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Abstract

The release of greenhouse gases due to anthropogenic activities is the main driver of increased climate
change, which include higher average temperatures and changes in precipitation. The multi-faceted
climate changes directly affect agriculture, leading, for example, to the relocation of areas where crops
are grown. While shifting or enlarging cultivation areas, such as those of grapevine plants
(Vitis vinifera), pests and parasites adapted to these crops may also spread accordingly. An example of
this would be the hemibiotrophic ascomycete Guignardia bidwellii, which is the causal agent of black
rot on grapevines. Especially for organic viticulture, where no commercial fungicides are used, this
wine pathogen with a high copper tolerance is a threat. Although a specific host-pathogen interaction
has not yet been elucidated, it is already known that the dioxolanones phenguignardic acid and
guignardic acid secreted by G. bidwellii are phytotoxically active. Thus, one objective in the first part
of this work was to elucidate the biosynthetic pathways of these two putative virulence factors and to
isolate and identify other putative compounds that may also be involved in the infection process of
G. bidwellii. Based on the grape juice medium developed for this purpose, a new dioxolanone,
isoguignardic acid, was identified by NMR spectroscopy. Furthermore, it was proven for the first time
by supplementation experiments that, contrary to expectations, guignardic acid is synthesized from a
phenylalanine and valine and thus does not consist of two identical aromatic a-keto acids as has been
described so far exclusively for NRPS-like metabolites. Complementarily, GbPKS1, a polyketide
synthase was identified in G. bidwellii, which is related to the biosynthesis of guignardic acid. In
addition, Magnaporthe oryzae was established in this work as a heterologous expression system for
the expression of non-ribosomal peptide synthetase-like (NRPS-like). NRPS-like enzymes are composed
of the adenylation (A), thiolation (T), and thioesterase (TE) domains and catalyze the cyclization of two
identical aromatic oa-keto acids. Using M. oryzae as a heterologous expression system,
phenguignardic acid was unequivocally assigned as the corresponding metabolite to the GbNRPS-likel
of G. bidwellii.

Heterologous expression of additional putative NRPS-like coding genes as well as newly generated
hybrid NRPS-like genes led to the second part of this dissertation. It was possible to express the
phenylbutyrolactone Ila synthetase AIPbtyA from Allantophomopsis lycopodina using M. oryzae as a
heterologous expression system. This allowed the identification of HN1 as a new previously unknown
furanone in the culture extract of the expression strain and at the same time confirmed by means of a
developed protein assay that the previously described phenylbutyrolactone lla is the actual metabolite
formed by the enzyme AIPbtyA. Furthermore, this work specifically explored the possibility of targeted
recombination of single NRPS-like domains for the synthesis of putative new metabolites through the
generation of  hybrid enzymes. For the generation of  hybrid NRPS-likes,

phenylbutyrolactone lla synthetase (AlIPbtyA) from Allantophomopsis lycopodina,
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phenguignardic acid synthetase (GbNRPS-likel) from Guignardia bidwellii, and aspulvinone E
synthetase MelA from Aspergillus terreus were used as the basis. Heterologous expression of the
hybrid enzymes PbtyA-Gbl, Gb1-PbtyA, MelA-Gb1, and MelA-PbtyA in M. oryzae resulted in the
synthesis of phenguignardic acid, HN1, hydroxy-phenguignardic acid, and butyrolactone lla. Thus, this
study was the first to demonstrate the successful exchange of single NRPS-like domains from fungi of

different genera and heterologous expression in a third genus.



XVI

Zusammenfassung

Die Freisetzung von Treibhausgasen aufgrund anthropogener Aktivitaten ist der Hauptantrieb fiir den
aktuellen Klimawandel, zu denen unter anderem hoéhere Durchschnittstemperaturen und veranderte
Niederschlagsmengen gezahlt werden. Die vielschichtigen Klimaverdanderungen wirken sich direkt auf
die Landwirtschaft aus und fiihren beispielsweise zur Verlagerung von Anbaugebieten unserer
Kulturpflanzen. Im Zuge der Verlagerung oder Vergroferung von Anbaugebieten wie beispielsweise
die der Weinpflanzen (Vitis vinifera) konnen sich auch die an diese Kulturpflanzen adaptierten
Schadlinge und Parasiten entsprechend mit ausbreiten. Ein Beispiel daflir ware der hemibiotrophe
Ascomycet Guignardia bidwellii, welcher der Ausloser der Schwarzfaule (black rot) an Weinreben ist.
Insbesondere fiir den 6kologischen Weinanbau, bei dem keine kommerziellen Fungizide eingesetzt
werden, stellt dieser Weinpathogen mit hoher Kupfertoleranz eine Bedrohung dar. Die exakte
Wirts-Pathogen-Interaktion konnte bislang noch nicht aufgeschlisselt werden, allerdings ist bereits
bekannt, dass die von G. bidwellii sekretierten Dioxolanone Phenguignardic acid und Guignardic acid
phytotoxisch wirksam sind. Somit war es im ersten Teil dieser Arbeit ein Ziel, die Biosynthesewege
dieser beiden potentiellen Virulenzfaktoren aufzukldren, sowie die Isolierung und ldentifizierung
weiterer putativer Verbindungen, welche ebenfalls am Infektionsprozess von G. bidwellii beteiligt sein
koénnten, zu untersuchen. Dabei ist es im Rahmen dieser Arbeit auf Grundlage des eigens zu diesem
Zweck entwickelten Traubensaftmediums gelungen mit Isoguignardic acid ein neues Dioxolanon
mittels NMR-Spektroskopie zu identifizieren. Darliber hinaus wurde erstmalig mittels
Supplementationsexperimenten bewiesen, dass Guignardic acid entgegen der Erwartung aus einem
Phenylalanin sowie Valin synthetisiert wird und somit nicht aus zwei identischen aromatischen
a-Ketosduren, wie es bisher ausschlieBlich fir NRPS-like Metabolite beschrieben ist, besteht.
Ergdnzend dazu wurde mit der GbPKS1 eine Polyketidsynthase in G. bidwellii identifiziert, welche im
Zusammenhang mit der Biosynthese von Guignardic acid steht. Zusatzlich wurde Magnaporthe oryzae
in  dieser Arbeit als heterologes Expressionssystem flir die  Expression von
non-ribosomal Peptidsynthetase-like (NRPS-like) etabliert. NRPS-like Enzyme sind aus den
Adenylierungs- (A), Thiolierungs- (T) und Thioesterase- (TE) Domdanen zusammengesetzt und
katalysieren die Zyklisierung zweier identischer aromatischer a-Ketosauren. Mithilfe von M. oryzae als
heterologes Expressionssystem wurde zweifelsfrei Phenguignardic acid als korrespondierender
Metabolit zu GbNRPS-likel von G. bidwellii zugeordnet.

Die heterologe Expression weiterer putativ NRPS-like kodierender Gene sowie neu generierter
Hybrid-NRPS-like Gene fiihrte zum zweiten Teil dieser Dissertation. Es ist gelungen unter Zuhilfenahme
von M. oryzae als heterologes Expressionssystem der Phenylbutyrolacton Ila Synthetase AlPbtyA aus
Allantophomopsis lycopodina zu exprimieren. Hierdurch konnte HN1 als neues bisher unbekanntes

Furanon im Kulturextrakt des Expressionsstammes identifiziert werden und gleichzeitig mittels
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entwickeltem Protein-Assay bestatigt werden, dass das bereits beschriebene Phenylbutyrolacton Ila
der tatsachliche von dem Enzym AIPbtyA gebildete Metabolit ist. Ferner wurde in dieser Arbeit gezielt
durch die Generierung von Hybridenzymen die Moglichkeit der gerichteten Rekombination von
einzelnen NRPS-like Domanen zur Synthese von putativ neuen Metabolite eruiert. Fiir die Generierung
der  hybrid NRPS-likes  wurde  die Phenylbutyrolacton Ila Synthetase (AIPbtyA)  aus
Allantophomopsis lycopodina, die Phenguignardic acid Synthetase (GbNRPS-likel) aus
Guignardia bidwellii und die Aspulvinon E Synthetase MelA aus Aspergillus terreus als Basis verwendet.
Die heterologe Expression der Hybridenyzme PbtyA-Gbl, Gb1-PbtyA, MelA-Gbl und MelA-PbtyA in
M. oryzae fihrte zur Synthese von Phenguignardic Acid, HN1, Hydroxy-Phenguignardic acid und
Butyrolacton lla. Damit erbrachte diese Studie erstmals den erfolgreichen Austausch von einzelnen
NRPS-like Domanen aus Pilzen unterschiedlicher Gattungen sowie die heterologe Expression in einer

dritten Gattung.
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Drei-/Ein-Buchstabencode der kanonischen Aminosauren

Ala A Alanin Arg R = Arginin Asn = N  Asparagin
Asp = D  Asparaginsdure Cys C Cystein Gln Q Glutamin
Glu E  Glutaminsaure Gly G  Glycin His H  Histidin

lle I Isoleucin Leu L Leucin Lys K = Lysin

Met M  Methionin Phe = F  Phenylalanin Pro P  Prolin

Ser S  Serin Thr T  Threonin Trp W  Thryptophan
Tyr Y  Tyrosin Val V  Valin

Buchstabencode der Nukleotide gemafR} der IUPAC Nomenklatur

Adenosin

Cytidin

A

C

G Guanosin
T Thymidin
u

Uracil

X/N ACG,T

Erklarung zur Nomenklatur

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Nomenklatur und Schreibweisen flir Gene, Proteine

und Mutanten exemplarisch aufgelistet:

GBG_xyz:
GDbPKS1:
GbPKS1p:

AGDbPKS1:

MoOE::GbPKSl .

MOOE::GbPKSl-GbNRPS-Iikel .

Gibt die kodierende Gensequenz des jeweiligen Proteins aus G. biwellii an.
Gibt das Gen PKS1 aus G. bidwellii an.
Gibt das korrespondierende Protein zu dem Gen GbPKS1 an.

Gibt die G. bidwellii-Geninaktivierungsmutante an, in der das Gen GbPKS1
inaktiviert wurde.

Gibt an, dass in das Genom des M. oryzae WT-Stammes unter der Kontrolle
eines konstitutiven Promoters (MoEfla) das GbPKS1-Gen integriert wurde.

Gibt an, dass in das Genom der Mo%6bPKSt Expressionsmutante zusétzlich
unter der Kontrolle eines konstitutiven Promoters (MoEfla) das

GbNRPS-like1-Gen integriert wurde.
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1 Einleitung

1.1 Das Reich der Pilze

Pilzliche Organismen reprasentieren einen groRen Anteil der genetischen Vielfalt auf der Erde. Deren
Aktivitditen beeinflussen die Strukturen von Pflanzen- und Tiergemeinschaften sowie die
Geschwindigkeit von Okosystemprozessen [PEAY et al., 2016]. Der Organisationstyp Pilz wird in
echte Pilze (Fungi), Eipilze (Oomycota) und Schleimpilze (Myxomycota) untergliedert. Aktuell sind
weltweit 148 000 Pilzspezies beschrieben, die Gesamtzahl wird allerdings von 2,2 auf bis zu
4 Millionen Pilzarten geschatzt [CHEEK et al., 2020]. Die Mehrheit der Pilzarten ist terrestrisch assoziiert
(£ 95%), weiterhin zdhlen samtliche Meere (< 5%) und Gewdsser sowie insbesondere die
kontinentalen Luftmassen der Erde zu den Lebensrdumen der Pilze [FROHLICH-NOWOISKY et al., 2012;

WEBSTER & WEBER, 2007].

Die hohe Biodiversitdit der Mikroorganismen, basierend auf vielschichtigen molekularen
Mechanismen, spiegelt sich in vielseitigen Lebensweisen und Adaptationen der Stoffwechselprozesse
an das jeweilige Umgebungsmilieu wider. Pilze sind in der Lithosphére der Erde fundamental wichtig
als Zersetzter, Tier- und Pflanzenpathogene sowie als deren Symbiont. Durch die Fahigkeit per Druck
und sekretierten Stoffwechselprodukten Gestein abzubauen, kénnen Mikroorganismen Mineralien
freisetzen und damit einhergehend die Sekundarbesiedlung von Habitaten ermdéglichen [BURFORD
et al., 2003; QUIRK et al., 2014]. AuRerdem kdnnen sie als Kompostierer u. a. Cellulose und Lignin
abbauen und dem Okosystem wieder zuginglich machen [ENOKI et al., 1988; LEONOWICZ et al., 2001;
THURSTON, 1994], strahlungsresistent sein und sowohl im Kernreaktor von Tschernobyl gedeihen
[DADACHOVA et al., 2007; TKAVC et al., 2017], als auch im Weltraum tberleben [ONOFRI et al., 2018; ZHANG
etal., 2018].

Doch nicht nur aus 6kologischer Sicht sind Pilze von groBer Bedeutung, sondern sie waren auch fir die
kulturelle Weiterentwicklung der Menschheit wahrend der neolithischen Revolution vor mehr als
6000 Jahren essenziell. Die indirekte Verwendung von pilzlichen Mikroorganismen fiir die Garung von
Brot, Bier sowie Wein trug zur Entstehung erster Zivilisationen bei [MoNEY, 2018]. Heutzutage gehen
die Anwendungsgebiete von Pilzen weit iber die Herstellung und Veredelung von Lebensmitteln
hinaus. Pilze werden beispielsweise vermehrt fir 6kologische Zwecke eingesetzt, zu denen wird der
Abbau von Rohdl, dem Kunststoff Polyurethan [PEAY et al., 2016; COSGROVE et al., 2007] oder die
Aufbereitung von Abwiéssern und anschlieRende Verwertung der Biomasse gezadhlt [SANKARAN et al.,
2010]. Auch die Bioremediation von Boden mittels Mikroorganismen, welche beispielweise mit

gesundheits- und umweltschadigenden Chemikalien wie Trinitrotoluol (TNT) [HARMS et al., 2011] oder



radioaktiven Substanzen belastet sind [TKAVC et al., 2017; KHAN et al., 2017], gewinnt zunehmend an

Bedeutung.

Bemerkenswert ist das Verwendungsspektrum von Pilzen, allen voran in den modernen
biotechnologischen Prozessen. Die hoch spezifischen Fahigkeiten des pilzlichen Metabolismus und
dessen Produkte werden eingesetzt, um von den vielféltigen Stoffwechselprodukten, zu denen
hochdiverse niedermolekulare Molekiile wie etwa Aromen, Pigmente, organische Sduren oder
pharmazeutische Produkte gezahlt werden, zu profitieren. Des Weiteren werden Pilze in der
Biotechnologie als ,Zellfabriken” verwendet, um direkt in industriellen MaRstidben Enzyme
synthetisieren und isolieren zu kénnen [COPETTI, 2019; WOSTEN, 2019; WAINWRIGHT, 1989].

Durch das Aufkommen der rekombinanten DNA-Technologie und den Genomanalysen im grofen
Malistab stehen filamentdse Pilze und Hefen im Vordergrund der heutigen biotechnologischen

Anwendungen [CHAKRABORTY et al., 2010].

1.2 Naturstoffe des pilzlichen Sekundarmetabolismus

Die unvergleichliche Syntheseleistung von Mikroorganismen wie Pilzen und Bakterien wird mit der
einhergehenden Naturstoffvariabilitat der sekretierten Metabolite zum Ausdruck gebracht. Zwischen
1993 und 2001 konnten bereits 1500 Naturstoffe aus Pilzen isoliert werden, von denen mehr als die
Halfte antibakterielle, antimykotische oder antitumorale Aktivitdt hat [PELAEZ, 2005]. SCHUFFLER & ANKE
(2014) bestatigen anhand der zwischen 2009 und 2013 entdeckten Naturstoffe das enorme Potential
des pilzlichen Metaboloms.

Die strukturell-hochdiversen niedermolekularen Verbindungen werden als Sekundarmetabolite (SM)
zusammengefasst [Bu'Lock, 1961; BRAKHAGE, 2013]. SM sind im Gegensatz zu Primarmetaboliten nicht
essenziell fiir die Vermehrung, das Wachstum und die Reproduktion der Organismen. Demgegeniiber
konnen SM eine Vielzahl an Funktionen zugeschrieben werden, welche einen weiteren
selektionsvorteil bieten. Dazu wird unter anderem die chemische Kommunikation und Interaktion mit
koexistierenden Mikroorganismen, sowie die Wirkung als Virulenzfaktoren innerhalb der
Tier-/Pflanzenpathogen-Interaktion gezihlt [SUTTON, 1996; BRAKHAGE, 2013]. Die Synthese von SM
erfolgt vor allem wahrend der Idiophase und eher weniger wahrend der Trophophase [TKACZ & LANGE,
2004]. Eine strikte Differenzierung zwischen den Primar- und Sekundarmetaboliten ist hdufig jedoch
nicht moglich, aufgrund der Tatsache, dass es sich bei den Primarmetaboliten vielfach auch um

Vorstufen der SM handelt [KUck et al., 2009].

Eine der spannendsten Entwicklungen in den vergangenen Jahren innerhalb der Mikrobiologie ist die
Neuausrichtung und Intensivierung der Erforschung des pilzlichen Sekundarmetabolom. Im Gegensatz
zu Genen und korrespondieren Enzymen, welche fiir die Synthese eines Primarmetaboliten fungieren,

sind Gene deren enzymatische Aktivitdten dem Sekundarmetabolismus zugeschrieben werden, als



zusammenhangende biosynthetische Gencluster (BGCs) angeordnet und nicht Gber das gesamte
Pilzgenom delokalisiert. Gene innerhalb der BGCs werden oft koreguliert und kdnnen somit als
funktionelle Gruppe verstanden werden. Die Genregulation ist dabei oft assoziiert mit der
Okologischen Funktion des korrespondierenden Sekundarmetaboliten und somit entscheidend fiir die
Entwicklung der Pilze. Beispielsweise werden BGCs, welche fiir die Pigmentsynthese in
Aspergillus fumigatus kodieren, wahrend der Konidiogenese induziert [LIND et al., 2018]. Das fir den
Virulenzfaktor Trichothecen kodierenden BGC von Fusarium graminearum wird ausschlieBlich
wahrend der Kolonisierung der Wirtspflanzen hochreguliert [LYS@E et al., 2011]. Wahrend der
Konfrontation mit dem Bakterium Ralstonia solanacearum wird ein BGC von Fusarium spp. exprimiert,
dessen korrespondierende Enzyme die antibakterielle Verbindung Bikaverin synthetisieren [SPRAKER
et al., 2018]. Die Vielzahl an BGCs in einem einzigen filamentdsen Pilzgenom in Kombination mit den
bereits sequenzierten Genomen lasst vermuten, dass das Spektrum an SM filamentdser Pilze noch
weitgehend unerforscht ist [KELLER, 2019]. Bereits heute haben Mikroorganismen eine lange
Erfolgsgeschichte als wichtige Quellen fiir neuartige bioaktive Naturstoffe, insbesondere im Bereich
der Arzneimittelforschung [BERTRAND et al., 2014].

