische Bindungen
der DNA-Sonde an der Membran reduzieren.

Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 65 °C in 20 ml Hybridisierungspuffer, wel-
cher zuvor mit 20 ng/ml einer Digoxigenin (DIG)-markierten DNA-Sonde versetzt
wurde. Diese wurde vor dem Gebrauch fiir 5 min bet 95 °C denaturiert.
Um ungebundene Anteile der DNA-Sonde zu entfernen, wurde die Nylonmembran am
ndchsten Tag je zweimal fiir 15 min mit 25 ml 2x SSPE-Puffer + 0,1 % SDS und 25 ml
0,2x SSPE-Puffer + 0,1 % SDS gewaschen.

2.2.7.4 Detektion

Die Detektion der DIG-markierten DNA-Sonde erfolgte mit polyklonalen Antikdrpern
(Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), die Di-
goxigenin binden konnen. Alle folgenden Schritte erfolgten im Hybridisierungsofen bei
Raumtemperatur.

Die Nylonmembran wurde zunédchst 1 min mit 50 ml Waschpuffer gewaschen. Die da-
rauffolgende 30 mindtige Inkubation der Membran in 100 ml Blockingpuffer sollte un-
spezifische Bindungen der Antikorper verhindern. Auf das Blocken folgte eine
30 mindtige Inkubation der Membran in der Antikorperlésung. Durch zweimaliges 15
mindtiges waschen der Membran in Waschpuffer sollten im Anschluss ungebundene

Antikdrper entfernt werden. Nach abschlieRender Inkubation fiir 3 min in 20 ml Detek-
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tionspuffer wurde die Nylonmembran in eine Kunststofffolie gelegt, mit 1,5 ml CSPD-
Losung (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) bedeckt und die Folie durch Ein-
schweifen verschlossen. Die Membran wurde 15 min bei 37 °C inkubiert und im An-
schluss die Folie an einer Ecke wieder gedffnet und die CSPD-L&sung mit einem Glas-
stab herausgestrichen. Das CSPD wurde durch die an den Antikorpern gebundene Alka-
lische Phosphatase dephosphoryliert, wodurch ein Chemilumineszenz-Signal entstand.
Dieses Signal wurde auf einem Rontgenfilm detektiert. Unter Rotlicht wurden Nylon-
membran und Rontgenfilm 30-45 min zusammen in eine Expositionskassette gelegt.
Die Entwicklung des Films erfolgte in der Entwicklungsmaschine CP1000 der Firma
Agta HealthCare GmbH (Bonn).

2.2.8 Klonierungsstrategien

Grundlegend wurde die kodierende Sequenz der zu untersuchenden Zielgene mit der
kodierenden Sequenz eines Resistenzgens unterbrochen und die Biosynthese eines funk-
tionellen Zielproteins somit verhindert. Die verwendeten Geninaktivierungsvektoren
wurden so konstruiert, dass die jeweilige Resistenzgenkassette von 500-600 bp groflen
WT-Sequenzen flankiert wurde um eine homologe Rekombination ins Genom von
Z. tritici zu ermdglichen. Es wurde zum einen die Konstruktion von Geninaktivierungs-
vektoren mit Hilfe der gene disruption Methode nach Stephenson (Stephenson et al.,
2000), zum anderen die Klonierungsmethode nach Gibson (Gibson et al., 2009) unter
Verwendung des NEB® HiFi DNA Assembly Mix (New England Biolabs, Frank-
furt/Main) angewendet. Eine detaillierte Beschreibung der Klonierungsstrategien ist in

Anhang II zu finden.

2.3 Methoden zur phéanotypischen Charakterisierung

2.3.1 Herstellung von Sporensuspensionen

50 ml YEG-Flissigmedium wurden mit 100 pl eines 50 %igen Glycerolstocks von
Z. tritici Sporen (vgl. 2.1.5.3) angeimpft und bei 22 °C und 120 rpm fiir 4 Tage inku-
biert. AnschlieBend wurden die Sporen durch Zentrifugation fiir 10 min bei 22 °C und
4000 rpm pelletiert und anschlieBend in 1 ml H,Oyr resuspendiert.

Mittels Zahlkammer (Neubauer improved, Carl Roth, Karlsruhe) erfolgte die Bestim-

mung der Sporendichte in einer 1:100fachen Verdiinnung der Sporensuspension.
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SchlieBlich wurden je nach Bedarf Konzentrationen von 5 x 10’ Sporen / ml bzw. 10°

Sporen / ml eingestellt.

2.3.2 Wachstumsvergleich auf Festmedien

Ziel der Wachstumsversuche war es, phianotypische Unterschiede der loss of function
Mutanten in Bezug auf das Wachstum und der Morphologie auf verschiedenen Voll-
bzw. Mangel- und Stressmedien, im Vergleich zum Wildtyp festzustellen.

Es sollte mit diesen Versuchen die Féahigkeit zur dimorphen Transition unter Stick-
stoffmangel (N-MM und H,0O-Agar) und allgemein die Morphologie auf Vollmedien
wie YEG und PDA sowie auf Minimalmedium (MM) dokumentiert und mit der Mor-
phologie des WT verglichen.

Zur Vorbereitung wurden Sporensuspensionen des WT-Stammes und der Mutanten mit
der Konzentration von 5 x 10’ Sporen / ml hergestellt (vgl. 2.3.1). Je 3 mal 1,5 pl der
Sporensuspensionen wurde anschlieBend auf verschiedene Festmedien aufgetragen.
Nach Inkubation von 14 Tagen bei 16 °C konnten die Pilzkolonien auf phinotypische
Merkmale hin untersucht werden. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Binokulars
(Stemi 2000-C von Zeiss) in 12,5 —facher VergroBerung und wurde mit einer Digital-

kamera (Canon PowerShotG10) dokumentiert.

2.3.2.1 Untersuchung des Wachstums in Gegenwart verschiedener Stickstoff-Quellen

Die generierte 4ZtareA Mutante sowie die komplementierte Mutante AZtareA+ZtareA,
sollten hinsichtlich des Wachstums auf verschiedene Stickstoffquellen untersucht und
mit dem WT verglichen werden.

Hierfiir wurde N-MM verwendet und die jeweilige N-Quelle in einer Konzentration von
25 mM hinzugegeben. Als Stickstoffquellen wurden Asparagin, Aspartat, Diammoni-
umtartrat, Harnstoff, Glutamin, Alanin, Natriumnitrat, Natriumnitrit, Ammoniumchlorid

und Ammoniumnitrat verwendet.

2.3.2.2 Kaliumchlorat-Assay

Zur Uberpriifung des Vorhandenseins funktionsfahiger Nitratreduktasen wurde der Ka-
liumchlorat-Assay angewendet. Kaliumchlorat ist, neben Natriumnitrat, ein Substrat der
Nitratreduktase und wird von dieser zum toxischen Kaliumchlorit umgewandelt (L6pez-
Berges et al., 2010; van Wijk et al., 1998).
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Es wurde PDA-Festmedium mit 350 mM Kaliumchlorat supplementiert und mit je
1,5 ul einer Sporensuspension von Z. tritici in Triplikaten inokuliert. Als Kontrolle
diente PDA-Festmedium ohne Kaliumchlorat. Die Agarplatten wurden fur 7 Tage bei

16 °C inkubiert und im Anschluss fotografisch dokumentiert.

2.3.3 Phytopathogenitats-Assay gegen Weizenpflanzen

Fiir die Untersuchung der phytopathogenen Eigenschaften von Inaktivierungsmutanten
wurden Sporensuspensionen der zu untersuchenden Kandidaten und des Z. tritici WT-
Stammes (IPO323) in einer Konzentration von 5x10” Sporen pro ml (vgl. 2.3.1) herge-
stellt.

Die Weizenpflanzen (cv. Riband) wurden wie in Kapitel 2.1.5.4 beschrieben kultiviert,
und nach Erreichen einer Wuchshéhe von etwa 10 cm (je nach Jahreszeit nach 5-7 Ta-
gen) mit 5 ml der Pilz-Sporensuspensionen durch Bespriithen inokuliert. Anschlieend
wurden die mit dem Pilz beimpften Pflanzen fiir 21 Tage bei RT (auf der Fensterbank)
und einem natiirlichen Tag-Nacht-Rhythmus in transparenten Plastikbeuteln kultiviert.
Zur Auswertung wurden die Blétter der Weizenpflanzen auf Pyknidien untersucht und

fotographisch dokumentiert.

2.3.4 Keimungstest

Die Beurteilung der Keimungsfahigkeit der Mutanten verglichen mit der des Z. tritici
WT-Stammes [PO323 erfolgte nach dreitdgigem Wachstum von 15 pl einer Sporensus-
pension mit der Konzentration 10° Sporen/ml in einer feuchten Dunkelkammer auf ei-
nem mit Wasseragar (supplementiert mit 0,00025 % Biotin und 0,001 % Thiamindich-
lorid) beschichteten Objekttrager. Die Auswertung erfolgte per mikroskopischer Analy-
se und anschlieBender fotografischer Dokumentation.

Zur Bestimmung der Keimungsrate wurden 100 pl einer Sporensuspension mit der
Konzentration von 10° Sporen/ml auf Wasseragar mit Biotin und Thiamindichlorid
(s.0.) pipettiert und fiir 72 h bei RT in einer Feuchtekammer inkubiert. Es wurden 100

Pyknidiosporen gezéhlt und die Anzahl der ausgekeimten Sporen bestimmt.
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2.4 Untersuchungen zum Sekundarmetabolismus

2.4.1 Fermentation in Schuttelkolben

Die Fermentation in Schiittelkoben erfolgte in Erlenmeyerkolben mit einer Schikane auf
dem Orbitalschiittler (Infors AG, Bottmingen) bei 120 rpm und RT. Schiittelkulturen
von 250 ml wurden in 500 ml Erlenmeyerkolben und 500 ml in 1 L Kolben kultiviert.
Zum Inokulieren dienten 3 ml bzw. 6 ml einer 5 Tage alten YEG-Vorkultur. In regel-
maligen Abstinden wurden steril Proben aus der Kulturbrithe entnommen und der pH-
Wert sowie der Glukosegehalt gemessen. Der pH-Wert wurde mit Hilfe eines pH-
Meters (pH 209, HANNA® Instruments Deutschland GmbH) und der Glukosegehalt
mit Glukosemessstreifen (Diabur 5000; Roche, Mannheim) gemessen.

Die Fermentation wurde so lange fortgefiihrt, bis die freie Glukose im Mediums aufge-
braucht war. Im Anschluss wurde das Myzel durch Filtration vom Kulturfiltrat getrennt
und die Metabolite mit Losungsmitteln extrahiert.

Um das Metabolitenspektrum von Mutanten mit dem des WTs zu vergleichen, wurden
standardgemal im ersten Schritt fiir die Fermentation viele verschiedene Medien ver-
wendet. Hierzu zédhlten: YEG (in den Variationen pH 4, pH 5, pH 6.5), PD, Czapek-
Dox, BAF, V8, MM, N-MM, MM + 10 % WE und N-MM + 10 % WE.

Fir die Fermentation mit Chromatinstrukturmodulatoren wurde zu YEG-Medium 5-

Azacytidin bzw. Vorinostat in einer Endkonzentration von 20 uM zugegeben.

2.4.2 Fermentation im 20 L Mafstab

Zur Fermentation im 20 L Mafstab wurden Fermenter vom Typ Biostat A-20 (Braun,
Melsungen) eingesetzt. Als Inokulum dienten 250 ml einer 5-7 Tage alten YEG-
Fliissigkultur, welche mit 400 pl eines 50 %igen Glycerolstocks aus Z. tritici Sporen
inokuliert wurde. Der Fermenter wurde mit einer Beliiftungsrate von 3 L/min begast,
mit einer Rithrerdrehzahl 150 rpm geriihrt und iiber den Doppelmantel mit einem Ther-
mostat auf 22 °C temperiert.

Es wurden in ausgewéhlten Zeitabstinden Proben aus der Fermenterbriihe entnommen
und pH-Wert und Glukosegehalt (vgl. 2.4.1) bestimmt. Das Myzel und das Kulturfiltrat
der Fermenterproben wurde iiber gewogene Filterpapiere (Macherey-Nagel, Diiren) mit
einem Biichnertrichter und einer Vakuum-Saugflasche separiert und das Myzeltrocken-
gewicht nach Trocknung der Filter bei 65 °C fiir 24 h bestimmt. Die Fermentation wur-

de beendet, nachdem die freie Glukose im Medium vollstdndig verbraucht war.
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2.4.3 Herstellung von Rohextrakten aus Myzel und Kulturfiltrat

Zur Herstellung von Myzelextrakten wurde das Myzel 30 min mit Methanol auf einem
Magnetriihrer geriihrt und anschlieBend um restliche Wasseranteile zu entfernen iiber
Natriumsulfat in einen Rundkolben filtriert. Mit einem Vakuum-Rotationsverdampfer
wurde das Methanol vollstindig verdampft und der getrocknete Extrakt mit einem mog-
lichst kleinen Volumen Methanol wieder gelost. Dieses wurde in gewogene Glasvials
tiberfiihrt und in einem Vakuum Konzentrator erneut bis zur Trockene eingeengt. Im
Anschluss wurde durch Riickwiegen der Glaschen die absolute Menge des Extraktes
ermittelt um definierte Konzentrationen fiir die anschlieBenden Versuche einstellen zu
konnen.

Das Kulturfiltratextrakt (KFE) wurde durch Fliissig-Fliissig Extraktion mit einem glei-
chen Volumenanteil eines Losungsmittelgemischs aus Ethylacetat : Dichlormethan :
Methanol (3:2:1) mit 1 % Ameisensdure (aus Walker ef al., 2012) in einem Scheide-
trichter gewonnen. Das Gemisch aus Kulturfiltrat und Losungsmittel wurde mindestens
30 Minuten stehen gelassen, damit eine effiziente Trennung von organischer und wiss-
riger Phase stattfinden konnte. Im Anschluss wurde die organische Phase iiber Natri-
umsulfat filtriert um eventuelle Wasserriickstdnde zu entfernen. Die weiteren Schritte

waren analog zur Herstellung des Myzelextraktes.

2.4.4 High Performance Liquid Chromatographie

Die gewonnenen Extrakte wurden auf eine Konzentration von 5 mg/ml eingestellt und
das Metabolitenspektrum mit der High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
analysiert. Ziel dieser Messungen war es, Unterschiede im Metabolitenspektrum der
generierten loss of function Mutanten im Vergleich zum WT aufzudecken.

Die Proben wurden hierfiir stets vorfiltriert (Chromafil® Einmalfilter Typ 0-45/3,
0,45 um, ¢ 3 mm, Macherey-Nagel, Diiren).

Um Metabolitenspektren miteinander zu vergleichen wurden alle zu untersuchenden
Extrakte mit den gleichen Parametern in einer Standardmethode gemessen. Hierzu wur-
de eine HPLC-Anlage des Typs Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Wald-
bronn) mit einer RP18-Trennsdule (LiChrospher 100, 5 um, 125x4 mm, Merck, Darm-
stadt) verwendet. Die Detektion der Substanzen erfolgte mit einem Diodenarray-
Detektor (DAD). Als Eluenten wurde H,Oyr (Eluent A) und Acetonitril (Eluent B) in

einem bindren Gradienten eingesetzt.
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In Tabelle 1 ist der zeitliche Verlauf des Gradienten dargestellt. Die Flussrate betrug

konstant 1 ml/min und der Sdulenofen war auf 40 °C temperiert.

Tabelle 1: Standardgradient zur Analyse von Rohextrakten an der Agilent 1100 Series Anlage.
Gezeigt ist der zeitliche Verlauf des bindren Gradienten, wobei Eluent B = Acetonitril, Eluent A= H,Oyg
ist. Die Flussrate betrug konstant 1 ml/min.

Zeit [min] | Eluent A [%] | Eluent B [%)]
0 99 1
20 0 100
24 0 100
25 99 1

Zur Detektion von Phenolsiduren wurde eine angepasste Methode verwendet, die eine
bessere Trennung der Substanzen gewéhrleistete. Es wurden Messungen an unterschied-
lichen Anlagen durchgefiihrt. Zum einen wurde mit einem Gerit der Agilent 1100 Se-
ries (Agilent Technologies, Waldbronn) unter Verwendung einer RP18-Trennséule
(LiChrospher 100, 5 pm, 125x4 mm, Merck, Darmstadt) gemessen. Die Flussrate betrug
1 ml/min bei einer Temperatur im Saulenofen von 40 °C. Chromatogramme, die mit
dieser Anlage aufgenommen wurden werden im Weiteren mit [A] gekennzeichnet. Die
Detektion der Substanzen erfolgte mit einem Diodenarray-Detektor (DAD).

Zum anderen wurde die mit einem Photodiodenarray Detector (PDA, SPD-M20A) aus-
gestattete Prominence UFLC-Anlage der Marke Shimadzu (Shimadzu Europa GmbH,
Griesheim) unter Einsatz einer RP18-Trennsédule mit etwas anderen Parametern (LiCh-
rospher 100, 5.0 pm, 250x4,6 mm) verwendet (im Weiteren gekennzeichnet mit [S]).
Die Flussrate {iber die Sdule betrug 1 ml/min bei einer Temperatur von 45°C.

Die Unterschiede in der Sdulenldnge der beiden Geridte fiihrten zu unterschiedlichen
Retentionszeiten der gleichen Substanz, welche jedoch anhand des UV-Spektrums und
der Messung von Standards an beiden Anlagen zweifellos identifiziert werden konnten.
Die Konzentration der Proben betrug 5 mg/ml und das Injektionsvolumen 10 pl. Als
Eluenten wurden 0,1 % Trifluoressigsdure (TFA; Eluent A) und Acetonitril (Eluent B)
verwendet.

Es wurden fiir die Analyse der Extrakte auf produzierte Phenolsduren die in Tabelle 2

und Tabelle 3 gezeigten Gradienten verwendet.
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Tabelle 2: Standardgradient zur Analyse von Phenolsiuren an der analytischen HPLC der Agilent
1100 Series Anlage [A]. Gezeigt ist der zeitliche Verlauf des bindren Gradienten, wobei Eluent B = Ace-
tonitril, Eluent A= 0,1 % TFA ist. Die Flussrate betrug konstant 1 ml/min.

Zeit [min] | Eluent A [%] | Eluent B [%]
0 99 1
25 65 35
35 0 100
40 0 100
42 99 1

Tabelle 3: Standardgradient zur Analyse von Phenolsduren an der analytischen HPLC der
Shimadzu Prominence Anlage [S]. Gezeigt ist der zeitliche Verlauf des bindren Gradienten, wobei
Eluent B = Acetonitril, Eluent A= 0,1 % TFA ist. Die Flussrate betrug konstant 1 ml/min.

Zeit [min] | Eluent A [%] | Eluent B [%)]
0 99 1
17 65 35
22 0 100
27 0 100
29 99 1

2.4.5 HPLC-MS-Messungen

Zur Bestimmung der Molekiilmasse (bzw. des m/z-Verhiltnisses) der Metaboliten er-
folgte eine Untersuchung des entsprechenden Extraktes mittels HPLC-MS. Das dabei
eingesetzte Gerit (HP-LC/MSD-System Series 1100, Hewlett-Packard, Waldbronn) war
mit einer RP18-Séule (Superspher 100, 125x2 mm, 4 um, Merck, Darmstadt) ausgestat-
tet, die auf 40 °C temperiert wurde. Der Gradient, sowie der Eluent B, entsprachen da-
bei denen der analytischen HPLC (siehe 2.4.4), allerdings bei einem Fluss von
0,45 mL/min. Als Eluent A wurde H,Oyr mit 0,1 Vol. % HCOOH verwendet. Die Ioni-
sierung erfolgte mittels APCI (chemische Ionisierung bei Atmosphdrendruck) bei Kapil-
larspannungen von 3.500 V (positiv) bzw. 2.200 V (negativ). Die Verdampfungstempe-
ratur betrug 400 °C und die Fragmentorspannung 140 V. Ein Datenbankvergleich mit
einer Massenspektrenbibliothek (IBWF, Kaiserslautern) wurde durchgefiihrt, um bereits
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bekannte Substanzen zu identifizieren. Die Messungen wurden von Petra Stark und Dr.

Anja Schiiffler am IBWF in Kaiserslautern durchgefiihrt.

2.4.6 Saulenchromatographie zur Trennung von Substanzen

Zur Auftrennung der Rohextrakte wurde eine Kieselgel-Chromatographie mit Hilfe des
Flash-Chromatographie Verfahrens (PuriFlash 4250-250, Interchim) durchgefiihrt. Die
Flash-Chromatographie ist eine automatisierte Form der klassischen Sdulenchromato-
graphie, bei der die mobile Phase mit Druckluft durch die stationére Phase gedriickt
wird (Still et al., 1978). Die Elution erfolgte mit einem Gradient aus Ethylacetat, Cyclo-
hexan und Methanol (Tabelle 4). Nach Austritt aus der Trennsdule wurden die Peaks
mit einem Fraktionssammler-Modul gesammelt. Die Flash-Chromatographie wurde von

Dr. Jochen Fischer am IBWF in Kaiserslautern durchgefiihrt.

Tabelle 4: Gradient der Flash-Chromatographie an Kieselgel. Verlauf des terniren Gradienten der
Flash-Chromatographie, mit den Eluenten Cyclohexan, Ethylacetat und Methanol. Die Dauer des Eluti-
onsschrittes wird in Sdulenvolumen (column volume, cv) angegeben. Die Flussrate betrug wie angegeben
30 bzw. 45 ml/min.

Flussrate Cyclohexan Ethylacetat Methanol

Cv [ml/min] [9%6] [9%6] [%]

0 30 100 0 0

3 30 100 0 0
20 30 0 100 0
23 30 0 100 0
33 30 0 50 50
34 30 100 0 0
35 30 100 0 0
36 45 100 0 0
40 45 100 0 0

2.4.7 Reinigung von Substanzen mittels Semipraparativer-HPLC

Die durch Kieselgel-Chromatographie mit der FPLC vorgereinigten Substanzen sollten
mit Hilfe der semipréparativen HPLC weiter gereinigt werden. Bei der semipréparativen
Chromatographie werden im Vergleich zur analytischen Chromatographie groflere Sau-

len und hohere Flussraten verwendet, sodass man gréere Extraktmengen in derselben
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Zeit reinigen kann. Die semipriparativen HPLC-Léaufe wurden am IBWF in Kaiserslau-
tern an der Agilent 1100 Series Anlage durchgefiihrt. Es wurde die reverse phase Alkyl
Trennsdule Zorbax SB-Aq (5 um, 250 x 9,4 mm, Agilent Technologies, Waldbronn)
verwendet. Diese Sdule wurde speziell fiir die Reinigung hydrophiler Substanzen mit
stark wéssriger mobiler Phase (bis zu 100 % Wasser als Eluenten) ausgelegt. Die ge-
naue Zusammensetzung des Sdulenmaterials wird vom Hersteller nicht veroffentlicht

(Produktbeschreibung Agilent Technologies, www.agilent.com).

Nach Austritt aus der Trennsédule wurden die Substanzen mit einem Fraktionssammler-
Modul gesammelt. Als Eluenten wurden 0,1 % TFA (Eluent A) und Acetonitril (Eluent
B) eingesetzt.

2.4.8 Quantifizierung von Substanzen

Die Quantifizierung der Substanzen erfolgte unter Verwendung der HPLC, mit Hilfe
einer Eichkurve, welche durch die Messung eines Standards mit bekannten Konzentra-
tionen erstellt wurde. Die Eichgerade wurde mittels Regression aus fiinf Messpunkten

berechnet.

2.4.9 Test auf Phytotoxizitat gegen Weizenblatter

Die generierten Rohextrakte und gereinigten Substanzen wurden auf ihre toxische Wir-
kung gegen Weizenblitter untersucht.

Dazu wurden Blatter von 10-14 Tage alten Weizenpflanzen abgeschnitten, auf Was-
seragarplatten gelegt und dort durch das Auflegen von ca. 1x1 cm groflen Wasseragar-
Stiickchen an den Enden fixiert. Auf die Blétter wurden zunéchst Tropfen aus 9 pl
0,2 %iger, steriler Gelatine-Losung aufgebracht und in diese dann 1 pl (100 pg/ul) Ex-
trakt bzw. je 1 pl Reinsubstanz in den Konzentrationen 5, 10, 25, 50 und 100 pg/pl in
MeOH zugegeben. Zusitzlich wurde eine entsprechende MeOH-Kontrolle mitgefiihrt.

Der Versuch wurde iiber 5-7 Tage hinweg tdglich ausgewertet.

2.4.10 Induktion der Expression von PR-Proteinen in Triticum aestivum

In Anlehnung an Agrawal et al. (2001) wurden die Blitter von 10 Tage alte Weizen-
pflanzen abgeschnitten und in 2 cm lange Blattsegmente zerteilt. Danach wurden die
Segmente gemischt und in Petrischalen mit H,Our gelegt. Die zu testende Verbindung
wurde in der entsprechenden Menge zuvor im Wasser gelost. Als Kontrolle diente hier

Salicylsdure. Danach wurden die Blattsegmente fiir 24 h unter konstanten Licht- und
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Temperaturbedingungen inkubiert. Im Anschluss wurde die Fliissigkeit abgenommen
und die Blattsegmente in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C weggefro-
ren. Im Anschluss wurde die RNA isoliert (vgl. 2.2.1.4) und q-PCR-Analysen durchge-
fiihrt (vgl. 2.2.2.4).
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die molekularen Mechanismen der Wirt-Pathogen In-
teraktion von Zymoseptoria tritici und Weizen weiter untersucht werden, da bislang auf
diesem Gebiet nur wenige Details bekannt sind (Sanchez-Vallet et al., 2015).

Im Fokus stand die Untersuchung des Sekundarmetabolismus von Z. tritici, um Metabo-
lite zu identifizieren, welchen eine essentielle Bedeutung in der Interaktion zwischen
Pathogen und Wirt zukommt. Die meisten Sekundarmetabolite aus Pilzen gehdren zu
den grofRen chemischen Gruppen der Polyketide oder nichtribosomalen Peptide (Bra-
khage, 2013). Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit lag dabei auf der Untersu-
chung der Bedeutung der zehn aus Z. tritici bekannten Polyketidsynthasen und der Re-

levanz phytotoxischer Polyketide fiir die Infektion.

3.1 Die Aktivierung stiller Sekundarmetaboliten-Gencluster

3.1.1 Auswahl geeigneter Fermentationsparameter und Zielgene als Regulato-
ren von Sekundarmetaboliten-Genclustern

Durch die Zugabe der Chromatinstruktur-Modulatoren 5-Azacytidin und Vorinostat zu
den Kulturen des Z. tritici WT-Stammes [PO323 sollten stille Gencluster induziert wer-
den. Bei Cladospora cladosporioides konnte durch die Zugabe des Histondeacetylase-
Inhibitors Vorinostat der Proteinkinase C-Inhibitor Calphostin B entdeckt werden
(Williams et al., 2008). Nach der Behandlung mit Vorinostat konnte aulerdem aus der
zu den Ascomyceten gehdrenden Gattung Daldina sp. das Polyketid Daldinone E iso-
liert werden (Du et al., 2014). Die Zugabe des DNA-Methyltransferase (DMAT)-
Inhibitors 5-Azacytidin aktivierte die Produktion von bislang unbekannten Oxylipinen
sowie von Nygerone A in Aspergillus niger (Henrikson et al., 2009).

Die Z. tritici Submerskulturen wurden in YEG-Fliissigmedium mit bzw. ohne Chroma-
tinstruktur-Modulatoren fermentiert. Mit den hergestellten Extrakten wurden Phytotoxi-
zitétstests auf Weizenblattern sowie HPLC-Analysen durchgefiihrt. Beim Vergleich der
Chromatogramme der Extrakte mit bzw. ohne Chromatinstruktur-Modulatoren war kein
Unterschied zu beobachten. Zudem konnte keine phytotoxische Aktivitit der Extrakte

beobachtet werden.
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Auch durch das Variieren der Kulturbedingungen, wie z.B. des pH-Wertes und des
Nahrstoffangebotes (vgl. 2.4.1), konnte die Produktion phytotoxischer Sekunddrmetabo-

lite in Z. tritici nicht induziert werden.

Alternativ sollte durch die Inaktivierung potentieller Regulatoren des sekundéren Stoff-
wechsels die Expression von stillen Genclustern induziert werden. Hierzu wurden po-
tentiell geeignete Zielproteine ausgewdhlt, die in anderen phytopathogenen Ascomyce-
ten im Zusammenhang mit der Regulation des Sekunddrmetabolismus stehen. Mit Hilfe
des blastp-Algorithmus des NCBI wurden homologe Proteine in Z. tritici identifiziert,
deren kodierende Gene im Anschluss inaktiviert wurden.

Die aussichtsreichsten Kandidaten waren die beiden Transkriptionsfaktoren AreAp und
Crelp, welche in Ascomyceten als globale Regulatoren mit Funktion in der Genregula-
tion von Sekundirmetaboliten-Genclustern bekannt sind (Brakhage, 2013) sowie eine
Histondeacetylase (HDAC) und die aktive Untereinheit des COP9-Signalosom-
komplexes, CSNS. Die Hauptaufgabe des COP9-Signalosoms ist die Regulation des
Ubiquitin-26S Proteasomsystems, welches die wichtigste Proteolysemaschinerie in eu-
karyotischen Zellen ist (Wei und Deng, 2003).

Fiir die vier ausgewihlten Regulatoren konnten mit Hilfe der blastp-Analyse des NCBI

Homologe in Z. tritici identifiziert werden (Tabelle 5).

Die Inaktivierung der korrespondierenden Gene erfolgte mit Hilfe der Agrobacterium
tumefaciens-vermittelten Transformation.

Fiir alle ausgewéhlten Gene ist es gelungen, loss of function Mutanten in Z. tritici zu
generieren. Die Klonierungspline sowie der Nachweis der korrekten homologen Re-
kombinationsereignisse im Genom der Mutanten sind in Anhang II bzw. Anhang III zu

finden.
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Tabelle 5: Kandidatengene zur moglichen Aktivierung stiller Gencluster in Zymoseptoria tritici. Die
Kandidatengene wurden mit der blastp-Suche des NCBI, basierend auf Homologen aus anderen filamen-
tosen Pilzen, identifiziert. Die JGI Protein-ID bezieht sich auf die Datenbank des Joint Genome Institutes.

TF: Transkriptionsfaktor.

Protein AreAp Crelp HDAp CSN5p
(A. nidulans) (A. crysogenum) (A. nidulans) | (A. nidulans)
Homologe in
Z. tritici ZtAreAp ZtCrelp ZtHDAp ZtCSN5p
(JGI Pro- (109392) (100278) (37223) (99069)
tein-1D)
Histondeacety-
TF, Regulation des | TF, Regulation des | lase, transkrip- . .
Stickstoft- Kohlenstoff- tionelle Akti- Kataly‘flsch‘ aktive
. ) . ) Untereinheit des
Funktion Metabolismus und | Metabolismus und | vierung von COPO Sienalo
des Sekundarme- des Sekundarmeta- | Sekundirme- £
. . . somkomplexes
tabolismus bolismus taboliten-
Clustern
. Shwab et al. (Gerke et al.
uelle Tudzynski, 2014 5 ( ) ;
Q (Tudzy ) | (Janus et al., 2008) 2007) 2012)

Die Présentation der Ergebnisse fokussiert sich auf die Untersuchungen von AZtareA,
da bei dieser Mutante die Ergebnisse am vielversprechendsten waren.

Bei den durchgefiihrten Experimenten mit den Mutanten AZtcrel, AZthda und AZtcsn5
beziiglich des Sekundarmetabolismus und der Virulenz, war kein Unterschied zum WT

zu beobachten, weshalb auf die weitere Untersuchung dieser Mutanten verzichtet wur-

de.

3.2 Der globale Regulator ZtAreAp

3.2.1 Die Inaktivierung von ZtareA

Zu dem aus Aspergillus sp. bekannten Transkriptionsfaktor AreAp konnte mit Hilfe der
blastp-Suche des NCBI in Z. fritici ein Protein mit signifikanter Sequenzhomologie (E-
value le-154) identifiziert werden (NCBI Accession EGP87068.1; JGI Protein-ID
109392). Ein Teil der fiir das Z. tritici AreAp (ZtAreAp) kodierenden Gensequenz wur-
de durch Restriktion mit Endonukleasen entfernt und durch die kodierende Sequenz
einer Hygromycin-Phosphotransferase (HPT-Kassette) ersetzt. Das rekombinante Kon-
strukt wurde mit Hilfe der A. tumefaciens-vermittelten Transformation in Z. tritici trans-

feriert. Die homologe Rekombination konnte mittels Southern Blot Analyse verifiziert
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werden. Die Klonierungsstrategien sowie der Nachweis der homologen Rekombination

im Genom der Mutante sind in Anhang Il bzw. Anhang III dargestellt.

3.2.2 Regulation der Genexpression von ZtareA in Abhangigkeit der Stickstoff-
quelle

Ein sehr kleiner E-value von le-154, wie im blastp-Ergebnis des Vergleichs der Amino-
sduresequenzen von AreAp aus 4. niger und Z. tritici, bedeutet nicht zwangslaufig, dass
beide Proteine dieselbe Funktion haben (Rost, 1999). Nachfolgend wurde zundchst
nachgewiesen, dass ZtAreAp auch funktionell ein Homolog zu AreAp aus Aspergillus
sp. ist.

Zur Untersuchung der Genexpressionsregulation von Ztare4 in Abhéngigkeit der ver-
fiigbaren Stickstoffquelle, wurden q-PCR Analysen nach Kultivierung von 4Ztare4 und
des WT-Stammes auf Stickstoffmangelmedium (N-MM) mit jeweils 10 mM, 25 mM
und 50 mM Nitrat, Nitrit, Glutamin, Glutamat und Ammonium durchgefiihrt. Die assi-
milierten N-Quellen Glutamin, Glutamat und Ammonium sollten in Analogie zu
A. nidulans und N. crassa zur Repression der areA-Genexpression fiihren. Ist keine der
bevorzugten, assimilierten N-Quellen verfligbar, dafiir jedoch z.B. Nitrat als einzige N-
Quelle vorhanden, sollte die Genexpression von ZtareA induziert werden. AreAp
transloziert dann in den Zellkern und induziert im Anschluss die Expression metaboli-

scher Enzyme fiir die Nitratassimilation (Marzluf, 1993).

Im Vorfeld der q-PCR Analyse wurden Sporensuspensionen von AZtareA und des WT-
Stammes auf N-MM Agarplatten mit der jeweiligen N-Quelle ausplattiert und fiir 24
Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die Sporen von der Agarplatte geschwemmt
und die RNA extrahiert.

Auf glutamathaltigem N-MM war die relative (rel.) Transkriptmenge von ZtareA am
geringsten, d.h. die Repression der ZtareA-Genexpression war auf glutamathaltigem
Medium am stérksten ausgepriagt. Nach Kultivierung auf ammonium- und glutaminhal-
tigen Medien waren die Ergebnisse der q-PCR Analyse sehr dhnlich (Daten nicht ge-
zeigt), jedoch war die Transkriptmenge von ZtareA etwas hoher als auf glutamathalti-
gem Nihrmedium, weshalb die Kultivierung auf Glutamat als reprimierende Bedingung
ausgewdhlt wurde. Alle weiteren q-PCR Ergebnisse wurden deshalb relativ zur Tran-

skriptmenge auf N-MM mit Glutamat dargestellt.
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Bei den eingesetzten Konzentrationen der jeweiligen N-Quellen konnte kein Unter-
schied in Bezug auf die ZtareA Transkriptmenge festgestellt werden (Daten nicht ge-
zeigt). Beispielhaft werden im Folgenden die Ergebnisse der q-PCR nach Kultivierung
auf N-MM mit 25 mM Nitrat bzw. Glutamat gezeigt.

Die relative Transkriptmenge von ZtareA war im WT in Gegenwart von Nitrat im Ver-
gleich zu Glutamat um das etwa zehnfache gesteigert (Abbildung 4).

Bei 4ZtareA konnten unabhédngig von der Stickstoff-Quelle nur minimale Transkript-
mengen von ZtareA detektiert werden. Nach der ektopischen Reintegration der nativen
ZtareA Gensequenz in das Genom von AZtareA, war die ZtareA Transkriptmenge in der
komplementierten Mutante wieder vergleichbar zum WT.

14 -

12

10

rel. Transkriptmenge ZtareA

-

.-.1.-.55:5:5: i %

25 mM Nitrat 25 mM Glutamat

WT AZtareA AZtareA+ZtareA

Abbildung 4: Relative Transkriptmenge von ZtareA bei Kultivierung auf N-MM mit Nitrat bzw.
Glutamat. Dargestellt ist die rel. Transkriptmenge von ZtareA, bezogen auf die Transkriptmenge im WT-
Stamm bei Kultivierung auf N-MM mit Glutamat. Untersucht wurde die rel. Transkriptmenge von ZtareA
im Wildtyp (WT), der loss of function Mutante AZtareA und der komplementierten Mutante
AZtareA+ZtareA auf N-MM mit jeweils 25 mM Nitrat bzw. Glutamat als N-Quelle. Als Housekeeping
Gen wurde B-Tubulin verwendet.

3.2.3 Phanotypische Untersuchung von 4ZtareA

3.2.3.1 Wachstum auf unterschiedlichen Stickstoffquellen

Der Transkriptionsfaktor AreAp reguliert in Ascomyceten die Genexpression metaboli-
scher Enzyme als zelluldre Antwort auf die vorhandene Stickstoffquelle. Die mdgliche
Funktion von ZtAreAp in Z. tritici wurde mittels vergleichender Wachstumsanalysen
einer AZtareA loss of function Mutante und des WT-Stammes auf unterschiedlichen

Stickstoffquellen untersucht.
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Als N-Quellen wurden Asparagin, Aspartat, di-Ammoniumtartrat, Harnstoff, Glutamin,
Alanin, Natriumnitrat, Natriumnitrit, Ammoniumchlorid und Ammoniumnitrat in einer
Konzentration von 25 mM verwendet. Das Wachstum von 4Ztare4 und der komple-

mentierten Mutante AZtareA+ZtareA wurde vergleichend zum WT analysiert.

Beim Wachstum von AZfareA konnte auf allen N-Quellen, bis auf Asparagin, ein Unter-
schied zum Wachstum des WTs beobachtet werden (Abbildung 5). Besonders auffallig
war die ausbleibende Dunkelfarbung der 4ZtareA-Kolonien nach Inkubation auf N-MM
mit Aspartat und Natriumnitrat. Nach Inkubation auf N-MM mit di-Ammoniumtartrat
(C4H12N,O¢) sowie Harnstoff und Alanin konnte ebenfalls eine hellere Farbung von
AZtareA beobachtet werden. Bei Wachstum auf allen aufgezihlten Medien, mit Aus-
nahme von N-MM+NaNOQs, konnte nach ldngerer Inkubationsdauer, mit einer Verzoge-
rung von etwa 7 Tagen, auch bei 4ZtareA eine dunkle Pigmentierung der Kolonien beo-
bachtet werden (Daten nicht gezeigt). Das Wachstum der AZtareA-Kolonien auf N-
MM+NaNO; war bei ldngerer Inkubationsdauer unverindert.

Durch die ektopische Reintegration des ZtareA-Gens in das Genom von AZtareA konnte

der WT-Phénotyp wieder hergestellt werden.

Asparagin  Aspartat C,H;,N,0¢ Harnstoff Alanin Glutamin NaNoO, NaNO; NH,CI NH,;NO;

WT AZtareA

AZtareA
+ZtareA

Abbildung 5: Wachstum von 4ZtareA, dem Wildtyp-Stamm und der komplementierten Mutante
AZtareA+ZtareA in Gegenwart unterschiedlicher Stickstoffquellen. Die Inkubation erfolgte auf N-
MM Agarplatten mit je 25 mM der Stickstoffquelle bei 16 °C fiir 14 Tage. Der MaBstab entspricht 5 mm.
Weiterhin war bei den Wachstumsversuchen zu erkennen, dass 4ZtareA auf Nitrat und
Nitrit nicht bzw. nur sehr schlecht wachsen konnte. Wiahrend beim WT und
AZtareA+ZtareA auf diesen Medien ein deutliches Wachstum zu beobachten war, blie-
ben die A4ZtareA Kolonien wihrend des gesamten Inkubationszeitraums unverdndert

(Abbildung 5). Die geringe Wachstumsgeschwindigkeit von AZtareA auf Nitrat und
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Nitrit konnte in nachfolgenden Experimenten in Submerskulturen bestétigt werden (Da-
ten nicht gezeigt).

Auf Glutamin und Ammoniumchlorid (NH4Cl) war eine ausgepragte Myzelbildung von
AZtare4 im Vergleich zu den beiden anderen Stimmen zu beobachten. Auf Ammoni-
umnitrat (NH4NOs3) hingegen bildete 4ZtareA nur am Rand der Kolonie Myzel, wéh-
rend die Kolonien des WT-Stammes und von AZtareA+ZtareA komplett mit weillem

Luftmyzel bedeckt waren.

3.2.3.2 Requlation der Genexpression der Nitrat- und Nitritreduktasegene durch
ZtAreAp

Die Expression der fiir Nitrat- und Nitritreduktasen kodierenden Gene steht bei vielen

Ascomyceten unter der positiven Regulation von AreAp (Kudla et al., 1990; Marzluf,
1993). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Z. tritici in Gegenwart einer der
bevorzugten N-Quellen Glutamin, Glutamat oder Ammonium, die Expression von
ZtareA reprimiert war (Abbildung 4). Als direkte Folge dessen wurde angenommen,
dass die Expression der Nitrat- und Nitritreduktase-Gene ebenfalls reprimiert ist. Ist
keine der bevorzugten N-Quellen verfiigbar, aber eine alternative N-Quelle wie Nitrat
vorhanden, so war die ZtareA Transkriptmenge gesteigert (Abbildung 4). Demnach soll-
te wiederum die Expression der Nitrat- und Nitritreduktase-Gene induziert werden, um
die alternativen N-Quellen verstoffwechseln zu konnen.

Basierend auf dieser Hypothese wurde mittels g-PCR Analysen tiberpriift, ob das stark
eingeschriankte Wachstum von 4ZtareA auf nitrat- bzw. nitrithaltigem Nahrmedium mit
der geringeren Transkriptmenge der fiir die metabolischen Enzyme kodierenden Gene,
durch die Inaktivierung von ZtareA in Verbindung zu bringen ist.

Im Genom von Z. tritici wurden bislang keine Nitrat- bzw. Nitritreduktase kodierende
Gene annotiert, weshalb zuerst Homologe zu Genen aus verwandten Ascomyceten ge-
sucht wurden, die im Stickstoffmetabolismus involviert sind.

Ein hypothetisches Protein (NCBI Accession XP_003849160.1; JGI Protein-ID 111003)
mit signifikanter Sequenzhomologie zur Nitratreduktase aus den eng verwandten Pilzen
Zymoseptoria brevis (E-value 0.0) bzw. Sphaerulina musiva (E-value 0.0) konnte iden-
tifiziert werden. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie der Proteine wurde angenom-
men, dass dieses hypothetische Protein von Z. tritici mit hoher Wahrscheinlichkeit eine

Nitratreduktase (abgekiirzt ZtNitlp) ist.
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Ein hypothetisches Protein (NCBI Accession XP 003848835.1; JGI Protein-ID 76215)
mit einer signifikanten Sequenzhomologie zur Nitritreduktase aus z.B. Z. brevis (E-
value 0.0) bzw. S. musiva (E-value 0.0), aber auch aus den Aspergillus Arten
A. nidulans und A. fumigatus (jeweils E-value 0.0), konnte identifiziert werden und
wurde mit der Bezeichnung ZtNiilp abgekiirzt.

Um einen direkten Einfluss von ZtAreAp auf die Regulation der Genexpression von
Ztnitl und Ztniil in Abhdngigkeit der angebotenen Stickstoffquelle zu untersuchen,
wurde mit Hilfe von g-PCR Analysen unter den jeweiligen Bedingungen die Expression
der fiir ZtNitlp bzw. ZtNiilp kodierenden Gene in AZtareA untersucht und mit der
Transkriptmenge im WT und 4ZtareA+ZtareA verglichen.

Mittels q-PCR Analysen konnte die positive Regulation von Ztnit! und Ztniil durch
ZtAreAp in Abhédngigkeit von der vorhandenen N-Quelle bestitigt werden (Abbildung
6). Bei Kultivierung des WT-Stammes auf nitrathaltigem Medium war die relative
Transkriptmenge von Ztnitl und Ztniil im Vergleich zur Kultivierung auf glutamathal-
tigem Medium jeweils um etwa das Dreifache gesteigert. Bei 4ZtareA konnten unab-
héngig von der gebotenen Stickstoffquelle nur sehr geringe Transkriptmengen fiir die
untersuchten Gene detektiert werden. Bei AZtareA+ZtareA war der WT-Phénotyp in
Bezug auf die Znitl- und ZtniiI-Genexpression auf nitrat- und glutamathaltigem Medi-

um zu beobachten.
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Abbildung 6: Relative Transkriptmengen von Zznitl und Ztniil bei Kultivierung auf N-MM mit
Nitrat bzw. Glutamat. Dargestellt sind rel. Transkriptmengen von Ztnit! und Ztniil, bezogen auf die
Transkriptmenge des WT-Stammes nach Kultivierung auf N-MM mit Glutamat. Untersucht wurden die
rel. Transkriptmengen nach Inkubation des WT-Stammes, AZtared und AZtareA+ZtareA auf N-MM
Agarplatten mit jeweils 25 mM Nitrat und Glutamat fiir 24 h. Als Housekeeping Gen wurde (-Tubulin
verwendet.
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Der Zusammenhang zwischen der Inaktivierung von Zfare4 und der geringen Tran-
skriptmenge der Ztnitl und Ztniil-Gene konnte zusitzlich mit Hilfe des Kaliumchlorat-
Assays bestitigt werden (Abbildung 7). Kaliumchlorat (KCIOs3) ist neben Natriumnitrat
ein Substrat der Nitratreduktase und wird von dieser zu Kaliumchlorit (KCIO;) umge-
wandelt. Kaliumchlorit ist toxisch und fiihrt zum Zelltod (van Wijk et al., 1998). Der
Kaliumchlorat-Assay wird angewendet um phénotypisch das Vorhandensein funktions-
fahiger Nitratreduktasen in Pilzen zu untersuchen. Kann der Organismus auf KClOs
wachsen, kann daraus die Abwesenheit funktionsfdhiger Nitratreduktasen hergeleitet
werden (Lopez-Berges et al., 2010).

AZtareA konnte im Vergleich zum WT und der komplementierten Mutante deutlich
besser auf PDA + 350 mM KCIOs; wachsen (Abbildung 7). Das Wachstumsverhalten
auf PDA-Medium ohne Zusatz von KClO; war bei keinem der untersuchten Stimme

beeintrachtigt.

PDA +
350 mM KCIO; PDA

AZtareA
+ZtareA

Abbildung 7: Wachstum von AZtareA und AZtareA+ZtareA auf Kaliumchlorat. Die Kulturen wurden
auf PDA-Festmedium jeweils mit und ohne die Zugabe von 350 mM Kaliumchlorat (KC10s) 7 Tage bei
16 °C inkubiert. Der Mafistab entspricht 1 cm.

3.2.3.3 Untersuchung der Keimungsfahigkeit von AZtareA

Um die Keimungsféhigkeit von 4ZtareA zu untersuchen, wurde das Wachstum auf den
dimorphic-switch induzierenden Medien N-MM und H,O-Agar (Kema et al., 1996;
Dean et al., 2005; Mehrabi et al., 2006) im Vergleich zum YEG-Vollmedium unter-
sucht. Das Wachstum des WT-Stammes und 4ZtareA wurde mit Hilfe eines Binokulars
fotografisch dokumentiert und verglichen.

Auf YEG-Medium wuchsen sowohl der WT, als auch 4ZtareA hefeartig (Abbildung
8.A). Auf N-MM und H,O-Agar war bei 4Ztare4 im Vergleich zum WT kein Luftmy-

zel am Rand der Kolonien zu sehen.
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WT

AZtareA

WT AZtareA

Abbildung 8.A: Untersuchung der Fihigkeit von 4ZtareA zur dimorphen Transition auf unter-
schiedlichen Medien. Gezeigt sind Kolonien des WT-Stammes und 4Zfare4 auf dem Vollmedium YEG
und den dimorphic-switch induzierenden Medien Stickstoff-Mangelmedium (N-MM) und H,O-Agar. Der
MaBstab entspricht 1 cm. B: Keimungsassay von Sporen des 4ZtareA- und des Wildtyp-Stammes. Ein
Objekttrager wurde mit 900 pl Wasseragar + 0,00025 % Biotin und 0,001 % Thiamindichlorid vorbereitet
und 15 pl einer Sporensuspension mit der Konzentration 5 x 107 Sporen/ml darauf pipettiert. In einer
feuchten Dunkelkammer wurden die Objekttrager 3 Tage bei RT inkubiert.

Zur Validierung des Wachstumstests auf Agarplatten, welcher makroskopisch ausge-
wertet wurde, sollte mit dem Keimungsassay die Féhigkeit der dimorphen Transition
von AZtareA mikroskopisch untersucht und die Keimungsrate bestimmt werden.

Nach dreitdgiger Inkubation, auf mit Wasseragar beschichteten Objekttragern, konnte
beim WT sowie bei 4Ztare4 das Auskeimen der Pyknidiosporen und somit die dimor-
phe Transition beobachtet werden (Abbildung 8.B).

Aufféllig war bei der Bestimmung der Keimungsrate, dass die Konidienkeimung von
AZtareA im Vergleich zum WT stark reduziert war. Die Keimungsrate des WTs betrug
85 %, wogegen nur 23 % der AZtareA-Sporen auskeimten. Die Keimungsrate in der
Komlementierungsmutante entsprach der des WTs (Abbildung 9).
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Abbildung 9: In vitro Keimungsassay zur Bestimmung der Keimungsrate von 4ZtareA. Es wurden
100 pl einer Sporensuspension (10° Sporen/ml) des WT-Stammes, AZtareA sowie AZtareA+ZtareA auf
Objekttrager mit Wasseragar + 0,00025 % Biotin und 0,001 % Thiamindichlorid fiir 72 h bei RT in einer
Feuchtekammer inkubiert. AnschlieBend wurden die gekeimten Sporen gezéhlt. Dargestellt sind hier die
Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung.

3.2.3.4 Phytopathogenitits-Assay

Die generierte loss of function Mutante AZtareA wurde hinsichtlich der Pathogenitit
gegeniiber intakten Weizenpflanzen der Sorte Riband untersucht (vgl. 2.3.3). Dazu
wurden die Primédrblétter von 5 - 7 Tage alten Weizenpflanzen mit einer Sporensuspen-
sion von 5 x 10" Sporen/ml bespriiht und 21 Tage bei Raumtemperatur und natiirlichem
Tag-Nacht-Rhythmus inkubiert.

Die Auswertung des Assays erfolgte makroskopisch und wurde fotografisch dokumen-
tiert. Als Kontrolle wurden Weizenpflanzen jeweils mit einer Sporensuspension des
WT-Stammes und der apathogenen Mutante 4Hogl (Mehrabi et al., 2006) bespriiht. Als
Negativkontrolle (-K) diente H,Oy.

Im Vergleich zum WT, konnten beim Pathogenitits-Assay mit 4ZtareA keine Sympto-
me der Septoria Blattdiirre auf den Weizenpflanzen beobachtet werden (Abbildung 10).
Auf den mit dem WT inokulierten Pflanzen waren kleine, dunkelgefarbte Bereiche auf
den Blittern sichtbar, bei denen es sich um die von Z. fritici gebildeten Pyknidien han-
delte. Zudem war neben der chlorotischen Blattaufhellung eine zunehmende Blattdiirre
zu sehen.

Durch das Einbringen des nativen ZtareA-Gens in das Genom der AZtareA Mutante
konnte die Pathogenitit wieder hergestellt werden, sodass die fiir die Septoria Blattdiir-

re typischen Symptome auf der Weizenpflanze erkennbar waren.
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Abbildung 10: Pathogenitiits-Assay von 4ZtareA auf Weizenpflanzen. Abgebildet werden charakteris-
tische Blattsegmente 21 Tage nach Infektion. Die Primérblétter von 5 - 7 Tage alten Weizenpflanzen (cv.
Riband) wurden mit einer Sporensuspension von 5 x 10" Sporen/ml bespritht und bei Raumtemperatur
und natiirlichem Tag-Nacht-Rhythmus inkubiert. Die Mafistabbalken entsprechen jeweils 1 cm.

WT AHog1 AZtareA

3.2.3.5 Die Genexpression von ZtareA im Infektionsverlauf

Mittels g-PCR konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die relative Tran-
skriptmenge von ZtareA im WT-Stamm wihrend des gesamten Infektionsprozesses, im
Vergleich zur ZtareA Transkriptmenge einen Tag nach Infektion (days post infection,
dpi), reduziert war. Der Zeitpunkt 1 dpi wurde in diesem Versuch als zeitlicher Start-
punkt der Infektion definiert, da aus der Literatur hervorgeht, dass Z. tritici ca. einen
Tag benétigt um auszukeimen und in die Wirtspflanze einzudringen (Orton et al., 2011;
Rudd et al., 2015). Die Transkriptmenge von 1 dpi sollte deshalb als Referenzwert fiir
die Standardisierung dienen.

Zum Zeitpunkt 10 dpi war die Transkriptmenge von ZtareA auf 35 % der Ausgangs-
menge reduziert. Nach 28 dpi, in der nekrotrophen Phase der Infektion, waren 60 % der

urspriinglichen Transkriptmenge von ZtareA detektierbar (Abbildung 11).
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Abbildung 11: In planta Genexpressionsanalyse von ZtareA wihrend des Infektionsverlaufes in
Weizen. Dargestellt sind die relativen Transkriptmengen von ZtareA zu verschiedenen Zeitpunkten der
Infektion (days post infection, dpi), standardisiert auf den Startpunkt der Infektion (1 dpi) und normali-
siert auf das Housekeeping Gen -Tubulin.