BGCs bestehen aus mindestens einem backbone synthesis-Gen, dessen korrespondierendes Enzym als
Synthase und/oder Synthetase definiert wird [ROKAS et al., 2018]. Zu den backbone synthesis Enzymen
werden unter anderem die Polyketidsynthasen (PKS) sowie nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS)

gezahlt (Abb. 1).



a o hHy Proteinogenic amino acids N i ic amino acids
A
% SR K |
\Irs\/\NJJ\/\NJ\‘)(,o rolo. N "
o H H OH k ? /%OH OH H,N/\/\HLG‘I
HO_O OH
Acetyl-CoA  HO' o t-Tryptophan L-Alanine Anthranilic acid 1-Ornithine
¥ ¥ ¥
T ——

Non-ribosomal peptides Isocyanides

/k/\o N 0 |‘0H 3[0 s ) __'\{OH

oH
HaC- (S ©Hhw
DMAPP _\ N% 4 IK//I\/ILN"‘&

H o

o O
Ghotoxm Penicillin G
/Wo'u'*o'g‘m CH o
&. 6H T \)LN nﬁ
v CH3O .CHs

o
» (o}
0 0 g
I GGPP T ]:
HO
Lovastatin /‘ﬁ (o] CHHN
| H,C” n/\N ‘||/y Xanthocillin
cH,) o
* Cyclosporin A =
Terpenes Prenylated tryptophan derivatives
-0 ~ 0 CHy
=g A \H I ?_-OH N H 2
Ny i o) Z e :
SR ﬁ ) i R
7N
Y\/\/\/\/u OH ke /‘X o,}—o A NH
N \_/
Tricholhecene Aristolochene Fumagillin 4-DMAT Fumigaclavine C

Abb.1: Ubersicht iiber einige Grundbausteine der verschiedenen Klassen von Sekundirmetaboliten. Eine Vielzahl der
Sekundarmetabolite kénnen in drei chemische Kategorien eingeteilt werden: Polyketide sowie Terpene, welche sich von
Acyl-CoAs ableiten lassen, und kleine Peptide, welche auf Aminosduren basieren. Hybridmolekile (Polyketid-Terpene,
nicht-ribosomale Peptid-Polyketide und Polyketid-Fettsdure) sind nicht dargestellt. Des Weiteren sind Fettsduresynthasen,
welche gelegentlich zur Biosynthese von Sekundarmetaboliten beitragen konnen (z. B. sind Aflatoxin und Sterigmatocystin
Polyketid-Fettsdure-Hybride), nicht aufgefiihrt. CoA = Coenzym A, (modifiziert nach KeLLER, 2019).

Polyketidsynthasen (PKS)

Polyketide (PK) werden zur Hauptklasse der pilzlichen SM gezahlt. Die Polymersynthese erfolgt meist
durch die Kondensation der Carboxylate Acetyl-CoA oder Malonyl-CoA mittels spezifischen PK. Dabei
dhnelt die Domanenarchitektur der pilzlichen PKS denen der Siugetier-Fettsdure-Synthasen (FAS)
[HopwooD, 1997; HUTCHINSON, 2003]. FAS reduzieren jedoch die Ketongruppen zu Enoyl- oder
Alkylgruppen. Davon abweichend kénnen die Modifikationen zwischen den diversen PKS und sogar
innerhalb der einzelnen Ketideinheiten der Polyketide variieren [MEIER & BURKART, 2009]. Aufgrund der
unterschiedlichen Struktur werden PKS in Typ I, Typ Il sowie Typ Il klassifiziert. Typ | PKS sind grolRRe
Enzymkomplexe welche iterativ oder modular, mit Ausnahme der AT-Domaéne, aufgebaut sind und
samtliche Syntheseschritte katalysieren. Iterative PKS werden zusatzlich in nicht-reduzierend
(non-reducing: NR-PKS), teilweise reduzierend (partially reducing: PR-PKS) sowie voll reduzierend

(fully reducing: FR-PKS) untergliedert. Demgegentiber Typ Il PKS Aggregationen von monofunktionalen



Enzymen sind. PKS des dritten Typs beinhalten keine Domane des Acy/ Carrier Protein (ACP). In Pilzen
sind hauptsachlich iterative Typ!| PKS zur Synthese der SM bekannt [HopwooD, 1997;
CAMPBELL & VEDERAS, 2010; GRESSLER et al., 2020]. Essenzielle Domadnen der monomudolaren Enzyme
der iterativen Typ | PKS sind die Ketoacyl-Synthase (KS), die Acyltransferase (AT) und das ACP. Zur
Initiation der Polyketidsynthese wird die KS-Domédne mit einer Acyl-CoA-Startereinheit, meist
Acetyl-CoA, beladen. Die folgende Extendereinheit, hdufig Malonyl-CoA, wird tber die AT-Domane an
die ACP-Domadne gebunden. Das konservierte Serin der ACP-Domane wird dort auf diese Weise
modifiziert. Nachfolgend katalysiert die KS-Domidne die Claisen-Kondensation der jeweiligen
Acyl Einheiten. Fir weitere Reaktionsschritte wird das entstehende Polyketid auf die KS-Domane
geladen. Wahrend jedes Verlangerungszyklus kann die Prozessierung des ACP-gebundenen
Poly-B-Keto-Intermediaten erfolgen [BENTLEY & BENNETT, 1999]. Die chemische Diversitat der SM wird
durch optionale Domanen fiir die Modifikation der Polyketide geférdert, zu denen unter anderem die
Ketoreduktase (KR), Dehydratase (DH), Enoylreduktase (ER) oder Methyltransferase (MT) gezdhlt
werden [CAMPBELL und VEDERAS, 2010; SMITH et al., 1990b; KELLER et al., 2005].

Eine unter kommerziellen Gesichtspunkten betrachtete wichtige Gruppe der Polyketide des pilzlichen
Sekundarmetabolismus sind die Statine, welche als Cholesterinsenker vermarktet werden [REA, 2008].
Lovastatin (Abb.: 1) wurde von Aspergillus terreus isoliert. Die Synthese erfolgt Gber die beiden PKS
LovB und LovF. Bei der Lovastatin-Synthese wird die nicht funktionelle ER-Domane von LovB mittels
einer trans-wirkenden ER LovC kompensiert [HUTCHINSON et al., 2000]. Der Wirkmechanismus von
Statinen beruht auf der kompetitiven Hemmung der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A
Reduktase (HMG-CoA Reduktase). Das Enzym katalysiert die Konversion von HMG-CoA zu Mevalonat,
welches unter anderem ein essenzielles Carboxylat fiir die Synthese des Polyketid Cholesterol ist

[ALBERTS, 1998; MANZONI & ROLLINI, 2002].

Nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS)

Eine weitere wichtige Gruppe des pilzlichen Sekundarmetabolismus bilden die nichtribosomalen
Peptide (NRP). Nichtribosomale Peptidsynthetasen (NPRS) sind multifunktionelle und multimodulare
Enzymkomplexe, welche kurzkettige Oligopeptide unabhangig von Ribosomen synthetisieren. Neben
proteinogenen und nicht proteinogenen Aminosauren (D- und L-Formen) kénnen auch Fettsduren
sowie a-Hydroxycarbonsduren als Bausteine verwendet werden [STRIEKER etal., 2010;
FINKING & MARAHIEL, 2004]. Das jeweilige Substrat wird von der Adenylierungsdoméne (A) erkannt und
ATP-abhéngig als Aminoacyl-AMP aktiviert [STRIEKER et al., 2010]. Nachfolgend wird das Aminoacyl von
der Peptid-Acyl-Carrier-Doméne (T oder PCP) (ber eine Thioesterbindung an die
Kondensationsdomane (C) Ubertragen, an der die Bildung der Peptidbindung stattfindet

[FINKING & MARAHIEL, 2004]. Mittels einer Phosphopantetheinyltransferase (PPTase) wird die



T-Domane posttranslational an einem konservierten Serinrest modifiziert. Die aktivierte Aminosaure
kann an das 4'-Phosphopantetheinyl (PPT) gebunden werden [LINNE & MARAHIEL, 2000]. Neben der
minimalen Domanenstruktur (A, T/PCP und C) einer NRPS kdnnen optional weitere Domanen an der
NRP-Synthese beteiligt sein. Dazu werden unter anderem die Thioesterase-Domane (TE) fir die
Spaltung oder Zyklisierung des finalen Peptids, die Reduktase-Domane (R) fir die Reduktion des finalen
Peptids, die Zyklisierungs-Domane (Cy) fiir die Modifikation von Serinen, Threoninen sowie Cysteinen
und die N-Methylierungs-Doméane (NM) fir Methylierungen gezahlt [SCHWARZER et al., 1997; CONTI
et al.,1997]. Aufgrund der potenziellen Kombinationen der iterativen Modulabfolge konne NRPS-Gene
bis zu 63 kb grof sein und dessen korrespondierende Enzyme in Verbindung mit anderen
Megasynthetasen einige der grofiten Komplexe innerhalb der Zelle bilden [STRAIGHT et al., 2007].
Nicht wenige NRP finden aufgrund herausragender pharmakokinetischer Eigenschaften Anwendung in
der Medizin. Neben den NRPS-abgeleiteten R-Lactam Antibiotika Penicillin und Cephalosporin
[HOFFMEISTER & KELLER, 2007] ist das immunsuppressive zyklische Peptid Cyclosporin A zu nennen.
Cyclosporin wird unter anderem vom Beauveria nivea und Fusarium solani synthetisiert. Durch die
abschwachende Wirkung der humanen Immunantwort wird es haufig nach Organ-Transplantationen

eingesetzt, um GewebsabstoRungen vorzubeugen [LAWEN & ZOCHER, 1990; SUGIURA et al., 1999].

1.3 Nichtribosomale Peptidsynthetasen-like (NRPS-like) Enzyme

Im Gegensatz zur minimalen Domanenarchitektur einer NRPS, bestehend aus dem A-T-C Setup
[KEATING et al., 2001], sind NRPS-like Enzyme ausschlieBlich monomodular nach dem A-T-X Setup
aufgebaut. Demnach werden NRPS-like Enzyme, entsprechend der Freisetzung der Produkte, in
reduzierend (A-T-R) und nicht reduzierend (A-T-TE) kategorisiert. Im Gegensatz zu kanonischen NRPS
beinhaltet das A-T-X Setup keine Kondensationsdomane, welche fiir die Knlipfung der Peptidbindung
essenziell ist.

Reduzierende NRPS-like Enzyme (A-T-R) zeichnen sich durch eine Substratmodifizierung, ohne
einhergehender Kondensation von Amidbindungen, sowie eine reduktive Freisetzung des Eduktes aus
[KALB et al., 2014; BRANDENBURGER et al., 2016]. So ist beispielsweise die reduzierende NRPS-like StbB
aus Stachybotrys bisbyi mittels Reduktion von llicicolin Sdure B zu llicicolin B an der Biosynthese von
Ascochlorin beteiligt [ARAKI et al., 2019]. Auch an der fiir Pilzen essenziellen L-Lysin-Biosynthese
katalysiert in Penicillium chrysogenum die reduzierende NRPS-like Lys2 die Reduktion von
L-a-Aminoadipinsaure zu L-a-Aminoadipat-6-semialdehyd [KALB et al., 2014].

Alternativ kann als terminierende Doméne eine Thioesterase-Domaéne (A-T-TE) vorliegen, bei der eine
Peptidbildung und -abspaltung ohne Kondensationsdomane katalysiert wird. Die katalysierte Reaktion
einer nicht reduzierenden NRPS-like mit dem A-T-TE Setup ist die Kopplung zweier identischer,
aromatischer a-Ketosauren, welche proteinogen oder chemisch modifiziert werden kdnnen [VAN DuK

et al.,, 2016]. Mittels A-Domane werden aromatische a-Ketosduren aktiviert und direkt tber ein



PPT-Thioester an die T-Domane gebunden. AnschlieBend wird das aktivierte Substrat auf die
TE-Domane Ubertragen. Mit einhergehender Aktivierung einer zweiten identischen a-Ketosdure der
T-Doméane dimerisieren die beiden Monomere, bedingt durch einen nukleophilen Angriff der
gegeniberliegenden Carbonylgruppen, zu einem Molekil mit zyklischer Kernstruktur. Damit

einhergehend wir das Produkt freigesetzt (Abb. 2) [BALIBAR et al., 2007; VAN DuK et al., 2016].
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Abb. 2: Postulierter Biosyntheseweg von Phenguignardic acid (1). Phenylpyruvat Hydrolyse durch ATP aktiviert (1) und in
diesen Zustand von der A-Doméne gebunden (2). Uber die T-Domine wird die aktivierte a-Ketosiure an die TE-Domane
Uberfuihrt und gebunden (3). Nachfolgend kann ein zweites Phenylpyruvat von der A-Domane aktiviert und an die T-Doméne
Ubertragen werden (3). Mittels nukleophilen Angriffs (4) kann anschlieBend der Dioxolanonring (5) synthetisiert werden. Unter
der Abgabe von Wasser wird Phenguignardic acid (1) als Produkt freigesetzt. A = A-Domane (Adenylierungsdomane),
T =T-Doméne (Thiolierungsdomane), TE = TE-Domane (Thioesterasedomane), Ph = Phenylrest/Phenylgruppe (modifiziert nach
SuN et al., 2016).

Zu den bekannten zyklischen Kernstrukturen von nicht reduzierenden NRPS-like Edukten werden die
Terphenylchinone, Furanone sowie Dioxolanone gezahlt (Abb. 3) [GEIB et al., 2016; SUN et al., 2016].
Fir die Biosynthese von Terphenylchinon oder Bis-Indolylchinon erfolgen die
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen der jeweiligen a-Ketosadure Gber die
Claisen-/Dieckmann-Reaktion, gefolgt von der Produktfreisetzung aus der TE-Domane [SCHNEIDER et al.,
2008; WACKLER et al., 2011]. Bei der Furanonbildung hingegen wird eine
Kohlenstoff-Kohlenstoff-a-Bindung der jeweiligen a-Ketosduren {iber eine Aldolkondensation
ausgebildet, gefolgt von einer Lactonisierung Uber eine Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung und der
anschlieRenden Produktfreisetzung von der TE-Domane [WACKLER et al., 2011; PAULY et al., 2014] Die
Dioxolanone-Biosynthese beginnt vermutlich mit einer Enolatbildung an der durch die TE-Domane
fixierten a-Ketosdure. Bei dem darauffolgenden nukleophilen Angriff auf das Carbonylgerist der an

der T-Domane aktivierten a-Ketosdure kommt es zu einer Etherbindung. AnschlieBend katalysiert die



TE-Domane vermutlich die vollstdandige Zyklisierung zu einem Dioxolanonkern und setzt das Produkt

frei [SUN et al., 2016].
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Abb.3: Ubersicht von NRPS-like synthetisierten Sekundirmetaboliten. Dioxolanone Phenguignardicacid (1) von
Guignardia bidwellii;  Furanone  Allantofuranon (14) von  Allantophomopsis lycopodina,  Ralfuranone|(32) von
Ralstonia solanacearum und  Aspulvinon E (17) von Aspergillus terreus;  Bis-Indolylquinon  Terrequinon A (25) von
Aspergillus nidulans; Terphenylquinon Atromoentin (31) von Tapinella panuoides.

Die Strukturvielfalt der NRPS-like korrespondieren Metabolite ergibt sich nicht nur aus den drei
aromatischen a-Ketosduren Phenylpyruvat (PPA), 4-Hydroxyphenylpyruvat (HPPA) sowie
3-Indolpyruvat (IPA), welche in Abhangigkeit der A-Domane der jeweiligen NRPS-like als Substrat
verwendet werden. Neben den Zyklisierungsmustern der Molekulstrukturen, welches durch die
TE-Domanen determiniert sind, gibt es auch noch die Madglichkeit fiir posttranslationale
Modifikationen mittels Tailoring Enzymes. So wird beispielsweise in Aspergillus terreus
Aspulvinon E (17) in den Hyphen mittels der Prenyltransferase AbpB an beiden Hydroxyphenylringen
zu Aspulvinon H (34) prenyliert [GuUO et al., 2015]. Demgegeniber wird Aspulvinon E (17) innerhalb der
Konidien von Aspergillus terreus durch die Tyrosinase TyrP zu Asp-Melanin modifiziert. Bedingt durch
die Pigmentierung der Konidien ergibt sich ein FralRschutz vor der Phagozytose von Amoben [GEIB et al.,
2016].

Eine weitere Moglichkeit die Vielfalt der biosynthetischen Produkte von nicht reduzierenden NRPS-like
Enzymen zu steigern, bietet das gezielte Austauschen der A- und TE-Domanen von bekannten
NRPS-like Enzymen. Das Potential des sogenannten ,domain swapping” fir die Synthese von neuen

Naturstoffen konnte schon vielfach bestatigt werden, sofern die Domanen der NRPS-like Enzyme von



Individuen derselben Gattungen ausgetauscht wurden [VAN DuK et al., 2016; HUHNER et al., 2018; GEIB
et al., 2019; HUHNER et al., 2019]. Unter anderem konnte mittels der Hybrid-NRPS-like PgnA/BtyA
Phenylbutyrolacton lla [vAN DuK et al., 2016] oder den Hybrid-NRPS-like Enzymen AstA/PgnA sowie
AstA/BtyA die Metabolite Indol-Guignardic acid und Indolyl-Butyrolacton synthetisiert werden
[HUHNER et al., 2019]. Ebenso konnte durch die heterologe Koexpression von Tailoring Enzymen in
Kombination mit  NRPS-like  Enzymen mit  Prenyl-Hydroxy-Phenguignardic acid  oder

Methyl-Phenylbutryrolacton lla neue Naturstoffe nachgewiesen werden [VAN DuK et al., 2018].

1.4 Heterologe Expression biosynthetischer Gencluster (BGCs)

Das Interesse an pilzlichen Sekunddrmetaboliten ist in den letzten Jahren infolge der Fortschritte bei
der Genomsequenzierung, den bioinformatischen Algorithmen, der phylogenetischen Erforschung und
einer vielfach vereinfachteren Manipulation des Pilzgenoms sprunghaft angestiegen [KUck et al.,
2014]. Bei der Identifizierung weiterer SM werden jedoch nur langsam Fortschritte erzielt. Griinde
dafir sind unter anderem die vermutet groBe Anzahl an bisher noch nicht identifizierten BGCs oder
eine geringe Expressionsrate und einhergehende niedrige Biosynthese putativer SM. Aufgrund dessen
ist die Entdeckung und der Nachweis neuer SM stark limitiert [NIELSEN et al., 2017]. Neue Erkenntnisse
Uber die transkriptionelle und epigenetische Regulation von BGCs, Mining-Algorithmen sowie
skalierbare Expressionsplattformen haben den Zugang zum chemischen Repertoire der aus Pilzen
gewonnenen SM stark erweitert [KELLER, 2019]. Insbesondere die vollstandige Genomsequenzierung
mit einhergehenden bioinformatischen Analysen haben eine neue Epoche der Erforschung der SM
geschaffen. Dadurch bedingt wurde es beispielsweise ermoglicht potenzielle BGCs mit bisher
unbekannten korrespondierenden Metaboliten zu identifizieren. Bis heute konnten unter anderem
nur 50 % der putativ synthetisierbaren SM von BGCs aus Aspergillus nidulans charakterisiert werden
[NETzKER et al., 2015]. Solche scheinbar stillen BGCs werden vielfach als kryptische oder verwaiste BGCs
bezeichnet [NUTZMANN et al., 2011].

Die Aktivierung von identifizierten BGCs kann sowohl endogen im jeweiligen Mikroorganismus oder
heterolog in einem Wirtsorganismus erfolgen. Dabei ist die endogene Aktivierung weitgehend auf Pilze
beschrankt, deren Genome weitreichend erforscht und zudem die genetische Manipulation etabliert
ist. Dazu werden allen voran Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Penicillium und Pestalotiopsis
Gattungen gezahlt. Die Aktivierung kryptischer Gencluster wird iiberwiegend auf die Uberexpression
von Genen, welche fiir Transkriptionsfaktoren kodieren [KHALID et al., 2018; JANEVSKA et al., 2017], den
Austausch von Promotoren [YEH et al., 2016], die Manipulation globaler regulatorischer Komplexe
[OAKLEY et al., 2017; JIANG et al., 2016], epigenetische Manipulation [WiLLIAMS et al., 2008], chemische
Induktion (z. B. Quorum-Molekiile) [PALONEN et al., 2017] und Ko-Kultivierung [ADNANI et al., 2017]
zurlickgefiihrt. Auch die gezielte Inaktivierung von einzelnen Genen aus einem BGC kann fiir eine

differenzielle Metabolomanalyse verwendet werden, um indirekte Riickschliisse auf die Biosynthese
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von moglichen SM des jeweiligen BGC ziehen zu kénnen [Bok & KELLER, 2004].

Sofern die Pilze von Interesse nicht unter artifiziellen Bedingungen im Labor kultiviert werden kénnen
oder noch keine molekularbiologischen Methoden fiir die genetische Manipulation des Organismus
etabliert wurden, ist die heterologe Expression eine weitere Moglichkeit fiir die Charakterisierung von
SM und deren Biosynthesewegen [ANYAOGU & MORTENSEN, 2015]. Fir die heterologe Expression ist die
Wahl eines passenden Wirtsorganismus essenziell, damit alle benétigten molekularen Mechanismen
fir eine funktionelle Transkription der Gene und Translation der Proteine gewahrleistet werden kann
[DEesAl et al., 2010]. Als eukaryotische Expressionssysteme fiir die heterologe Expression einzelner Gene
oder eines BGC werden am haufigsten die Organismen Saccharomyces cerevisiae oder Aspergillus spp.
ausgewahlt [BILLINGSLEY et al., 2016; HE et al., 2018; YIN et al., 2013]. Das FAC-MS-System
(Fungal Artificial Chromosome-Metabolic Scoring), eine Modifizierung des bakteriellen kiinstlichen
Chromosomensystems konzipiert fiir den Einsatz in filamentdsen Pilzen, kann fiir die heterologe
Expression von lber 50 BGCs verwendet werden. Es konnten 56 BGCs in A. nidulans heterolog
exprimiert und 15 neue Verbindungen identifiziert werden [CLEVENGER et al., 2017]. Ein weiteres
System ist das Hex, welches gut geeignet ist, um in S. cerevisiae BGCs heterolog zu exprimieren. HARVEY

et al. (2018) ist es gelungen, 22 SM aus 41 BGCs nachzuweisen.

1.5 Zielsetzung

Die Erforschung neuer pilzlicher Sekundarmetabolite und deren Wirkmechanismen haben einen hohen
Stellenwert fiir die Okonomie. Es besteht unter anderem ein groRes Interesse darin, neue Angriffsziele
von phytopathogenen Pilzen zu identifizieren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, Erkenntnisse Gber NRPS-like korrespondierende Sekundarmetabolite, im
Speziellen die Dioxolanon-Biosynthese des Ascomyceten Guignardia bidwellii, zu erlangen. Viele
Details der Dioxolanon-Vielfalt sind bisher noch ungeklart. Auch die Erforschung und Identifizierung
von NRPS-like Produkten ist bei weitem noch nicht ausgereizt.

Zum einem sollten die Virulenzfaktoren des Sekundarmetabolismus von G. bidwellii in Anlehnung an
BUCKEL (2013) naher untersucht werden. Es sollte der noch ungekldarte Biosyntheseweg der
verschiedenen Dioxolanon, allen voran von Guignardic acid, adressiert werden. Als heterologes
Expressionssystem sollte dafiir der filamentdse Ascomycet Magnaporthe oryzae ausgewdhlt und
etabliert werden.

Zum anderen sollten bisher unbekannte NRPS-like Enzyme anderer Mikroorganismen identifiziert,
heterolog exprimiert und die Expressionsstamme auf das jeweilige Sekundarmetabolitenspektrum hin
untersucht werden. Fir eine ndhere Charakterisierung der NRPS-like Enzyme und eine gezielte
Synthese neuer NRPS-like korrespondierender Metabolite sollten zudem rekombinante

NRPS-like Enzyme generiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Wasser

Das fiir diese Arbeit ausgewahlte Wasser wurde in zwei unterschiedlichen Reinheitsstufen verwendet.
Das Ansetzen der Kulturmedien, Puffer und Lésungen erfolgte mit entionisiertem Wasser (H;Ogeion;
Seradest SD 2000, SERAL-Reinstwasser-Systeme  GmbH, Ransbach-Baumbach). Die
molekularbiologischen Arbeiten wurden ausschlieflich mit autoklavierten und ultrafiltrierten
Reinstwasser (H2Oue; Milli-Q® Synthesis, Quantum® EX, Q-Gard® 2, Millipore GmbH, Schwalbach)

ausgefihrt.

2.1.2 Chemikalien und Medienbestandteile

Alle nachfolgend aufgefiihrten Chemikalien und Medienbestandteile wurden in p. a. Qualitat von den
folgenden Herstellern bezogen: Bayer CropScience GmbH (Langenfeld), Becton Dickinson GmbH
(Heidelberg), Biozym Scientific GmbH (Oldendorf), Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe), Fresenius Kabi
GmbH (Bad Homburg), Merck KGaA (Darmstadt), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Sigma-Aldrich

Chemie GmbH (Steinheim) und Thermo Fisher Scientific (Frankfurt).

2.1.2.1 Lésungsmittel
Acetonitril (HPLC/MS grade) | Cyclohexan p.a.] DMSO p. a.| Ethanol p.a.| Ethylacetat p. a.|

Isopropanol p. a.| Methanol p. a.| 2-Propanol p. a.| Toluol p. a.

2.1.2.2 Sauren und Laugen

CH3COOH p. a.] HCl p. a. (32 %) | KCl p. a.| NaOH | KOH | TFA (HPLC grade)

2.1.2.3 Antibiotika
Samtliche Antibiotika wurden mit den in Tab. 1 angegeben Losungsmitteln geldst, gegebenenfalls

sterilfiltriert, in 1,5-/2 ml ReaktionsgefaRe aliquotiert und die Stammldsungen bei -20 °C gelagert.

Tab. 1: Stamml6sungen verwendeter Antibiotika.

Antibiotika Losungsmittel Konzentration
Ampicillin H,Oue 100 mg/ml
Glufosinat (Basta®) H>Our 50 mg/ml
Cefotaxim H>0ue 100 mg/ml
Hygromycin H,Oue 100 mg/ml
Kanamycin H>Our 100 mg/ml
Penicillin H>0ue 100 mg/ml
Rifampicin Methanol p. a. 10 mg/ml

Streptomycin H>Our 100 mg/ml
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2.1.2.4 Weitere Chemikalien und Medienkomponente

Acetosyringon (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim) | Agarose (Biozym Scientific GmbH;
Oldendorf) | Bacto Agar™ (Becton Dickinson GmbH; Heidelberg) | Bacto™ Casamino acids (Becton
Dickinson GmbH; Heidelberg) | Bacto™ Pepton (Becton Dickinson GmbH; Heidelberg) | Biotin
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim) | Difco™ Potato Dextrose Broth (Becton Dickinson GmbH;
Heidelberg) | Glukose (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim) | Hefeextrakt (Carl Roth GmbH & Co.;
Karlsruhe) |IPTG (Thermo Fisher Scientific; Frankfurt) | Thiamindichlorid (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH; Steinheim) | Traubensaft (REWE - Bio, rot; A. Dohrn & A. Timm GmbH & Co. KG;
GroRRbeeren OT Diedersdorf) | Tween® 20 (Carl Roth GmbH & Co.; Karlsruhe)

2.1.3 Enzyme und Antikorper

Die nachfolgenden Enzyme wurden fiir molekularbiologische Arbeiten stets gekiihlt und nach

Herstellerangaben verwendet.

DreamTag™ DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific; Frankfurt) | FastDigest®
Restriktionsendonukleasen  (Thermo  Fisher  Scientific;  Frankfurt) | Lyseenzym  von
Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim) | Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Fisher Scientific; Frankfurt) | Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB
(New England Biolabs® Inc.); Ipswich, UK) | RNase A (Carl Roth GmbH & Co.; Karlsruhe) |
SapphireAmp® Fast PCR Master Mix (Takara Bio Europe/Clontech, Frankreich) | Strep-Tag® Il Antibody
HRP Conjugate (IBA Lifesciences/Gottingen) | StrepMAB-Classic HRP (IBA Lifesciences/Gottingen)

2.1.4 Reaktionskits
Die folgenden Reaktionskits wurden fir molekularbiologische Anwendungen verwendet. Es wurde
stets nach Herstellerangaben gearbeitet (Tab. 2).

Tab. 2: Verwendete Reaktionskits.
Reaktionskits Hersteller

GenelET™ Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit Thermo Fisher Scientific; Frankfurt
GenelJET™ Plant Genomic DNA Purification Mini Kit Thermo Fisher Scientific; Frankfurt

GenelET™ Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific; Frankfurt
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit NEB (New England Biolabs® Inc.); Ipswich, UK
RNeasy Micro Kit Qiagen; Venlo, Niederlande

SapphireAmp® Fast PCR Master Mix Takara Bio Europe oder Clontech, Frankreich

2.1.5 Ldsungen und Puffer

Sofern nicht anders angegeben, beziehen sich alle Mengenangaben der Lésungen und Puffer auf ein

Endvolumen von 1 | H;Ogeion.. Des Weiteren wurde der pH-Wert mit HCl bzw. NaOH eingestellt. Nicht
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explizit aufgefiihrte reine Stammlésungen, wurden entsprechend der Konzentrationsangabe in H2Oue

angesetzt und gegebenenfalls zu bereits keimfreien Ansatzen sterilfiltriert zugegeben.

2.1.5.1 Loésungen und Puffer fur die Protoplastierung

Lyse-Puffer: 20 % (w/v) Saccharose | 3 mg/ml Trichoderma harzianum Lyseenzym

PEG-LOsung: 40 % (w/v) Polyethylenglycol 4000 | 4,48 % (w/v) KCI | 0,54 % (w/v) CaCl; |
50 mM Tris-HCl (pH 8)

Saccharose-Losung: 20 % (w/v) Saccharose

STC-Puffer: 18,218 % (w/v) Sorbitol | 11,1 % (w/v) CaCly | 50 mM Tris-HCI (pH 8)

2.1.5.2 Losungen und Puffer fir SDS-PAGE sowie Western-Blot

Acrylamid-L6sung: 40 % Acrylamid

APS-Losung: 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat

PageBlue-Losung: PageBlue™ Protein Staining Solution

PBS-Puffer (pH 7,4): 4 mM KH2PO4 | 16 mM Na;HPO,4 | 115 mM NacCl
PBS-Blocking-Puffer: 3% (w/v) BSA | 0,1 % Tween® 20 | ad. x ml PBS-Puffer (pH 7,4)
PBS-Tween-Puffer: 0,2 % Tween® 20 | ad. x PBS-Puffer (pH 7,4)

Ponceau-Losung: 0,1 % (w/v) Ponceau S | 5 % Essigsaure |

Sammelgelpuffer: 1 M Tris-HCl (pH 6,8)

SDS-Lésung: 10 % (w/v) SDS

SDS-Ladepuffer (5 x; iba): 250 mM Tris-HCl (pH 8) | 25 % Glycerin | 7,5 % (w/v) SDS |

0,025 % (w/v) Bromphenolblau | 12,5 % 2-Mercaptoethanol
SDS-Laufpuffer (10 x; pH 8,3): 1,92 M Glycin | 10 % SDS-Lésung | 3 % (w/v) Tris
Transferpuffer (10 x): 250 mM Tris | 1,92 M Glycin
Trenngelpuffer: 1 M Tris-HCI (pH 8,8)

2.1.5.3 Losungen und Puffer fir Southern-Blot

Antikorperlosung: 1,5 pl Anti-Dioxigenin-AP | ad. 20 ml Blockingpuffer
Blockingpuffer: 2 % (w/v) Magermilchpulver | ad. x ml Maleinsaurepuffer
Denaturierungspuffer: 800 mM NaCl | 400 mM NaOH (Pellets)
Depurinierungslésung: 0,25 M HCI

Detektionspuffer (pH 9,5): 100 mM NaCl | 100 mM Tris

Neutralisationspuffer (pH 7,6): 1,5 M NaCl | 0,5 M Tris

Maleinsdurepuffer (pH 7,5): 100 mM Maleinsdure | 150 mM NacCl

SDS-Lésung (pH 7,2): 10 % (w/v) SDS

SSPE-Puffer (20x, pH 7,4): 20 mM Na;EDTA x 2 H,0 | 3,6 M NaCl | 200 mM NaH,PO4 x H,0
SSPE-Puffer (0,2x) + 0,1% SDS: 0,1 % (w/v) SDS-Losung | 1 % (v/v) SSPE-Puffer (20x)
SSPE-Puffer (2x) + 0,1% SDS: 0,1 % (w/v) SDS-Losung | 10 % (v/v) SSPE-Puffer (20x)
Strippingpuffer: 200 mM NaOH | 1 % SDS

Waschpuffer: 0,5 % Tween® 20

2.1.5.4 Puffer fur die Affinitdtschromatografie

Elutionspuffer (BXT): 50 mM Biotin ad. 50 mL Waschpuffer
Regenerierungspuffer: 10 mM NaOH ad. 10 mL H,O0ue
Waschpuffer (pH 8): 100 mM Tris-HCl | 150 mM NaCl | 1 mM EDTA

2.1.5.5 Weitere Lésungen und Puffer

Acetosyringon-Lésung: 100 mM Acetosyringon ad. 10 ml DMSO
Biotin-L6sung: 0,01 % (w/v) Biotin
Ethidiumbromid-Losung: 5 pg/ml Ethidiumbromid
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K-Puffer: 1,15 M K;HPO4 | 1,15 M KH,PO4

MES-Losung (pH 5,5): 1 M MES-Hydrat

MN-Puffer: 120 mM MgSO4 x 7 H,0 | 150 mM NaCl

MOPS-Glycerin-Puffer: 15 % Glycerin | 1 mM MOPS

Mg?*-Lésung (2 M, pH 6,8-7,0): 1 M MgCl, x 6 H,0 | 1 M MgSOs x 7 H,0

Nitratsalzl6sung (20x): 12 % (w/v) NaNOs | 1,04 % (w/v) KCI | 1,04 % (w/v) MgSO4 x 7 H,0

3,04 % (w/v) KH2PO4
Protein-Extraktions-Puffer (pH 7,5): 8 mM EDTA | 10 mM DTT | 10-15 % Glycerin | 40 mM NaCl, |

200 mM Tris
Spurenelement-L6sung | 7 mM CoCl, x 6 H,O | 6 mM CuSO4 x 5 H,0 | 18 mM FeSO4 x 7 H,0
(X-Trace (1000x)): | 180 mM H3BOs | 25 mM MnCl; x 4 H,O | 135 mM Na;EDTA x 2 H,0

| 6 MM Na;MoO; x 2 H,0 | 80 mM ZnSOs x 7 H,0

Die Spurenelemente-Lésung | wird kurzzeitig auf 50 °C erhitzt, der pH-Wert mit 1 M KOH auf
einen Wert von 6,5 eingestellt und anschlieRend sterilfiltriert und aliquotiert.

Spurenelement-Lésung Il: 0,4 mM CuSO4 x5 H,0 | 0,35 mM FeSO4 x 7 H,0 | 1,6 mM H3BOs
0,6 mM MnSO4 x H,0 | 0,35 mM ZnSO4 x 7 H,0

Die Spurenelemente-Lésung Il wird kurzzeitig auf 50 °C erhitzt, der pH-Wert mit 1 M KOH auf
einen Wert von 6,5 eingestellt und anschlieRend sterilfiltriert und aliquotiert.

TAE-Puffer (salt free) (50x, pH 8,2): 110 mM EDTA | 2 M Tris

Mit CH3COOH p. a. wurde ein pH-Wert von 8,2 eingestellt.
Thiaminchlorid-Losung: 1 % (w/v) Thiaminchlorid Hydrochlorid
2.1.6 Kulturmedien
Die Sterilisation der aufgelisteten Kulturmedien erfolgte mittels Autoklavierens fiir 20 Minuten bei
einer Temperatur von 121 °C und einem Druck von 1,8 bar. Thermolabile Agenzien wurden zuvor im
geeigneten Losungsmittel aufgenommen, sterilfiltriert und nach dem Abkihlen auf 50 °C des
jeweiligen Mediums zugegeben. Fiir die Erstellung von Festmedien wurde vor dem Autoklavieren
2 % (w/v) granulierter Agar zugefugt.
Sofern nicht anders angegeben beziehen sich alle Mengenangaben auf 1 | H;Ogeion.. Fr die Einstellung
des pH-Wertes wurde wahlweise HCl oder NaOH verwendet.
Agrobacterium tumefaciens Induktions-Medium (AIM):
1,0 ml Biotin-Losung (0,01 % (w/v)) | 1 ml CaCl2-Lésung (1 % (w/v)) | 10 ml FeSO4-L6sung (0,01 %
(w/v)) | 5 ml Glukose-Losung (20 % (w/v)) | 10 ml Glycerin-Losung (50 % (w/v)) | 40 ml MES-Losung

(1 M) | 20 ml MN-Puffer | 2,5 ml NH4NOs-Losung (20 % (w/v)) | 0,8 ml K-Puffer | 5 ml
Spurenelement-Losung Il

Samtliche Medienbestandteile des AIM wurden in 100 ml gel6st, steril filtriert und in 900 ml
autoklaviertem H;Ogeion. gelost. Zusatzlich wurde zum gewilinschten Festmedium nach dem
Abkuhlen auf 50 °C 2 ml einer 100 mM Acetosyringon-Losung hinzugegeben.