3.2.4 Untersuchung des Metabolitenspektrums von AZtareA

Aus Z. tritici konnte bis heute noch kein phytotoxischer Sekundirmetabolit isoliert und
identifiziert werden (Rudd et al., 2015). Die fiir Sekundérmetaboliten kodierenden Gen-
cluster werden in diversen Ascomyceten durch AreAp positiv bzw. negativ reguliert
(Brakhage, 2013; Tudzynski, 2014), weshalb in dieser Arbeit eine ZtareA loss of func-
tion Mutante generiert wurde, um deren Sekunddrmetabolitenspektrum zu untersuchen.
Hierfiir wurden Fermentationsversuche unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen
durchgefiihrt. Zunichst wurde 4ZtareA sowie der WT-Stamm im 250 ml und 500 ml
MaBstab in verschiedenen Medien submers fermentiert (vgl. 2.4.1). Es wurden Kultur-
filtrat- und Myzelextrakte (KFE bzw. ME) hergestellt (vgl. 2.4.3), welche im Anschluss
mittels HPLC analysiert und auf phytotoxische Aktivitit gegen Weizenblitter unter-
sucht wurden.

Nach Fermentation des WT-Stammes und 4Ztare4A in MM + 10 % Weizenblattextrakt
(WE), konnten in den HPLC-Chromatogrammen der KFE von 4ZtareA Unterschiede zu
dem des WTs beobachtet werden (Abbildung 12.A). Bei einer Retentionszeit von
8,47 min (Agilent 1100 Series HPLC-Anlage [A]) und 24,5 min [A] konnte im HPLC-
Chromatogramm aus der Fermentation von AZtareA in MM + 10 % WE jeweils ein
Signal beobachtet werden, das in den Extrakten aus der Fermentation des WTs nicht

nachweisbar war.
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Bei der Suche nach den beiden Verbindungen in der Reinsubstanzendatenbank des In-
stituts fiir Biotechnologie und Wirkstoff-Forschung (IBWF) in Kaiserslautern, konnten
keine Ubereinstimmung zu bekannten Substanzen gefunden werden.

Zudem konnte eine phytotoxische Aktivitit der KFE aus der Fermentation von
AZtare4A in MM + 10 % WE gegen Weizenblitter beobachtet werden, welche beim KFE
aus der Fermentation des WT-Stammes nicht beobachtet werden konnte (Abbildung

12.B).

2110 { WT

90
WT AZtareA MeOH

Abbildung 12.A: HPLC-Chromatogramm der Kulturfiltratextrakte aus der Fermentation von
AZtareA und des Wildtyp-Stammes in MM + 10 % WE im 500 ml Mafistab. A: Dargestellt wird die
Absorption bei 250 nm, gemessen mit der Standard-Methode an der Agilent 1100 Series in Kaiserslautern
[A]. Den markierten Signalen konnte keine bekannte Substanz aus der Reinsubstanzen-Datenbank des
IBWF Kaiserslautern zugeordnet werden. B: Phytotoxizitits-Assay mit den Kulturfiltratextrakten aus
der Fermentation von 4ZtareA und des WT-Stammes in MM + 10 % WE. Es wurden 100 ug in Me-
thanol gelostes Kulturfiltratextrakt aus der Fermentation mit dem WT und AZtareA auf Weizenblitter
appliziert und 7 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 5 Tagen waren im Extrakt aus der Fermentati-
on von AZtareA an der Stelle des aufgetragenen Extraktes braune Lésionen zu sehen. Als Kontrolle wurde
Methanol (MeOH) aufgetragen. Der Malistab entspricht 5 mm.
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3.2.4.1 Fermentation von AZtareA im 20 L Mal3stab

Um genligend Rohextrakt zu gewinnen wurde AZtareA im 20 L Mallstab in
MM + 10 % WE fermentiert (vgl. 2.4.2). Die Temperatur im Fermenter betrug 22 °C
bei einer Rithrerdrehzahl von 150 rpm und einer Begasungsrate mit Luft von 3 L/min.
Es wurden jeden dritten Tag Proben aus dem Fermenter entnommen und der pH-Wert,
der Glukosegehalt sowie das Myzeltrockengewicht bestimmt (Abbildung 13).

Zusitzlich zur Bestimmung der o.g. Fermentationsparameter wurde aus jeder Tagespro-

be ein Rohextrakt hergestellt (vgl. 2.4.3) und auf phytotoxische Aktivitit gegen
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Weizenblitter untersucht. Nach 26 Tagen wurde die Fermentation beendet, da eine
deutliche phytotoxische Aktivitit des Extraktes gegen Weizenblitter beobachtet wurde.
Im Anschluss wurden aus dem gesamten Kulturfiltrat bzw. Myzel der Kultur Rohex-
trakte hergestellt (vgl. 2.4.3).

Da im Myzelextrakt keine Aktivitdt gegen Weizenblatter beobachtet wurde, wurde die-

ses verworfen und nur das KFE weiter untersucht.
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Abbildung 13: Parameter einer Fermentation von 4ZtareA in MM + 10 % WE. Dargestellt sind pH-
Wert, Glukosegehalt und Myzeltrockengewicht (MTG) im zeitlichen Verlauf der Fermentation. Fermen-
tiert wurde im 20 L Malstab bei 22 °C, einer Rithrerdrehzahl von 150 rpm und einer Begasungsrate mit
Luft von 3 L/min {iber einen Zeitraum von 26 Tagen.

Auffallend war, dass AZtareA wihrend des gesamten Fermentationszeitraumes in
MM + 10 % WE kaum Glukose aus dem Medium aufnahm (2,5 g in 26 Tagen) und der
pH-Wert der Kultur weitestgehend konstant um einen Wert von 6,2 blieb. Auch die Zu-
nahme an Myzeltrockenmasse iiber die gesamte Fermentationszeit war mit 0,6 g/L ge-
ring.

Im Vergleich zu AZtareA énderten sich die Fermentationsparameter bei der submersen
Kultivierung des WTs im selbigen Medium deutlich (Abbildung 14). Beispielhaft wer-
den hier die Parameter der Fermentation im 1 L-Mallstab gezeigt. Der Fermentations-
verlauf von 4ZtareA verlief in 1 L Medium wie im 20 L Mal3stab.

Wihrend AZtareA kaum freie Glukose aus dem Medium aufnahm, verbrauchte der WT
diese innerhalb von 4 Tagen vollstindig. Das Myzeltrockengewicht des WTs stieg in
diesem Zeitraum deutlich (von 0,6 g/L auf 3,8 g/L) und der pH-Wert sank von anfang-
lich 6,3 auf 4,5 ab.
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Abbildung 14: Parameter einer Fermentation des Z. tritici Wildyp-Stammes in MM + 10 % WE.
Dargestellt sind pH-Wert, Glukosegehalt und Myzeltrockengewicht (MTG) im zeitlichen Verlauf der
Fermentation. Fermentiert wurde im 1 L-Malstab bei 22 °C und 125 rpm.

3.2.4.2 Isolierung von RS2652 und RS2706

Fiir eine Vorreinigung des Kulturfiltratextraktes von 4Ztare4 in MM + 10 % WE wurde
eine Flash-Chromatographie an Kieselgel durchgefiihrt. Eluiert wurde mit einem Gradi-
enten aus Cyclohexan, Ethylacetat und Methanol (vgl. 2.4.6). Das Eluat wurde nach
Volumen fraktioniert, wobei immer ein Sdulenvolumen in einem Gefill gesammelt
wurde. Die gewonnenen 16 Fraktionen wurden auf phytotoxische Aktivitit gegen Wei-
zenbldttern untersucht. Es konnten acht aktive Fraktionen (Fraktionen 3 - 10) identifi-
ziert werden, die im weiteren Verlauf vereinigt wurden. Die interessanten Substanzen
wurden mittels semipraparativer HPLC mit einem Gradienten aus Acetonitril und 0,1 %
Trifluoressigsdure daraus isoliert (vgl. 2.4.7).

Es konnten je 6,9 mg RS2652 (tg= 8,47 min [A] / 12,45 min [S]) und 4,3 mg RS2706
(tr= 24,5 min [A]) isoliert werden.

Das Aufarbeitungsschema des Kulturfiltrates ist in Abbildung 15 dargestellt.
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17 | Kulturfiltrat

1:1 (v/v) Extraktion mit
Ethylacetat:Dichlormethan:Methanol (3:2:1)

980 mg Rohextrakt

Flash-Chromatographie an Kieselgelsdule
Gradientenelution mit Cyclohexan:Ethylacetat:Methanol

8 phytotoxische Fraktionen (359 mg)

Semiprap. HPLC, RP18
MeCN-0,1 % TFA Gradient, 35 % MeCN bis 100 % MeCN in
10 min, 5 ml/min

l l

RS2652 RS2706
p-Hydroxybenzoesaure 4,3mg
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Abbildung 15: Aufreinigungsschema von RS2652 und RS2706 aus dem Kulturfiltratextrakt der
Fermentation von AZtareA in MM + 10 % WE. Aus der Fermentation im 20 L MaBstab konnten
6,9 mg p-Hydroxybenzoesidure (RS2652) und 4,3 mg RS2706 isoliert werden. [A] gemessen mit der
Agilent 1100 Series, [S] gemessen mit der Shimadzu Prominence Anlage.

3.2.4.3 Strukturaufklarung und Aktivitiat von RS2652

Die Strukturaufklarung wurde von Dr. Jamal Ouazzani und Geraldine Le-Goff vom
Centre de Recherche de Gif, Institut de Chimie des Substances Naturelles in Gif-sur-
Yvette, Frankreich, in Kooperation mit Prof. Dr. Marc-Henri Lebrun vom INRA-Agro
Institut in Paris durchgefiihrt.

RS2652 konnte als p-Hydroxybenzoesdure (p-HBS) identifiziert werden, eine in der
Literatur bereits beschriebene Substanz (Blum, 1996; Li et al., 2010; Ahrabi et al.,
2011). Die Summenformel dieser Phenolsédure ist C;HsO3 und das Molekulargewicht ist

138 Da.
Ab einer Menge von 25 pug p-HBS konnten auf Weizenblittern nach flinftagiger Inkuba-

tion gelb-braune Lésionen beobachtet werden (Abbildung 16). Die Intensitdt der Lasio-

nen nahm proportional mit der applizierten p-HBS Menge zu.
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Abbildung 16: Phytotoxizitits-Assay mit p-Hydroxybenzoesiure. Abgebildet sind Blattsegmente, auf
welche verschiedene Mengen der p-Hydroxybenzoesdure appliziert wurden. Die Kontrolle wurde mit
Methanol (MeOH) behandelt. Ab 25 pg war eine phytotoxische Aktivitit der p-HBS zu beobachten. Der
MabBstab entspricht 5 mm.

3.2.4.4 Strukturaufklarung und Aktivitat von RS2706

Bei der Substanz RS2706, einem Molekiil der Masse 426 Da, konnte die Strukturformel
im Rahmen dieser Arbeit nicht identifiziert werden. Es handelt sich um eine unbekannte
Verbindung mit einer phytotoxischen Aktivitit gegen Weizenblitter ab einer applizier-

ten Menge von 50 pg (Daten nicht gezeigt).

3.2.4.5 Untersuchungen zur Biosynthese von p-Hydroxybenzoesaure

Um zu untersuchen ob eine der in Weizen natiirlicherweise vorkommenden Phenolsdu-
ren als Vorldaufermolekiil fiir die Synthese der p-HBS durch Z. tritici dienen konnte,
wurden mit dem WT-Stamm [PO323 und AZfareA Fiitterungsversuche mit einigen
pflanzlichen Phenolsduren durchgefiihrt. HPLC-Analysen des zur Fermentation ver-
wendeten Weizenblattextraktes bestétigten das Vorhandensein von p-Coumarinsiure,
Vanillinsdure, Salicylsdure und Ferulasdure. Zusétzlich wurden bei den Fiitterungsver-
suchen noch weitere literaturbekannte Phenolsduren aus Weizen eingesetzt (Kim et al.,
2006; Korosec et al., 2014; Benincasa et al., 2015). Mit den jeweiligen Phenolsduren
wurde im 500 ml MaBstab in Minimalmedium (MM), in einer Endkonzentration von
100 uM, fermentiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen, das
Kulturfiltrat extrahiert (vgl. 2.4.3) und die Bildung von p-HBS mittels HPLC tiiberpriift.
Es wurden folgende Phenolsduren als Substrat eingesetzt: Benzoesdure, Zimtsdure, p-

Coumarinsédure, Salicylsdure, Vanillinsdure und Ferulasdure.
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Mit Hilfe der Fiitterungsversuche konnte nachgewiesen werden, dass sowohl der WT-

Stamm, als auch 4ZtareA in der Lage waren Benzoesédure (Abbildung 17.A) und Zimt-

sdure in p-HBS umzuwandeln. Die Konversion der Zimtsdure zu p-HBS fand iiber Ben-

zoesdure als Zwischenprodukt statt (Abbildung 17.B). Zusitzlich entstand bei der Kon-

version von Zimtsdure p-Coumarinsaure.
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Abbildung 17: Umwandlung von Benzoesiure und Zimtsiure zu p-Hydroxybenzoesiure. Darge-
stellt sind beispielhaft die HPLC-Chromatogramme der Extrakte des WT-Stammes bei 230 nm, analysiert
an der Shimadzu Prominence HPLC-Anlage. A: Umwandlung von Benzoesdure (BS) zu p-
Hydroxybenzoesdure (p-HBS). B: Umwandlung von Zimtsdure (ZS) zu p-HBS und die Entstehung von

BS als Zwischenprodukt. Zusétzlich entstand p-Coumarinsdure (CS).
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Die Familie der CYP53 Monooxygenasen, oder auch Benzoat-4-Monooxygenasen
(B4MO), sind pilzspezifische Enzyme, welche bis heute nur in Vertretern der Asco- und
Basidiomyceten gefunden wurden (KoroSec ef al., 2014; Berne et al., 2015). Sie kataly-
sieren die Hydroxylierungsreaktion von Benzoesdure zu p-HBS an der para-Position des
Benzolrings.

Da die Umwandlung von Benzoesdure zu p-HBS durch Z. tritici beobachtet werden
konnte, wurde iiberpriift, ob im Genom von Z. tritici ein korrespondierendes cyp53-Gen
existiert, das an der Metabolisierung beteiligt sein konnte.

Vor dieser Arbeit war noch kein cyp53 im Genom von Z. tritici identifiziert, sodass zu-
nichst mit Hilfe der blastp-Suche des NCBI anhand von Homologievergleichen eine
Proteinsequenz identifiziert wurde (NCBI Accession: XP_003856338.1; JGI Protein-ID
53213), die eine signifikante Sequenzhomologie zu CYP53p aus den eng verwandten
Pilzen Z. brevis (E-value 0.0) bzw. S. musiva (E-value 0.0) besitzt. Laut der Z. tritici
Genomdatenbank des JGI kommen in dessen Gensequenz Bereiche vor, welche mit
einer hohen Wahrscheinlichkeit ein N-terminales Signalpeptid fiir die Sekretion aus der
Zelle kodieren.

Mittels g-PCR Analysen wurde untersucht, ob wihrend der Metabolisierung der Ben-
zoesdure durch Z. tritici die Genexpression von Ztcyp33 reguliert wird. Dazu wurde aus
den Fiitterungsversuchen mit MM + 100 pM Benzoesédure Z. tritici Sporen gewonnen
und die RNA isoliert.

Die Genexpressionsanalyse bestitigte die gesteigerte Transkriptmenge von Ztcyp53 im
Verlauf der Metabolisierung der Benzoesdure. In MM ohne Benzoesédure war die relati-
ve Transkriptmenge von Zfcyp53 konstant gering, wihrend sie in Gegenwart der Ben-
zoesdure nach 24 Stunden auf das ca. 24fache anstieg. Parallel dazu verringerte sich im
Zeitraum von 24 h die Benzoesduremenge von 1,4 mg/ml auf 0,8 mg/ml (Abbildung

18).
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Abbildung 18: Regulation der Genexpression der Benzoat-4-Monooxygenase Ztcyp53 in Abhéingig-
keit des Substrates Benzoesidure. Abgebildet sind die relativen Transkriptmengen von Ztcyp53 im WT-
Stamm IPO323 in Minimalmedium (MM) mit und ohne das Substrat Benzoeséure (BS) sowie die paralle-
le Abnahme der BS-Menge im zeitlichen Verlauf [mg/ml]. Es wurden die Zeitpunkte 0, 6 und 24 h nach
Inokulation untersucht. Die Transkriptmengen sind relativ zur Nullprobe, dem Zeitpunkt der Inokulation,
dargestellt und auf das Housekeeping Gen B-Tubulin normalisiert.

Mit Hilfe von q-PCR Analysen wurde iiberpriift, ob die Regulation der Genexpression
von Ztcyp53 durch ZtAreAp reguliert wird. Dazu wurden N-MM Agarplatten mit je-
weils 25 mM Nitrat (AreAp-induzierende Bedingung) und Glutamat (AreAp-
reprimierende Bedingung) mit dem WT und AZtareA inokuliert und die RNA nach
24stiindiger Inkubation isoliert.

Weder beim WT-Stamm, noch bei 4ZtareA konnte nach Inkubation auf nitrat- und glu-
tamathaltigem Medium eine signifikante Genregulation von Ztcyp53 beobachtet werden
(Abbildung 19). Die relativen Transkriptmengen von Ztcyp53 der Mutante und des WT-
Stammes nach Kultivierung auf nitrat- bzw. glutamathaltigem Medium unterschieden

sich nicht signifikant.
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Abbildung 19: Untersuchung der Genregulation von Zzcyp53 in Gegenwart von Nitrat und Gluta-
mat. Abgebildet sind die relativen Transkriptmengen von Zzcyp53 im WT-Stamm und AZtareA, kultiviert
fiir 24 h auf N-MM Agarplatten mit je 25 mM Nitrat bzw. Glutamat. Die Transkriptmengen sind relativ
zu den Mengen im WT auf Glutamat dargestellt und auf das Housekeeping Gen B-Tubulin normalisiert.
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3.2.4.6 Die Genexpression von Ztcyp53 im Infektionsverlauf

Eine mogliche Beteiligung von ZtCYP53p am Infektionsprozess wurde mit Hilfe von in
vivo Genexpressionsanalysen untersucht. Mittels q-PCR wurde die relative Tran-
skripmenge von Ztcyp53 im zeitlichen Verlauf der Infektion von Weizenpflanzen unter-
sucht. Die Ergebnisse der q-PCR Analyse deuten auf eine gesteigerte Expression von
Ztcyp53 in der spiten symptomlosen Phase der Infektion hin, in welcher der Ubergang
zur nekrotrophen Phase stattfindet (Rudd et al., 2015) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: In vivo Genexpressionsanalyse von Zzcyp53 im Infektionsverlauf. Abgebildet ist die
relative Transkriptmenge von Ztcyp353 zu den definierten Zeitpunkten Tag 1, 4, 10, 14, 21 und 28 nach
der Infektion (days post infection, dpi). Die Transkriptmengen wurden auf den Startpunkt der Infektion
(1 dpi) standardisiert und auf das Housekeeping Gen B-Tubulin normalisiert.

Im Vergleich zum Startpunkt der Infektion (1 dpi) war die relative Transkriptmenge von
Ztcyp53 nach 10 dpi um das 7,9-fache gesteigert. Zum 14. Tag nach Infektionsbeginn
war die relative Transkriptmenge von Ztcyp53 im Vergleich zum Zeitpunkt 1 dpi immer
noch auf das 4,5-fache gesteigert. Zum Zeitpunkt 28 dpi entsprach die relative Tran-
skriptmenge wieder der Menge zum Zeitpunkt 1 dpi.

3.2.4.7 Die Induktion der pflanzlichen Immunantwort durch p-Hydroxybenzoesaure

Das Phytohormon Salicylsdure (o-Hydroxybenzoeséure), ein strukturelles Analogon der
p-Hydroxybenzoesdure, ist fiir die pflanzliche Abwehr durch die Induktion von PR-

Proteinen von grofler Bedeutung (Jones und Dangl, 2006). Um zu tiberpriifen ob auch
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die p-HBS an der Induktion der pflanzlichen Immunabwehr beteiligt ist, wurden
Weizenblitter in einer 300 uM p-HBS Losung inkubiert, die RNA isoliert und Genex-
pressionsanalysen mittels q-PCR durchgefiihrt (vgl. 2.4.10). Es wurden zwei aus Wei-
zen bekannte PR Proteine, PR2 (B-1,3-Glucanase, NCBI Accession Y18212) und PR4
(Wheatwin 1, NCBI Accession AJ006098.1) nach Desmond et al., 2006 ausgewéhlt und
deren Genexpression analysiert. Die relativen Transkriptmengen wurden auf das House-
keeping Gen B-Tubulin (NCBI Accession U76895.1) normalisiert. Als Positivkontrolle
zur Induktion der PR-Proteine dienten Salicylsdure (SA) und Methyljasmonat (MJ), als
Negativkontrolle wurde steriles Wasser verwendet. SA und MJ induzieren liber die Ak-
tivierung weiterer Signaltransduktionsprozesse die Expression von PR-Proteinen, wel-
che eine wichtige Bedeutung bei der systemischen Immunantwort von Pflanzen haben
(Vernooij et al., 1994).

Die relativen Transkriptmengen der PR-Proteine nach der Behandlung mit p-HBS wa-
ren im Vergleich zu SA und MJ nicht erh6ht und entsprachen in etwa den Transkript-

mengen nach Induktion mit Wasser (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Einfluss von p-Hydroxybenzoesiure auf die Genexpression Pathogen-assoziierter
Proteine (PR-Proteine) in Triticum aestivum. Dargestellt sind die rel. Transkriptmengen der PR-
Proteine PR2 und PR4 aus T. aestivum nach Induktion der Immunantwort mit p-Hydroxybenzoeséure (p-
HBS), Methyljasmonat (MJ), Salicylsdure (SA) und H,O als Negativkontrolle. Die Transkriptmengen
sind relativ zur Expression der PR-Proteine in Wasser und normalisiert auf das Housekeeping Gen f-
Tubulin dargestellt.

3.2.4.8 Metabolisierung von Salicylsdure durch Zymoseptoria tritici

Im Laufe der Fermentationsversuche mit Phenolsduren (Kapitel 3.2.4.5) ist aufgefallen,
dass Z. tritici bei Zugabe von Salicylsdure zu Minimalmedium zwar keine p-HBS pro-
duzierte, die Salicylsdure jedoch metabolisieren konnte (Abbildung 22). In Mediumkon-
trollen ohne Z. tritici blieb die Salicylsdure-Menge konstant und in den Myzelextrakten

konnte keine Salicylsdure detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Aus anderen Phytopathogenen bzw. Endophyten sind Salicylat-Hydroxylasen
(E.C.1.14.12.1) bekannt, welche Salicylsdure in Catechol umwandeln konnen und somit
die zelluldire Akkumulation der Salicylsdure in der Pflanze und die dadurch ausgeldste
Immunantwort verhindern (Sze und Dagley, 1984; Rabe et al., 2013). Mit einer Suche
in der JGI-Genomdatenbank und einer anschlieBenden blastp-Suche mit dem On-
lineprogramm des NCBI, konnte ein Salicylat-Hydroxylase &hnliches Protein aus
Z. tritici identifiziert werden (NCBI Accession: XP 003851387.1, JGI Protein-ID
43383). Dieses hat signifikante Homologien zu Salicylat-Hydroxylase &hnlichen Protei-
nen aus anderen Pilzen wie Z. brevis (E-value 0.0), Dothistroma septosporum (E-value

0.0) und Coccidioides immitis bzw. C. posadasi (jeweils E-value 0.0).
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Abbildung 22: Metabolisierung von Salicylsiure durch Zymoseptoria tritici. Gezeigt sind die HPLC-
Chromatogramme der Kulturfiltratextrakte aus der Fermentation vom Z. tritici WT-Stamm in Minimal-
medium mit 100 uM Salicylsdure (SA) bei 230 nm, gemessen an der Shimadzu Prominence Anlage. Im
zeitlichen Verlauf der Fermentation wurde SA abgebaut und war nach drei Tagen nicht mehr detektierbar.
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3.3 Charakterisierung der Polyketidsynthase-Gene aus Zymoseptoria tritici
Fiir die Charakterisierung der Polyketidsynthasen aus Z. tritici wurden die zehn in der
Genomdatenbank des JGI annotierten pks-Gene in silico nédher untersucht (Tabelle 6).
Die biologische Funktion der meisten PKSp aus Z. tritici ist nicht bekannt. Lediglich fiir
ZtPKS1p wurde von Lendenmann et al. (2014) eine mogliche Funktion vorgeschlagen.
Mit Hilfe von QTL-Mapping Analysen konnten Lendenmann et al. insgesamt 16 Gen-
loci identifizieren, welche mit der Melanisierung von Z. tritici Kolonien assoziiert sein
konnten. Der mit der groBten Haufigkeit detektierte Genlokus, der mit der Melanisie-
rung in Verbindung gebracht wurde, beinhaltet das pks/-Gen. Aufgrund der durchge-
fiihrten Analysen, in Verbindung mit Homologievergleichen aus anderen Pilzen,
schlussfolgerten Lendenmann et al., dass Ztpks! wahrscheinlich das Schliisselenzym
der Melaninbiosynthese in Z. tritici ist. Aus anderen Ascomyceten ist bekannt, dass die
PKS1p-Homologe den ersten Schritt in der DHN-Melaninbiosynthese, ndmlich die
Verkniipfung und Zyklisierung von Acetatmolekiilen, katalysiert (Butler und Day,
1998).

Um mogliche Transkriptionsregulatoren innerhalb der pks-Gencluster aus Z. tritici zu
identifizieren, wurde in der Genomdatenbank des JGI in einem Abstand von bis zu
15 kb upstream und downstream der jeweiligen pks-Gene nach Sequenzmerkmalen ge-
sucht, welche typisch fiir Transkriptionsregulatoren sind. Es wurde nach den Gene On-
tology (GO) Termini GO:000370 (sequence specific DNA binding transcription factor
activity) und GO:0006355 (regulation of transcription, DNA —dependent) gesucht. Zu-
dem wurden Proteine mit einem Zinkfinger-Motiv (Pfam Familie PF00096) gesucht. In
der Nihe von drei Genen, die PKSp kodieren, konnten Proteine mit Sequenzmerkmalen
identifiziert werden, die auf das Vorhandensein von clusterspezifischen Transkriptions-

regulatoren hindeuten (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Polyketidsynthasen in Zymoseptoria tritici. Aufgelistet ist die Bezeichnung (die Annotation
aus der JGI-Datenbank wurde iibernommen), die Protein-ID der JGI-Datenbank, die reduzierenden Ei-
genschaften und die biologische Funktion der Polyketidsynthasen aus Z. tritici. Zudem wurde das Vor-
handensein moglicher Transkriptionsregulatoren (TR) in einer Entfernung von 15 kb downstream bzw.
upstream der pks-Gene untersucht. TF = Transkriptionsfaktor.