Komplettmedium (CM; pH 6,5):
Bacto™ Casamino Acids 0,1 % (w/v) | Bacto™ Pepton 0,2 % (w/v) | Glukose 1,0 % (w/v) |
Hefeextrakt Typ 695 0,1 % (w/v) | Nitratsalz-Losung (20x) 50 ml | Spurenelement-Lésung | 1 ml

HMG-Medium (pH 5,5):
Glukose 1,0 % (w/v) | Hefeextrakt 0,4 % (w/v) | Malzextrakt 1,0 % (w/v)
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Lysogeny broth Medium (LB-Medium; pH 7,4):

1,0 % (w/v) Bacto™ Trypton | 0,5 % (w/v) Bacto™ Yeast Extract | 0,5 % (w/v) NaCl

LB + Amp (60 mg/I):

LB-Medium | 0,6 ml Ampicillin-Lésung (100 mg/I)

LB + Kana (30 mg/I):

LB-Medium | 0,3 ml Kanamycin-Losung (100 mg/I)

LB + Rif (60 mg/I):

LB-Medium | 6 ml Rifampicin-Lésung (10 mg/1)

LB + Rif + Kana (60 mg/l; 30 mg/I):

LB-Medium | 6 ml Rifampicin-Lésung (10 mg/l) | 0,3 ml Kanamycin-Lésung (100 mg/I)

Malzextraktmedium (MEM; pH 6,5):
2 % (w/v) Gerstenmalzextrakt | 2 % (w/v) Glukose | 0,1 % (w/v) Pepton

Minimalmedium (MM; pH 6,5):

250 pl Biotin-Lésung (0,01 % (w/v)) | 1,0 % (w/v) Glukose | 50 ml Nitratsalzlosung (20x) |

1,0 ml Spurenelementlésung | | 1,0 ml Thiaminchloridlosung (1 % (w/v))

MM + Cefo + GA + Strep:

MM | 1-2 ml Cefotaxim-Natrium-Losung (350 mg/l) | 100 ul Glufosinat (Basta®)-Losung (50 mg/l) |
1-2 ml Streptomycin-Lésung (200 mg/I)

Oatmeal Medium (OM; pH 6,5):
60 g (w/v) Hafermehl | 12,5 g (w/v) granulierter Agar

Potato dextrose Medium (PDA-Medium; pH 6,5):

2,4 % (w/v) Difco™ Potatoe Dextrose Broth

PDA + Cefo + Hyg + Strep:

PDA-Medium | 1-2 ml Cefotaxim-Natrium-L&sung (350 mg/l) | 3 ml Hygromycin B-L6sung
(100 mg/l) | 1-2 ml Streptomycin-Lésung (200 mg/l)

REG1-Medium:

34 % (w/v) Saccharose | 0,1 % (w/v) Hefeextrakt | 0,1 % (w/v) Casein | 1,5 % (w/v) Agar
REG2-Medium:

34 % (w/v) Saccharose | 0,1 % (w/v) Hefeextrakt | 0,1 % (w/v) Casein | 0,7 % (w/v) low melting Agar

SOC-Medium:
SOC-Outgrowth-Medium (NEW England BioLabs®)

Traubensaftmedium | (TSMI; pH 6,5):

200 ml Traubensaft (REWE Bio, rot)

Traubensaftmedium Il (TSMII; pH 6,5):

200 ml Traubensaft (REWE Bio, rot) | 25 ml Nitratsalzl6sung (20 x)

Traubensaftmedium Il (TSMIII; pH 6,5):

200 ml Traubensaft (REWE Bio, rot) | 25 ml Nitratsalzlésung (20 x)| 0,2 % (w/v) Pepton

TSMIII + Cefo + Hyg + Strep:

TSMIII | 1-2 ml Cefotaxim-Natrium-Losung (350 mg/I) | 0,4 ml Hygromycin B-Losung (100 mg/1) |
1-2 ml Streptomycin-Lésung (200 mg/l)

Traubensaftmedium IV (TSMIV; pH 6,5):

200 ml Traubensaft (REWE Bio, rot) | 25 ml Nitratsalzlésung (20 x)| 0,2 % (w/v) Pepton | 0,1 % CaCOs
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2.1.7 Verwendete Mikroorganismen

2.1.7.1 Prokaryoten

Agrobacterium tumefaciens

Stamm: A. tumefaciens AGL1, (ATCC; Manassas, USA)
Genotyp: AGLO recA::bla pTIPo542deltaT Mop+CbR (LAzO et al., 1991)

Kompetenz:  chemisch kompetent

Resistenz: Rifampicin und Carbenicillin

Escherichia Coli

Stamm: E. coli NEB-10-beta ScEf sowie HiFi (New England Biolabs® Inc.; Ipswich, UK))
Genotyp: A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA AlacX74 galK16 galE15 eld- @80dlacZAM15 recAl

relA1 endA1 nupG rpslL (StrR) rph spoT1 A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
Kompetenz:  elektrokompetent

Resistenz: Streptomycin

2.1.7.2 Eukaryoten

Aspergillus nidulans
Stamm: A. nidulans CBS 112.46 (CBS Fungal Collection; Utrecht, NL)

Der Aspergillus nidulans CBS 112.46 Wildtypstamm (AnWT) wurde fir die Isolierung genomischer DNA
zur Amplifikation gewiinschter DNA-Sequenzen kultiviert. Die Kultivierung von A. nidulans erfolgte mit
einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 12 Stunden, bei stets 26 °C, sowohl auf CM- als auch auf
HMG--und MM-Festmedium (2 % Agar). Fiir die Erstellung einer AnWT-Konidiensuspensin wurde mit
einem sterilen Wattestdbchen ein Konidienabstrich von einer 5 -15 Tage alten A. nidulans
HMG-Plattenkultur entnommen, das Wattestdbchen in sterilen H,Our + 0,01 % Triton X-100 Gberfihrt
und zur Uberfilhrung der Konidien geschiittelt. Im Weiteren wurde die Konidiensuspension kurz
gevortext und anschlielend die Konidiendichte tberpriift sowie im Anschluss auf eine Konzentration

von 5-10 X 10° Konidien/ml eingestellt.
Guignardia bidwellii (anamorph: Phyllosticta ampelicida; HOFFMAN et al., 2002)
Stamm: G. bidwellii CBS 111.645 (CBS Fungal Collection; Utrecht, NL)

Isolate: Gb_9449 | Gb_9450 | Gb_9494 | Gb_9495 | Gb_9680 | Gb_10113 | Gb_10122 |
Gb_10133 | Gb_10134 (DLR-Rheinpfalz, Neustadt an der WeinstraRe)

Sowohl der Guignardia bidwellii CBS 111.645 Stamm als auch die jeweiligen G. bidwellii 1solate wurden

zur lIsolierung und ldentifizierung von Sekundarmetaboliten fermentiert. Des Weiteren wurde das
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Myzel des CBS 111.645 Stammes und des Isolates Gb_9450 sowohl fir eine ATMT sowie die
Protoplasten vermittelte Transformation eingesetzt.

Samtlich G. bidwellii Stamme bzw. Isolate wurden bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8
Stunden, bei wahlweise 22 oder 26 °C, standardmaRig auf TSMI-IV sowie OM-Festmedium (2 % Agar)

kultiviert.
Magnaporthe oryzae (anamorph: Pyricularia oryzae)
Stamm: M. oryzae 70-15 (Fungal Genetics Stock Center; Kansas City, USA)

Der in dieser Arbeit verwendete Magnaporthe oryzae 70.15 Wildtypstamm (MoWT) wurde als
Zielorganismus fir die ATMT genutzt. MoWT wurde als Grundlage fiir einige molekularbiologischen
Arbeiten verwendet, dazu zahlt die Isolierung genomischer DNA bzw. die Isolierung von Proteinen, die
Amplifikation gewinschter DNA-Fragmente sowie die Verwendung als Referenzstamm fir
Western Blot Analysen und analytische Vergleiche der unterschiedlichen Rohextrakte.

Die Kultivierung des Mikroorganismus erfolgte, sofern nicht anders angegeben, stets bei 26 °C, einen
Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 Stunden, wahlweise auf CM- oder MM-Platten (2 % Agar). Zur
Erstellung einer MoWT-Konidiensuspension mit einer Konzentration von 5 X 10° Konidien/ml, z. B. fiir
eine ATMT wurden die Konidien mittels H,Our und einem Glasspatel von einer 11 Tage alte M. oryzae
CM-Plattenkultur dispergiert und nachfolgend durch zweilagiges Miracloth filtriert. AnschlieRend
wurde die Konidiendichte mittels einer Neubauer Zahlkammer bestimmt und gegebenfalls die
Konidiensuspension durch Zugabe von H,0u: verdiinnt oder durch Entnahme des Uberstandes nach

vorherigen zentrifugieren fiir 10 Minuten bei 5000 X g, aufkonzentriert.
Weitere Organismen

Von allen nachfolgenden Organismen wurden ausschlielich Wildtypen (Isolate) fur die Isolierung

genomischer DNA fermentiert (Tab. 3).

Tab. 3: Weitere Organismen, welche fiir molekularbiologische Arbeiten verwendet wurden.

Organismus (Abklirzung) Herkunft
Allantophomopsis lycopodina (Al, IBWF58B-05A) IBWF, Kaiserslautern/Mainz
Anthracophyllum spec. (As) IBWF, Kaiserslautern/Mainz
Aspergillus terreus* (At) IBWF, Kaiserslautern/Mainz
Aspergillus nidulans* (An) IBWF, Kaiserslautern/Mainz
Beauveria felina (Bf) IBWF, Kaiserslautern/Mainz
Evernia prunastri* (Ep) SBiK-F, Frankfurt a. M
Omphalotus olearius (0Oo) IBWF, Kaiserslautern/Mainz
Roesleria subterranea* (Rs, IB-R(1d01-16) IMP/IMW, Mainz

*Diese Organismen wurden nicht selbstandig kultiviert. Die benétigte gDNA wurde zur Verfiigung gestellt.
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Samtliche nachfolgend aufgelisteten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Eurofins

MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert (Reinheitsgrad: HPSF). Fir die weitere Verwendung wurden

die Primer in H,Oyr aufgenommen (100 pmol/ul) und anschlieBend bei -20 °C gelagert.

Tab. 4: Primeroligonukleoctide fiir die Generierung von Grundvektoren. Die Uberhinge der Primeroligonukleotide sind in

Kleinbuchstaben reprasentiert, demgegentiber sind die Nukleotide in GrolRbuchstaben komplementdr zu den Zielsequenzen.

Eingefiigte Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen sind kursiv angegeben.

#Oligoname

Sequenz (5‘ = 3)

#1
#2
#3
#a
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11
#12
#13
#14
#15
#16
#17
#18
#19
#20
#21
#22
#23
#24
#25
#26

#27

#28
#29
#30

#31

#32

pSJ+GFP(HPTII)_fwd
pSJ+GFP(HPTII)_rev
pSJ+GFP(G418)_fwd
pSI+GFP(G418)_rev
pSJ+GFP(BSD)_fwd
pSJ+GFP(BSD)_rev
pSJ+GFP(ILV)_fwd
pSJ+GFP(ILV)_rev
pM_Efla_Fwd
pM_Efla_rev
pM_GFP_NOS_fwd
pM_GFP_NOS_rev
pM_trpC_for
pM_trpc_rev
pPM_HPT_for
pM_HPT_rev
pM_BAR_fwd
pM_BAR_rev
pM_BSD_fwd
pM_BSD_rev
pM_G418_fwd
pM_G418_rev
pM_ILV_fwd
pM_ILV_rev
pM_TSTN_MoEfla_fwd
pM_TSTN_MoEfla_rev

pM_TSTN_GFP_fwd

PM_TSTN_GFP_rev
pM_CTST_GFP_fwd
pM_CTST_GFP_rev

pM_CTST_NOS_fwd

pM_CTST_NOS_rev

tcaaaaagagagcaccaaaccgccacgtgcATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG
tcggecgceagegatcgcatCCATGGCCTCCGCGACCG
atcgcgegeggtgtcatctatgttactagatcgCTGATATTGAAGGAGCATTTITTTG
caatctgatcactgattagtaactaagtttCATCATGCAACATGCATGTAC
atcgtcgacgttCGAAGAAGATGATATTGAAGGAGCACTTTTTGGGC
cgggtcgacgttCCCGGGCTGCAGTCACCATCAACTCATG
ctatgttactagatcgtcgacgttGGGGTCGACGTGCCAACGCC
agtttaaacggccgggtcgacgttGGGTCGACGTGAGAGCATGCAATTC
gtaaacaagatctgtcgacgttcccgggGTCGACTGAGAGCGAGAAAAAAAAAC
tgctcaccatgctagcGGTGGCGGTTTGGTGCTCTC
accaaaccgccaccgctagcATGGTGAGCAAGGGCGAGGA
ccttcaatatcaggatccGATCTAGTAACATAGATGACACCGCGC
tatgttactagatcggatccTGATATTGAAGGAGCATTTTTTG
aggctttttcattcaattgTGGATGCTTGGGTAGAATAG
tacccaagcatccacaattgAATGAAAAAGCCTGAACTCACCG
ggtttacctgcaggtcgacgttctcgagCGTTAACTGGTTCCCGGTCG
ttacctattctacccaagcatccacaattgATGAGCCCAGAACGACGC
taggtttacctgcaggtcgacgttctcgagCTAAATCTCGGTGACGGGC
ctattctacccaagcatccacaattgATGCCTTTGTCTCAAGAAGAATC
tttacctgcaggtcgacgttctcgagTTAGCCCTCCCACACATAAC
cctattctacccaagcatccacaattgATGATTGAACAAGATGGATTGC
gtttacctgcaggtcgacgttctcgagTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG
ttacctattctacccaagcatccacaattgGGGGTCGACGTGCCAACG
taggtttacctgcaggtcgacgttctcgagGGTCGACGTGAGAGCATGC
gtgtaaacaagatctgtcgacgttcCCGGGGTCGACTGAGAGC
tctcgaattgaggatgactccacatcacgtgggtggeggtttggtgcte
accgccacccacgtgatgtggagtcatcctcaattcgagaaaggtggaggttctggeggtggatcgggaggttcagegtggagecaceege
agttcgaaaaaGCTAGCATGGTGAGCAAG

ctgcagccgggeggeegctttactt TTACTTGTACAGCTCGTCC
tcaaaaagagagcaccaaaccgccaccgCTAGCATGGTGAGCAAGG
gatgactccacacgtgCTTGTACAGCTCGTCCATG
agctgtacaagcacgtgtggagtcatcctcaattcgagaaaggtggaggttctggeggtggatcgggaggttcagegtggagecacecge
agttcgaaaaaTAAAGCGGCCGCCCGGCT
ccaaaaaatgctccttcaatatcagGATCCGATCTAGTAACATAGATGACACCGCG

Tab. 5: Primeroligonuklectide zur Generierung der Expressionsvektoren. Die Uberhinge der Primeroligonukleotide sind In

Kleinbuchstaben reprasentiert, demgegeniber sind die Nukleotide in GroRbuchstaben komplementar zu den Zielsequenzen.