Polyketidsynthase | Reduzierende Biologische Mogliche TR im
(JGI Protein-1D) Eigenschaften Funktion Gencluster (JGI Protein-
ID; Abstand zu pks-Gen)
vermutlich Schliissel-
enzym in der Melanin-
ZtPKS1p , ) . Zn-Finger TF,
Nicht reduzierend biosynthese
(96592) (87993; 7,3 kb upstream)
(Lendenmann et al.,
2014)
ZtPKS2p . .
Stark reduzierend Nicht bekannt -
(47832)
Pilzspezifischer TF
(11468; 423 bp
ZtPKS3p . .
Stark reduzierend Nicht bekannt downstream)
100089
(100089) MADS-Box TF (31170;
12,4 kb upstream)
Protein mit Helix-Turn-
Helix Motiv und TF Akti-
7ZtPKS4p . . .
Stark reduzierend Nicht bekannt vitét
72709
( ) (93613; 345 bp
downstream)
ZtPKSS5p . .
Stark reduzierend Nicht bekannt -
(101493)
ZtPKS7p . .
Stark reduzierend Nicht bekannt -
(45348)
ZtPKS8p . .
Stark reduzierend Nicht bekannt -
(51018)
ZtPKS9p . . .
Nicht reduzierend Nicht bekannt -
(9788)
7ZtPKS10p . .
Stark reduzierend Nicht bekannt -
(67477)
7ZtPKS17p . .
Stark reduzierend Nicht bekannt -
(62978)
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Die Proteinsequenzen der zehn PKSp aus Z. tritici wurden des Weiteren mit Hilfe der
PFAM Datenbank (PFAM 30.0) einer Analyse auf Homologien zu bekannten, konser-

vierten Proteindoménen unterzogen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Ubersicht konservierter Proteindomiinen der Polyketidsynthasen aus Zymoseptoria
tritici. SAT = ACP transacylase (PFAM Accession PF16073), KS-N = p-Ketoacylsynthetase N-
terminaler Bereich (PF00109), KS-C = B-Ketoacylsynthetase C-terminaler Bereich (PF02801), EXT = C-
terminale Extension von KS-C (PF16197), AT = Acetyltransferase (PF00698), PS-DH = Polyketidsyn-
thase Dehydratase (PF14765), P =Phosphopantethein Bindestelle (PF00550), TE = Thioesterase
(PF00975),  MT = Methyltransferase =~ (PF08242), = ADH = Alkoholdehydrogenase = (PF08240),
ADH_Z = Zinkbindende Dehydrogenase (PF00107), KR = Ketoreduktase (PF08659), Condensati-
on = Kondensationsdoméne (PF00668).

3.4 Genexpressionsanalyse der Polyketidsynthasen in Zymoseptoria tritici
wahrend des Infektionszyklus

Mit Hilfe von g-PCR Analysen sollte das Genexpressionsprofil der Polyketidsynthase
(pks)-Gene aus Z. tritici in infizierten Weizenpflanzen im Infektionsverlauf untersucht

werden. Dadurch sollten eventuelle Sekundiarmetabolite identifiziert werden, die eine

wichtige Bedeutung im Infektionszyklus haben.
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Die Untersuchung erfolgte in vivo unter natiirlichen Bedingungen, da sekundire Stoft-
wechselprozesse oft erst durch bestimmte Stimuli in natiirlicher Umgebung aktiviert
werden.

Um eine Aussage beziiglich des Expressionsmusters der pks-Gene treffen zu konnen,
wurden Weizenpflanzen mit 5 ml einer Sporensuspension des Wildtyps (mit einer Kon-
zentration von 5 x 107 Sporen/ml) inokuliert. Zu definierten Zeitpunkten nach der Infek-
tion der Pflanzen wurde RNA aus den infizierten Bléttern isoliert und eine q-PCR Ana-
lyse durchgefiihrt. Die relativen Transkriptmengen wurden in Bezug gesetzt zu der je-
weiligen Transkriptmenge einen Tag nach der Infektion (1 dpi).

Die weiteren Proben wurden an den Tagen 4, 10, 14 und 28 dpi aus den Weizenbléttern
isoliert. Die Zeitpunkte wurden mit Bezug auf die unterschiedlichen Phasen der Infekti-
on gewdhlt, um fiir die Expressionsanalyse ein mdglichst breites Spektrum der Stoff-
wechselaktivitdt des Pilzes wihrend der Infektion abzudecken.

Die Berechnung der relativen Transkriptmenge erfolgte mit der ACr-Methode nach
Livak und Schmittgen, 2001 (vgl. 2.2.2.4). Die relativen Transkriptmengen der pks-

Gene wurden auf das Housekeeping Gen B-Tubulin normalisiert.

Mit Hilfe der g-PCR Analyse konnte nachgewiesen werden, dass wihrend des Infekti-
onsverlaufes eine signifikante Regulation von pks-Genen in Z. tritici stattfand
(Abbildung 24). Nach 4 dpi war eine gesteigerte Transkriptmenge der Zipks4 besonders
auffallend, welche dem 13-fachen Wert von 1 dp1i entsprach. Zum Zeitpunkt 10 dpi
konnten hohe Transkriptmengen fiir die Gene Zipksl, Zipks4, Ztpks5, Ztpks9 und
Ztpks10 nachgewiesen werden. Nach 14 dpi wurden hohe Transkriptmengen fiir die
Gene Ztpksl, Ztpks2, Ztpks4 und Zipks9 gemessen. Zum Zeitpunkt 28 dpi war beson-
ders die relative Transkriptmenge des Ztpks1-Gens stark gesteigert.
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Infektionsverlaufes in Weizen. Dargestellt sind die relativen Transkriptmengen der einzelnen Polyketid-
synthase-Gene aus dem Z. fritici WT-Stamm [PO323 in Bezug auf den Zeitpunkt t
reprasentiert die relative Expression der pks-Gene zu den definierten Zeitpunkten 4,

Abbildung 24: Genexpressionsanalyse der Polyketidsynthasen aus Zymoseptoria tritici wihrend des
wurden jeweils Duplikate in drei unabhingigen Versuchen analysiert.

Anhand ihres Expressionsprofils wurden vier pks-Gene ausgewdhlt (Zipksl, Zitpks?2,
Ztpks4 und Ztpks10), fiir welche in einer der Infektionsphasen eine signifikant erhohte

Genexpression gezeigt werden konnte (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Expressionsprofil ausgewihlter Polyketidsynthase-Gene aus Zymoseptoria tritici im

Infektionsverlauf. Abgebildet ist die relative Expression der Zipksi, 2, 4 und 10, in Bezug auf den Zeit-
punkt t =1 dpi. Es wurden die im Infektionsverlauf definierten Zeitpunkte 4, 10, 14 und 28 dpi ausge-

wahlt.
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3.4.1 Inaktivierung ausgewahlter Polyketidsynthasen

Die anhand der auffdlligen transkriptionellen Regulation wéhrend der Infektion ausge-
wihlten Polyketidsynthase-Gene wurden zunéchst inaktiviert. Alle erzeugten loss of
function Mutanten wurden auf ihre Pathogenitéit gegen Weizenpflanzen untersucht, um
zu Uberpriifen, ob durch die Inaktivierung der jeweiligen pks die Fahigkeit zur Synthese
pathogenitétsrelevanter Phytotoxine beeinflusst wurde. Zusitzlich wurden Metaboliten-
spektren der Mutanten nach Fermentation in unterschiedlichen Medien (vgl. 2.4.1) und
anschliefender Extraktion aufgenommen und miteinander verglichen.

Die Klonierungsstrategien zur Erzeugung der Plasmide fiir die Geninaktivierung der
Ztpksl, Ztpks2, Ztpks4 und Ztpks10 sowie die Southern Blot Analysen zur Bestitigung
homologer Rekombinationsereignisse zur Identifizierung der Mutanten sind in Anhang

II bzw. Anhang III dargestellt.

3.4.1.1 Phénotypische Untersuchung der loss of function Mutanten

Fiir alle vier ausgewihlten Polyketidsynthasen konnten erfolgreich loss of function Mu-
tanten generiert werden.

Bei vergleichenden Analysen der Metabolitenspektren der Extrakte aus der Fermentati-
on der Mutanten AZtpksl, AZtpks2, AZtpks4 und AZtpks10 konnte kein Unterschied zu
Extrakten des WT-Stammes beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Bei AZtpks1 konnte ein interessantes phianotypisches Merkmal in Bezug auf die dunkle
Pigmentierung beobachtet werden. Da anhand von Homologien zu PKS1p aus anderen
Ascomyceten hervorgeht, dass das Enzym wahrscheinlich an der Melaninbiosynthese
beteiligt ist (Lendenmann et al., 2014), wurde dieser Einfluss in AZ#pks ] untersucht.
Hierzu wurde AZtpks1 liber einen Zeitraum von 4 Wochen auf YEG + 1 % Magermilch
und N-MM + 10 mM L-Aspartat kultiviert. WT Kolonien waren nach diesem Zeitraum
vollstindig dunkel pigmentiert, wobei bei AZtpksl eine erkennbar hellere Farbung zu
sehen war (Abbildung 26). In Submerskulturen konnte diese Beobachtung im Anschluss

bestdtigt werden (Daten nicht gezeigt).
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AZtpksl
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Abbildung 26: Vergleich der Pigmentierung von 4Ztpksl und dem WT-Stamm. Die Kolonien des
Z. tritici WT-Stammes und AZtpks! wurden in Triplikaten von je 1,5 pl einer Sporensuspension auf
Agarplatten mit YEG + 1 % Magermilchpulver und N-MM + 10 mM Aspartat (Asp) appliziert und vier
Wochen bei 16 °C inkubiert. Der Maf}stab entspricht 5 mm.

YEG+
1 % Magermilch

Zudem konnte bei AZtpks4 Mutanten, die auf Kartoffel-Dextrose Agar (PDA), N-MM-,
MM + WE- sowie BAF- Agarplatten kultiviert wurden, eine geringere Auspragung des
filament6sen Wachstums im Vergleich zum WT festgestellt werden (Abbildung 27.A).
Bei Kultivierung auf BAF-Agarplatten war dieser Unterschied zwischen WT und
AZtpks4 im Vergleich zu PDA, N-MM und MM + WE geringer ausgepragt.

Auffillig war bei der Bestimmung der Keimungsrate, dass die Konidienkeimung von
AZtpks4 im Vergleich zum WT-Stamm um 45 % reduziert war. Die Keimungsrate des
WT-Stammes betrug 78 %, wogegen nur 43 % der AZtpks4-Sporen auskeimten
(Abbildung 27.B).
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Abbildung 27.A: Wachstumsvergleich von 4Ztpks4 und dem WT-Stamm auf verschiedenen Fest-
medien. Es wurden je 1,5 pl einer Sporensuspension auf Agarplatten mit unterschiedlichen Medien ap-
pliziert und vier Wochen bei 16 °C inkubiert. Der Mafistab entspricht 5 mm. B: In vitro Keimungsassay
zur Bestimmung der Keimungsrate von AZpks4. Es wurden 100 pl einer Sporensuspension (10°
Sporen/ml) des WT-Stammes und AZpks4 auf Objekttriger mit Wasseragar + 0,00025 % Biotin und
0,001 % Thiamindichlorid 72 h bei RT in einer Feuchtekammer inkubiert. AnschlieBend wurden die ge-
keimten Sporen gezdhlt und die Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten gebildet. Die Fehlerbalken
repréasentieren die Standardabweichung.
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3.4.1.2 Pathogenitats-Assay mit den Polyketidsynthase-Inaktivierungsmutanten

Bei der Untersuchung der Pathogenitit der Z. tritici Mutanten AZtpks2, AZtpks4 und
AZtpks10 war kein Unterschied zum WT zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Auffallig
war erneut das Ausbleiben der Pigmentierung der sonst dunkel gefdrbten Pyknidien der
AZtpks] Mutante. Die Virulenz der Mutante war allem Anschein nach im Vergleich
zum WT-Stamm nicht reduziert.

Die mit AZtpks1 infizierten Pflanzen wiesen deutliche Symptome wie chlorotische La-
sionen und schnell eintretende Diirre von Bléttern auf. Pyknidien konnten dabei nur
schwer entdeckt werden, da diese nicht die iibliche schwarzbraune, sondern eine deut-
lich hellere Farbung hatten (Abbildung 28.A). Mikroskopische Aufnahmen verdeutlich-
ten die Unterschiede in der Pigmentierung der Pyknidien von AZtpks] und dem WT-
Stamm (Abbildung 28.B).

AZtpks1

WT AZtpksl

Abbildung 28.A: Pathogenitiits-Assay von AZipksl gegen Weizen. Abgebildet sind Weizenblatter mit
typischen Symptomen der Sepforia Blattdiirre. Bei den mit AZ#pks! infizierten Pflanzen blieb die dunkle
Pigmentierung der Pyknidien aus, alle anderen Krankheitssymptome waren vergleichbar zu den mit dem
WT infizierten Pflanzen. Die Malstabbalken entsprechen 5 mm. B: Lichtmikroskopische Aufnahme
der Pyknidien des Wildtypstammes IPO323 und von 4Ztpksi. Gezeigt sind Blattsegmente mit Pykni-
dien, wobei die Dunkelfdrbung der Pyknidien von AZpks1 ausblieb.
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4. Diskussion

Jahrlich werden ca. 1 Mrd. US-Dollar pro Jahr fiir die Bekdmpfung von Z. tritici mit
Fungiziden ausgegeben, jedoch ist deren Wirksamkeit aufgrund von Resistenzentwick-
lungen des Pilzes stark begrenzt (Fones und Gurr, 2015; Torriani et al., 2015). Der zur
Familie der Mycosphaerellaceae gehdrende Pilz wird in der ,,Top 10* der bedeutendsten
phytopathogenen Pilze gelistet, was dessen Bedeutung als Schadling im Weizenanbau
weiterhin unterstreicht (Dean et al., 2012).

Dieser Hintergrund macht die Untersuchung der molekularen Mechanismen der Infekti-
on von Weizen durch Z. tritici zu einem iiberaus wichtigen Forschungsthema. Uber die
Interaktionen zwischen dem Pathogen und seinem Wirt ist auf molekularer Ebene bis-
lang sehr wenig bekannt.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien sollten zum besseren Verstindnis der Pa-
thogen-Wirt Interaktion auf molekularer Ebene fiihren. Bei dieser Interaktion sind (ne-
ben Effektoren) die vom Pathogen sekretierten Phytotoxine von besonderer Bedeutung
(Mobius und Hertweck, 2009). Der Sekundiarmetabolismus des Septoria-Blattdiirre Er-
regers Z. tritici sollte mit besonderem Fokus auf die Produktion pathogenitétsrelevanter
Phytotoxine untersucht werden. Dadurch sollten mdgliche Metabolite identifiziert wer-

den, die durch Z. tritici sekretiert werden und zum Zelltod der Wirtspflanze beitragen.

4.1 Der Sekundarmetabolismus von Zymoseptoria tritici

Sekundarmetaboliten kdnnen wesentlich zur Virulenz phytopathogener Pilze beitragen.
Dabei kann ein einziges Phytotoxin mehrere oder sogar alle mit der Krankheit in Ver-
bindung stehenden Symptome in einer Wirtspflanze auslésen (Mo6bius und Hertweck,
2009).

Im Genom von Z. tritici wurden mit Hilfe bioinformatischer Analysen Gensequenzen
mit typischen Motiven identifiziert, die Proteine kodieren, welche an der Biosynthese
von Sekunddrmetaboliten beteiligt sein kdnnten. Darunter waren neun putative NRPS-
und zehn PKS-Gensequenzen, zu welchen jedoch bis heute kein korrespondierendes
Produkt identifiziert und isoliert werden konnte (Goodwin et al., 2011; Rudd et al.,
2015).

Aus verwandten Dothideomyceten, wie der ebenfalls zur Familie der Mycosphaerel-
laceae gehorenden Gattung Cercospora, sind einige phytotoxische Sekundérmetabolite

bekannt (Muria-Gonzalez et al., 2015). Das bestbekannteste Phytotoxin ist das
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Perylenchinon Cercosporin, das bereits 1957 aus Cercospora kikuchii isoliert wurde
(Kuyama und Tamura, 1957).

Mit Hilfe der Generierung von Cercosporinsynthese-defizienten C. kikuchii-Mutanten
wurde gezeigt, dass dieses Toxin fiir die Pathogenitit essentiell ist. Auf Sojabohnen, die
mit den loss of function Mutanten infiziert wurden, konnten keine Krankheitssymptome
mehr beobachtet werden (Upchurch et al., 1991).

Eine weitere Klasse interessanter Sekundarmetabolite aus der Gattung Mycosphaerella
sind die Beticoline. Insgesamt werden dieser chemischen Gruppe 20 verschiedene Deri-
vate zugeordnet. Die zur Gruppe der Polyketide gehdorenden Toxine werden von
Cercospora beticola, dem Erreger der Cercospora-Blattfleckenkrankheit an Zuckerrii-
ben, produziert. Beticoline sind chlorierte Heterodimere von Anthrachinon- und Xan-
thonderivaten und konnen sowohl phytotoxische als auch antimikrobielle Aktivitdten
haben (Jalal et al., 1992; Milat et al., 1992).

Die grof3e Herausforderung bei der Suche nach Sekundarmetaboliten ist, dass die kodie-
renden Gene unter Laborbedingungen meist nicht exprimiert werden und deren Expres-
sion nur unter sehr spezifischen Bedingungen aktiviert werden kann (Brakhage, 2013).
Der erste Bericht iiber die Aktivierung eines stillen Genclusters ist von Bergmann et al.
aus dem Jahr 2007. Den Forschern gelang durch die Uberexpression eines im Cluster
kodierten Transkriptionsfaktors die Aktivierung der Biosynthese von Aspyridon, eines
PK-NRP-Hybrides (Bergmann et al., 2007). Seitdem wurden weitere Methoden, wie
z.B. die genetische Manipulation globaler Regulatoren oder die Fermentation mit che-
mischen Chromatinstrukturmodulatoren beschrieben, mit denen in anderen Pilzen die
Aktivierung der Biosynthese von Sekundérmetaboliten erfolgreich war (Williams et al.,

2008; Henrikson et al., 2009; Brakhage, 2013).

4.1.1 Fermentative Methoden zur Aktivierung stiller Sekundarmetaboliten-
Gencluster in Zymoseptoria tritici

Durch die Zugabe der chemischen Chromatinstrukturmodulatoren 5-Azacytidin und
Vorinostat wihrend der Fermentation mit dem Z. tritici WT-Stamm IPO323, sollte die
Aktivierung stiller Gencluster auf epigenetischer Ebene induziert werden.

Bei Cladospora cladosporioides konnte durch die Zugabe des Histondeacetylase-
Inhibitors Vorinostat der Proteinkinase C-Inhibitor Calphostin B entdeckt werden
(Williams et al., 2008). Nach der Behandlung mit Vorinostat konnte aulerdem aus der

Gattung Daldina sp. das Polyketid Daldinone E isoliert werden (Du ef al., 2014).
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Die Zugabe des DNA-Methyltransferase (DMAT)-Inhibitors 5-Azacytidin aktivierte die
Produktion von bislang unbekannten Oxylipinen sowie von Nygerone A in A. niger
(Henrikson et al., 2009).

In Z. tritici konnte durch die Fermentation mit den beiden epigenetischen Modulatoren
unter den gewdhlten Bedingungen die Biosynthese von phytotoxischen Sekundarmeta-
boliten nicht aktiviert werden. In Phytotoxizitatstests mit den aus der Fermentation mit
Vorinostat bzw. 5-Azacytidin gewonnenen Extrakten, konnte keine toxische Aktivitat
gegen Weizenblatter beobachtet werden. Flr die Versuche wurde die in der Literatur
beschriebene Ubliche Konzentration an Chromatinstrukturmodulatoren von 20 uM ein-
gesetzt (Williams et al., 2008; Henrikson et al., 2009). Eine weiterfihrende, umfangrei-
che Untersuchung der epigenetischen Regulation des Sekundarmetabolismus von
Z. tritici mit weiteren Konzentrationen der Chromatinstrukturmodulatoren ist noch aus-
stehend.

Das Variieren der Kulturbedingungen, wie des pH-Werts und Nahrstoffangebotes (vgl.
2.4.1), konnte die Produktion phytotoxischer Sekundidrmetabolite in Z. tritici ebenfalls
nicht induzieren. Fiir die Aktivierung der Sekunddrmetaboliten-Gencluster sind be-
stimmte Signale, sog. Trigger, notwendig (Bergmann et al., 2007). Diese Signale kon-
nen der Mangel eines bestimmten Nahrstoffes, aber auch Kulturbedingungen wie pH-
Wert oder Salzkonzentration sein (Brakhage, 2013). Im Rahmen dieser Arbeit ist es
nicht gelungen mit Hilfe der Variation von Kultivierungsbedingungen die Biosynthese

phytotoxischer Sekunddrmetaboliten zu induzieren.

In Pflanzenpathogenen konnen Teile des Sekundidrmetabolismus einer wirtsspezifischen
Regulation unterliegen. Das heif3t, dass bestimmte Stimuli der Wirtspflanze fiir die Ak-
tivierung der Genexpression notwendig sind. Mit Hilfe von Microarray Analysen konn-
te gezeigt werden, dass im phytopathogenen Pilz Fusarium graminearum die Genex-
pression sogar von Wirt zu Wirt unterschiedlich ausgeprégt ist. In den Wirtspflanzen
Weizen, Gerste und Mais konnten jeweils unterschiedliche Expressionsprofile von Gen-
familien, unter anderem von Sekundidrmetaboliten-Genclustern, nachgewiesen werden
(Harris et al., 2016). Zusétzlich unterschieden sich die Expressionsmuster in den ver-
wendeten Wirtspflanzen wesentlich von dem nach in vitro Kultivierung beobachteten

Profil (Giildener et al., 2006; Lysoe et al., 2011). Moglicherweise sind fiir die
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Aktivierung pathogenititsrelevanter Toxine in Z. fritici noch unbekannte wirtsspezifi-
sche Faktoren notwendig.

Bislang gibt es noch keine Veroffentlichung iiber Sekundérmetabolite aus Z. tritici. Der
Sekundédrmetabolismus konnte in diesem Fall einer sehr spezifischen Regulation unter-
liegen, denn bisher war die Induktion der Sekundidrmetaboliten-Biosynthese unter ver-
schiedensten Kultivierungsbedingungen im Labor stets erfolglos.

Die in diesem Kapitel beschriebenen Stimuli, wie unterschiedliche pH-Werte des Kul-
turmediums, Fermentation mit verschiedenen C-Quellen oder unter Mangelzustinden
wie Stickstoffmangel, sind in Z. tritici vermutlich nicht die Stimuli, die fiir die Aktivie-

rung des Sekundirmetabolismus notwendig sind.

4.1.2 Genetische Modifikation von Regulatoren des Sekundarmetabolismus
Neben der Fermentation in unterschiedlichen Medien gibt es molekularbiologische Me-
thoden, die bei der Suche nach neuen Sekundéirmetaboliten zur Anwendung kommen
konnen. Eine Moglichkeit beruht auf der Inaktivierung eines fiir ein Biosyntheseenzym
kodierenden Gens und der anschlieBenden vergleichenden Analyse des metabolischen
Profils der Mutante und des WTs mittels HPLC oder HPLC-MS (Brakhage und
Schroeckh, 2011). Auf diese Weise gelang es beispielsweise den Sekundidrmetaboliten
Emericellamid aus A4. nidulans zu identifizieren und dessen Biosyntheseweg aufzukla-
ren (Chiang ef al., 2008). Ist die Synthese des Sekunddrmetaboliten unter den gewihlten
Kultivierungsbedingungen im WT jedoch inaktiviert, so ist dieses Verfahren nicht ge-
eignet, da sich die Metabolitenprofile des WTs und der loss of function Mutante nicht
unterscheiden.

Die Uberexpression von Transkriptionsfaktoren oder der Austausch der im Cluster vor-
handenen Promotoren gegen regulierbare Promotoren kann dabei helfen, die Aktivitét
von Sekundédrmetaboliten-Clustern zu verdndern (Brakhage und Schroeckh, 2011). Bei-
de Methoden eignen sich jedoch nur bedingt zur Anwendung in Pilzen und sind besser
geeignet bei polycistronisch organisierten Genclustern von Bakterien. Prokaryotische
Gencluster sind in Operons kodiert, welche iiber einen gemeinsamen Promotor reguliert
werden. Bei Eukaryoten ist diese Vorgehensweise nicht immer erfolgreich, da jedes
Gen im Cluster einen eigenen Promotor besitzt und zum Grofteil individuell reguliert
werden kann (Wasil et al., 2013).

Eine Moglichkeit diese Problematik zu umgehen, ist die genetische Modifikation von

unspezifischen regulatorischen Elementen des Sekunddrmetabolismus. Diese Elemente
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konnen auf transkriptioneller Ebene, aber auch auf epigenetischer Ebene oder durch

Protein-Protein-Interaktionen wirken (Brakhage, 2013).

Sehr vielféltige und interessante phanotypische Effekte konnten in dieser Arbeit in Fol-
ge der Inaktivierung des GATA-Transkriptionsfaktors und globalen Regulators AreAp
in Z. tritici beobachtet werden. Dieser Transkriptionsfaktor ist in Ascomyceten an der
Regulation diverser Prozesse beteiligt. Primér reguliert er die Stickstoff-Metaboliten
Repression (nitrogen metabolite repression — NMR), einen Prozess zur Regulation des
Stickstoffmetabolismus. Zusitzlich ist aus einigen Ascomyceten bekannt, dass AreAp
an der Regulation der Expression zahlreicher Sekundérmetaboliten-Gencluster beteiligt
ist (Uberblick in Tudzynski, 2014). Bei einigen phytopathogenen Ascomyceten partizi-
piert AreAp auBerdem an der Regulation pathogenitétsrelevanter Gene, wie z.B. dem
Avirulenzgen avr9 im Tomatenpathogen Cladosporium fulvum (Pérez-Garcia et al.,
2001) oder dem Hydrophobin-dhnlichen Protein MPGlp im Reispathogen M. oryzae,
das fiir die Appressorienbildung und somit fiir die Pathogenitét essentiell ist (Talbot et
al., 1993; Soanes et al., 2002).

Die Untersuchung der generierten Z. tritici areA loss of function Mutante (4ZtareA)
resultierte in interessanten Erkenntnissen in Bezug auf die molekularen Mechanismen

der Infektion, der Pathogenitit, der Konidienkeimung und des Stickstoffmetabolismus.