#Oligoname Sequenz (5 = 3Y)
#33 GbPKS1_fwd ttatcatcaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagcecacccgcagttcgaaaagTCTACCTCCAGCGAGACTTC
#34 GbPKS1_rev cgatctgcagecgggeggeegetttacttTTACTCTGCATGCCTCTGCC
#35 GbNRPSlikel_fwd tcaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagecacccgcagttcgaaaagTTGGCCAAAAATCTCTCCCAAC
#36 GbNRPSlikel_rev gcegggeggecgctttacttTTAGAGACCGCTCTCCTTGAGAAC
#37 GbNRPSlike2_fwd tcaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagecacccgcagttcgaaaagTTCAGCAGCCTAGCCAAG
#38 GbNRPSlike2_rev gcegggeggeegctttactt TTACACATTCCTCGCCTC
#39 EpPKS02_fwd tcaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagccacccgcagttcgaaaagACACTACCTTCGCTGATTGC
#40 EpPKS02_rev gcegggeggecegetttacttTCAACTCATACCCAACTGAC
#41 EpPKS13_fwd tcaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagcecacccgcagttcgaaaagACTTCTCAAATCTTGCTCTTG
#42 EpPKS13_rev gcegggeggecegctttacttTTACAAGGATGGCTGACTGG
#43 EpPKS23_fwd tcaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagecacccgcagttcgaaaagGCTGAGATGCGCATGTTCCTCTTTG



#44
#45
#46
#a7
#48
#49
#50
#51
#52
#53
#54
#55
#56
#57
#58
#59
#60
#61
#62
#63
#64
#65
#66
#67
#68
#69
#70
#71
#72
#73
#74
#75
#76
#77
#78
#79
#80

#81

#82
#83
#84

#85

#86
#87

#88

#89
#90
#91

#92

#93
#94
#95
#96
#97

EpPKS23_rev
EpPKS13_XzuA_fwd
EpPKS13_TzuC_fwd
AINRPSlikel_fwd
AINRPSlikel_rev
AINRPSlike2_fwd
AINRPSlike2_rev
ANnNRPSlike2_fwd
ANnNRPSlike2_rev
AsNRPSlikel_fwd
AsNRPSlikel_rev
BfNRPSlikel_fwd
BfNRPSlikel_rev
BfNRPSlike2_fwd
BfNRPSlike2_rev
OoNRPSlikel_fwd
OoNRPSlikel_rev
PsNRPSlikel_fwd
PsNRPSlikel_rev
RsNRPSlikel_fwd
RsNRPSlikel_rev
EpNRPSlike1_fwd
EpNRPSlikel_rev
EpNRPSlike2_fwd
EpNRPSlike2_rev
AtAtqA_fwd

AtAtgA_rev

XsNRPSlike_fwd
XsNRPSlike_rev
AnMicA_fwd

AnMicA_rev

AtBtyA_fwd

AtBtyA_rev

AtAtrA_fwd

AtAtrA_rev
AINRPSlike2_A_Domain_fwd
AINRPSlike2_A_Domain_rev_
MelA
melA_T&TE_Domain_fwd_Al
NRPSlike2
melA_T&TE_Domain_rev
melA_A_Domain_fwd
melA_A_Domain_rev_AINRP
Slike2
AINRPSlike2_T&TE_fwd_
MelA
AINRPSlike2_T&TE_rev
AINRPSlike2_A_Domain_rev_
Gb1394
Gb1394_T&TE_Domain_fwd
_AINRPSlike2
Gb1394_T&TE_Domain_rev
Gb1394_A_Domain_fwd
Gb1394_A_Domain_rev_AIN
RPSlike2
AINRPSlike2_T&TE_Domain_
fwd_Gb1394
MicA_T&TE_fwd
AnNpgA_fwd

AnNpgA_rev
GbNRPS-likelTSTN_fwd
GbNRPS-like1TSTN_rev
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geegggeggeegcetttacttTCACGCCAGCGCCTCCCTC

ctacgttgagccaaaaattgttaccataatttgttagat
CGAAAATTCGAATTGTTTCCACGACCACTTGCACGCCGTTCG
aaagagagcaccaaaccgccacatgtggagcecacccgeagttcgaaaagGAGCCCAAGAATCTTTATCAGC
cagcegggeggecegetttacttTCACAACCCCCGATCTTG
aaagagagcaccaaaccgccacatgtggagecacccgcagttcgaaaagGCTCCAAAAACTTTGATAGATC
cagccgggceggecegetttacttCTACAAACCACGTTCTGTAAG
CaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagcecacccgcagttcgaaaagGTAGGCTCAGTGGTTGAGGCGCAC
ctgcagecgggeggeegctttacttCTAAACGCCCCTGCGCCGCA
CcaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagcecacccgcagttcgaaaagGCACCTGTCGCACTCTCCAG
ctgcagccgggeggecegetttactt TTAAGTCCACGAGCCTCCAAG
CcaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagcecacccgcagttcgaaaagGAGGACCATCGGTATTGGAATG
ctgcagecgggeggeegetttacttTCAAAGTCCTCTTGCTCTAAGAGC
CcaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagcecacccgeagttcgaaaagGCACCGCACGCTCTCGAAGC
ctgcagecgggeggeegctttacttAACTCCTCTCTTCTTCATCACCGCC
CaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagcecacccgeagttcgaaaagGCACCTGTCGCAACCTCC
ctgcagcecgggeggeegcetttacttTGCCTCCGAGGTTGGTAATC
CcaaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagecacccgcagttcgaaaagACGTTTACAAATTTAACACTTCTGC
ctgcagecgggeggeegctttacttTCAAATTCCTCTTGCGTCAAG
caaaaagagagcaccaaaccgccacatgtggagecacccgcagttcgaaaagTTATTCCATATCTTGAACCTCCTAGAG
ctgcagccgggeggecegcetttacttTTATAGCACGCTCCGCTTGG
ccacccgceagttcgaaaaagcetagcATGCCTGCTCTCTATGCTG
cggcegctttacttttacttgtacaTTACAACCCTCTCTCTTTTAACAC
ccacccgceagttcgaaaaagctagcATGGCACGATCCATTAGTCTAAC
cggcegctttacttttacttgtacaTCAAAGGCCTCTCTCGCTC
ccacccgcagttcgaaaaagctagcATGACTCGCACGGAGATCC
cggcecegctttacttttacttgtacaCTACACCCCTCGCTCCCTC
cccgcagttcgaaaaagctagcATGTCTGTAAATATAATATATAACGAAC
cggcegctttacttttacttgtacaTTATTTATCCCCCAAGGC
ccacccgceagttcgaaaaagctagcATGGTAGGCTCAGTGGTTGAGG
cggccegctttacttttacttgtacaCTAAACGCCCCTGCGCCG
gcaccaccaccaccaccacgctagcATGACCAAAATTGATTTGATTAACC
gcegggeggecegctttacttgtacaCTACAAACCCCGAGCATC
gcaccaccaccaccaccacgctagcATGTCTTTCAAGAACCTCCAAC
geegggeggecgctttacttgtacaCTAAATTCCCCGTGCTTCC
ccacccgceagttcgaaaaagctagcATGGCTCCAAAAACTTTGATAGATC

tgatcttgctGCGAGAGAGTTTCCCCAAAG

actctctcgcAGCAAGATCAAAGCCGCC
cggccgctttacttttacttgtacaTTACATGCCCCTCTCAGC
ccacccgcagttcgaaaaagctagcATGCAACCAAGCCTTATTCC

ggatcttggcCCGGGAGAGCTTACCCAG

gctctcccggGCCAAGATCCGCACGGCA
gcegctttacttttacttgtacaCTACAAACCACGTTCTGTAAGCAAACC

acttgcgcagCTTGGCGCGAGAGAGTTTC

tcgcgccaagCTGCGCAAGTCGTTCGAG
cggeegctttacttttacttgtacaTCAGAGACCGCTCTCCTTG
ccacccgcagttcgaaaaagctagcATGTTGGCCAAAAATCTCTCCCAAC

ccgtgeggatCTTGGCGCGCGACAGCTT

gcgcgccaagATCCGCACGGCATTCGAG
gctgggaaaaATATCGCACAGCAAGGTGCG
agagcaccaaaccgccaccgATGGTGCAAGACACATCAAG
gcegggeggeegctttacttTCAGCCATCTCTTTGTCTTG
ggagccacccgeagttcgaaaaagctageatgttggccaaaaatctctc
cgggeggceegctttacttttacttttagagaccgctetecttg
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Tab. 6: Primeroligonukleotide fiir einen Promoteraustausch. Die Uberhdnge der Primeroligonuklectide sind In
Kleinbuchstaben reprasentiert, demgegeniber sind die Nukleotide in Grobuchstaben komplementar zu den Zielsequenzen.

#0Oligoname

Sequenz (5‘ 2 3Y)

#98
#93
#94
#95
#96
#97
#89

#99

#100
#101
#102
#103
#104
#105
#106
#107
#108
#109

Albl_Prom_fwd
Albl_Prom_rev
Scytalonoe_Prom_fwd
Scytalonoe_Prom_rev
EtOH1.2_GbNRPSlikel_fwd
EtOH1.2_GbNRPS-likel_rev
EtOH2.2_GbNRPS-
likel_fwd
EtOH2.2_GbNRPS-likel_rev
MSC_PromMaltose_fwd
MSC_PromMaltose_rev
PromMaltose_fwd
PromMaltose_rev
GbNRPS-likel_fwd
GbNRPS-likel_rev
NOSRES_fwd

NOSRES_rev

Flankil_fwd

Flankll_rev

cgtcggattatcatgeccgcaATGCAATGCAGAGGGCGGCAC
tcgagaaagggaagagaaagT TTGATGGTTGTCAGCATGTATTCCTCTAGAG
ttcgtcggattatcatgecgcaATGGAGACTTATGAGCTCTTTTCTCTTTC
gatcgagaaagggaagagaaagGTTGGCGGCTTTTACAAGTTGAAG
gcactcctcgecagacctccccaatacaATGTTGGCCAAAAATCTCTCC
ctgcagccgggeggeegctttactt TTAGAGACCGCTCTCCTTGAG
tgaagcgtgccgtaaagacctagaaATGTTGGCCAAAAATCTCTCCC

ctgcagccgggeggeegetttactt TTAGAGACCGCTCTCCTTGAGAAC
taaacaagatctgtcgacgttcACTGGGTGGATGCGGCGC
agctectegeccttgctcaccatggctagcGGTGTAGATGGATCAAGGGGCTTC
aggatatattgtggtgtaaacaagatctgtcgacgttcACTGGGTGGATGCGGCGC
gtggctccacatgctagcGGTGTAGATGGATCAAGGGGCTTC
ccttgatccatctacaccgctagcATGTGGAGCCACCCGCAG
gcggecegctttaactagtTTAGAGACCGCTCTCCTTGAGAAC
aaggagagcggtctctaaactagtTAAAGCGGCCGCCCGGCT
caaagaacctcgacctcaCTCGAGCGTTAACTGGTTCCCGG
aaccagttaacgctcgagTGAGGTCGAGGTTCTTTG
tcttttctcttaggtttacctgcaggtcgacgttcGGAAGAAGACCGATTCAC

Tab. 7: Primeroligonukleotide fiir die Sequenzierungen.

#Oligoname Sequenz (5 = 37)
#110 Seq_NOS_rev CGGCAACAGGATTCAAT
#111 Seq_Efla_fwd CTGAAATCATCCGCATTTC
#112 Seq_GbNRPSlikel_fwd CTCGACCACTTGCACAC
#113 Seq_GbNRPSlikel_rev  TGACGTCGTTGATGCCG
#114 Seq_GbNRPSlike2_fwd ~ ACTTGCACGCTGTGTAC
#115 Seq_GbNRPSlike2_rev  AGCAAGGAATAGAGCCATC
#116 Seq_GbPKS1_fwd_1 CTGTTTACTGCGGATCCT
#117 Seq_GbPKS1_fwd_2 CTAAGGCTGGAGATCCGA
#118 Seq_GbPKS1_fwd_3 GAGCTTATCCAGAGCATGA
#119 Seq_GbPKS1_fwd_4 CTGGCGATGAAGATGCA
#120 Seq_GbPKS1_fwd_5 GCTCGATCTGCCAACCT
#121 Seq_GbPKS1_fwd_6 GTGATGCATTCTACAGGCA
#122 Seq_GbPKS1_fwd_7 GATCTCTTTGCGCACCAGT
#123 Seq_GbPKS1_fwd_8 GTGTGGCTTACACATGGA
#124 Seq_GbPKS1_fwd_9 CAAGGTCAATCCCGACGA
#125 Seq_GbPKS1_fwd_10  GCGTTGACCTCATCACT
#126 Seq_GbPKS1 fwd_11  GAACGTTCAACCTCCACA
#127 Seq_GbPKS1 fwd_12  CTGTTATGGCTACTCCAGT
#128 Seq_GbPKS1 fwd_13  GACCTGTCGAGCCAACA
#129 Seq_GbPKS1 fwd_14  GACCTGGAGGATGTGACA
#130 Seq_GbPKS1_fwd_15  GAACAGAGTGTCTTGACCA
#131 Seq_GbPKS1_fwd_16 ~ GCACGCTGCAGAGAGAT
#132 Seq_GbPKS1_fwd_17  GTTGGAGGAGCTCAGGT
#133 Seq_GbPKS1_fwd_18  CTCGGAGAGAACGAGCT
#134 Seq_GbPKS1 fwd_19  CGAGGAGTTCTCAGCAA
#135 Seq_GbPKS1_fwd_20  CTGGGACATCGACTTCGT

2.1.9 Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren zur Generierung von ,loss-of-function“~-Mutanten und

Expressionsstaimmen basieren auf den bindren pCAMBIA Plasmiden (CAMBIA, Canberra, Australien,

www.cambia.org) und kénnen fir die Agrobacterium tumefaciens vermittelte Transformation von
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Pilzen eingesetzt werden.

Als bindrer Vektor kann dieser sowohl in Agrobacterium tumefaciens als auch in Escherichia coli
repliziert werden. Fir die Selektion der bakteriellen Transformanten beinhalten die Vektoren das
Kanamycin Resistenzgen (Aminoglykosid Phosphotransferase). Wahrend der ATMT werden die
DNA-Fragmente, welche zwischen den left- und right-border Grenzsequenzen (T-DNA Region) der
Vektoren lokalisiert sind, in das Wirtsgenom integriert. Weiterhin beinhalten die Basisvektoren
pCAMB-HPT, #p1 pSl+basic(HPT) und #p2 pSJ+GFP(HPT) eine eukaryotische Resistenzkassette,
bestehend aus dem Hygromycin B Phosphotransferase-Resistenzgen (HPT) und einem

vorgeschalteten trpC-Promoter aus Aspergillus nidulans.

Fir die Erstellung des Grundvektors #p3 pSJ+GFP(HPTII) wurde der bereitgestellte #p2 pSJ+GFP(HPT)
[BOHNERT et al., 2019], basierend auf den pPZP600-Vektorriickrat, mit den Restriktionsenzyen Pmel
und  Ncol restringiert und die  HPT-Resistenzkassette  sowie die eGFP- und
NOS-terminator-DNA-Sequenz entfernt. Mittels PCR und nachfolgendem Gibson Assembly sind sowohl
die Sequenzen des eGFP (enhanced green fluorescent protein), des nachgeschalteten NOS-terminators
(Nopaline Synthase Terminator), der HPT-Resistenzkassette sowie dem durch die Restriktionsenzyen
Pmel und Ncol geoffneten pSJ+GFP(HPT) Backbone assembliert worden. Im Unterschied zu dem
#p2 pSJ+GFP(HPT) Vektor ist im #p3 pSJ+GFP(HPTII) Vektor die Ncol Schnittstelle zwischen dem
EF1prom und eGFP durch Pmll ersetzt worden. Dadurch kann mittels der Restriktionsenzyme Pmll und
BsrGl die eGFP-Sequenz entfernt und durch die codierende Sequenz des zu exprimierenden Gens von

Interesse ersetzt werden (Tab. 8).

Die Ubrigen Grundvektoren #p5 pSJ+GFP(G418), #p6 pSJ+GFP(G418ll), #p7 pSJ+GFP(BSD) und
#p8 pSJ+GFP(ILV) basieren auf dem #p3 pSJ+GFP(HPTII). Der #p3 pSJ+GFP(HPTII) ist mittels dem
Restriktionsenzym Hpal geéffnet und die HPT-Resistenzkassette entfernt worden. Der generierte
Backbone konnte nachfolgend fir die Assemblierung mit den zuvor entsprechend amplifizierten
Resistenzkassetten G418res (Aminoglykosid-Phosphotransferase (APT) + trpC-Promoter), BSDres
(Blasticidin-S-Deaminase + trpC-Promoter) und ILVres (Acetolactat Synthase + trpC-Promoter)
verwendet werden. Als PCR-template fiir die eingesetzten Resistenzkassetten wurden die
urspringlichen pCAMBIA Vektoren (pCAMB-BAR und pCAMB-ILV; IBWF, Kaiserslautern/Mainz) sowie
(G418 und BSD; Addgene, USA) verwendet.
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Tab. 8: Vektoren zur Generierung von ,loss-of-function-Mutanten und Expressionsstimmen. Kana = Aminoglykosid
Phosphotransferase; HYG = Hygromycin B Phosphotransferase-Resistenzgen; BAR = Bialaphos Resistenzgen/ Phosphinothricin-
Acetyl-Transferase G418 = Aminoglykosid-Phosphotransferase; BSD = Blasticidin-S-Deaminase; ILV = Acetolactat Synthase.

Plasmid GroRe (bp) Resistenzgene Verweis

#p1 pSJ+basic(HPT)* 5923 Kana; HPT IBWF (Kaiserlauter/Mainz)
#p2 pSJ+GFP(HPT)* 8241 Kana; HPT IBWF (Kaiserlauter/Mainz)
#p3 pSJ+GFP(HPTII) 8241 Kana; HPT diese Arbeit

#p4 pSJ+GFP(BAR)* 7756 Kana; BAR IBWF (Kaiserlauter/Mainz)
#p5 pSI+GFP(G418) 8220 Kana; G418 e

#p6 pSI+GFP(G418I1) 7838 Kana; G418 e

#p7 pSJ+GFP(BSD) 7696 Kana; BSD diese Arbeit

#p8 pSJ+GFP(ILV) 9659 Kana; ILV diese Arbeit

*wurden zur Verfligung gestellt.

Um einen einfacheren Austausch der verschiedenen Gensequenzen der Promotoren, des zu
exprimierenden Genes, der Terminatoren sowie der Resistenzkassette zu erméglichen und somit die
Variabilitdit des Vektorsystem zu erhohen, wurde auf Basis des #pl pSJ+basic(HPT) der
#p9 pM_GFP(HPT) generiert.

Fir die Erstellung des #p9 pM_GFP(HPT) wurde aus dem #p1 pSJ+basic(HPT) die HPT-Resistenzkassette
mittels der Restriktionsendonuklease Sall entfernt und anschlieRend dieser als Backbone fiir den
nachfolgenden Gibson Assembly verwendet. Zusatzlich sind fiir den Gibson Assembly Ansatz die
Gbrigen DNA-Fragmente mittels spezifischer Primer amplifiziert worden, sodass im fertig generierten
#p9 pM_GFP(HPT) zwischen den einzelnen Fragmenten einmalige Restriktionsschnittstellen vorliegen:
BamHlI/Xhol fir die Resistenzkassette (HYGres); Mfel/Xhol fur das Resistenzgen (HYG); BamHI/Mfel fur
dem TrpC-Promoter (Resistenzgen); BsrGl/BamHI fiir den NOS-Terminator (eGFP); Nhel/BsrGl fur das
zu exprimierendes Gen (eGFP) und Xmal/Nhel fir den MoEFla-Promoter des zu exprimierenden
Genes.

Nachfolgend konnte mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Xhol! die Resistenzkassette des
#p9 pM_GFP(HPT) entfernt werden, um mittels Gibson Assembly die zuvor amplifizierten
Resistenzkassetten BARres (#p10 pM_GFP(BAR)), BSDres (#pl2 pM_GFP(BSD)), G418res
(#p11 pM_GFP(G418)) und ILVres (#p13 pM_GFP(ILV)) zu integrieren (Tab. 9). Als PCR-template fiir die

integrierten Resistenzkassetten wurden die Vektoren #p3, #p4, #p5, #p7 und #p8 verwendet.


https://de.wikipedia.org/wiki/Acetyltransferase
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Tab. 9: Grundvektoren fiir die heterologe Expression. Kana = Aminoglykosid Phosphotransferase; HYG = Hygromycin B

Phosphotransferase-Resistenzgen; BAR = Bialaphos Resistenzgen/ Phosphinothricin-Acetyl-Transferase
G418 = Aminoglykosid-Phosphotransferase; BSD = Blasticidin-S-Deaminase; ILV = Acetolactat Synthase.