4.2 Der globale Regulator ZtAreAp in Zymoseptoria tritici

Der GATA-Transkriptionsfaktor AreAp, der im Jahre 1973 zum ersten Mal von Arst
und Cove in 4. nidulans beschrieben wurde, ist der Mediator der Stickstoff-Metaboliten
Repression (NMR). In der Abteilung der Ascomyceten ist die NMR vermutlich ein kon-
servierter Prozess. Sie dient der optimalen Nutzung vorhandener Ressourcen durch das
Unterbinden der de novo Synthese metabolischer Enzyme, solange eine energetisch
giinstigere Stickstoffquelle, wie z.B. Ammonium oder Glutamat, zur Verfiigung steht
(Marzluf, 1993). Steht keine der bevorzugten Stickstoffquellen in signifikanter Menge
zur Verfiigung, so wird die Genexpression von ared induziert. Im Anschluss translo-
ziert AreAp in den Zellkern und induziert dort wiederum die Expression metabolischer
Enzyme wie Nitrat- und Nitritreduktasen, aber auch von Transportern wie Ammonium-

permeasen (Kudla et al., 1990). AreAp ist nicht nur der Mediator der NMR, sondern
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bildet in vielen Ascomyceten einen Knotenpunkt zwischen Primdrmetabolismus, Se-

kundidrmetabolismus und der Regulation von Virulenzfunktionen (Tudzynski, 2014).

In der Familie der Mycosphaerellaceae wurde die NMR bis heute noch nicht untersucht.
Da es sich um einen in Ascomyceten konservierten Prozess handelt, kann vermutet
werden, dass die Metaboliten-Repression in dieser Familie sehr dhnlich ablduft wie in
den bereits untersuchten Vertretern dieses Phylums.

Mit Hilfe der blastp-Suche des NCBI konnte ein zum AreAp aus A. niger homologes
Protein in Z. tritici (NCBI Accession: EGP87068.1; JGI Protein-ID 109392) identifi-
ziert werden (ZtAreAp). Der vom blastp-Algorithmus errechnete E-value gibt Auf-
schluss iiber die Signifikanz der Sequenzhomologie, wobei die Signifikanz umso hoher
ist, je kleiner dieser Wert ist (Sansom, 2000). Fiir den Treffer ZtAreAp wurde ein E-

value von le-154 berechnet, was eine hohe strukturelle Homologie belegt.

4.2.1 Die Regulation der Genexpression von ZtareA

In Z. tritici scheint der Mechanismus der NMR analog zu anderen Ascomyceten zu
funktionieren. Mittels g-PCR Analysen konnte bestatigt werden, dass die relative Tran-
skriptmenge von ZtareA bei Kultivierung des WT-Stammes auf Nitrat als einzige N-
Quelle, verglichen mit der Transkriptmenge bei Kultivierung auf glutamathaltigem Me-
dium, um das 10-fache gesteigert war. Bei 4Ztare4A konnten unabh&ngig von der ver-
wendeten N-Quelle nur minimale Transkriptmengen detektiert werden, was die erfolg-
reiche Inaktivierung des ZtareA-Gens bestétigte. Die Transkriptmenge von ZtareA in
der komplementierten Mutante entsprach mit 82 % der Menge des WT-Stammes
(Abbildung 4).

4.2.2 ZtAreAp reguliert die Genexpression von Nitrat- und Nitritreduktasen
Bei Wachstumstests auf unterschiedlichen N-Quellen war auffallend, dass bei A4ZtareA-
Kolonien auf Stickstoff-Mangelmedium (N-MM) mit Nitrat und Nitrit, im Gegensatz
zum WT-Stamm, wenig vegetatives Wachstum zu beobachten war (Abbildung 5).
Mittels g-PCR Analysen konnte die positive Regulation der Genexpression der Nitrat-
reduktase Znitl und Nitritreduktase Ztniil durch ZtAreAp nachgewiesen werden, was
das reduzierte Wachstum von AZtareA auf nitrat- und nitrithaltigen Medien erkldren
konnte. Bei Kultivierung des WTs auf nitrathaltigem Medium war die relative Tran-

skriptmenge von Ztnitl und Ztniil im Vergleich zu glutamathaltigem Medium jeweils
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um etwa das Dreifache hoher (Abbildung 6). Bei 4ZtareA konnten unabhéngig von der
verwendeten Stickstoffquelle nur minimale Transkriptmengen von Ztnit! und Ztniil
detektiert werden. Dies verdeutlicht den direkten Zusammenhang der Geninaktivierung
von ZtareA und dessen Regulation der Ztnitl/- und Ztniil-Genexpression. Durch eine
ektopische Reintegration des ZtareA-Gens in das Genom von AZtareA war der WT-
Phanotyp in Bezug auf die Expression von Ztnit/ und Ztniil wieder zu beobachten
(Abbildung 6). Die fehlende Expression von Nitratreduktasen in 4ZtareA konnte ergin-
zend durch den Kaliumchlorat-Assay bestétigt werden (Abbildung 7). Kaliumchlorat ist,
neben Natriumnitrat, ein Substrat der Nitratreduktase und wird von dieser zum toxi-
schen Kaliumchlorit umgewandelt (Lépez-Berges et al., 2010; van Wijk et al., 1998).
Aufgrund der Inaktivierung des are4-Gens scheint die Expression der Nitratreduktase
in Z. tritici stark reduziert zu sein. Durch das Fehlen des Enzyms wird das Kaliumchlo-
rat nicht in das toxische Kaliumchlorit umgewandelt und der Zelltod der AZtareA-
Kolonien bleibt aus. Dahingegen konnte die komplementierte Mutante ebenso wenig

auf Kaliumchlorat wachsen wie die Kolonien des WT-Stammes (Abbildung 7).

Diese Erkenntnisse fiihrten zu der Annahme, dass ZtAreAp die Genexpression der Nit-
rat- und Nitritreduktase in Z. tritici, in Abhédngigkeit von der vorhandenen N-Quelle
positiv reguliert.

Dieser Prozess ist sehr wichtig fiir den Organismus, um Ressourcen optimal zu nutzen
und die Energiereserven bei sich stindig dndernden dulleren Bedingungen bestmoglich
einzuteilen (Marzluf, 1997). Die de novo Synthese der Enzyme fiir die Nitratassimilati-
on wird durch diesen Regulationsmechanismus nur dann induziert, wenn die Enzyme
tatséchlich gebraucht werden.

Obwohl die Mediatoren der NMR in den untersuchten Ascomyceten homolog sind,
wird die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors in den verschiedenen Organismen sehr un-
terschiedlich reguliert (Wong et al., 2008; Mihlan ef al., 2003). Am besten untersucht
sind die A. nidulans AreAp-Homologe Nit-2p in N. crassa (Fu und Marzluf, 1987) und
GIn3p in §. cerevisiae (Minehart und Magasanik, 1991).

In A. nidulans erfolgt die Regulation auf drei Ebenen. Auf transkriptioneller Ebene wird
bei Vorhandensein einer bevorzugten Stickstoffquelle die are4-mRNA degradiert. Es
wurde nachgewiesen, dass fiir die Degradation des are4-Transkripts eine regulatorische
Sequenz im Bereich der 3’-UTR Sequenz der areA-mRNA verantwortlich ist (Morozov

etal., 2001).
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Zudem wird die AreAp-Aktivitdt in A. nidulans durch das Co-Repressor Protein NmrAp
negativ reguliert. NmrAp interagiert mit der DNA-Bindedomédne von AreAp und ver-
hindert somit die Bindung des Transkriptionsfaktors an die GATA-Elemente in den
Promotoren der zu regulierenden Gene (Andrianopoulos et al., 1998). Zusitzlich wird
der Transkriptionsfaktor in A. nidulans bei ausreichender Menge bevorzugter Stick-
stoffquelle, mit Hilfe des Proteins CmrAp, aus dem Zellkern transportiert. Der genaue
Mechanismus des Transports konnte noch nicht geklart werden (Wong et al., 2008).

In N. crassa ist die Regulation der AreAp-Aktivitit dhnlich wie in 4. nidulans, jedoch
konnte hier kein hoher Turnover der mRNA gezeigt werden (Tao und Marzluf, 1999).

Der Mechanismus der Regulation von ared wurde in Z. tritici bislang noch nicht unter-
sucht. Mittels blastp-Suche konnte in Z. tritici ein homologes Protein zum Co-Repressor
Protein NmrAp aus N. crassa identifiziert werden (NCBI Accession: XP_003850140.1;
JGI Protein-ID 75077; E-value 4e-111). Dies konnte ein erster Hinweis auf die Regula-
tion der AreAp-Aktivitdt auf Proteinebene in Z. tritici sein, jedoch miisste diese Hypo-

these weiter untersucht werden um eine sichere Aussage treffen zu konnen.

4.2.3 Der Verlust von ZtAreAp beeinflusst die Konidienkeimung, die Pathoge-
nitat und die Pigmentierung

Durch die Geninaktivierung von ZtareA entstand die Mutante 4ZtareA, die in Bezug auf
die Konidienkeimung, die Pigmentierung und die Pathogenitit gegeniiber Weizenpflan-
zen einen interessanten Phianotyp auspragt.

Nahrstoffmangel, insbesondere Stickstoffmangel, induziert bei Z. tritici den Wechsel
von einer hefeartigen zu einer myzelartigen Wachstumsform, den sog. dimorphic switch
bzw. dimorphe Transition (Kema et al., 1996; Dean et al., 2005; Mehrabi et al., 2006).
Sowohl bei Kultivierung auf Wasseragar, als auch auf Stickstoff-Mangelmedium (N-
MM), war bei AZtareA keine dimorphe Transition zu beobachten. Beim WT-Stamm
hingegen war Myzelwachstum am Kolonierand zu sehen. Auf Vollmedien, wie YEG,
wuchsen sowohl der WT als auch 4ZtareA hefeartig (Abbildung 8.A). Bei mikroskopi-
schen Untersuchungen zur Konidienkeimung war auffillig, dass entgegen der Erwar-
tungen vereinzelt auch Pyknidiosporen von AZtareA ausgekeimt waren (Abbildung
8.B). Die Keimungsrate von 4ZtareA war im Vergleich zum WT-Stamm jedoch auffal-

lig verringert. Beim WT-Stamm waren 85 % der Sporen ausgekeimt, wogegen nur

85



4. Diskussion

23 % der AZtareA-Sporen auskeimten. Die Zahl der ausgekeimten Sporen der komple-
mentierten Mutante war der Zahl des WTs sehr dhnlich und betrug 87 % (Abbildung 9).
Der Transkriptionsfaktor ZtareA scheint fir die dimorphe Transition in Z. tritici nicht
essentiell zu sein, ist jedoch wahrscheinlich am Prozess der Auskeimung der Pyknidio-
sporen beteiligt. Da Stickstoffmangel in Z. tritici ein Trigger fir das Einleiten der
dimorphen Transition ist, ist die Beteiligung von ZtAreAp, dem Mediator der NMR, an
beiden Prozessen naheliegend.

In Z. tritici ist die dimorphe Transition und das myzelartige Wachstum fir die Infektion
der Wirtspflanze unabdingbar (Nadal et al., 2008). In Pflanzentests zur Untersuchung
der Virulenz wurde beobachtet, dass AZtareA nicht mehr in der Lage war, Weizen zu
infizieren. Pflanzen, die mit 4ZtareA infiziert worden waren, zeigten keine Symptome
der Septoria Blattdiirre. Auf den mit dem WT infizierten Blédttern waren deutliche An-
zeichen einer Infektion erkennbar. Dazu gehorte die Bildung von Pyknidien und eine
schnell voranschreitende Chlorose sowie Blattdiirre. Infolge der Komplementation von
AZtareA mit dem ZtareA-Gen, konnte der WT-Phéanotyp in Bezug auf die Pathogenitit
wiederhergestellt werden (Abbildung 10).

Vermutlich ist die Apathogenitit von AZtareA auf die stark reduzierte Keimungsrate
zuriickzufiihren, jedoch kann zum aktuellen Stand der Arbeit keine genauere Aussage

dariiber getroffen werden.

Die Regulation des Primér- und Sekundirmetabolismus sowie der morphologischen
Entwicklung sind in filamentdsen Pilzen hdufig miteinander gekoppelt. Dies bietet Vor-
teile bei der Anpassung an duflere Gegebenheiten, insbesondere wihrend der Pathoge-
nese, und sichert somit das Uberleben des Organismus (Calvo et al., 2002; Yu und
Keller, 2005).

Auch in anderen Pilzen reguliert AreAp, bzw. das dazu homologe Protein, morphologi-
sche Differenzierungsprozesse, welche hiufig Pathogenitétsfaktoren sind. In der Mehr-
heit der Pilze, in denen der Einfluss von AreAp auf die Pathogenitét untersucht wurde,
fiihrte die Inaktivierung des Transkriptionsfaktors zu einer Reduktion der Virulenz
(Cotty, 1988; Snoeijers et al., 2000; Lopez-Berges et al., 2010).

In M. oryzae reguliert das AreAp-Homolog NUT1p die Expression des pathogenititsre-
levanten Hydrophobins MPG1p, welches wiederum an der Sporulation und der Bildung
funktionsfahiger Appressorien beteiligt ist (Soanes et al., 2002). In 4. fumigatus und

Candida albicans fiihrte die Inaktivierung von AreAp bzw. des AreAp-Homologs
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GIn3p zu Mutanten, bei welchen eine stark reduzierte Virulenz festzustellen war (Lee et
al.,2011).

In Fusarium oxysporum konnte Gegenteiliges bewiesen werden. In diesem Pilz wurde
die Expression von Pathogenititsfaktoren durch AreAp reprimiert. Die Inaktivierung
des Gens fiihrte in diesem Fall zu Mutanten mit einem hypervirulenten Phinotyp. Es
blieb bis heute ungeklért, ob AreAp die Virulenz in F. oxysporum durch direkte tran-
skriptionelle Repression unterdriickt oder downstream Repressoren aktiviert (Lopez-
Berges et al., 2010).

Im humanpathogenen Pilz Cryptococcus neoformans reguliert das AreAp-Homolog
GATl1p die Entwicklung der Kapsel, die fiir die Virulenz essentiell ist. Zudem ist
GATlp in C. neoformans an der negativen Regulation der Biosynthese des Virulenzfak-
tors Melanin beteiligt. Die Melanisierung wird in diesem Pilz von der Stickstoffquelle
beeinflusst, ist jedoch auch temperaturabhingig. Bei in vitro Wachstumsversuchen
konnte bei 37 °C eine deutlich stirkere Melanisierung der Agat/-Mutante im Vergleich
zum WT beobachtet werden. Wurden die Kolonien bei 30 °C inkubiert, unterschied sich
der Melanisierungsgrad nicht (Lee ef al., 2011).

Auch in Z. tritici konnte ein Unterschied in der Pigmentierung zwischen AZtareA und
dem WT festgestellt werden. Bei der Untersuchung des Einflusses verschiedener N-
Quellen auf das Wachstum, konnte eine verzogerte Dunkelfarbung der Mutante im Ver-
gleich zu WT-Kolonien beobachtet werden (Abbildung 5). Mit einer zeitlichen Verzo-
gerung von 7 Tagen waren auch die 4ZtareA-Kolonien dunkel pigmentiert. Die verlang-
samte Pigmentsynthese bei der Kultivierung von 4ZtareA auf N-MM + NaNO; konnte
durch das allgemeine Fitnessproblem der Mutante auf dieser N-Quelle zu erkliren sein.
Auf Aspartat war das Wachstum der Mutante, bis auf die Pigmentierung, vergleichbar
mit dem des WT-Stammes und der komplementierten Mutante.

Die Tatsache, dass die Dunkelfarbung der 4ZtareA-Kolonien lediglich verzogert war
und nicht vollig ausblieb, macht eine direkte Beteiligung von ZtAreAp an der Regulati-
on der Pigmentierung in Z. tritici unwahrscheinlich.

Es existiert bislang keine Veroffentlichung, die bestitigt, dass es sich bei dem durch
Z. tritici synthetisierten, dunkelbraun-schwarzen Pigment um Melanin handelt. Von
Lendenmann et al. (2014) wurde anhand der Ergebnisse von Quantitative Trait Locus
(QTL)-Untersuchungen die Theorie vorgeschlagen, dass es sich bei dem Pigment wahr-

scheinlich um Dihydroxynaphthalin (DHN)-Melanin handelt.
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4.2.3.1 Die Bedeutung von Stickstoffmangel und ZtAreAp im Infektionsverlauf

Mit Hilfe von g-PCR Analysen konnte gezeigt werden, dass die Transkriptmenge von
ZtareA mit dem Fortschreiten der Infektion abnahm und ab 1 dpi reduziert war. Nach
10 dpi betrug die relative Transkriptmenge von ZtareA im Vergleich zu 1 dpi nur noch
35 %. In der nekrotrophen Phase stieg die Transkriptmenge wieder etwas an, war aber
mit 60 % des Ausgangswertes immer noch geringer als zu Beginn der Infektion
(Abbildung 11).

Bei anderen untersuchten phytopathogenen Pilzen wird die Genexpression von areA
zuerst meist hochreguliert, um dem Stickstoffmangel zu Beginn des Infektionszyklus
entgegenzuwirken und alternative N-Quellen zu verstoffwechseln (Coleman et al.,
1997; Snoeijers und Alejandro, 2000; Pellier et al., 2003).

Z. tritici ist wihrend des gesamten Infektionszyklus apoplastisch lokalisiert (Cohen und
Eyal, 1993; Palmer und Skinner, 2002). Der pflanzliche Apoplast gilt als stickstoffarm
und glukosereich (Wilson et al., 2012), weshalb nach dem Eindringen von Z. tritici in
die Wirtspflanze ein Anstieg der ZtareA-Transkriptmenge zu erwarten wire. Dies konn-
te jedoch mit Hilfe der durchgefiihrten g-PCR Analysen nicht bestétigt werden.

Auch Rudd et al. (2015) zeigten mit ihren Experimenten, dass wihrend des Infektions-
verlaufes in Z. tritici keine gesteigerte Expression von Genen, welche mit der Nitratas-
similation assoziiert werden, beobachtet wurde.

Diese Untersuchungen der ZtareA-Genexpression implizierten, dass dem Transkripti-
onsfaktor in Z. tritici fiir eine erfolgreiche Pathogenese keine wesentliche Bedeutung
zukommt. Der apathogene Phédnotyp von 4ZtareA resultiert wahrscheinlich aus der stark
reduzierten Keimungsfahigkeit der loss of function Mutante, denn die dimorphe Transi-
tion und das Hyphenwachstum sind fiir die Pathogenitdt von Z. tritici essentiell (Kema
et al., 1996).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Z. tritici in der Anfangsphase der Infektion
weder Glukose, noch andere Néhrstoffe aus dem pflanzlichen Apoplasten aufnimmt. Es
wird vermutet, dass in dieser Phase der Infektion Lipidspeicher in den Sporen als
Energiequelle dienen (Keon et al., 2007; Palmer und Skinner, 2002; Orton et al., 2011).
Bekriftigt wird diese Annahme durch die Beobachtungen von Rudd et al. (2015), die im
Rahmen einer Transkriptomanalyse zeigten, dass in Z. tritici in der frithen Phase der
Infektion (1-4 dpi) Gene, welche Lipasen und Enzyme der B-Oxidation von Fettsduren

kodieren, signifikant hochreguliert werden.
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Zudem konnte durch diese Transkriptomanalyse gezeigt werden, dass Gene, welche
Transporter und Enzyme der Nitratassimilation kodieren, wihrend des Infektionsver-
laufs nicht signifikant hochreguliert werden. Dies deckt sich mit den Beobachtungen
aus dieser Arbeit beziiglich der Transkriptmenge von ZtareA im Infektionsverlauf, die

nicht signifikant gesteigert, sondern reduziert war (Abbildung 11).

In Z. tritici konnte es einen iibergeordneten Regulationsmechanismus der Néhrstoffauf-
nahme geben, der die metabolische Aktivitit auf ein Minimum reduzieren kann. Mog-
licherweise ist Stickstoffmangel im Apoplasten der Trigger fiir die Aktivierung dieses
Mechanismus. Solch eine metabolische Inaktivitit konnte eine Erkldrung dafiir sein,
weshalb durch AZtareA wihrend der Fermentation in MM + WE kaum Glukose aus
dem Medium aufgenommen wurde. Die freie Glukose im Medium sank in der Zeit-
spanne von 26 Tagen nur um 2,5 g/L und die Zunahme an pilzlicher Trockenmasse war
mit etwa 0,6 g/LL sehr gering (Abbildung 13). Aufgrund des inaktivierten Transkripti-
onsfaktors wird die Expression der Nitrat- und Nitritreduktase kodierenden Gene in
AZtareA wahrscheinlich nicht induziert (Abbildung 6). Dies wiirde dazu fiihren, dass
die loss of function Mutante das im MM vorhandene Nitrat nicht verstoffwechseln kann
und dadurch einem Stickstoffmangel ausgesetzt ist. Dies wiederum konnte die Redukti-
on der metabolischen Aktivitdt zur Folge haben.

Im Gegensatz dazu kann der WT-Stamm das Nitrat im MM als N-Quelle verwerten,
sodass die Zellen keinem Stickstoffmangel ausgesetzt sind. Bei der Fermentation des
WT-Stammes in MM + WE wurde die freie Glukose im Medium innerhalb von 4 Tagen
vollstidndig verbraucht und es konnte in diesem Zeitraum eine deutliche Zunahme der
Pilztrockenmasse von 0,6 g/L auf 3,8 g/L beobachtet werden (Abbildung 14). Wurde
der WT-Stamm unter Stickstoffmangel (in N-MM + WE) kultiviert, so war die Verin-
derung des Glukosegehalts sowie der Pilzbiomasse und des pH-Wertes vergleichbar mit
der Fermentation von AZtareA in MM + WE (Daten nicht gezeigt). Stickstoffmangel
konnte, eventuell auch in Kombination mit einer Komponente aus dem WE, demnach in
Z. tritici einer der Ausldser fiir das Herabsetzen der metabolischen Aktivitit sein.
Moglicherweise ist dies Bestandteil der Infektionsstrategie des Pilzes, um in der Wirts-
pflanze unentdeckt zu bleiben (Keon et al., 2007; Palmer und Skinner, 2002; Orton et
al., 2011).
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Auch im Lebenszyklus anderer Phytopathogene existieren zu Beginn der Infektion sol-
che metabolischen Ruhephasen. Bei Botrytis cinerea, dem Erreger der Grauschimmel-
faule, kommt es nach dem Eindringen in die Wirtspflanze zunédchst zur Ausbildung
kleiner, sichtbarer Lésionen. Diese breiten sich jedoch im Anschluss nicht weiter aus,
sondern es folgt eine Ruheperiode, in der die metabolische Aktivitdt des Pilzes stark
reduziert ist. Nach einiger Zeit nimmt die metabolische Aktivitdt wieder zu und es be-
ginnt ein intensives Hyphenwachstum, das mit dem schlagartigen Voranschreiten der
Infektion einhergeht (Prusky, 1996; van Klan, 2005).

Aus Pilzen der Gattung Colletotrichum ist die metabolische Ruheperiode zu Beginn des
Infektionszyklus ebenfalls bekannt. Die Konidien von C. gloeosporioides keimen auf
unreifen Friichten aus und der Pilz dringt mit Hilfe von Appressorien durch die Kutikula
in die Wirtspflanze ein. Dort bilden sich Primirhyphen, welche die Epidermiszellen
kolonisieren, metabolisch ruhend bleiben und sich zundchst nicht weiter ausbreiten.
Nach dem Reifeprozess der Friichte differenzieren sich die Primédrhyphen in diinne Se-
kundirhyphen, welche das gesamte Mesokarp kolonisieren und einen Ubergang zur
nekrotrophen Lebensweise einleiten (Prusky et al., 2013).

Welche duBleren Signale fiir den Wechsel aus der metabolischen Ruhephase zur nek-
rotrophen Lebensweise verantwortlich sind, ist bis heute unklar. Vermutungen, dass
z.B. der Reifegrad bzw. der Anteil an verestertem Pektin in infizierten Friichten der ent-
scheidende Trigger ist, konnten widerlegt werden (Gonzéalez-Fernandez et al., 2010).
Der Alterungsprozess der infizierten Pflanzen scheint die Ruhephase dennoch signifi-
kant zu beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass Botrytis allii junge Blitter von
Zwiebelpflanzen kolonisiert, aber erst in alternden Bléttern eine signifikante Zunahme

der Pilzbiomasse stattfindet (Prusky, 1996).

4.2.4 Isolierung von p-Hydroxybenzoesaure aus 4ZtareA

Im Zuge dieser Arbeit konnten aus dem Kulturfiltrat der Fermentation von 4ZtareA in
MM + WE 6,9 mg p-Hydroxybenzoesdure (p-HBS) isoliert werden. Die phenolische
Verbindung mit dem Molekulargewicht von 138 Da akkumulierte in der Kulturbriihe
und konnte mit einem Losungsmittelgemisch aus Ethylacetat, Dichlormethan und
Methanol extrahiert werden. Bei Fermentation des WT-Stammes unter denselben Be-
dingungen war mittels HPLC-Analyse des Kulturfiltratextraktes keine p-HBS zu detek-
tieren (Abbildung 12).
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Untersuchungen der Reinsubstanz beziiglich phytotoxischer Aktivitit gegen Weizen-
blatter ergaben eine moderate Phytotoxizitdt ab einer applizierten Menge von 25 ug pro

Blatt (Abbildung 16).

p-HBS ist eine literaturbekannte pflanzliche Allelochemikalie (Li et al., 2010; Ahrabi et
al., 2011). Im Allgemeinen sind dies Sekundirmetabolite, welche von Pflanzen produ-
ziert werden, um die Keimung, das Wachstum oder die Entwicklung anderer Pflanzen
zu inhibieren (Koocheki ef al., 2013). Die Wirkung der p-HBS beruht auf der Reduktion
der hydraulischen Leitfahigkeit und der Netto-Nahrstoffaufnahme und damit schlieBlich
in der Hemmung von Wachstumsprozessen. Das Wirkspektrum von p-HBS ist breit
gefdchert. So konnte nach Applikation von 5 mM p-HBS z.B. eine Reduktion des Chlo-
rophyllgehalts in den Bléttern von Raps (Brassica napus cv. Talaieh) nachgewiesen
werden (Ahrabi ef al., 2011). Zudem konnte eine wachstumshemmende Wirkung von
p-HBS auf Gartensalat (Lactuva sativa) und Chinakohl (Brassica chinensis) sowie eine
stark keimungshemmende Wirkung gegen die Bohnenart Phaseolus mungo L. gezeigt
werden (Blum, 1996; Li et al., 2010).

Pflanzen produzieren infolge einer Immunantwort auf die Invasion pathogener Mikro-
organismen oder als Stressreaktion auf abiotische Einfliisse, eine Vielzahl phenolischer
Verbindungen mit unterschiedlicher Funktion. Unter diesen sind nicht nur Allelochemi-
kalien zur Verteidigung des Habitats vor konkurrierenden Pflanzen, sondern auch Phe-
nolsduren mit antimikrobiellen und antioxidativen Eigenschaften. Zudem kdénnen be-
stimmte Phenolsduren zur Steigerung des mechanischen Schutzes vor Pathogenen durch
eine Veresterung mit der Zellwand verkniipft werden (Vaher et al., 2010; Benincasa et
al., 2015). Eine antibakterielle Wirkung von z.B. Benzoesdure, Phenylpropionséure,
Phenylessigsdure und p-HBS konnte gegen gramnegative und grampositive Bakterien
wie E. coli, verschiedene Laktobazillen und Staphylococcus aureus demonstriert wer-
den (Cueva et al., 2010). In vitro Wachstumsassays mit 0,15 %-iger Benzoeséure zeig-
ten eine 95 %-ige Inhibition des Wachstums von F. oxysporum (Shukla und Dwivedi,
2013). Des Weiteren konnte eine antifungische Wirkung weiterer Phenolsduren, wie
z.B. von Kaffeesdure, Chlorogensdure und Zimtsdure, bestétigt werden. Die Wirkstérke
der einzelnen Verbindungen kann von Isolat zu Isolat einer Pilzart unterschiedlich sein

(Korosec et al., 2014; Gauthier et al., 2016).
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4.2.4.1 Detoxifizierung pflanzlicher Phenolsiuren durch Zymoseptoria tritici

Als Antwort auf die pflanzliche Produktion giftiger Phenolsduren haben phytopathoge-
ne Pilze im Laufe der Evolution Mechanismen zur Detoxifizierung entwickelt. Einige
Pilze sind in der Lage die natiirlich in Pflanzen vorkommenden Phenolsduren zu weni-
ger toxischen Derivaten umzuwandeln (French et al., 1976; Sachan et al., 2006, Nimura
et al., 2010). F. graminearum beispielsweise kann die toxische Kaffeesdure in Hydro-
xykaffeesdure bzw. Chlorogensdure in Hydroxychlorogensdure und Protokatechuséure
metabolisieren und dadurch detoxifizieren (Gauthier ef al., 2016).

Die aus diesen Prozessen hervorgehenden Phenolséurederivate werden zum Teil in den
pilzlichen Aromatenstoffwechsel eingebracht und werden weiter metabolisiert (Korosec
et al., 2014). Uber diverse Zwischenschritte und Intermediate des B-Ketoadipatwegs
kann p-HBS, z.B. in den Citratcyklus geschleust und als C-Quelle verwertet werden
(van Gorcom et al., 1990; Harwood und Parales, 1996). Die entstandene p-HBS wurde
wihrend der Fermentation durch Z. tritici nicht weiter metabolisiert, sondern akkumu-
lierte im Kulturmedium. Mit Hilfe von Fiitterungsversuchen mit p-HBA konnte besta-
tigt werden, dass diese weder vom WT-Stamm noch von 4ZtareA metabolisiert wurde

(Daten nicht gezeigt).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die natiirlich in Weizen vorkommenden
antifungischen Phenolsduren Zimtsdure und Benzoesdure durch Z. tritici in p-HBS um-
gewandelt werden konnen. Die Metabolisierung der Zimtséure erfolgte iiber das Inter-
mediat Benzoesdure. Zudem entstand bei der Konversion von Zimtsdure p-
Coumarinsdure, welche im weiteren Verlauf der Fermentation abgebaut wurde
(Abbildung 17.A und B). Das Abbauprodukt der p-Coumarinsdure konnte nicht identi-
fiziert werden und scheint keine UV-Absorption bei den aufgezeichneten Wellenldngen
wihrend der HPLC-Analysen (230, 250 und 280 nm) zu haben, da kein weiterer Peak
im Chromatogramm detektiert wurde. Eine Konversion von p-Coumarinsiure zu p-HBS
konnte in Fermentationsversuchen mit Z. tritici in MM und einer Zufiitterung von
p-Coumarinsdure nicht beobachtet werden.

Interessanterweise konnte die Umwandlung von Benzoesdure und Zimtséure zu p-HBS
sowohl von AZtareA, als auch vom WT ausgefiihrt werden, wobei in den Fermentati-
onsversuchen in MM + WE die p-HBS nur in der Kulturbriihe von AZtareA detektiert
wurde (Abbildung 12).
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Mit Hilfe von HPLC-Analysen des verwendeten Weizenblattextraktes konnte festge-
stellt werden, dass dieses die Phenolsduren p-Coumarinsdure, Vanillinsdure, Salicylsdu-
re und Ferulasdure beinhaltete. Es konnte keine Zimtsdure oder Benzoesédure nachge-
wiesen werden, was die Frage nach moglichen weiteren Vorldaufermolekiilen der p-HBS
bei der Fermentation von Z. tritici in MM + WE offenlésst. Diese Vorstufen kdnnten im
WE enthalten sein und in einem ersten Schritt in der Fermentation zu Zimtsdure umge-
wandelt worden sein, um dann weiter in die Benzoesdure und schlielich in p-HBS
konvertiert zu werden. Dieser Schritt wird womoglich von ZtAreAp negativ reguliert.
Im verwendeten MM liegt als N-Quelle Natriumnitrat vor, was im WT zu einer gestei-
gerten Genexpression von ZtareA fiihrt (Abbildung 4). In der loss of function Mutante
konnte kein areA-Transkript detektiert werden, was das Ausbleiben der Repression die-
ses moglichen ersten Katalyseschritts von der Konversion eines eventuellen Zimtsédure-
Vorldufers erkldaren konnte. Des Weiteren besteht die Mdoglichkeit, dass eine Kompo-
nente des WEs in Kombination mit ZtAreAp zur Hemmung der Konversion eines mog-

lichen Zimtsdure-Vorlaufers fuhrt.

Zu Beginn wurde angenommen, dass die isolierte p-HBS von Z. tritici de novo syntheti-
siert wurde. In Eukaryoten kann p-HBS als Vorstufe fiir die Ubichinon-Synthese die-
nen. In S. cerevisiae wird p-HBS iiber eine enzymatische Umwandlung von Chorismat
durch die Chorismat-Pyruvat-Lyase oder aus Tyrosin iiber p-Coumarinsdure syntheti-
siert. Die p-HBS wird dann iiber verschiedene Zwischenschritte zum Ubichinon umge-
wandelt (Meganathan, 2001). In Dothideomyceten kann p-HBS analog zu S. cerevisiae
aus Chorismat erzeugt werden und ebenfalls zu Ubichinon weitermetabolisiert werden
(KEGG Pathway Database; Kanehisa und Goto, 1999; Kanehisa et al., 2016).

AuBler aus der Detoxifizierung von anderen Phenolsduren aus Weizen, kdnnte die aus
AZtareA isolierte p-HBS aus der Ubichinon-Synthese stammen. Es gibt jedoch einige
Hinweise, welche dies unwahrscheinlich machen. Zum Beispiel wurde die Phenolsdure
im Kulturfiltratextrakt und nicht im Myzelextrakt gefunden. Da die Synthese des
Ubichinons intrazellulédr ablduft (Szkopinska, 2000), wire fiir einen solchen Fall zu kla-
ren, weshalb die p-HBS bei der Fermentation in MM + WE durch 4ZtareA aus der Zelle
transportiert wurde. Des Weiteren wire zu kldren, weshalb die p-HBS in 4ZtareA nicht
weitermetabolisiert wurde, sondern im Medium akkumulierte. Im WT miisste die p-

HBS hingegen weitermetabolisiert werden und wére deshalb nicht im Medium
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nachweisbar. Natiirlich wire dann weiterhin zu {iberpriifen, welche Rolle dem Tran-

skriptionsfaktor ZtAreAp in diesem Prozess zukommt.

Um die Frage der Herkunft der p-HBS im Kulturmedium aus der Fermentation von
AZtareA in MM + WE abschlieflend zu beantworten, miissten noch weitere Versuche
durchgefiihrt werden. Die Umwandlung der Zimtsdure sowie der Benzoesdure miisste in
planta nachgewiesen werden, um die Metabolisierung dieser Phenolsduren im Zuge
einer Detoxifizierung zu verifizieren.

Da fiir p-HBS eine phytotoxische Aktivitit gegen Weizenbléitter gezeigt werden konnte
(Abbildung 16), wire es denkbar, dass eine Akkumulation der Substanz im Apoplasten
zum pflanzlichen Zelltod beitrigt bzw. den Ubergang in die nekrotrophe Phase der In-
fektion unterstiitzt. Allerdings miisste auch hier in vivo untersucht werden, ob eine sol-
che Akkumulation in planta tiberhaupt stattfindet und wenn ja, welche Konzentrationen
im Apoplasten erreicht werden. Erst dann kdnnte diese Hypothese belegt und abschlie-

Bend bestétigt werden.

4.2.4.2 Die Umwandlung von Benzoesdure zu p-Hydroxybenzoesdure wird von
ZtCYP53p katalysiert

Die Familie der CYP53p Monooxygenasen, oder auch Benzoat-4-Monooxygenasen
(B4MO), sind pilzspezifische Enzyme, die bis heute nur in Vertretern der Asco- und
Basidiomyceten gefunden wurden (KoroSec et al., 2014; Berne et al., 2015). Sie kataly-
sieren die Hydroxylierungsreaktion von Benzoesdure an der para-Position des Benzol-
rings, deren Produkt die p-HBS ist.

Mit Hilfe der blastp-Suche der NCBI-Datenbank konnte ein Protein mit signifikanter
Sequenzhomologie zu CYPS53p aus den eng verwandten Pilzen Z. brevis (E-value 0.0)
bzw. S. musiva (E-value 0.0) im Genom von Z. tritici identifiziert werden (NCBI Ac-
cession: XP_003856338.1; JGI Protein-ID 53213). Bioinformatische Analysen des Joint
Genome Institutes (JGI) ergaben, dass an ZtCYP53p mit hoher Wahrscheinlichkeit ein
N-terminales Signalpeptid fiir die Sekretion aus der Zelle angefiigt ist.

Die Genexpression von cyp53 lésst sich bekanntermallen durch Benzoesdure induzieren
(van den Brink ef al., 1996; Podobnik et al., 2008). Mittels q-PCR konnte gezeigt wer-
den, dass wihrend der Umwandlung der Benzoesdure zur p-HBS durch Z. tritici in
MM + 100 uM Benzoesdure, die Genexpression des Ztcyp53 nach 6 Stunden auf das

3,5-fache und nach 24 Stunden sogar auf das 24-fache gesteigert war. Die Zunahme der
94



4. Diskussion

Ztcyp53-Transkriptmenge korrelierte mit der Abnahme der Benzoesduremenge. Im
Vergleich dazu war die Transkriptmenge von Ztcyp53 in MM ohne Benzoesédure nicht
signifikant gesteigert (Abbildung 18).

Eine direkte Regulation der Ztcyp53-Genexpression durch ZtareA konnte nicht bestétigt
werden. Mit Hilfe von q-PCR Analysen konnte weder beim WT, noch bei 4ZtareA,
nach Inkubation auf nitrat- und glutamathaltigem Medium eine signifikante Genregula-
tion von Ztcyp353 gezeigt werden. Die relativen Ztcyp53-Transkriptmengen der Mutante
und des WTs nach Kultivierung auf nitrat- und glutamathaltigem Medium unterschei-
den sich nicht signifikant (Abbildung 19).

Diese Beobachtung verstirkt die Hypothese eines Zimtsdure-Vorldufers aus dem WE,
dessen Konversion durch ZtareA wihrend der Fermentation in MM + WE im WT ge-
hemmt wurde.

Zusammenfassend ist der hypothetische Abbauweg pflanzlicher Phenolsdauren durch

Z. tritici in Abbildung 29 veranschaulicht.

weitere Vorstufen aus der Pflanze z.B. Phe oder Tyr, Zwischenstufen der Alkaloid- bzw.
Tannin-Synthese, Komponenten des Lignins usw.
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Abbildung 29: Hypothetisches Modell des Abbauweges pflanzlicher Phenolsiuren durch Zymosep-
toria tritici. Ausgehend von der Zimtsdure spaltet sich der Abbauweg. Zum einen in den Abbau der p-
Coumarinsdure und zum anderen in die Konversion zur p-Hydroxybenzoesdure iiber das Intermediat
Benzoesdure. Die Hydroxylierung der Benzoesdure zu p-Hydroxybenzoesdure wird wahrscheinlich von
der Cytochrom P450 Monooxygenase CYP53p katalysiert. Moglicherweise existieren weitere Vorstufen,
die zuerst in Zimtsdure umgewandelt werden kdnnen. Dieser Prozess konnte einer negativen Regulation
durch ZtAreAp unterliegen. Phe: Phenylalanin, Tyr: Tyrosin.

Ausgehend von der Zimtsdure verlduft die Metabolisierung moglicherweise iiber zwei
Zweige. Zum einen wird die Zimtsdure zu p-Coumarinsdure umgewandelt und zum an-

deren wird sie, iiber Benzoesdure als Intermediat, zur p-HBS konvertiert.
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Die p-Coumarinsdure wurde im Gegensatz zur p-HBS im weiteren zeitlichen Verlauf
durch Z. tritici abgebaut. Eine Konversion von p-Coumarinsdure zu p-HBS konnte nicht
beobachtet werden. Anhand der hier vorgestellten Ergebnisse wird die Hydroxylierung
der Benzoesdure und die daraus resultierende p-HBS in Z. tritici wahrscheinlich von
CYP53p katalysiert.

Die Konversion von Zimtsdure zu p-Coumarinsdure ist in Pflanzen beschrieben, wéh-
rend dieser Stoffwechselprozess in Pilzen noch nicht untersucht wurde. Die zum Phe-
nylpropanoid-Weg gehdrende Umwandlung wird in Pflanzen vom Cytochrom P450
Enzym Cinnamate-4-Hydroxylase (oder auch CYP73A5) katalysiert (Rasmussen und
Dixon, 1999). Homologe dazu aus Pilzen sind bis heute nicht bekannt. Die Hydroxylie-
rung am Benzolring der Zimtsdure wird in Z. tritici, wie in Pflanzen, wahrscheinlich
von einer Monooxygenase katalysiert. Diese Vermutung konnte jedoch noch nicht be-
statigt werden. Ebenso wenig ist bekannt, ob bei der Umwandlung der Zimtséure in p-
Coumarinsidure moglicherweise Zwischenschritte existieren.

Die Metabolisierung der Zimtséure zu Benzoesdure wurde bereits in Pilzen sowie in
Pflanzen beschrieben. Bei dieser Reaktion muss die C-Kette am Benzolring der Zimt-
sdaure um eine C,-Einheit verkiirzt werden. Der Mechanismus, der sich hinter dieser
Reaktion verbirgt, ist bis heute noch nicht aufgekldrt (Rasmussen und Dixon, 1999). In
Tabakpflanzen geschieht die C-Kettenverkiirzung der Zimtsdure moglicherweise iiber
eine CoA-abhdngige B-Oxidation (Jarvis et al., 2000). Bei Z. tritici findet die Umwand-
lung der Zimtsdure zu Benzoesdure vermutlich extrazellulédr in der Kulturbriihe statt, da
alle beteiligten Substanzen aus dem Kulturfiltrat und nicht aus dem Myzel isoliert wur-
den. Der Ort der B-Oxidation ist jedoch im Matrixraum der Mitochondrien, was eine
Beteiligung dieses Mechanismus an der Umwandlung der Zimtsdure zu Benzoesdure in
Z. tritici unwahrscheinlich macht.

Im Endophyt Phomopsis liquidambari wurde der Abbau von Zimtsdure iiber Benzoe-
sdure als Intermediat nachgewiesen. Diese Reaktion findet, anders als bei Pflanzen, mit
Hilfe sekretierter Laccasen statt, welche die Zimtsdure zunéchst zu Styrol, dann zu Ben-
zaldehyd und im Anschluss zu Benzoesdure umwandeln (Xie und Dai, 2015).

Mit Hilfe einer Suche in der JGI-Genomdatenbank konnten in Z. tritici fiinf Gene, wel-
che sekretierte Laccasen kodieren, identifiziert werden. Moglicherweise findet der Um-
wandlungsschritt von Zimtsdure zu Benzoesdure in Z. tritici ebenfalls mit Hilfe von

sekretierten Laccasen statt.
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4.2.4.3 Genexpression von Ztcyp53 im Infektionsverlauf

Um eine mogliche Bedeutung von Ztcyp53 fiir den Infektionsprozess zu untersuchen,
wurde die Genexpression im WT-Stamm [PO323 mittels q-PCR in vivo im zeitlichen
Verlauf der Infektion von Weizenpflanzen analysiert. Die Ergebnisse der q-PCR Analy-
se deuten auf eine gesteigerte Expression von Ztcyp53 in der spidten symptomlosen Pha-
se der Infektion hin, in welcher der Ubergang zur Nekrotrophie stattfindet (Rudd et al.,
2015). Im Vergleich zum Startpunkt der Infektion (1 dpi) war die relative Transkript-
menge von Ztcyp53 10 dpi um das ca. 8-fache gesteigert. Zum 14. Tag nach Infektion
war die relative Transkriptmenge von Ztcyp53 wieder reduziert, aber im Vergleich zum
Zeitpunkt 1 dpi immer noch auf das 4,5-fache gesteigert. Nach 28 dpi entsprach die
Menge an mRNA der Menge an Tag 1 (Abbildung 20).

Gegen Ende der symptomlosen Phase der Infektion findet nicht nur in Z. fritici eine
Verianderung des Expressionsprofils statt. Auch auf Seiten der Weizenpflanze werden
zu diesem Zeitpunkt einige Gene, deren Produkte mit der Pathogen-Abwehr in Verbin-
dung stehen, transkriptionell reguliert. Zum Beispiel wird die Genexpression des En-
zyms Lipoxygenase-2 gesteigert, welches in die Jasmonsdure-Biosynthese involviert ist.
Ebenso sind Peroxidase-kodierende Gene, deren Produkte an der Generierung von ROS
beteiligt sind sowie Gene, die fiir Plastocyanin-dhnliche Proteine kodieren, stark hoch-
reguliert. Diese Proteine sind bekanntermaflen am programmierten Zelltod in Pflanzen
beteiligt (Rudd et al., 2015).

Das Oxylipin Jasmonsdure ist in Pflanzen an der Regulation diverser physiologischer
Prozesse beteiligt und ist ein wichtiges zelluldres Signal bei der Aktivierung von
Immunreaktionen auf die meisten nekrotrophen Mikroorganismen (Browse, 2009;
Ballaré, 2011). Die Synthese pflanzlicher Phenolsduren bei Umweltstress, ausgelost
durch biotische und abiotische Faktoren, wird durch Jasmonséure induziert (Caretto et
al., 2015). Diese phenolischen Verbindungen werden in der Vakuole der Pflanze sowie
im Apoplasten akkumuliert (Takahama, 2004). Im Apoplasten kann Z. tritici wihrend
des Infektionsverlaufes somit theoretisch mit Phenolsduren, wie z.B. Zimtsdure oder
Benzoesdure, in Kontakt kommen. Durch die Umwandlung der Zimtsdure entsteht Ben-
zoesdure. Benzoesdure ist das Substrat des ZtCYP53p und induziert zudem dessen Gen-
expression (van den Brink et al., 1996; Podobnik et al., 2008).

Durch g-PCR Versuche konnte eine zeitliche Korrelation zwischen der Steigerung der

Transkriptmenge von Ztcyp53 in Z. tritici und der pflanzlichen Jasmonsédurebiosynthese
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festgestellt werden (Abbildung 20). Da Jasmonsdure an der Induktion der Biosynthese
von Phenolséduren beteiligt ist, konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der pflanz-
lichen Immunreaktion und der Detoxifikation von Phenolsduren durch Z. tritici beste-

hen.

4.2.4.4 p-Hydroxybenzoesdure ist nicht an der Induktion der Genexpression von PR-

Proteinen in Weizen beteiligt

Pflanzliche Rezeptoren konnen anhand konservierter, mikrobieller Oberfldchenstruktu-
ren das Eindringen von Pathogenen erkennen und anschlieBend eine Immunantwort
auslosen. Die systemisch erworbene Resistenz (systemic acquired resistance, SAR) ist
ein Mechanismus der pflanzlichen Abwehr, der nach einer zunéchst lokalen Exposition
gegeniiber Krankheitserregern zu einem allgemeinen Schutz flihrt. SAR kann durch eine
breite Palette von Krankheitserregern induziert werden, insbesondere durch diejenigen,
die Gewebsnekrosen verursachen. Die Abwehrreaktion ist mit der Expression einer
Vielzahl von Genen assoziiert, den sogenannten ,.,pathogenesis-related (PR)*“ Genen
(Conrath, 2006).

Die durch sie kodierten PR-Proteine konnen bei direktem Kontakt mit Pathogenen an-
timikrobielle Eigenschaften haben, indem sie Komponenten der bakteriellen oder pilzli-
chen Zellwand angreifen. Sie kdnnen aber auch als Botenstoffe zur Induktion der SAR
in entfernteren Kompartimenten der Pflanze fungieren (Vernooij et al., 1994; Shetty et
al., 2009; Saboki et al., 2011).

Die Aktivierung der SAR erfordert die endogene Anhdufung des Phytohormons Salicyl-
sdure (o-Hydroxybenzoesdure), welche dann wiederum zusammen mit weiteren Boten-
stoffen, wie Methyljasmonat, Signaltransduktionswege aktiviert (Jones und Dangl,
2006; Browse, 2009).

Die Bedeutung der p-HBS (einem strukturellen Analogon der Salicylsdure) fiir die
pflanzliche Immunreaktion konnte noch nicht abschlieBend gekldrt werden. In Gurken-
pflanzen (Cucumis sativus) wurde eine zeitgleiche Akkumulation von Salicylsdure und
p-HBS im Phloemsaft wahrend der SAR beobachtet, wobei die Aufgabe der p-HBS
wihrend dieser Abwehrreaktion unklar ist (Smith-Becker et al., 1998). In Tabakpflan-
zen wurde der Einfluss von p-HBS auf die Induktion einer Immunantwort bereits ge-
nauer untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zur Salicylsdure, die

Genexpression der mit SAR-assoziierten Proteine, wie der Phenylalanin-Ammonium-
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Lyase (PAL) aber auch verschiedener PR-Proteine, in Anwesenheit von p-HBS nicht
signifikant hochreguliert wurde (Mur et al., 1996).

Ray et al. (2003) konnten zeigen, das Z. tritici in der Lage ist, SAR auszulosen und die
Expression von PR-Proteinen in Weizen zu induzieren.

Es wird vermutet, dass Z. tritici im Ubergang in die nekrotrophe Phase Substanzen sek-
retiert, mit denen der Schéddling das Immunsystem der Pflanze stimuliert bzw. eventuell
sogar hyperaktiviert und somit die hypersensitive Reaktion und den programmierten
Zelltod auslost (Keon et al., 2007; Rudd et al., 2015).

Mit Hilfe von q-PCR Analysen wurde in dieser Arbeit eine mogliche Beteiligung der p-
HBS an einer Immunantwort der Weizenpflanze untersucht. Dazu wurde die Induktion
der Genexpression von PR-Proteinen in Weizen, in Anwesenheit von p-HBS, in vitro
analysiert. Zwei aus Weizen bekannte PR Proteine PR2 (B-1,3-Glucanase, NCBI Acces-
sion Y18212) und PR4 (Wheatwin 1, NCBI Accession AJ006098.1) wurden nach
Desmond et al., 2006 ausgewihlt und deren Genexpression nach Inkubation von Wei-
zenblittern in p-HBS analysiert. Zum Vergleich wurden Weizenblitter in Salicylsdure
und Methyljasmonat inkubiert. Als Negativkontrolle diente H,Oyg. Die Resultate zeig-
ten, dass p-HBS in Weizen wahrscheinlich nicht an der Induktion von PR-Proteinen
beteiligt ist. Die relativen Transkriptmengen der PR-Gene nach Induktion mit p-HBS
waren vergleichbar mit den Mengen nach Inkubation in H,Oyr. Im Vergleich dazu war
die Transkriptmenge nach Induktion mit Salicylsdure und Methyljasmonat signifikant
erhoht. Die relative Transkriptmenge des PR2 wurde nach Induktion mit Methyljasmo-
nat auf das 5,8-fache und mit Salicylsdure auf das 2,4-fache gesteigert. Die Transkript-
menge des PR4 war jeweils um das 10,8-fache bzw. 6,2-fache erhoht. Insgesamt wurde
die Expression der PR-Gene durch Methyljasmonat stdrker induziert als durch Salicyl-
sdure und die Expression von PR4 war durch die beiden Substanzen stirker induzierbar
als die von PR2 (Abbildung 21). Wahrscheinlich hat p-HBS in Weizen keinen Einfluss
auf die Induktion der SAR und der Expression der beiden getesteten PR-Proteine, je-
doch kann eine sonstige Beteiligung des Molekiils an Abwehrreaktionen zum jetzigen

Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden.
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4.2.4.5 M0ogliche Manipulation der pflanzlichen Immunantwort durch die Metabolisie-

rung von Salicylsdure

Viele Pathogene, darunter sowohl Bakterien als auch Pilze, interagieren durch die Sek-
retion verschiedener Effektoren mit dem Salicylsdure-Signalweg der Pflanzen, um de-
ren Immunreaktion zu manipulieren. Besonders biotrophe und endophytische Organis-
men unterdriicken héufig die Salicylsdure-induzierte Signalkaskade, um das Einleiten
einer Immunantwort zu verhindern (Navarro-Meléndez und Heil, 2014; Asai und
Shirasu, 2015; Shigenaga und Argueso, 2016).

Im Laufe von Fermentationsversuchen in MM mit Salicylsdure war auffillig, dass die
Salicylsdure im Medium durch den Z. tritici WT (Abbildung 22) sowie durch AZtareA
(Daten nicht gezeigt) innerhalb von drei Tagen vollstindig metabolisiert war. Der Wei-
zenschidling scheint iiber Enzyme zu verfiigen, welche an der Metabolisierung der Sa-
licylsédure beteiligt sein konnten. Mit Hilfe einer Suche in der JGI-Genomdatenbank und
einer anschlieBenden blastp-Suche mit dem Algorithmus des NCBI, konnte ein Sa-
licylat-Hydroxylase dhnliches Protein aus Z. tritici identifiziert werden (NCBI Accessi-
on: XP 003851387.1, JGI Protein-ID 43383). Dieses hat signifikante Homologien zu
Salicylat-Hydroxylase &hnlichen Proteinen aus anderen Pilzen wie Z. brevis (E-value
0.0), Dothistroma septosporum (E-value 0.0) und Coccidioides immitis bzw. C. posada-
si (jeweils (E-value 0.0).

Salicylat-Hydroxylasen konnen Salicylsdure zu Catechol umwandeln (Yamamoto ef al.,
1965). Bis heute ist iiber diese Enzyme aus Pilzen wenig bekannt. In den Pilzen
Trichosporon cutaneum (Sze und Dagley, 1984), Aspergillus nidulans (Graminha et al.,
2004), Fusarium spp. (Dodge und Wackett, 2005), T. moniliiforme (Iwasaki et al.,
2010) und Ustilago maydis (Rabe et al., 2013) wurde die Aktivitdt besagter Enzyme
bereits untersucht und beschrieben. Es wird vermutet, dass Phytopathogene, durch die
Metabolisierung der Salicylsdure in der Pflanze, die Immunantwort schwichen oder
géinzlich unterdriicken konnen (Rabe ef al., 2013).