Plasmid Grofe (bp) Resistenzgene Verweis

#p9 pM_GFP(HPT) 8099 Kana; Hyg diese Arbeit

#p10 pM_GFP(BAR) 7595 Kana; Basta e

#p11 pM_GFP(G418) 7838 Kana; Genetecin e

#p12 pM_GFP(BSD) 7436 Kana; BSD ]

#p13 pM_GFP(ILV) 9866 Kana; ILV ]

Fiir eine putative Aufreinigung der korrespondierenden Proteine der zu exprimierenden Gen-Sequenz
durch eine Affinitditschromatographie mittels Twin-Strep-tag® wurden die entsprechenden
pM Vektoren #pll - #p20 (Tab. 10) generiert. Daflir wurde zundchst mittels der
Restriktionsendonukleasen Nhel und BsrGl die eGFP DNA-Sequenz (,,n-terminal“) bzw. mit Nhel und
BamHI die eGFP und NOSterm DNA-Sequenz (,,C-terminal“) aus dem #p9 pM_GFP(HPT) restringiert.
AnschliefRend wurde die eGFP DNA-Sequenz bzw. die eGFP und NOSterm DNA-Sequenz erneut mit
spezifischen Primern, welche unter anderem die (Twin)-Strep-tag® DNA-Sequenz inklusive
Start-(,,n-terminal”) bzw. Stop-Codon (,,C-terminal”) als Spacer beinhalten, amplifiziert und zusammen
mit dem entsprechenden Backbone fir einen Gibson Assembly verwendet. Aus den resultierenden
Vektoren #p11 pM_TSTN-GFP(HPT) und #p16 pM_GFP-TSTC(HPT) konnte analog zu den generierten
Vektoren #p10 — #p13 mit den Restriktionsendonukleasen Mfel und Xho! die HPT Resistenzkassette
entfernt werden, um mittels Gibson Assembly die zuvor amplifizierten Resistenzkassetten BARres
(#p12 pM_TSTN-GFP(BAR)/#pl7 pM_GFP-TSTC(BAR)), BSDres (#p14 pM_TSTN-GFP(BSD)/#p19
pM_GFP-TSTC(BSD)), G418res (#p13 pM_TSTN-GFP(G418)/#p18 pM_GFP-TSTC(G418)) und ILVres
(#p15 pM_TSTN-GFP(ILV)/#p20 pM_GFP-TSTC(ILV)) zu integrieren (Tab. 10). Fur die

Resistenzkassetten wurden die Vektoren #p3, #p4, #p5, #p7 und #p8 als DNA-Template verwendet.

Tab. 10: Expressionsvektoren mit Twin-Strep-tag®. Kana = Aminoglykosid Phosphotransferase; HYG = Hygromycin B

Phosphotransferase-Resistenzgen; BAR = Bialaphos Resistenzgen/ Phosphinothricin-Acetyl-Transferase
G418 = Aminoglykosid-Phosphotransferase; BSD = Blasticidin-S-Deaminase; ILV = Acetolactat Synthase.

Plasmid GroRe (bp) Resistenzgene Verweis

#p11 pM_TSTN-GFP(HPT) 8198 bp Kana; Hyg e

#p12 pM_TSTN-GFP(BAR) 7694 bp Kana; Basta e

#p13 pM_TSTN-GFP(G418) 7937 bp Kana; Gene e

#p14 pM_TSTN-GFP(BSD) 7535 bp Kana; BSD ]

#p15 pM_TSTN-GFP(ILV) 9965 bp Kana; ILV e

#p16 pM_GFP-TSTC(HPT) 8189 bp Kana; Hyg diese Arbeit

#p17 pM_GFP-TSTC(BAR) 7685 bp Kana; Basta e


https://de.wikipedia.org/wiki/Acetyltransferase
https://de.wikipedia.org/wiki/Acetyltransferase

#p18 pM_GFP-TSTC(G418)
#p19 pM_GFP-TSTC(BSD)
#p20 pM_GFP-TSTC(ILV)

7928 bp
7526 bp
9956 bp

2.1.10 Software und Datenbanken

Kana; Gene
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Kana; BSD

Kana; ILV

Die in dieser Arbeit verwendete Software und Datenbanken sind nachfolgend tabellarisch aufgefiihrt

(Tab. 11).

Tab. 11: Software und Datenbanken.

Software/Datenbank  Beschreibung Anbieter
Bearbeitung von gDNA- A plasmid Editor von M. Wayne Davis
ApE V5 Sequenzen und (https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned
Primerplanung /ape/)
. National Center for Biotechnology
Sequenz-Vergleiche . .
BLAST (Alignment) information, Bethesda (USA)
i
8 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
Protein-Massen Swiss Institute of Bioinformatics
ExPASy .
Kalkulierung (https://www.expasy.org/)
5 Vereleich IBWF, Kaiserslautern/Mainz
equenz-Vergleiche
Gbrowse ; & (unveroffentlicht; Software-link:

Image Lab™

LabSolutions

LCsolutions

NEBuilder® Assembly
Tool

SnapGene® Viewer

Tm-Calculator

Unipro UGENE

(Alignment)

SDS-/Agarose-Gel
Dokumentation
Darstellung und
Auswertung von HPLC-
Chromatogrammen
Darstellung und
Auswertung von HPLC-
Chromatogrammen
Planung eines Gibson
Assembly
Visualisierung von
Vektorkarten
Bestimmung der

Annealing-Temperaturen

Auswertung von
Sequenzierungen/
Bearbeitung von Protein
Sequenzen

http://gmod.org/wiki/GBrowse)

Bio-Rad, Munchen

Shimadzu Corp., Kyoto (Japan)

Shimadzu Corp., Kyoto (Japan)

New England Biolabs® Inc., Beverly, (USA)

GSL Biotech, Chicago (USA)

New England Biolabs® Inc., Beverly, (USA)

Unipro UGENE V. 36, Novosibirsk (Russland)
(http://ugene.net/)
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Prdparation von Nukleinsduren

2.2.1.1 Isolierung genomischer DNA und RNA aus Pilzen

Die Isolierung genomischer DNA von Allantophomopsis lycopodina, Aspergillus nidulans und
Magnaporthe oryzae erfolgte ausgehend von 4-5 Tage alten 50 ml CM Flissigkulturen in 100 ml
Erlenmeyerkolben bei 26 °C und 120 rpm. Demgegenliber wurden von Anthracophyllum spec.,
Beauveria felina, Guignardia bidwellii und Omphalotus olearius 50 ml HMG/MEM Vorkulturen in
100 ml Erlenmeyerkolben fiir 7 Tage bei 26 °C und 120 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde die
Kulturbriihe steril fir 1 Minute mit einem Stabmixer (ESGE Zauberstab P 350 Profi; Harotec GmbH,
Berlin) piriert und in einen 500 ml Erlenmeyerkolben mit 200 ml HMG {berflihrt. Die weitere

Inkubation erfolgte fiir 5-10 Tage bei 26 °C und 120 rpm.

Mit Beendigung der Fermentation, sofern die freie Glukose fast aufgebraucht war (> ,0“), wurde die
Kulturbriihe mittels einer Vakuumflasche und einem Blichnertrichter Gber ein Filterpapier abfiltriert.
Das separierte Pilzmycel wurde direkt in flissigen Stickstoff schockgefroren und anschlieRend fiir 1 Tag
lyophilisert (Gefriertrockner Gamma 1 - 20, Christ, Osterode am Harz). Im Anschluss der Lyophilisation
wurde das getrocknete Mycel unter flissigen Stickstoff zu einem feinen Pulver gemdérsert. Flr die
gDNA-Isolierung wurde das GeneJET'™™ Plant Genomic DNA Purification Mini Kit nach
Herstellerangaben verwendet. Die Lagerung genomischer DNA sowie des lyophilisierten Mycels
erfolgte stets bei -20 °C. Fiir die Isolierung von RNA (G. bidwellii) wurde das RNeasy Micro Kit stets
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Lagerung der RNA erfolgte stets bis zur Anwendung bei

-80 °C.

2.2.1.2 Isolierung von Plasmidarer DNA aus Escherichia coli

Zur Isolierung plasmiddrer-DNA aus E. coli wurden 5 ml Kulturen des entsprechenden
LB-Selektionsmedium mit einer Einzelkolonie beimpf und Gber Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA fiir praparative Zwecke mit dem
Gene-JET™ Plasmid Miniprep Kit von Thermo Fisher Scientific. Die Priparation wurde nach

Herstellerangaben durchgefiihrt und anschlieRend die isolierten Plasmide bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.1.3 Konzentrations- und Qualitdtsbestimmung der isolierten Nukleinsduren

Die Konzentrations- und Qualitatsbestimmung der Nukleinsdure-Praparate wurde photometrisch mit
dem NanoDrop Lite Spectrometer (Thermo Fisher Scientific) stets nach Angaben des Herstellers
bestimmt. Dabei wird die Extinktion bei A = 260 nm als MaR fur die Konzentration von Nukleinsauren
verwendet. Des Weiteren wird die Reinheit aus dem Quotienten der Optischen Dichte von OD2e0/OD230

ermittelt.
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2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifikation von Zielgensequenzen auf Basis von
gDNA und plasmidarer-DNA verwendet. Dazu wurde der S1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad) verwendet.
In Abhangigkeit von analytischen beziehungsweise praparativen Zwecken wurden verschiedenen

Polymerasen verwendet.

2.2.2.1 PCR mit der DreamTaq"™ DNA-Polymerase

Die DreamTag™ DNA-Polymerase wurde ausschlieRlich fir die Erstellung von DIG-markierter
DNA-Sonden verwendet. Als template-DNA wurde der zuvor generierte Expressions- bzw.
Geninaktivierungs-Vektor eingesetzt. Die spezifischen Annealing-Temperaturen wurden mit dem

TM-Calculator berechnet.

PCR-Reaktionsansatz mit DreamTag™ DNA-Polymerase

DreamTaq™ Puffer (10 x) 5 ul

DMSO 1l

dNTPs (10 mM) 1ul

Digoxigenin-11-dUTP (1 nmol/yl) 1,5 ul

forward Primer (5 pmol/ul) 2,5 ul

reverse Primer (5 pmol/pul) 2,5 ul

template-DNA (Vektor) x ul (~10 ng)

DreamTaq™ DNA-Polymerase 0,5 ul

HzOUF ad 50 E|

Tab. 12: PCR-Reaktionsschritte mit der DreamTaq™ DNA-Polymerase. Ta = Annealing-Temperatur; te = Elongationszeit.

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [s] Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 180 1
Denaturierung 95 30
Primer-Annealing (Ta) Tm-5 15 34
Elongation (tg) 72 60 s/kb
Terminale Elongation 72 300 1

2.2.2.2 PCR mit der Phusion™ Hot Start High-Fidelity DNA-Polymerase

Mittels der Phusion™ Hot Start High-Fidelity DNA-Polymerase wurden die fir den Gibson Assembly
bendtigten DNA-Sequenzen amplifiziert. Entsprechend verwendete Primer kdnnen Tabelle 4-6
entnommen werden. Die spezifischen Annealing-Temperaturen wurden mit dem TM-Calculator

berechnet.
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PCR-Reaktionsansatz mit Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase

Phusion™ HF-Buffer (5x) 10 pl

DMSO 1l

dNTPs (10 mM) 1ul

forward Primer (5 pmol/ul) 2,5 ul
reverse Primer (5 pmol/pul) 2,5 ul
template-DNA x ul (~100 ng)
Phusion™ HF DNA-Polymerase 0,5 ul

HzOUF ad 50 |.,:l|

Tab. 13: PCR-Reaktionsschritte mit der Phusion™ Hot Start HF DNA-Polymerase. Ta = Annealing-Temperatur; t¢ =

Elongationszeit.
Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [s] Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 180 1
Denaturierung 10
Primer-Annealing (Ta) 15 34
Elongation (tg) 30 s/kb
Terminale Elongation 600 1

2.2.2.3 PCR mit dem SapphireAmp° Fast PCR Master Mix

Der SapphireAmp® Fast PCR Master Mix wurde zur Durchfiihrung von Screen-PCRs zum Nachweis
putativer Mutanten verwendet. Entsprechend verwendete Primer kénnen Tab 4 -6 entnommen
werden. Die spezifischen Annealing-Temperaturen wurden mit dem TM-Calculator berechnet.

Standard Screen-PCR-Ansatz mit der SapphireAmp® DNA-Polymerase
SapphireAmp° Fast PCR Master Mix (2x Premix) 12,5 ul

forward Primer (5 pmol/pl) 1,25 pl

reverse Primer (5 pmol/ul) 1,25 ul

template-DNA x I (~100 ng)

H,0ur ad 25 ul

Tab. 14: PCR-Reaktionsschritte mit der SapphireAmp® DNA-Polymerase. Ta = Annealing-Temperatur; t: = Elongationszeit.

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [s] Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 94 60 1
Denaturierung 98 5
Primer-Annealing (Tx) Tm-5 5 30
Elongation (tg) 72 10 s/kb

2.2.3 Restriktion von Nukleinsdauren und Gelelektrophorese

Die Methoden zur Durchfiihrung der Restriktion und Gelelektrophorese von bakterieller und pilzlicher

DNA basieren allesamt auf die Richtlinien von SAMBROOK und RUSSELL (2001).

2.2.3.1 Restriktion von DNA

Die flr die Restriktion bendtigten Restriktionsendonukleasen und Puffer (New England Biolabs® und

Thermo Fisher Scientific) wurden stets nach Herstellerangaben verwendet.
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Die Inkubation der Ansatze fir analytische Zwecke erfolgte fir 1,5 Stunden bzw. 30 min bei

Verwendung von FastDigest®-Restriktionsenzymen.

Restriktionsansatz fiir analytische Zwecke:

DNA x ul (250 ng)
Enzympuffer (10 x) 2 ul
Restriktionsenzym 1l

HzOUF ad 20 |.,:l|

Die prdparativen Restriktionen fiir die prdparative Zwecke wurden mit 2,5 pg DNA und einer

Inkubationszeit von 4 Stunden durchgefiihrt.

Restriktionsansatz fiir praparative Zwecke:

DNA x ul (2,5 pg)
Enzympuffer (10 x) 5,0 ul
Restriktionsenzym 3ul

HzOUF ad 80 gl

Zur Restriktion fir Southern Blot Analysen wurden 4 - 6 ug pilzlicher DNA eingesetzt und Gber Nacht
inkubiert.

Um unerwiinschte Religationen der restringierten plasmidaren DNA wahrend des Gibson Assembly zu
vermeiden [HEWNITT und MCDONNELL, 2004], wurde der Restriktionsansatz fiir praparative Zwecke
zundchst nach Empfehlungen des Herstellers hitzeinaktiviert. AnschlieRend erfolgte eine 10-minitige
Inkubation bei 37 °C mit 2 ul shrimp alkaline phosphatase (SAP/FastAP; Thermo Fisher Scientific) im
entsprechenden Puffer System zur Dephosphorylierung der freien 5"-Enden. Nachfolgend wurde das

Reaktionsgemisch fir weitere 10 Minuten bei 65 °C hitzeinaktiviert.

Restriktionsansatz fiir Southern Blot Analysen

DNA x ul (4-6 pg)
Enzympuffer (10 x) 6,0 ul
Restriktionsenzym 4l

HzOUF ad 100 gl

2.2.3.2 Gelelektrophorese und Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen (1 %ige Agarose (w/v)
in 1x TAE) erfolgte mit Standardgelkammern (1x TAE; Bio-Rad, Miinchen) bei konstanter Spannung von
80-120 V. Die DNA-Proben wurde mit auf eine einfache Endkonzentration eingestellten Orange
Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) versetzt. Als GréRenreferenz wurden 6 ul GeneRuler™ 1kb
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) zusatzlich auf das Gel mit aufgetragen. Fiir die Detektion der
DNA in den Agarosegelen wurden diese fiir 5 Sekunden in einer Ethidiumbromid-Losung (~5 pg/ml)
gefarbt und nachfolgend fiir 15-30 min in einem Wasserbad (H204eion.) entfarbt. Mittels UV-Licht
(A =365 nm) konnte der DNA-Ethidiumbromid-Komplex angeregt werden und die emittierten
Lichtsignale vom Geldokumentationssystem (Gel Doc™ XR+, Bio-Rad, Miinchen) detektiert und

dokumentiert werden.
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Sofern die DNA-Fragmente fir weiterfilhrende molekularbiologischen Arbeiten bendtigt wurden,
erfolgte die Entnahme der gewiinschten Gelfragmente mittels eines sterilen Skalpells. AnschlieSend
erfolgte die Extraktion der DNA mit dem GeneJET™ Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (Thermo

Fisher Scientific) nach Herstellerangaben.

2.2.4 DNA-Klonierungsmethoden

2.2.4.1 Vektor Generierung mittels Gibson Assembly

GIBSON entwickelte 2009 aus der Klonierungsmethode von Li und ELLEDGE (2007) das Gibson Assembly
Verfahren, welches in Abb. 4 veranschaulicht ist. Im Gegensatz zum klassischen Klonieren erméglicht
die Gibson Assemblierung eine simultane, restriktionsfreie und isotherme Generierung von gréReren
Fragmenten bzw. Vektoren mittels mehrerer einzelner DNA-Fragmenten. Dies wird durch die
gleichzeitige Verwendung einer 5’ -Exonuklease, einer DNA-Polymerase und einer DNA-Ligase erreicht,
welche die Assemblierung von tberlappenden DNA-Molekiilen ermdglichen. Mittels T5-Exonuclease
werden die 5-Enden der DNA-Fragmente so verkirzt, sodass die Uberlappenden 3’-Enden der
jeweiligen Fragmente hybridisieren und durch die DNA-Ligase ligiert werden kénnen. Durch eine
DNA-Polymerase werden potenzielle Liicken der fusionierten DNA-Fragmente geschlossen. Die

hitzelabile T5-Exonuclease wird wahrend der Inkubation bei 50 °C inaktiviert.

Uberhang
5 3
3 5
lExonucIease
5
3’ 3
5
lAnIagerung
5 3
3 " N 5
l Phusion Polymerase + Taq Ligase
5 3
3 5

Abb.4: Prinzip der Gibson Assemblierung. Der Gibson Assembly basiert auf drei enzymatischen Vorgdngen in einer
isothermen Reaktion. Mittels einer Exonuklease werden die 5-Enden (im Bereich der Sequenziiberlappung, hellblau
veranschaulicht) teilweise verkiirzt. AnschlieRend ist eine Ligation der iiberlappenden 3'-Uberhinge der unterschiedlichen
Fragmente maoglich. Durch die Polymerase werden potenzielle Liicken nach der Anlagerung aufgefiillt und die Fragmente zu
einem Doppelstrang verbunden.

Samtliche in dieser Arbeit erwahnten Vektoren wurden mit dem NEBuilder® High-Fidelity DNA Master
Mix (New England Biolabs®) generiert. Die dafiir bendtigten Primer (Tab. 4-6) mit terminalen
Sequenziberlappungen wurden mit dem NEBuilder Assembly Tool (http://nebuilder.neb.com,
New England Biolabs) geplant. Diese wurden zur Amplifikation der Zielsequenzen zusammen mit der
Phusion™ Hot Start High-Fidelity DNA-Polymerase fur eine PCR (2.2.2) verwendet. AnschlieBend

erfolgte sowohl mit den PCR-Amplifikaten, als auch den praparativen Restriktionsansatz zur



30

Generierung des Backbones (2.2.3.1) die gelelektrophoretische Auftrennung und Gelextraktion
(2.2.3.2) der DNA-Fragmente. Der Gibson Assembly erfolgte stets nach Angaben des Herstellers bei
einem FEinsatz von 50 ng Backbone wund ein vierfacher molarer Uberschuss von

Insert-DNA-Fragmenten.

2.2.4.2 Klonierungsstrategien

Die detaillierten Klonierungsstrategien fir die Generierung der Standardvektoren (pl-p8) und
erweiterten Expressionsvektoren (p9-p20) ist im Kapitel 2.2.4.2 ndher aufgefihrt. Es wurde generell
flr die Erstellung samtlicher Expressionsvektoren das bindre Vektorsystem basierend auf dem
#p3 pSJ+GFP(HPTII), #p4 pSJ+GFP(BAR), #p11 pM_TSTN-GFP(HPT) und #p12 pM_TSTN-GFP(BAR) als
Backbone verwendet. Die jeweilige MCS der Konstrukte sind von den left- und right-border
Grenzsequenzen (T-DNA Region) flankiert und kénnen somit fiir eine ATMT verwendet werden. Zur
Generierung der einzelnen Expressionsvektoren, wurde mittels spezifische Restriktionsendonukleasen
die eGFP-Gensequenz entfernt und mit Hilfe des Gibson Assembly das gewtiinschte, zuvor amplifizierte
Gen von Interesse, integriert.

Fir die Identifikation von neuen putativen konstitutiven Promotoren aus und flir Magnaporthe oryzae
wurde aus dem Grundvektor #p4 pSJ+GFP(BAR) neben der eGFP-Reportergensequenz, die
EF1a-Promoter DNS-Sequenz von Magnaporthe oryzae durch ausgewahlte Restriktionsendonukleasen
entfernt. Als neues Reportergen wurde die GbNRPS-likel-Gensequenz aus Guignardia bidwellii
ausgewahlt. Der Vorteil liegt darin, dass durch das korrespondierende Protein GbNRPS-likelp ein leicht
zu isolierender Metabolit synthetisiert wird - Phengugignardic acid. Phengugignardic acid kann im
Gegensatz zu einem Fluoreszenzsignal direkt quantifiziert werden, um dadurch indirekt die
Promoterstirke ermitteln zu koénnen. Als putative Promotersequenz wurden die jeweilige
1000-2000 bp groRe DNS-Sequenz vor dem Startcodon des anhand einer RNA-Seq/Protein-seq
identifizierten Genes amplifiziert und zusammen mit dem Backbone und Reportergen fiir einen

Gibson Assembly verwendet.

2.2.4.3 Sequenzierung von DNA

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Konstrukte wurden von der GATC Biotech AG (K6In) sequenziert
und eigenstdndig mit der Unipro UGENE Software (Russland) ausgewertet. Es wurden samtliche
generierte Expressionsvektoren (Tab. 10) mittels selbst erstellter Sequenzierungsprimer (Tab. 7)

sequenziert.

2.2.5 Transformation von Escherichia coli

2.2.5.1 Herstellung elektro-kompetenter Escherichia coli-Zellen

Zur Erstellung elektro-kompetenter E. coli-Zellen wurden ausgehend von einer NEB®-10-beta

Kryokultur ein Verdiinnungsausstrich auf LB-Agarplatten vorgenommen und diese Giber Nacht bei 37 °C
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inkubiert. Im Weiteren wurde ausgehend von dem Verdiinnungsausstrich eine 5 ml LB-Vorkultur mit
einer Einzelkolonie beimpft und Giber Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurde
die 400 ml LB-Hauptkultur 1 %ig beimpft und bei 37 °C und 120 rpm bis zu einer ODszs von 0,7 - 0,95
kultiviert. Samtliche darauffolgenden Arbeitsschritte sind auf Eis durchgeflihrt worden. Zunachst
erfolgte eine 10-mindtige Zentrifugation bei 4 °C und 8000 rpm. Im nachsten Schritt wurde der
Uberstand verworfen und das resultierende Zellpellet in 100 ml H,Owmq resuspendiert und erneut fiir
10 min zentrifugiert. Die Waschritte wurden zwei weitere Male mit 100 ml Glycerin-Mops-Puffer
wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Zellpellet in 2 ml Glycerin-Mops-Puffer
resuspendiert, zu je 80 ul in 1,5 ml Reaktionsgefalie aliquotiert, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bis zur weiteren Verwendung bei stets -80 °C gelagert.

2.2.5.2 Transformation von elektro-kompetenten Escherichia coli-Zellen

Die Transfektion mittels Elektroporation wurde nach der Methode von DOweRrR et al. (1988)
durchgefiihrt. Dafiir wurden zuerst elektro-kompetente NEB®-10-beta E. coli-Zellen (New England
Biolabs®) kurz auf Eis aufgetaut und zusammen mit 1 - 2 pl des jeweiligen Gibson-Ansatzes (2.2.4.1) in
vorgekiihlte Elektroporationskiivetten (Elektrodenabstand von 1 mm) Uberfihrt. Die Elektroporation
erfolgte mit einem elektrischen Impuls von 25 pF, 1,7 kV und 200 Q fiir 3,5-4,5 ms am
GenePulser Xcell™ Electroporation System (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen). Nachfolgend
wurden direkt 300 pl SOC-Medium zugegeben, die Zellsuspension in 13 ml Réhrchen (PP-Tube)
Gberfiihrt und fir eine Stunde bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde die regenerierte
Zellsuspension steril auf 2 vorgewarmte LB + Kana Agarplatten aufgeteilt, ausplattiert und Gber Nacht

bei 37 °C und 220 rpm inkubiert.

2.2.5.3 Identifikation von Escherichia coli Transformanten

Einzelkolonien, welche auf den Selektionsplatten angewachsen sind (2.2.5.2), wurden mit einer
sterilen Spitze in 5 ml flissigen LB + Kana-Medium (13 ml Réhrchen; PP-Tube) tberfihrt und fir
16 Stunden bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Fiir die weitere Analyse der plasmiddren DNA erfolgte die

Isolierung (2.2.1.2) und deren anschlieBende Restriktionsanalyse (2.2.3).

2.2.6 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

2.2.6.1 Herstellung chemisch-kompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen

Zur Herstellung chemisch-kompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen wurde ausgehend von
einer AGL1-Kryokultur ein Verdiinnungsausstrich auf Selektionsmedium (LB + Rif-Festmedium)
ausgefihrt und dieser fir drei Tage bei 28 °C inkubiert. Im Folgenden wurden mehrere Kolonien zur
Animpfung der 50 ml Ubernacht-Schiittelkultur (LB + Rif) bei 220 rpm und 28 °C verwendet. Am
folgenden Tag wurde die 300 ml LB-Medium Hauptkultur in 1 | Erlenmeyerkolben 5 %ig angeimpft und

bis zu einer ODgyo von 0,5-0,8 kultiviert (28 °C, 225 Rpm). Die Zellsuspensionen wurde nach
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Beendigung der Kultivierung zunachst auf Eis gekihlt und anschliefend bei 4 °C und 4000 Rpm fir
10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 100 ml eiskalter 20 mM CaCl,-L6sung resuspendiert und
ein weiteres Mal fur 10 min zentrifugiert. Zuletzt wurde das Ubrige Zellpellet mit 2,5 ml eiskalter
20 mM CaCl,-Losung resuspendiert, zu je 100 pl Aliquots in 1,5 ml Reaktionsgefdlle Uberfihrt, in

flissigen Stickstoff Schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung stets bei -80 °C gelagert.

2.2.6.2 Transformation von chemisch-kompetenten Agrobacterium tumefaciens-Zellen

Flr die Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation (2.2.6.3) zur Generierung der diversen
Expressionsstamme wurden AGL1 Aliquots fiir ca. 45 Minuten auf Eis aufgetaut und nachfolgend mit
~500 ng DNA des entsprechenden Vektors versetzt. AnschlieRend erfolgte ein flinfminitiger
Hitzeschock bei 37 °C auf dem Thermoschittler™. Unmittelbar danach wurden die Reaktionsgefalie
mit den Zellen wieder auf Eis gekihlt, mit 400 pl SOC- oder LB-Medium versetzt, in 13 ml R6hrchen
(PP-Tube) uberfihrt und 4-6 Stunden bei 225 Rpm und 28 °C inkubiert. Nachfolgend wurde die
Zellsuspension auf zwei vorgewarmte LB+ Rif + Kana-Platten ausplattiert und fir drei Tage im

Inkubationsschrank bei 28 °C inkubiert.

2.2.6.3 Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation (ATMT) von Magnaporthe oryzae

Fiir die Generierung samtlicher in dieser Arbeit aufgefliihrten Magnaporthe oryzae-Expressionsstamme
wurde eine Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation (ATMT) durchgefiihrt. Zu Beginn
der ATMT wurde von den jeweiligen Agarplatten mit angewachsenen AGL1-Transformanten (2.2.6.2)
Abstriche zur Inokulation von 5 m LB + Rif + Kana-Flussigkulturen (13 ml Rohrchen; PP-Tube) verwendet
und diese Uber Nacht bei 28 °C und 225 Rpm inkubiert. Nachfolgend wurden 2 ml der angewachsenen
FlUssigkulturen in ReaktionsgefaRe Gberfihrt und fiir 3 min bei 9000 rpm zentrifugiert. Dass erhaltene
Zellpellet wurde in 750 pl sterilen AIM-Flissigmedium aufgenommen, resuspendiert und die
Zellsuspension zusammen mit weiteren 3,5 ml AIM-Flissigmedium in 13 ml Réhrchen (PP-Tube)
vereinigt. AnschlieBRend wurde der Ansatz fiir 4 - 6 Stunden bei 28 °C und 225 rpm kultiviert. Die
nachfolgende Ko-Inkubation von A. tumefaciens und M. oryza erfolgte in zwei verschiedenen

Varianten.

Variante 1: Sofern Magnaporthe oryzae-Konidien verwendet werden sollten, wurde diese von
einer 7-11 Tage alten M. oryzae CM-Agarplatte abgeschwemmt (2.1.7.2) und auf eine Konidiendichte

von 1 x 10° Konidien/ml eingestellt.

Variante 2: Wenn jedoch die Transformationseffizienz erhoht werden musste oder die
Konidiogenese der benotigten M. oryzae-Stamme zu gering war, wurde Mycel verwendet. Dafiir wurde
zuvor die entsprechende M. oryzae-Kultur in 50 ml CM fiir 4 - 5 Tage bei 26 °C und 120 rpm kultiviert.
Fiir die weitere Aufbereitung wurde die Pilzkultur in ein 50 ml Reaktionsgefal} Uberfiihrt, fir 10 min

bei 9000 rpm zentrifugiert, das Mycelpellet mit 50 ml H,O gewaschen und erneut bei 9000 rpm fir



33

10 min zentrifugiert. Nachfolgend wurde das Mycelpellet in 25 ml H,0 aufgenommen und mit einem

Stabmixer (ESGE Zauberstab P 350 Profi; Harotec GmbH, Berlin) fiir 15 sec mit 15 000 rpm pdriert.

AnschlieBend wurde die Konidiensuspension bzw. die Mycelplreesuspension im 1 : 1 Verhaltnis mit
der AGL1-Zellsuspension gemischt und zu je 400 ul Portionen auf den Rand von Nitrocellulose-Filtern
(NC45 ST, 47 mm, 0,45 um PorengroRe) pipettiert, welche zuvor auf AIM-Agarplatten gelegt wurden.
Nach einer dreiRigminitigen Trocknung der Agarplatten wurden diese fiir 48 Stunden bei 26 - 28 °C
inkubiert. Im Folgenden wurden die bewachsenen Nitrocellulose-Filter auf die entsprechenden
Selektionsplatten (PDA mit 300 pg/ml Hygromycin bzw. PDA mit 300 pg/ml Basta® oder MM mit
50 pg/ml Basta®) umgesetzt und weiterhin bei 28 °C inkubiert. Nach 5-14 Tagen konnten die
potenziellen Transformanten unter sterilen Bedingungen zur doppelten Selektion erneut auf

Selektionsplatten Gberimpft und fir weitere Untersuchungen verwendet werden.

2.2.7 Southern Blot Analyse

Die Uberpriifung der homo- und heterologen Rekombinationsereignisse der in dieser Arbeit
generierten Expressionsstamme wurde mittels Southern Blot Analyse nach SAMBROOK et al., (2001)
durchgefihrt. Samtliche Abweichungen und Verdnderungen des Verfahrens sind nachfolgend

aufgefihrt.

2.2.7.1 lIsolierung und Restriktion genomischer DNA

Genomische DNA (gDNA) der zu untersuchenden Expressionsstimme wurde zunachst isoliert (2.2.1.1)
und 5 pg tber Nacht restringiert (2.2.3.1). Im Weiteren wurden die Proben zur Fallung der gDNA mit
4 VE Isopropanol p. a. versetzt, invertiert und bei -80 °C flir 16 min inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben fiir 1 Stunde bei 4 °C und 13200 Rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet fiir
20 min im Vakuumkonzentrator getrocknet. Nachfolgend wurde das Pellet in 20 ul H,.Omq + 4 pl
Loading Dye aufgenommen und fiir 10 min bei 65 °C im Thermoschittler™ (Fermentas, St. Leon-Rot)
inkubiert und fiir 1 min bei 12 000 rpm zentrifugiert. Der gDNA-Mix wurde zusammen mit dem
DIG-Molecular Weight Marker 1l bzw. VIl (Roche Diagnostic GmbH) auf ein 1 %igen Agarosegel

aufgetragen und bei einer Spannung von 90-140 V gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.3.2).

2.2.7.2 DNA-Transfer

Nach der Gelelektrophorese folgte zuerst die Depurinierung der gDNA fiir 15 min in 0,25 M HCI bei
40 rpm auf einen Orbitalschittler. Im Anschluss wurde das Agarosegel mit H2Ogeion gespult und zweimal
flr 10 min auf dem Orbitalschiittler mittels Denaturierungspuffer inkubiert. AnschlieBend mit H;Ogeion
gesplilt zweimal fir 10 min in Neutralisierungspuffer inkubiert, mit H,Ogeion gespiilt und fiir 5-10 min
in 20 X SSPE &quilibriert. Mittels Kapillarblot nach SOUTHERN (1975) und SAMBROOK und RUSSELL (2001)
erfolgte der Transfer der gDNA auf die Roti® Nylon Plus-Membran (Carl Roth GmbH & Co.).
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2.2.7.3 DNA-Hybridisierung

Nach dem gDNA-Transfer wurde die Membran mit UV-Licht (120 mJ/cm?) zum Cross-Linken exponiert.
Die Membran wurde in eine Hybridisierungsrohre tiberfiihrt und zum Pra-hybridisieren mit 20 ml
Roti®-Hybri-Quick (Carl Roth GmbH & Co.) fiir 30 min bei 65 °C im Hybridisierungsofen inkubiert. Fur
die folgende Hybridisierung wurden 20 ml Hybridisierungspuffer mit den zuvor generiert
DIG-markierten Sonden (-400 ng; 2.2.2.1) versetzt, fiir 5 min bei 95 °C aufgekocht, kurz auf Eis geklhlt
und anschliefend zusammen mit der Transfermembran fir 90 min bei 65 °C im Hybridisierungsofen

inkubiert.

2.2.7.4 Detektionsschritt
Die Membran wurde 2-mal fir 15 min in 2 x SSPE + 0,1 % SDS und 2-mal 0,2 x SSPE + 0,1 % SDS bei

65°C im Hybridisierungsofen gewaschen. Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden im
Hybridisierungsofen bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Membran wurde fiir 1 min in 50 ml
Waschpuffer inkubiert und anschlieBend fiir 30 min (oder langer) in 100 ml Blockingpuffer geblockt.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 1 pl Anti-DIG, Fab Fragments (Roche Diagnostic GmbH) in 10 ml
Blockingpuffer und nachfolgende Inkubation der Membran fiir 30 min. Im Weiteren wurde die
Transfermembran 2-mal fir 10 min mit Waschpuffer gewaschen und zum Schluss fir 3 min mit 20 ml
Detektionspuffer inkubiert.

Fir die eigentliche Detektion wurde 1 ml CSPD-Substrat (Roche Diagnostic GmbH) mit 1 ml
Detektionspuffer gemischt und damit die Membran, eingebettet in einer Kunststofffolie, behandelt.
Das Scannen der Transfermembran erfolgte am Ettan DJGE Imager (GE Healthcare Europe GmbH)
unter Verwendung des Cy®3-Filters. Mit Hilfe der Cyder™ 2D 7.0 Software konnten die Scans

bearbeitet werden.

2.3 Fermentation und Naturstoffanalyse

2.3.1 Fermentation

2.3.1.1 Fermentation in Submerskultur

Magnaporthe oryzae Submerskultur

Fir die Analyse und Identifikationen von Sekunddrmetaboliten wurden die diversen
M. oryzae-Stamme, sofern nicht anders angegeben, in 50 ml CM in 100 ml Erlenmeyerkolben auf einen
Orbitalschittler bei 120 rpm und 26 °C fermentiert. Die Inokulation der Kolben erfolgte ausgehend von
7 - 14 Tage alten Pilzkulturen auf CM-Agarplatten, welche bei 26 °C und einen Hell-Dunkel-Rhythmus
von 16 zu 8 Stunden inkubiert wurden. Sofern die freie Glukose im Nahrmedium aufgebraucht war
(Glukose ,,0“), wurde die Fermentation beendet. Nachfolgend wurde das Mycel aus der Kulturbriihe

mittels einem Blchner-Trichter und einer Vakuum-Saugflasche separiert. Das Kulturfiltrat und
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wahlweise auch das Mycel wurden im weiteren Verlauf aufbereitet (2.3.2) und die erhaltenen

Rohextrakte an der HPLC- sowie HPLC-MS (2.3.3.1) analysiert.