Moglicherweise ist der Abbau des Phytohormons durch Z. tritici in Weizen einer der
molekularen Mechanismen, mit dem das Weizenpathogen es schafft, die lange Latenz-
periode in der Pflanze zu iiberleben. Floerl et al. (2012) machten die Beobachtung, dass
Salicylsdure im Apoplasten von Arabidopsis Pflanzen akkumulierte, welche zuvor mit
dem phytopathogenen Ascomycet Verticillium longisporum infiziert wurden. Dies lésst

vermuten, dass auch Z. tritici im Infektionsverlauf mit Salicylsidure in Kontakt kommen
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kann und durch dessen Metabolisierung das pflanzliche Immunsystem unterdriickt wer-
den konnte.

Um diese Hypothese zu verifizieren, miissten weitere Versuche durchgefiihrt werden.
Zum einen miisste in vivo die Akkumulation von Salicylsdure im Apoplasten der Wei-
zenpflanze und dessen Metabolisierung durch Z. tritici nachgewiesen werden. Zum an-
deren miisste mittels g-PCR Analyse die Expression des Gens, welches das Salicylat-
Hydroxylase dhnliche Enzym aus Z. fritici kodiert, im Infektionsverlauf untersucht wer-
den. Gegebenenfalls konnte durch die Inaktivierung des kodierenden Gens die Beteili-
gung des Enzyms am Abbau des Phytohormons und dessen Relevanz fiir die Pathogeni-

tat bewiesen werden.

4.3 Untersuchung der in vivo Genexpression der Polyketidsynthasen aus
Zymoseptoria tritici im Infektionsverlauf

Zur Identifikation putativer Sekundirmetaboliten aus der Gruppe der Polyketide, die
eventuell Einfluss auf die Pathogenitit haben, wurde die Genexpression von polyketid-
synthase-kodierenden Genen aus dem Z. tritici WT-Stamm [PO323 wihrend des Infek-
tionszyklus untersucht. Polyketide bilden die grofite Gruppe der Sekundirmetaboliten
in filamentdsen Pilzen und ihre Komplexitit und Diversitit ist aufgrund ihres speziellen
Synthesemechanismus besonders hoch (Brakhage, 2013). Neben den Polyketiden gibt
es eine weitere grofle Gruppe von Sekunddrmetaboliten, die nichtribosomalen Peptide
(NRP). Viele in der Arzneimittelindustrie verwendeten Sekundédrmetabolite, z.B. die
Antibiotika Actinomycin und Vancomycin oder das Immunsuppressivum Cyclosporin
A, gehoren zu dieser chemischen Gruppe. NRPs werden von multimodularen Enzym-
komplexen, den nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS), synthetisiert. Im Gegen-
satz zu Peptiden und Proteinen, die an Ribosomen gebildet werden, kénnen NRPs
nichtproteinogene Aminosduren beinhalten und unabhédngig von genetisch kodierten
Sequenzen entstehen. Dies fiihrt zu einer groBen strukturellen Diversitét und vielféltigen
biologischen Aktivititen (Kleinkauf und von Dohren, 1990; Hur ef al., 2012; Soukup et
al., 2016). In dieser Arbeit wurden jedoch nur die Polyketidsynthasen aus Z. tritici na-
her untersucht.

Das im Rahmen dieser Arbeit erstellte g-PCR Expressions-Profil beschreibt die tran-
skriptionelle Aktivierung der zehn pks-Gene aus Z. tritici im zeitlichen Verlauf der In-

fektion.
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Die vier verschiedenen Messzeitpunkte orientierten sich dabei an den verschiedenen
Phasen der Infektion. Tag 4 reprasentierte die symptomlose Phase, Tag 10 und 14 den
metabolischen Wechsel zur nekrotrophen Lebensweise und Tag 28 die nekrotrophe
Phase. Die gewihlten Zeitpunkte sind als exemplarisch zu betrachten, denn die Ent-
wicklung von Pilz und Weizenpflanze sind von dufleren Bedingungen wie Lichtintensi-
tit und Temperatur abhdngig (Rudd et al., 2015).

Die errechneten Transkriptmengen wurden relativ zum Startpunkt der Infektion (1 dpi)
dargestellt und auf das Housekeeping-Gen B-Tubulin normalisiert. Die so dokumentier-
ten Verdnderungen der Transkriptmengen der einzelnen pks-Gene lassen einen Riick-
schluss auf deren transkriptionelle Aktivitdt wahrend den verschiedenen Phasen des
Infektionszyklus zu. Dies hilft dabei einzuschétzen, welche Rolle die PKS und damit
sekundére Stoffwechselprodukte wihrend der Infektion spielen.

Anhand der Ergebnisse der q-PCR konnte gezeigt werden, dass die Transkriptmengen ver-
schiedener pks-Gene im Infektionsverlauf variierten (Abbildung 24). In der symptomlosen
Phase der Infektion (4 dpi) war besonders die hohe Transkriptmenge von Zipks4 im Ver-
gleich zu 1 dpi auffillig, dessen Transkriptmenge das 13-fache der Menge des Zeitpunktes
1 dpi betrug. In der frithen Ubergangsphase zur Nekrotrophie (10 dpi) war zu beobachten,
dass die Transkriptmenge von Ztpks4 auf das 16-fache der Ausgangsmenge weiterhin an-
stieg. Zudem waren die erhohten Transkriptmengen von Zipksl, 5, 9 und 10 zu diesem
Zeitpunkt auffallend. In der spiten Ubergangsphase (14 dpi) konnte eine im Vergleich zu
den vorherigen Zeitpunkten gesteigerte Transkriptmenge des Zipks2-Gens beobachtet wer-
den. In der nekrotrophen Lebensphase des Pilzes (28 dpi) wurde die Expression der Mehr-
zahl der Ztpks-Gene im Vergleich zu vorherigen Phasen wieder herunterreguliert, lediglich

fiir Ztpks 1 konnte eine stark erhohte Transkriptmenge in dieser Phase detektiert werden.

Zusammenfassend konnte durch die Genexpressions-Analyse ein erster Eindruck iiber
die Expression der Zipks-Gene im Infektionsverlauf gewonnen werden. Die auffalligs-
ten Genexpressions-Muster der Analyse lieferten die Zipks-Gene 1, 2, 4, 5, 9, und 10.
Hier konnten innerhalb des 28 tigigen Zeitrahmens die groften Verdnderungen der
Transkriptmengen festgestellt werden.

Aus dieser Gruppe wurden die Zipksi, 2, 4 und 10 ausgewihlt, deren Bedeutung fiir die

Pathogenitét von Z. tritici ndher untersucht werden sollte (Abbildung 25).
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Durch die Inaktivierung der ausgewéhlten pks-Gene sollte liberpriift werden, wie sich
das Fehlen der betroffenen PKSp auf die Pathogenitit und das vegetative Wachstum

von Z. tritici unter variierenden Kultivierungsbedingungen auswirken.

4.3.1 Ztpksl ist essentiell fr die dunkle Pigmentierung von Pyknidien

In Pilzen wurden bis heute vier unterschiedliche Formen des Pigments Melanin identifi-
ziert, wobei in den meisten Pilzarten das Dihydroxynaphthalin (DHN)-Melanin vor-
kommt (Heinekamp et al., 2012).

In Z. tritici konnte mit bioinformatischen Methoden die Sequenz einer pks identifiziert
werden (Ztpks1), deren homologe Genprodukte in anderen Pilzen den ersten Schritt der
DHN-Melaninbiosynthese katalysieren. Anhand von QTL-Analysen in dunkel pigmen-
tierten Z. tritici Kolonien konnten Lendenmann et al. (2014) darlegen, dass das dunkel-
braune Pigment in den Pyknidien wahrscheinlich DHN-Melanin ist und das durch
Ztpks1 kodierte Enzym wahrscheinlich das Schliisselenzym der DHN-Melanin Biosyn-
these ist.

Mittels q-PCR konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Transkriptmenge von
Ztpks1 ab 10 dpi im Infektionsverlauf auf das 5-fache der Transkriptmenge zum Infek-
tionsstart (1dpi) gesteigert war (Abbildung 24, Abbildung 25). Dieser Zeitpunkt repré-
sentiert den Anfang der Ubergangsphase zur Nekrotrophie. Nach 14 dpi, in der fortge-
schrittenen Ubergangsphase, war die relative Transkriptmenge der Ztpks! immer noch
um das 5-fache der Anfangsmenge erhoht und nahm in der nekrotrophen Phase der
Infektion weiter zu. Zum Zeitpunkt 28 dpi betrug die relative Transkriptmenge von
Ztpks1 das 8,7-fache der Ausgangsmenge. Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass
ZtPKS1p méglicherweise an molekularen Prozessen in der Ubergangsphase und beson-
ders in der nekrotrophen Phase der Infektion beteiligt ist.

Zur weiteren Untersuchung wurden pksl loss of function Mutanten in Z. tritici erzeugt
und auf phanotypische Unterschiede beziiglich des Wachstums, der Pigmentierung und
der Pathogenitat zum WT Uberpriift.

Durch die Inaktivierung von Ztpksl entstand eine Mutante mit einem Albino-Phénotyp.
Nach vierwdchiger Inkubation des WTs und AZtpksl auf YEG + 1 % Magermilch so-
wie N-MM + 10 mM Aspartat, konnte beim WT-Stamm eine Schwarzfarbung der Ko-
lonien beobachtet werden, wogegen die AZtpksl-Kolonien wei blieben (Abbildung
26).
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In vielen pathogenen Pilzen ist Melanin ein Pathogenitétsfaktor. Der Reisbranderreger
Magnaporthe oryzae penetriert die Wirtspflanze beispielsweise mit Hilfe von Appresso-
rien (Wilson und Talbot, 2009). Diese speziellen Strukturen ermdéglichen unter anderem
durch die Einlagerung von Melanin in deren Zellwande eine Erhéhung des Turgor-
drucks, wodurch die kutikulére Barriere der Pflanzen mechanisch uberwunden wird.
Melanin trégt essentiell zur Pathogenitat von M. oryzae bei, denn ohne seine Einlage-
rung ist die Funktionalitat der Appressorien gestort (Jermy, 2012). Z. tritici dringt aus-
schlieBlich tber die Stomata in seine Wirtspflanze ein und bildet keine derartigen
Strukturen aus, weshalb die direkte Assoziation von Melanin mit der Pathogenitét hier
unwabhrscheinlich erscheint (Lendenmann et al., 2014). In A. fumigatus ist das DHN-
Melanin ebenfalls ein Virulenzfaktor. Loss of function Mutanten des pksl-Homologs
pksP waren verglichen mit dem WT deutlich anfélliger fir ROS induzierten Stress und
wurden effektiver durch Makrophagen getotet. AulRerdem war die Virulenz der Mutan-
ten in Maus-Infektionsstudien stark reduziert (Heinekamp et al., 2012).

Mittels Pathogenitats-Assays mit AZtpksl Mutanten konnte gezeigt werden, dass DHN-
Melanin in Z. tritici kein Pathogenitétsfaktor ist (Abbildung 28.A). Mit AZtpks1 infizier-
te Pflanzen wiesen deutliche Symptome der Sepforia Blattdiirre, wie chlorotische Lisi-
onen und schnell eintretende Diirre von Blittern, auf. Pyknidien konnten dabei nur
schwer entdeckt werden, da diese nicht die iibliche schwarzbraune, sondern eine deut-
lich hellere Farbung hatten. Mikroskopische Aufnahmen infizierter Weizenblétter ver-
deutlichten die Unterschiede in der Pigmentierung der Pyknidien (Abbildung 28.B).
Pyknidien werden in Z. tritici in der nekrotrophen Phase der Infektion gebildet (Mehrabi
und Kema, 2006). In dieser Phase konnte mit Hilfe der q-PCR die hochste Transkript-
menge von Zipksl gemessen werden. Dies konnte damit zusammenhéngen, dass es sich
bei dem dunkelbraunen Pigment, das in dieser Phase in die Pyknidien eingelagert wird,
tatsdchlich um DHN-Melanin handeln kénnte. Dies wiirde sowohl das Ausbleiben der
dunklen Pigmentierung der Pyknidien von AZtpks1 erklaren, als auch die Steigerung der
Expression des besagten Gens in der nekrotrophen Infektionsphase im WT.

Im eng verwandten phytopathogenen Pilz Ascochyta rabiei, der ebenfalls zur Klasse der
Dothideomyceten gehort, wurde von Akamatsu et al., (2010) gezeigt, dass DHN-
Melanin in die sexuellen und asexuellen Fruchtkoérper inkorporiert wird und fiir die
Dunkelfarbung dieser sorgt. In A. rabiei ist ebenfalls das PKS1p-Homolog (ArPKS1p)
das Schliisselenzym der DHN-Melanin Biosynthese und die Pyknidien der Arpksl loss

of function Mutanten waren nicht melanisiert.
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Wie in Z. tritici hatte die Geninaktivierung jedoch keine Auswirkung auf die Pathogeni-
tit des Schidlings. Pyknidien melanin-defizienter A. rabiei Mutanten waren empfindli-
cher gegen UV-Licht, als Pyknidien des WTs, weshalb Akamatsu et al. (2010) vor-
schlagen, dass das Pigment eine Bedeutung fiir den Schutz der Sporen vor UV-Licht
haben konnte.

Melanin ist fiir seine vielseitigen Schutzfunktionen, nicht nur vor UV-Licht sondern
auch vor ROS, hydrolytischen Enzymen oder hohen Temperaturen, bekannt (Bell und
Wheeler, 1986). Moglich wire es, dass Z. tritici durch die Melanisierung, aufgrund der
Schutzfunktion des Pigments, einen Vorteil bei der Infektion von Weizenpflanzen hat.
Der Mechanismus der Melanisierung ist in Z. fritici bis heute wenig verstanden. Sehr
wahrscheinlich unterliegt er einer komplexen Regulation, an der verschiedene Signal-
transduktionskaskaden beteiligt sind (Mehrabi und Kema, 2006).

In der Ubergangsphase von der symptomlosen zur nekrotrophen Phase war die Genex-
pression von Zipksl ebenfalls gesteigert (Abbildung 24, Abbildung 25). In dieser Phase
werden die pflanzlichen Abwehrmechanismen im Weizen hochreguliert. Moglicher-
weise ist die Melanisierung des pilzlichen Myzels in dieser Phase hilfreich, um von der
Pflanze gebildete ROS und hydrolytische Enzyme abzuwehren. Jedoch ist die Melani-
sierung in dieser Phase fiir Z. tritici scheinbar nicht unabdingbar, da AZtpksl Mutanten

im Vergleich zum WT in ihrer Virulenz gegeniiber Weizen nicht eingeschréankt sind.

4.3.2 Untersuchung der Ztpks2 loss of function Mutante

In vivo Genexpressionsanalysen ergaben eine maximale Transkriptmenge des Zipks2-
Gens an Tag 14 nach der Infektion. Dieser Zeitpunkt repriasentiert die fortgeschrittene
Ubergangsphase zur Nekrotrophie. Die Transkriptmenge war, im Vergleich zum Start-
punkt der Infektion, auf das ca. 6-fache gesteigert. Zu den anderen drei untersuchten
Zeitpunkten 4 dpi, 10 dpi und 28 dpi betrug die Transkriptmenge das Dreifache der
Ausgangsmenge (Abbildung 24, Abbildung 25).

Die Bedeutung des durch das Ztpks2-Gen kodierten sekundédren Stoffwechselproduktes
fiir den Infektionsvorgang sollte in dieser Arbeit ndher untersucht werden. Dazu wurden
Ztpks2 loss of function Mutanten in Z. tritici erzeugt und auf phanotypische Abwei-

chungen beziiglich Wachstum und Pathogenitat zum WT Uberpruft.

Die Funktion der ZtPKS2p aus Z. tritici ist bislang unbekannt, jedoch konnten Homolo-

ge aus anderen pathogenen Pilzen bereits charakterisiert werden. Zhang et al. (2003)
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identifizierten im Rahmen von Clusteranalysen mit den Aminosduresequenzen der
PKSp aus dem phytopathogenen Ascomycet Glarea lozoyensis eine Homologie der
PKS2p mit 34 weiteren PKS2-Proteinen aus anderen Pilzen. Die Aminosduresequenz
der PKS2p aus G. lozoyensis weist eine signifikante Homologie zur ZtPKS2p auf (E-
value 0.0, Identities 36 %). Mit Hilfe einer Analyse der Aminosduresequenzen mit der
PFAM Datenbank konnte gezeigt werden, dass die konservierten Doménen der beiden
PKS2p aus Z. tritici und G. lozoyensis nahezu gleich sind. Der einzige Unterschied ist,
dass die PKS2p aus Z. tritici im Gegensatz zur PKS2p aus G. lozoyensis zusitzlich eine
Methyltransferase-Doméne beinhaltet.

In einigen Pilzen konnte das Genprodukt von pks2, ndmlich eine 6-Methylsalicylat Syn-
thetase (6-MSAYS), identifiziert werden. Auch in G. lozoyensis wurde wenige Jahre spé-
ter bestétigt, dass das pks2-Gen eine 6-MSAS kodiert. Diese ist das Schliisselenzym in
der 6-Methylsalicylat (6-MSA) Synthese. 6-MSA hat phytotoxische Eigenschaften, in-
hibiert aber in vitro zudem auch das Wachstum diverser Bakterien und Pilze. Auflerdem

ist 6-MSA der Vorldufer in der Synthese des Mykotoxins Patulin (Lu ef al., 2005).

In Z. tritici konnte weder in Bezug auf die Pathogenitit, noch beziiglich des Wachstums
auf verschiedenen Voll- bzw. Mangelmedien ein Unterschied der AZtpks2-Mutante zum
WT festgestellt werden. In der spaten Ubergangsphase der Infektion war die Tran-
skriptmenge im WT in vivo auf die 6-fache Ausgangsmenge gesteigert, was dafir
spricht, dass das Gen dennoch eine Bedeutung im Infektionsverlauf von Z. tritici zu
haben scheint. Sekundarmetabolite, die von einem Organismus gebildet werden, kénnen
redundante Funktionen haben (Rudd et al., 2015). So kénnte die Funktion des von der
ZtPKS2p synthetisierten Produktes in AZtpks2 mdglicherweise durch andere Sekundér-
metabolite kompensiert werden.

Um die Funktion des pks2-Genproduktes genauer zu definieren, miissten weitere Unter-
suchungen durchgefuhrt werden. Lu et al. (2005) gelang es, die 6-MSAS aus
G. lozoyensis zu identifizieren, indem sie dem G. lozoyensis pks2-Gen den Promotor
des trpC-Gens, einem Schlusselenzym der Tryptophan-Biosynthese aus A. nidulans,
vorschalteten. Dieser gilt als sehr starker Promotor, der sich fiir die Uberexpression von
heterologen Proteinen in Ascomyceten eignet (Lubertozzi und Keasling, 2006). Das
rekombinante pks2-Gen wurde im Anschluss heterolog in A. nidulans exprimiert (Lu et
al., 2005). Analog kdnnte man z.B. in Z. tritici vorgehen, um die Funktion der ZtPKS2p

naher zu untersuchen.
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4.3.3 Ztpks4 ist entbehrlich flr die Pathogenitat

Mittels g-PCR Analysen konnte in dieser Arbeit fiir das pks4-Gen aus Z. tritici in der
symptomlosen Anfangsphase und der Ubergangsphase zur Nekrotrophie erhdhte Tran-
skriptmengen gemessen werden (Abbildung 24, Abbildung 25). Bereits in einem frithen
Stadium der Infektion (4 dpi) war die relative Transkriptmenge des Ztpks4-Gens im
Vergleich zum Startpunkt der Infektion (1 dpi) um das ca. 13-fache hoher und steigerte
sich nach 10 dpi weiter auf das 16-fache der Ausgangsmenge. In der spiten Ubergangs-
phase (14 dpi) war die relative Transkriptmenge im Vergleich zu vorher zwar reduziert,
betrug dennoch das ca. 8-fache der Ausgangsmenge. In der nekrotrophen Phase der In-
fektion scheint das Ztpks4-Genprodukt aus Z. tritici keine signifikante Funktion zu be-
sitzen, denn die relative Transkriptmenge war wieder in etwa auf den anfanglichen Wert

bei 1 dpi reduziert.

Das orthologe pks4-Gen in Trichoderma reesei kodiert ein griines Pigment, dass fiir die
Farbung der Konidien und nicht-melanisierter Strukturen der FruchtkGrper verantwort-
lich ist. Die Inaktivierung des pks4-Gens in 7. reesei wirkte sich negativ auf die Stabili-
tit der Konidienzellwand aus und hatte eine nachlassende Stressresistenz sowie ein ein-
geschrinktes Abwehrverhalten gegentiber Antagonisten zur Folge. Zudem war die Mu-
tante in der Bildung inhibitorischer Metabolite beeintrichtigt (Atanasova et al., 2013).
Fiir den filamentdsen Ascomycet Sordaria macrospora ist das Ortholog der PKS4p es-
sentiell fiir die sexuelle Entwicklung und die Regulation der Fruchtkorper-Morphologie
(Schindler und Nowrousian, 2014).

Die vielfaltigen Funktionen der PKS4p-Orthologen von T. reesei und S. macrospora
und die erhéhte Expression des pks4-Gens wahrend der symptomlosen Phase sowie der
Ubergangsphase zur Nekrotrophie stiitzen die Annahme, dass die PKS4p auch in Z.
tritici am Infektionsvorgang beteiligt sein konnte.

Eine erste Uberpriifung der Funktion der PKS4p in Z. tritici wurde in dieser Arbeit an-
hand von erzeugten Ztpks4 loss of function Mutanten vorgenommen. Auf unterschiedli-
chen Festmedien konnte eine reduzierte Auspragung des Myzelwachstums im Vergleich
zum WT beobachtet werden (Abbildung 27.A). Besonders bei Kultivierung auf den
Medien PDA, N-MM und MM + WE war der phanotypische Unterschied deutlich er-
kennbar. Auf BAF-Agarplatten war bei 4Ztpks4 ebenfalls ein reduziertes Myzelwachs-
tum zu beobachten, jedoch war der Unterschied zum WT weniger ausgepragt als auf

den anderen drei Medien. Das eingeschrankte vegetative Wachstum von 4Ztpks4 kdnnte
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auf Intermediate oder alternative Produkte des Primar- oder Sekundarmetabolismus
zurlickzufuhren sein, die aufgrund des Fehlens der ZtPKS4p nicht weitermetabolisiert
werden und inhibierend oder toxisch wirken kénnten.

Der Keimungs-Assay mit Sporen von AZtpks4 ergab eine im Vergleich zum WT um
45 % verminderte Auskeimung von AZtpks4-Pyknidiosporen (Abbildung 27.B). Es
keimten 87 % der WT-Sporen aus, jedoch nur 43 % der Sporen von AZtpks4. Auch dies
konnte mit einem inhibierenden oder toxischen Intermediat aus dem Primdr- bzw. Se-
kundarmetabolisus zusammenhéngen, der aufgrund der Inaktivierung von Ztpks4 akku-

muliert.

Beziiglich der Pathogenitat konnte gezeigt werden, dass das pks4-Gen nicht essentiell
ist. Verglichen mit der Pathogenitat des WT-Stammes waren bei Weizenpflanzen, die
mit AZtpks4 infiziert wurden, keine Unterschiede feststellbar. Die verminderte Kei-

mungsrate scheint sich in Z. tritici nicht negativ auf die Virulenz auszuwirken.

In der symptomlosen Phase und im Ubergang zur Nekrotrophie war eine gesteigerte
Expression von Ztpks4 in vivo im Infektionsverlauf zu beobachten. Aufgrund dessen
kann vermutet werden, dass das korrespondierende Genprodukt eventuell in einer noch
ungeklarten Weise eine Funktion im Infektionsverlauf haben kdnnte. Obwohl die Kei-
mungsrate im Vergleich zum WT vermindert ist, scheint die Funktion der pks4 fir die
Pathogenitat von Z. tritici nicht essentiell zu sein. In wieweit das durch Ztpks4 kodierte
sekundare Stoffwechselprodukt Anteil am Ablauf der Infektion hat, bedarf weiterer ein-
gehender Untersuchungen.

4.3.4 Untersuchung der Ztpks10 loss of function Mutante

Der Genexpressions-Assay dokumentierte die hochste Expression des Zipksl(0-Gens in
planta in der frithen Ubergangsphase vom symptomlosen Wachstum zur nekrotrophen Le-
bensweise (10 dpi) (Abbildung 24, Abbildung 25). Zu diesem Zeitpunkt entsprach die
Transkriptmenge des Gens ca. dem 10-fachen der Ausgangsmenge. Nach 14 dpi sowie
28 dpi war die Transkriptmenge wieder reduziert und entsprach dem Wert nach 1 dpi.

Die Funktion der PKS10p aus Z. tritici ist bislang unbekannt, jedoch konnte mittels
blastp-Suche des NCBI eine Homologie zu Lovastatin Nonaketid Synthetasen aus den
Pilzen Colletotrichum gloeosporioides, C. orbiculare, Talaromyces marneffei und

Glarea lozoyensis (alle mit einem E-value 0.0) identifiziert werden.
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Lovastatin Nonaketid Synthetasen gehdren zum Lovastatin Biosynthese Cluster und
katalysieren die Diels-Alder Reaktion bei der RingschlieBung des Lovastatinmolekiils
(Auclair et al., 2000; Ma et al., 2009; Subazini und Kumar, 2011).

In der Humanmedizin werden diese pilzlichen Sekundidrmetabolite seit vielen Jahren
zur Senkung des Blut-Cholesterinspiegels eingesetzt, jedoch ist deren Funktion fiir den
Produzenten bis heute nicht vollstindig geklirt. Eine wachstumshemmende Wirkung
von Statinen auf Hefen und einige filamentdse Pilze konnte gezeigt werden. Dies fiihrte
zu der Vermutung, dass ihre Funktion in der Verteidigung vor anderen Mikroorganis-
men und zum Schutz der okologischen Nische liegen konnte (Macreadie et al., 2006;
Cabral et al., 2010).

Bislang wurde die Produktion von Lovastatin oder dhnlichen Sekundédrmetaboliten
durch Z. tritici nicht bestitigt. Die Homologie des pks/0-Gens zu Lovastatin Nonaketid
Synthetasen aus anderen Organismen erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass Ztpks10 eben-
falls an der Synthese eines Statins oder einer dazu verwandten Substanz beteiligt sein
konnte. Ein entsprechender Sekundidrmetabolit konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
identifiziert werden.

Fiir die Pathogenitét von Z. tritici gegen Weizen ist der durch die PKS10p synthetisierte
Metabolit nicht essentiell. In Bezug auf die Pathogenitidt konnte kein Unterschied der
AZtpks10-Mutante zum WT festgestellt werden. Mdglicherweise bietet die Synthese des
besagten sekundaren Stoffes Vorteile bei der Kolonisierung des Wirtes durch die Ver-
teidigung des Habitats vor konkurrierenden Mikroorganismen.

Um die Funktion des pks10-Genproduktes genauer zu definieren, missten analog zu
Ztpks2 weitere Untersuchungen durchgefuhrt werden. Auch hier ware die Fusion von
Ztpks10 mit einem starken Promotor, wie z.B. dem trpC-Promotor aus A. nidulans, und
die anschlieRende heterologe Expression des Polyketids eine Moéglichkeit, um das Pro-
dukt des Ztpks10-Gens zu identifizieren. Eine denkbare Schwierigkeit hierbei kénnte
sein, dass die anderen im Cluster kodierten Enzyme fir die vollstdndige Synthese des
Metaboliten bei dieser Vorgehensweise fehlen. Im Lovastatin Biosynthese Cluster von
A. terreus z.B. sind insgesamt 18 Proteine kodiert. Neben der Lovastatin Nonaketid
Synthetase ist im besagten Cluster eine zweite Megasynthase (eine Lovastatin Diketid
Synthetase) und zudem weitere regulatorische Proteine und modifizierende Enzyme
kodiert (Subazini und Kumar, 2011). Eine in silico Clusteranalyse kdnnte weitere Hin-

weise Uber den Umfang des pks10-Clusters von Z. tritici liefern.
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Mit den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit konnten Einblicke in die molekularen
Mechanismen der Interaktion zwischen Zymoseptoria tritici und Triticum aestivum ge-
wonnen werden. Die erzielten Ergebnisse konnen in Zukunft als solide Grundlage fiir
eine weiterfiilhrende Untersuchung der Pathogen-Wirt Interaktion im Modellorganismus
Z. tritici genutzt werden.

Die Detoxifizierung der in Weizen natiirlich vorkommenden Phenolsduren Zimtsdure
und Benzoesdure konnte in Z. tritici durch die Umwandlung in p-Hydroxybenzoesiure
(p-HBS) erfolgreich gezeigt werden. In nachfolgenden Arbeiten empfiehlt es sich, diese
Umwandlungsreaktionen in planta nachzuweisen, um die Relevanz dieser Entgiftungs-
reaktion im Infektionsverlauf zu bestitigen. Zudem wire die weiterfithrende Untersu-
chung der Zimtsdure-Metabolisierung in Z. tritici sehr empfehlenswert, da bis heute
keine Enzyme aus Pilzen bekannt sind, die eine Umwandlung von Zimtsdure zu p-
Coumarinsdure katalysieren konnen. Bislang wurde diese metabolische Reaktion nur in
Pflanzen beobachtet, sodass die Identifizierung des verantwortlichen Enzyms aus
Z. tritici wichtige neue Erkenntnisse bringen konnte.

Die im Zuge der submersen Fermentation von Z. fritici entstandene p-HBS akkumulier-
te im Kulturmedium und wurde durch den Pilz nicht weiter metabolisiert. Phytotoxizi-
titstests gegen Weizenblitter ergaben eine moderate phytotoxische Aktivitit von p-HBS
ab einer applizierten Menge von 25 pg (Abbildung 16). Mit Hilfe einer Quantifizierung
der p-HBS in infizierten Weizenblittern konnte herausgefunden werden, ob die durch
Z. tritici produzierte Substanz im pflanzlichen Apoplasten in signifikanten Mengen ak-

kumuliert und dort moglicherweise zum pflanzlichen Zelltod beitragen konnte.

Die weitere Untersuchung des Sekundidrmetabolismus von Z. tritici ist von grofler Be-
deutung um die molekularen Mechanismen der Infektion weiter aufzukldaren. Mit den in
dieser Arbeit angewandten Methoden ist eine Aktivierung der Expression von
Sekundarmetaboliten-Genclustern nicht gelungen. Mit Hilfe von bioinformatischen
Analysen konnten im Rahmen dieser Arbeit drei Cluster identifiziert werden (Tabelle
6), die moglicherweise einen eigenen Transkriptionsregulator beinhalten. Zukiinftig
konnte man z.B. diese clustereigenen Regulatoren iiberexprimieren, um die Genexpres-

sion des Clusters zu aktivieren. Hierbei darf nicht auler Acht gelassen werden, dass es
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sich bei den Transkriptionsregulatoren auch um negative Regulatoren handeln kann,
durch deren Uberexpression keine Induktion der Genexpression erzielt wird.

Zudem wurde in dieser Arbeit der Fokus auf PKS gelegt und die zweite wichtige Se-
kundarmetaboliten-Klasse der NRPS nicht untersucht. Dies wire in zukiinftigen Arbei-
ten sinnvoll, um Phytotoxine, die zu dieser chemischen Gruppe gehoren identifizieren

zu konnen.

In Fermentationsversuchen mit der /oss of function Mutante AZtareA wurde neben der
p-HBS eine zweite, unbekannte phytotoxische Substanz mit einer Molekularmasse von
426 Da identifiziert (Abbildung 12.A). Im Rahmen dieser Arbeit konnte die chemische
Struktur dieser Substanz nicht erfolgreich aufgeklart werden. Sinnvoll wére eventuell
eine Optimierung der Fermentationsparameter, die eine Steigerung der produzierten
Menge der unbekannten Substanz zur Folge haben konnte. Dadurch konnte der langwie-
rige Fermentationsprozess abgeklirzt, die schlechte Ausbeute an produzierter Substanz

gesteigert und die Strukturaufkldrung beschleunigt werden.
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6. Zusammenfassung

Der pflanzenpathogene Pilz Zymoseptoria tritici entwickelte sich in den letzten Jahr-
zehnten weltweit zu einem der 6konomisch bedeutendsten Schiadlinge bei der Kultivie-
rung von Weizenpflanzen (Dean et al., 2012; Fones und Gurr, 2015). Die Bekdmpfung
des Schidlings ist aufgrund seiner stetigen Resistenzentwicklung gegen alle gegen ihn
eingesetzten Fungizide zunehmend problematisch. Einige Forschungsvorhaben setzten
sich deshalb die Aufkldrung der molekularen und physiologischen Infektionsmechanis-
men von Z. tritici zum Ziel, denn dadurch wére die Entwicklung von nachhaltigeren

Fungiziden mit besserer Spezifitit und groBerer Effizienz moglich (Bebber ef al., 2015).

In der vorliegenden Arbeit konnten neue Erkenntnisse der Pflanzen-Pathogen Interakti-
on zwischen Zymoseptoria tritici und Triticum aestivum gewonnen werden. Mit dem
Ziel, den Sekundirmetabolismus von Z. tritici zu untersuchen und neue phytotoxische
Metabolite zu identifizieren, welchen eine wichtige Bedeutung im Infektionsprozess
zukommt, wurde eine ZtareA loss of function Mutante generiert. Der GATA-
Transkriptionsfaktor AreAp fungiert in Ascomyceten als globaler Regulator des Se-
kundérmetabolismus sowie als Mediator der Stickstoff-Metaboliten Repression und
bildet somit eine Schnittstelle zwischen Primér- und Sekunddrmetabolismus. Zudem
reguliert der Transkriptionsfaktor in vielen Ascomyceten die Expression pathogenitits-
relevanter Gene. Die Inaktivierung von ZtareA hatte in Z. tritici einen apathogenen
Phénotyp zur Folge, der vermutlich aufgrund einer im Vergleich zum WT um ca. 75 %
reduzierten Keimungsrate der Pyknidiosporen zustande kommt.

Auflerdem konnte aus dem Kulturfiltrat der submersen Fermentation von AZtareA in
Minimalmedium (MM) mit 10 % Weizenblattextrakt (WE) die phytotoxische Phenol-
sdure p-Hydroxybenzoesédure (p-HBS) isoliert werden.

Erstmals konnte die Fahigkeit von Z. tritici gezeigt werden, pflanzliche Phenolséduren
aus T. aestivum zu detoxifizieren. Sowohl AZtared als auch der WT-Stamm [PO323
waren in der Lage die antifungischen Pflanzenabwehrstoffe Zimtsdure und Benzoeséure
extrazelluldr in p-HBS zu metabolisieren. Die Umwandlung der Benzoesdure zu p-HBS
wird wahrscheinlich durch die Cytochrom P450 Monooxygenase ZtCYP53p katalysiert.
Die Metabolisierung der Zimtsdure zu p-HBS erfolgte iiber Benzoesdure als Zwischen-

produkt. Die an dieser Reaktion beteiligten Enzyme konnten nicht identifiziert werden.
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Die Fragestellung weshalb im Kulturfiltrat aus der Fermentation des WT-Stammes in

MM + WE keine p-HBS vorhanden war, konnte nicht abschlieBend beantwortet werden.

Die Bedeutung des Sekundidrmetabolismus von Z. tritici fiir den Infektionsprozess wur-
de des Weiteren durch das Erstellen eines Genexpressionsprofils der zehn aus Z. tritici
bekannten Polyketidsynthase (pks)-Gene im Infektionsverlauf untersucht. Vier pks-
Gene (Ztpks1, Ztpks2, Ztpks4 und Ztpks10) mit signifikant gesteigerter Transkriptmenge
in einer der Infektionsphasen wurden ausgewéhlt und im Anschluss inaktiviert.

Die Vermutungen von Lendenmann et al. (2014), dass ZtPKS1p das Schliisselenzym in
der Synthese des schwarzbraunen Pigmentes ist, bei dem es sich wahrscheinlich um
Dihydroxynaphthalin (DHN)-Melanin handelt, konnten im Zuge dieser Arbeit bestitigt
werden. Die Pyknidien von AZtpks! waren im Vergleich zum WT nicht melanisiert und
auch in vitro-Versuche bestitigten, dass bei Kolonien von AZtpksl im Vergleich zum
WT die schwarze Pigmentierung ausblieb. Die Virulenz von AZtpksl war nicht beein-
trachtigt, sodass gezeigt werden konnte, dass Melanin im Vergleich zu vielen anderen
Phytopathogenen, in Z. tritici kein Pathogenitatsfaktor zu sein scheint.

Des Weiteren konnte bei AZtpks4 ein vermindertes vegetatives Wachstum sowie eine
im Vergleich zum WT um ca. 50 % reduzierte Keimungsrate beobachtet werden, wel-
che sich jedoch nicht auf die Virulenz der loss of function Mutante auswirkte. Bei den
beiden weiteren generierten Mutanten AZtpks2 und AZtpks10 konnten keine Unterschie-
de zum WT beobachtet werden, sodass deren Bedeutung im Infektionsverlauf weiterhin

unklar bleibt.
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Anhang I: Oligonukleotid-Primer

Oligonukleotid-Primer zur Herstellung von Vektoren fiir die Geninaktivierung

In Tabelle 7 und 8 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimer zur Her-
stellung von Inaktivierungsvektoren dargestellt. Die Primer wurden ebenfalls verwendet
um mit einem Schnellverfahren Rekombinationsereignisse nach der Transformation zu
untersuchen, um somit eine Vorselektion von passenden Kandidaten fiir den Southern
Blot zu treffen (vgl. 2.2.2.3). Dafiir wurde jeweils der forward Primer bzw. 5’ -for und

der reverse Primer bzw. 3 -rev verwendet.

Tabelle 7: Oligonukleotid-Primer zur Herstellung von Inaktivierungsvektoren nach der gene dis-
ruption Methode. Die Sequenzen sind in 5’- 3'Richtung angegeben. Eingefiigte Schnittstellen fiir Rest-
riktionsenzyme sind in Kleinbuchstaben geschrieben.

Name Sequenz (5°-3")

Mg HDA2404 for | GGCCCTACTTAAATTCGTCGT
Mg HDA2404 rev | TTGTGCGTCGTTTTGTGCAT
mycoAreA-for ATGTGGCGCTGGCATGGTCC
mycoAdreA-rev AGGGTGGCCCTCAGGGTTGC
mycoCRE-for CAGTCGCAAACGACCGTGCG
mycoCRE[-rev CGCGCCGATCTGGACTGGAG
mycoCSNS5-5‘-for | GCGAACGCCTCCGTCACTGAA
mycoCSNS5-3‘-rev | TGCACCGAGGTAGCTTGGAGTG
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Tabelle 8: Oligonukleotid-Primer zur Herstellung von Inaktivierungsvektoren mit dem Gibson-
Assembly. Die Sequenzen sind in 5'- 3'Richtung angegeben. Die mit din Primern eingefiigten Uberhinge

fiir die Ligationsreaktion sind in Kleinbuchstaben dargestellt.

Name

Sequenz (5°-3")

GA 3'-For PKSI1
GA 3'-Rev PKSI
GA 5'-For PKS1
GA 5'-Rev PKSI
GA HPT-PKS1-For
GA_HPT-PKSI1-Rev
GA_ PKS2-3’-For
GA_PKS2-3'-Rev
GA PKS2-5"-For
GA_PKS2-5'-Rev
GA_PKS2-HPT-For
GA_PKS2-HPT-Rev
GA3ForPKS10
GA3ForPKS4
GA3RevPKS10
GA3RevPKS4
GASForPKS10
GASForPKS4
GASRevPKS10
GAS5SRevPKS4
GAHPTForPKS10
GAHPTForPKS4
GAHPTRevPKS10
GAHPTRevPKS4

ccagttaacgATGCCTACGAACTGGCCA
ccatggtggactcctcttaalTCATACGCGGTGACCAAA
cggcgegecgaattcccggg AGCGAGCTTCCTGCAGTATC
ttaacgtcgalTCTCCGAGACGATGGGCT
gtctcggagaTCGACGTTAACTGATATTGAAG
tcgtaggcat CGTTAACTGGTTCCCGGT

ttaacgtcgal CATTGACGATACGCTGTC
ccatggtggactcctcttaaCTCTTGTGTCATCAAAGGG
cggegegecgaattcccgggCTCAAAGATCGCGCCACT
ttaacgtcgaTGAGAGGTGGTCAACCAAC
ccacctctcal[CGACGTTAACTGATATTGAAG
tegtcaatgalTCGACGTTAACTGGTTCC
ccagttaacgAAAGTGCACTGTCGCAAC
ccagttaacgTCCCGACAGTGTCACATT
ccatggtggactcctcttaaCTGTCCGTCGTATACGCT
ccatggtggactcctcttaal AATACCGTGTCCCCACA
cggcgegecgaattcccgggCTCACGCCATCCTTGAGG
cggcegecgecgaattcccgggeGCAACAATTGCAGGCTCC
ttaacgtcgaCCCCTATGCGTGACTGAG
ttaacgtcgaGAGTTGACACAGGCGACG

cgcataggge TCGACGTTAACTGATATTGAAG
gtgtcaactc TCGACGTTAACTGATATTGAAG
agtgcacttt CGTTAACTGGTTCCCGGT
actgtcgggaCGTTAACTGGTTCCCGGT
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Oligonukleotid-Primer zur Herstellung von DIG-markierten DNA-Sonden fiir den
Southern Blot

Die DIG-markierten DNA-Sonden wurden mit Hilfe der in Tabelle 9 aufgelisteten Pri-
mer in einer PCR-Reaktion hergestellt (vgl. 2.2.2).

Tabelle 9: Oligonukleotid-Primer fiir die Herstellung von DIG-markierten DNA-Sonden fiir den
Southern Blot. Die Sequenzen sind in 5’- 3 '-Richtung angegeben.

Name Sequenz (5°-3")

AreA-Sonde-for TGAGAACGACGCGGTTGAAA
AreA-Sonde-rev TCCACCCAAAGTCTGCAACA
CREI1-Sonde-for CGGCAATGCGGAATTGAGCCG
CRE1-Sonde-rev CGCGCCGATCTGGACTGGAG
CSNS5-Sonde-for TTCCGCACATACCCAGAAGG
CSNS5-Sonde-rev GTATCAGTGCCATTCGCGTC
HDA-Sonde-for CTTGACTGACGGGCATAGGG
HDA-Sonde-rev CGATCAGTCGTGTTTGCAGC
HPT-Sonde-for CGAAGAATCTCGTGCTTTCAGC
HPT-Sonde-rev GTCGTCCATCACAGTTTGCC
PKS10-Sonde-for GTATTCTCGGCTGGTTCCGA
PKS10-Sonde-rev TGGGGAGGTTCTGTAGGACA
PKS2-Sonde-for TGACGATACGCTGTCCAACT
PKS2-Sonde-rev CCCATCCTCTGATAGCCACC
Sonde-PKS4-for GGCGACCACTACGCCTAAG
Sonde-PKS4-rev GTAAGGCACCGAAGTAGCCA
Zt-PKS1-Dig-for AGATCGGCCATTACCCTTGC
Zt-PKS1-Dig-rev AAGGGTCGCAGTGAGCATC
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Oligonukleotid-Primer fiir die q-PCR

Fiir die Genexpressionsanalysen mittels g-PCR wurden die in Tabelle 10 aufgelisteten

Primerpaare verwendet.

Tabelle 10: Oligonukleotid-Primer fiir die Genexpressionsanalyse in Z. #ritici. Die Sequenzen sind in

5’- 3’-Richtung angegeben.

Name Sequenz (5°-3")
AreA-RT-for AGCGAAGGGTGAGAACGAAA
AreA-RT-rev ACGTCTCGAGGTTGAAAGGG

CYP53-RT-for
CYP53-RT-rev

Mg PKS1 RT For
Mg PKS1 RT Rev
Mg PKS10 RT For
Mg PKS10 RT Rev
Mg PKS17 RT For
Mg PKS17 RT Rev
Mg PKS2 RT For
Mg PKS2 RT Rev
Mg PKS3 RT For
Mg PKS3 RT Rev
Mg PKS4 RT For
Mg PKS4 RT Rev
Mg PKSS5 RT For
Mg PKS5 RT Rev
Mg PKS7 RT For
Mg PKS7 RT Rev
Mg PKS8 RT For
Mg PKS8 RT Rev
Mg PKS9 RT For
Mg PKS9 RT Rev
RT-Mg-Tub-for
RT-Mg-BTub-rev

GCATCATAGCAAGGAGATCTGGG
AAGCACGAGGACCATAGGAGA
AACCACCGCACCGACTTTT
CTTCCACTCGATGCCTTCCTT
CTCCGCCAACTCTCCCGAT
GTTCCCATGACGAGTGAATGGT
CAATGCAGTCCTCACCGTGG
GGCGAGGGAATCACGTCAA
GACTGGTTATTTCGAGGCCCA
TCACGGACCCGATCAAGAGA
CGGAATGCCACGGAACTGG
ACATTTGACTTGACCGAGCCG
CTTTAGTTCCGTGGCCGATTGC
CCGGTCAAGCCGTGAGACTT
GAAGATCTAGCACCGGGCG
TGGAAGCTCAACAATGCCCA
TGTCGCTTCGTTTGTCCTCG
GTCGTTCCAAGGGATGAGCC
GATCCGGCCATTATCATCCAGA
CGACAATGCTTCTCCTTTCGTG
TGCACTGTATTCTCCGACCG
TTCTTCAGGTTCAAGGGCGT
CTTCCGCCCAGACAACTTCGT
TCTGGAAACCCTGGAGGCAGT
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Anhang Il: Klonierungsstrategien

Zthda (JGI Protein-1D 37223)

Fiir die Generierung von 4Zthda wurde zunichst, ausgehend von genomischer DNA aus
Z. tritici IPO323, ein 4130 bp grofBes PCR-Produkt mit dem Primerpaar Mg HDA2404-
for und Mg HDA2404-rev amplifiziert. Das Amplifikat wurde in den pJET1.2/blunt
Vektor ligiert (pJET-HDA, 7104 bp). Nach dem Offnen des Vektors pJET-HDA mit
Sall, wurde eine ebenfalls mit Sa/l restringierte spt-Sequenz aus pCAMB-HPT (Sall)
eingefligt. Es entstand der pJET-HDA-HPT Vektor, mit einer GroB3e von 5781 bp. Das
mit Xhol/Xbal restringierte HDA-HPT Fragment aus pJET-HDA-HPT wurde in den mit
Sall/Spel restringierten pCAMBIAO0380 ligiert. Somit entstand der finale Vektor
pCAMB-HDA-HPT (9597 bp).

Ztcsn5 (JGI Protein-ID 99069)

Fir die Generierung von AZtcsn5 wurde, ausgehend von genomischer DNA aus
Z. tritici IPO323, ein 1400 bp groBes PCR-Produkt mit dem Primerpaar mycoCSN5-5¢-
for und mycoCSN5-3¢-rev amplifiziert. Das Amplifikat wurde in den pGEM-T easy
Vektor ligiert ((GEM-CSNS, 4417 bp). Nach dem Offnen des Vektors pGEM-CSN5
mit Xhol, wurde eine mit Sall restringierte hpt-Sequenz aus pCAMB-HPT (Sa/l) einge-
fligt. Es entstand der pGEM-CSNS5-HPT Vektor, mit einer GroB3e von 5873 bp. Das mit
PspOMI/Pstl restringierte CSNS5-HPT Fragment aus pGEM-CSNS5-HPT wurde in den
mit PspOMI/PstI restringierten pCAMBIA0380 ligiert. Somit entstand der finale Vek-
tor pPCAMB-CSNS5-HPT (9708 bp).

Ztcrel (JGI Protein-ID 100278)

Fiir die Generierung von AZtcrel wurde, ausgehend von genomischer DNA aus Z. tritici
IPO323, ein 2800 bp groBes PCR-Produkt mit dem Primerpaar mycoCRE-for und
mycoCRE-rev amplifiziert. Das Amplifikat wurde in den pGEM-T easy Vektor ligiert
(pGEM-Crel, 5818 bp). Durch Restriktion des Vektors pGEM-Crel mit Bglll/Xhol
wurde ein 1638 bp-groBes Fragment der kodierenden Sequenz entfernt. An dieser Stelle
wurde eine mit BamHI/X%ol restringierte Apt-Sequenz aus pCB1636 eingefiigt. Es ent-
stand der pGEM-Crel-HPT Vektor, mit einer Gréfle von 5687 bp. Das mit Notl/Spel
restringierte Crel-HPT Fragment aus pGEM-Crel/-HPT wurde in den mit
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PspOMI/AvrIl restringierten pCAMBIAO0380 ligiert. Somit entstand der finale Vektor
pCAMB-Crel-HPT (9484 bp).

ZtareA (JGI Protein-ID 109392)

Fiir die Generierung von AZtareA wurde, ausgehend von genomischer DNA aus
Z. tritici IPO323, ein 3200 bp groBBes PCR-Produkt mit dem Primerpaar mycoAreA4-for
und mycodred-rev amplifiziert. Das Amplifikat wurde in den pGEM-T easy Vektor
ligiert (pGEM-AreA, 6237 bp). Durch Restriktion des Vektors pGEM-4re4 mit Bam-
HI/Xhol wurde ein 2021 bp-grofles Fragment der kodierenden Sequenz entfernt. An
dieser Stelle wurde eine mit BamHI/Xhol restringierte Apt-Sequenz aus pCB1636 einge-
fiigt. Es entstand der pPGEM-AreA-HPT Vektor, mit einer Gro3e von 5723 bp. Das mit
Notl/Spel restringierte AreA-HPT Fragment aus pGEM-AreA-HPT wurde in den mit
PspOMI/AvrIl restringierten pCAMBIAO0380 ligiert. Somit entstand der finale Vektor
pCAMB-AreA-HPT (9525 bp).

Ztpks

Der Inaktivierungsvektor fiir AZtpksI (JGI Protein-1D 96592), AZtpks2 (JGI Protein-ID
47832), AZtpks4 (JGI Protein-ID 72709) und AZtpks10 (JGI Protein-1D 67477) wurden
mit dem NEB® HiFi DNA Assembly Mix generiert. Es wurden je zwei 550 bp umfas-
sende DNA-Abschnitte (5- und 3’-Flank) der kodierenden PKS-Sequenzen in einer
PCR-Reaktion amplifiziert. Zur Amplifikation wurde genomische DNA von Z. tritici
[PO323 als Template verwendet und die Primer aus Tabelle 8 eingesetzt. Die HPT-
Gensequenz wurde mit ebenfalls in einer PCR-Reaktion amplifiziert, wobei das
pCAMBIA-HPT(Sa/l)-Plasmid als Template diente. Die amplifizierten Fragmente wur-
den mit dem zuvor durch BamHI und Hindlll linearisierten pCAMBIA0380-Plasmid in
einer Assembly-Reaktion zu dem finalen Inaktivierungsvektor pCAMB-PKSX-HPT
ligiert.
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Anhang I11: Southern Blot Analysen

1
AZtareA ! o
1 2 @
1 jt ulu
WT #1 #2 MVIl [bp] : g B
" 8576 | : A 7]
1 : 7427 |
, ' 6106
. 5N
X 1
3639 !
| o
P~
| 2799 ! g g
1 = ‘g
Sacl | 4 4
WT 5128bp .
1
Mut 4544 bp i
1
AZthda i
#1#2 H3 H4 #5 #6 #7 #8 WT MVII [bp] i = § g 8
8576 | s g : b
6106 | T, %
4899 i 4‘:_—‘i
3639 | < e 5~
. 2 3
2799 1 B : 2
. £ £
1953 | = I |
1882 ! HPT
v T
Xhol i
WT 4121 bp :
Mut 6700 bp !
1
1
1
AZtcsn5 | ~ o
| 3 3
#1 H2WT MVIl bp ! L.
3639 Csn5
1
2799 :
1
953 | & o
882 1 o =
1 —_ =
5 5
sall ' ‘T A}
WT 2302 bp -:l I
! HPT
Mut 3686 bp | Csnb Csnb
1
1

Abbildung 30: Southern Blot Analyse zur Bestitigung homologer Rekombinationsereignisse im
Genom der generierten Mutanten. Links im Bild ist der Rontgenfilm mit den detektierten Hybridisie-
rungssignalen gezeigt. Darunter ist das verwendete Enzym zur Restriktion genomischer DNA sowie die
erwarteten FragmentgroBen fiir die WT- bzw. die Mutanten-DNA (Mut) abgebildet. Rechts im Bild ist
jeweils eine schematische Darstellung der Modifikation des Genlokus gezeigt. Mit der gestrichelten Linie
ist die Bindestelle der DIG-Sonde markiert. Zudem sind die Schnittstellen des verwendeten Enzyms ge-
kennzeichnet.
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Fortsetzung Abbildung 30: Southern Blot Analyse zur Bestitigung homologer Rekombinationser-
eignisse im Genom der generierten Mutanten. Links im Bild ist der Rontgenfilm mit den detektierten
Hybridisierungssignalen gezeigt. Darunter ist das verwendete Enzym zur Restriktion genomischer DNA
sowie die erwarteten Fragmentgrofen fiir die WT- bzw. die Mutanten-DNA (Mut) abgebildet. Rechts im
Bild ist jeweils eine schematische Darstellung der Modifikation des Genlokus gezeigt. Mit der gestrichel-
ten Linie ist die Bindestelle der DIG-Sonde markiert. Zudem sind die Schnittstellen des verwendeten
Enzyms gekennzeichnet.
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Fortsetzung Abbildung 30: Southern Blot Analyse zur Bestiitigung homologer Rekombinationser-
eignisse im Genom der generierten Mutanten. Links im Bild ist der Rontgenfilm mit den detektierten
Hybridisierungssignalen gezeigt. Darunter ist das verwendete Enzym zur Restriktion genomischer DNA
sowie die erwarteten Fragmentgrofen fiir die WT- bzw. die Mutanten-DNA (Mut) abgebildet. Rechts im
Bild ist jeweils eine schematische Darstellung der Modifikation des Genlokus gezeigt. Mit der gestrichel-
ten Linie ist die Bindestelle der DIG-Sonde markiert. Zudem sind die Schnittstellen des verwendeten
Enzyms gekennzeichnet.
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