Guignardia bidwellii Submerskultur

Im Falle von G. bidwellii wurde zunachst eine 50 ml TSM-Vorkultur, ausgehend von einer 7 - 21 Tage
alten OM-Kultur (26 °C, Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 h), mit sechs halbierten Mycel-Rondellen
(@ 9 mm) inokuliert und fiir 7 Tage bei 120 rpm und 26 °C fermentiert. Zur weiteren Verwendung
wurde die Vorkultur in ein 50 ml Reaktionsgefal Gberfihrt, flir 10 min bei 9000 rpm zentrifugiert, das
Mycelpellet mit 50 ml H,0 gewaschen und erneut bei 9000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Im Folgenden
wurde das Mycelpellet in 25 ml sterilen H,0 aufgenommen und mit einem Stabmixer (ESGE Zauberstab
P 350 Profi; Harotec GmbH, Berlin) fiir 15 sec mit 15000 rpm pdriert. AnschlieRend wurde die
Mycelsuspension in 1,5 L TSM (2 L Erlenmeyerkolben) gegeben und fiir 4 Wochen bei 120 rpm und 26
°C kultiviert. Begonnen ab den dritten Tag wurden alle 3 Tage 100 ml Tagesprobe entnommen. Die
jeweiligen Kulturbriihe der Tagesproben wurden mittels einem Blichner-Trichter und einer
Vakuum-Saugflasche vom Mycel separiert, zum Rohextrakt aufgearbeitet (2.3.2) und an der

HPLC- sowie HPLC-MS (2.3.3.1) analysiert.

2.3.1.2 Festphasen-Fermentation

Fir die Analyse der Sekundarmetabolite von M. oryzae und G. bidwellii in Festmedien wurden die
entsprechenden Kulturen zuerst auf den gewiinschten Medien (CM/TSM) fiir 5 - 11 Tage bei 26 °C zur
Adaptation an das Medium inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Hauptkultivierung auf dem bereits
zuvor verwendeten Medium (CM/TSM) fir 11 Tage bei 26 °C. Angeimpft wurden die Kulturen mit je
einem Mycel-Rondell mit einem Durchmesser von 9 mm. Nachfolgend wurden pro Petrischale
vier Rondelle (@ 3cm) des mit Mycel bewachsenen Agar ausgestanzt, in ein 50 ml ReaktionsgefaR

Uberfiihrt und fur die anschlieRende Extraktion (2.3.2.2) verwendet.

2.3.2 Herstellung von Rohextrakten

2.3.2.1 Flussig-flussig Extraktion

Das jeweilige Kulturfiltrat wurde fir die fllissig-fllissig Extraktion im Verhaltnis 1 zu 1 mit Ethylacetat
im Scheidetrichter gemischt und extrahiert. Die organische Phase wurde nach 15-30 min zur
Entfernung von Wasserresten durch einen Faltenfilter, befillt mit wasserfreien Na,SO,, in Rundkolben
filtriert und am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C bis zur vollstandigen Trocknung eingedampft
(Blchi R124 Rotary Evaporator, Essen). Fiir die Riicklosung der resultierenden Rohextrakte wurde
wahlweise 1 -2 ml 2-Propanol p. a. bzw. Acetonitril p. a. verwendet und in ein 4 ml Reaktionsgefald
(Supelco, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) Gberfiihrt. Mittels Vakuumzentrifugation wurden

die Extrakte erneut evaporiert und bis zur weiteren Verwendung bei + 4 °C bzw. - 20 °C eingelagert.
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2.3.2.2 Fest-flussig Extraktion

Extraktion aus Mycel

Sofern Mycel hinsichtlich putativ enthaltenen Sekundarmetaboliten analysiert werden sollte, wurde
dies zunachst nach dem Abnutschen lyophilisert (Gefriertrockner Gamma 1 - 20, Christ, Osterode am
Harz). Das lyophiliserte Mycel wurde anschlieBend in ein Becherglas liberfiihrt, mit Methanol p. a.
Uberschichtet (30 % des urspringlichen KF-Volumens) und mittels eines Rihrfisch fir 15 min gemischt.
Analog zur flussig-flissig Extraktion (2.3.2.1) erfolgte eine Filtrierung des Gemisches durch einen mit
wasserfreien  Na,SO, befillten Faltenfilter und die anschlieBende Einengung am
Vakuumrotationsverdampfer (bei 40 °C). Fir die Ricklésung wurden 1 - 2 ml MeOH p. a. verwendet,
nachfolgend in 4 ml ReaktionsgefaRe (Supelco, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) Gberfiihrt,
mittels Vakuumzentrifugation erneut evaporiert und bis zum weiteren Gebrauch bei + 4 °Cbzw. -20 °C

eingelagert.

Extraktion aus bewachsenen Festmedium

Fir die Extraktion von Sekundarmetaboliten aus dem mit Mycel durchwachsenen Agar der
Festphasen-Fermentation (2.3.2.2) sind die mit Agar-Stiicken befiillten 50 ml Reaktionsgefdlle auf
30 ml mit Ethylacetat aufgefiillt worden. Anschliefend erfolgte eine 30-mindtige Inkubation der
gefillten ReaktionsgefaRe auf einem Kipp-/Orbitalschiittler. Nachfolgend ist die Lésung liber einen mit
wasserfreien Na,SO, befiillten Faltenfilter in ein Rundkolben filtriert worden. Die weitere Einengung,

Ricklésung und Aufbereitung der Rohextrakte erfolgte analog zur flissig-flissig Extraktion (2.3.2.1).

2.3.3 Naturstoffanalyse
2.3.3.1 Analytische HPLC

Die Analyse samtlicher in dieser Arbeit generierter Extrakte erfolgten zunachst mittels der
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Dafir wurden die Extrakte zuerst wahlweise mit
Acetonitril p. a. oder Isopropanol p. a. auf ein Endkonzentration von 1 mg/ml (Reinsubstanzen) bzw.
5 mg/ml (Rohextrakte) eingestellt und 250 pl in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberflihrt. AnschlieBend
erfolgte eine 5-minditige Zentrifugation bei 13 000 rpm zur Entfernung von Schwebstoffen. 200 ul des

Uberstandes wurden in ein Auto-Sampler-Glas mit Insert pipettiert.

Zur Analyse der zu untersuchenden Proben wurde ein modulares HPLC-System von Shimadzu
Deutschland GmbH mit folgenden Modulen LC-20AD Prominence LIQUID CHROMATORGAPH,
CTO-20AC Prominence COLUMN OVEN, DGU-20A; Prominence DEGASSER, SIL-20ACyr Prominence
AUTO SAMPLER und CBM-20A Prominence COMMUNICATIONs BUS MODULE in Kombination mit dem
SPD-M20A Prominence DIODE ARRAY DETECTOR verwendet. Eine Reversed Phase SunFire®

C18-Trennsaule (4,6 x 250 mm, 5 um), auf 20 °C temperiert, wurde als stationare Phase verwendet. Als
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mobile Phase flir den bindren Gradienten (G1, G2; Tab. 15) wurden die Elutionsmittel
H2O0ue + 0,1 % Trifluoressigsaure (Eluent A) sowie 100 % Acetonitril (Eluent B) verwendet. Fiir eine
analytische Standard-Messung (G1; Tab. 15) wurde eine Flussrate von 1ml/min und ein
Probenvolumen von 20 ul des zu untersuchenden Extrakts eingestellt. Demgegeniber unterscheiden
sich die Parameter fiir einen chromatographischen Testlauf zur Auftrennung eines Rohextrakts mittels

der praparative HPLC, durchgefiihrt an der analytischen HPLC (G2; Tab. 15).

Tab. 15: Elutionsgradienten der analytischen HPLC.

Zeit [min] Eluent A [ %] Eluent A [ %]
0 99 1
Gradient 1 (G1) 20 0 100
Flussrate: 1 ml/min 24 0 100
25 99 1
30 99 1
0 99 1
20 50 50
Gradient 2 (G2) 23 0 100
Flussrate: 0,8 ml/min 25 0 100
26 99 1
31 99 1

2.3.3.2 Analytische HPLC-MS

Fir weiterfiihrende Analysen beziglich der Massen der einzelnen Metabolite und einen moglichen
Abgleich mit einer groBeren Datenbank an Referenzsubstanzen wurden HPLC-MS Messungen von
_ am IBWF (Kaiserslautern/Mainz) durchgefiihrt. Dafiir wurde das HP-LC/MSD-System Series
1100 der Firma Hewlett-Packard verwendet. Die chromatographische Auftrennung erfolgte ebenfalls
mit Hilfe einer Reversed Phase C18-Trennsaule (Superspher 100, 125 x 4 mm, 4 um, Merck) bei 40 °C.
Zur Ermittlung der Masse wurde hierbei wahlweise tber Electrospray lonization (ESI) im full scan- oder
SIM-Mode (Single lon Monitoring-Mode), bei einer Verdampfungstemperatur von 400 °C und einer
Fragmentorspannung von 140V, positiv (4600 V) bzw. negativ ionisiert (5200 V). Als mobile Phase
wurden H,Our + 0,1 % Ameisensdure (Eluent A) und 100 % Acetonitril (Eluent B) in Kombination mit
dem Gradient 3 (G3; Tab. 16) verwendet. Fir die Auswertung der HPLC-MS Daten konnten die Eintrage
der Datenbank des IBWF mit dem Parameter der einzelnen Integrale der Chromatogramme

abgeglichen werden.

Tab. 16: Elutionsgradient der analytischen HPLC-MS.

Zeit [min] Eluent A [ %] Eluent A [ %]
0 99 1
Gradient 3 (G3) 20 0 100
Flussrate: 1 ml/min 24 0 100
25 99 1

2.3.3.3 Praparative HPLC

Die praparative HPLC bestehend aus einem modularen System von Shimadzu Deutschland GmbH mit

den Modulen LC-8A PREPARATIVE LIQUID CHROMATOGRAPH, SCL-10A vp SYSTEM CONTROLLER,
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FRC-10A FRACTION COLECTOR und dem SPD-M10 vp DIODE ARRAY Detektor wurde in Kombination mit
der SunFire® C18 OBD™ Reversed Phase Trennsiule (19x250 mm, 5 um, temperiert auf 20°C) zur
Auftrennung des Rohextraktes verwendet. Dafiir wurde analog zum bindren Gradient 2 (Tab. 15) der
analytischen HPLC der binaren Gradient 4 (G4; Tab. 17) mit H,Oue + 0,1 % Trifluoressigsaure (Eluent A)
und Acetonitril p. a. (Eluent B) und einer Flussrate von 15 ml/min ausgewahlt. Pro Durchlauf konnten
maximal 250 mg gelést in  einem ml Losungsmittel, bestehend zu 80% aus
H,0ur + 0,1 % Trifluoressigsaure und zu 20 % aus Acetonitril p.a., zu je 1 ml Fraktionen fraktioniert
werden. Samtliche Messungen wurden von _ (AG Thines, Mainz) durchgefihrt.
Die einzelnen Fraktionen wurden auf eine Endkonzentration von 5 % Toluol mit 100 %igen Toluol p. a.
versetzt, am Rotationsverdampfer bei 40 °C eingedampft. Rickgelost wurden die putativen
Reinsubstanzen mit Acetoniril p. a. oder 2-Propanol p. a. und in ein 4 ml ReaktionsgefafRe (Supelco,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) tiberfiihrt. Nachfolgend wurde mittels Vakuumzentrifugation

evaporiert und bis zum weiteren Gebrauch bei + 4 °C bzw. - 20 °C eingelagert.

Tab. 17: Elutionsgradient der praparativen HPLC.

Zeit [min] Eluent A [ %] Eluent A [ %]
0 99 1
20 50 50
Gradient 4 (G4) 23 0 100
Flussrate: 15 ml/min 25 0 100
26 99 1
30 99 1

2.3.3.4 Quantifizierung von HPLC-Standards

Zur Quantifizierung der zu bestimmenden Metabolite wurde eine Regressionsgerade unter der
Verwendung der HPLC (2.3.3.1) ermittelt. Die Berechnung der Regressionsgerade erfolgte aus der
Regression von drei gemessen Messpunkten mit bekannter Konzentrationsmenge des jeweiligen
Standards. Anhand derer kann ein linearer Bezug zwischen der Substanzmenge und dem Integral der

Signalintensitat des jeweiligen Metaboliten festgestellt werden.

2.3.3.5 Kernspinresonanzspektroskopie

Die Messungen der Spektren der Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) wurden am Institut fir
Organische Chemie Innerhalb der AG Opatz von _, _ und _
durchgefiihrt. Dafiir wurde 1-5 mg der zu untersuchenden Reinsubstanz (2.3.3.3) getrocknet, in ein
4 ml Reaktionsgefal (Supelco, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) tberfiihrt und abgegeben. Es
wurde das Avanca.lll 600 MHz NMR-Spektrometer, mit einem 5 mm cryo-TCl Probenkopf ausgestattet
(Bruker, Billerica, Massachussetts, USA), verwendet. Die jeweiligen Messungen erfolgten mit
Standardpulssequenzen bei konstant 23 °C. Fiir die Auswertung wurden samtliche Messungen auf die

Lésungsmittelsignale des CDCls referenziert (*H: 7,26 ppm; 3C: 77,16 ppm; FULMER et al., 2016).
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2.3.3.6 Charakterisierung der biologischen Aktivitdt von Reinsubstanzen

Die Charakterisierung der biologischen Aktivitdt von Reinsubstanzen wurde am IBWF
(Kaiserslautern/Mainz) von _ vorgenommen. Dafiir wurde eine 1 ml Lésung mit einer
Konzentration von 10 mg/ml, gelést mit MeOH p. a., Acetonitril p.a. oder 2-Propanol p. a.,
bereitgestellt. Fur die Toxizitatstests an folgenden Organismen wurden Konzentrationsreihen von 0,2,

2,10, 20, 100 und 200 pg/ml verwendet:

Phytotoxizitatstest - Lepidium sativum (Gartenkresse)

Cytotoxizitdtstest - HeLa S3-Zellen (menschliche Epithelzellen eines Gebarmutterhalskrebs)

Bakterizitatstest - Bacillus brevis 99, Micrococcus luteus

Fungizitdtstest - Nematospora corylii, Penicillium notatum

Weiterfihrenden Experimente bezliglich der biologischen Aktivitat von HN1 (13) und einer moglichen

Zytotoxizitdit wurden am  Institut fir  Toxikologie @ der  Universitatsmedizin  der

Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz von _ gemaR SCHWARZENBACH et al.,

2021; DimRI et al., 1995 sowie Hu et al (2021) durchgefiihrt:

SubG1-Assay - VH10-tert Zellen (humane Fibroblasten Zellen)

Annexin V/PI-Assay - VH10-tert Zellen (humane Fibroblasten Zellen)

C1,FDG-Assay - LN229 (Gerhintumorzellen)
CYTO-ID®-Assay - VH10-tert Zellen (humane Fibroblasten Zellen)

2.3.3.7 Phytotoxizitatstest gegen Reis-, Weizen- und Weinblatter

Fir die Bestimmung der Phytotoxizitit wurden die erhaltenen Rohextrakte (2.3.2) sowie
Reinsubstanzen (2.3.3.3) auf ihre phytotoxische Wirkung gegen Reis- (CO 39), Weizen- (cv. Riband) und
Weinpflanzen (Vitis spec.) hin getestet.

Daflr wurden sowohl 10 - 14 Tage alte Weizen- als auch Reisblatter in 3 - 4 cm lange Blattsegmente
geschnitten und mittels 1x1 cm groBen Wasseragarstiicken jeweils vier Segmente pro
Wasseragar + Kinetin (0,2 g/l) mit der Blattoberseite nach oben gelegt und fixiert. Demgegeniber
wurden aus jungen Weinblattern (2 -4 Wochen) Rondelle mit einem Durchmesser von 1 cm
ausgestanzt und je funf auf Platte mit Wasseragar + Kinetin (0,2 g/l) Uberfuhrt. Auf die jeweiligen
Blattsegmente wurde nachfolgend je 9 pl einer 0,2 %igen Gelatineldsung aufgetropft, in denen je 1 ul
der zu testenden Substanzen in variablen Mengen von 5, 10, 25, 50 und 100 pg/ul appliziert wurde.
Eine entsprechende Losungsmittelkontrolle wurde ebenfalls aufgetragen und der Versuch nach

5 -7 Tagen bei RT ausgewertet und photographisch dokumentiert.
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Zellaufschluss von filamentdsen Pilzen

Zur Ernte von viel pilzlicher Biomasse wurden abweichend von (2.3.1.1) 2 L-Kolben ohne Schikane mit
1LCM (Magnaporthe oryzae) bzw. 1 L HMG (Allantophomopsis lycopodina) verwendet. Mit
40 Rondellen (@ = 0,8 cm), ausgehend von Vorkulturen gewachsen auf CM-/HMG-Agar Platten, wurde
inokuliert. Im Gegensatz dazu wurden Guignardia bidwellii-Hauptkulturen wie in (2.3.1.1) beschrieben
inokuliert. Die Fermentation aller Isolate bzw. Stamme erfolgte bei 120 rpm und 26 °C. Mit Beendigung
der Fermentation, sofern die freie Glukose noch nicht vollstdndig aufgebraucht war (> ,0,1“) bzw.
Guignardia bidwellii genug Biomasse aufgebaut hatte, wurde die Kulturbriihe mittels einer
Vakuumflasche und einem Bichnertrichter Gber ein Filterpapier abfiltriert. 100 ml des jeweiligen
Kulturfiltrates wurden mittels fllssig-flissig Extraktion (2.3.2.1) aufbereitet und auf die gewlinschten
Metabolite hin analysiert (2.3.3.1). Der Mycelrest wurde zwei weitere Male mit je 250 ml
Kochsalzlésung vermengt und erneut abgenutscht, nachfolgend direkt in fllssigen Stickstoff
schockgefroren und wahlweise fir 1-3 Tage lyophilisert (Gefriertrockner Gamma 1-20, Christ,
Osterode am Harz) oder direkt mittels flissigen Stickstoffs zu einem feinen Mycelpulver gemorsert.

Nachfolgend wurde das Mycelpulver zur Proteinextraktion (2.4.1) verwendet oder bei -80 °C gelagert.

2.4.2 Proteinextraktion aus pulverisiertem Mycel

Samtliche Schritte der Proteinextraktion aus pulverisiertem Mycel wurden stets bei 4 °C bzw. auf Eis
ausgefuhrt. Zunachst wurde das prédparierte Mycelpulver (2.4.1) im Verhiltnis 1:4 (v/v) mit
Protein-Extraktions-Puffer (PEP) versetzt und mit einem Stabmixer zu einer Suspension vermengt.
Nachfolgend wurde die Proteinsuspension bei 50 000 rpm und 4 °C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert.
Der Uberstand wurde gegebenfalls zusatzlich sterilfiltriert (0,2 um) und konnte direkt fiir einen
in vitro Assay (2.4.7) oder eine Affinitdtschromatographie (2.4.3) verwendet werden. Sofern eine
Lagerung bei -80 °C erfolgte, wurde der Puffer zuvor auf eine Endkonzentration von 20 % Glycerol

eingestellt, aliquotiert und mittels fliissigen Stickstoffs schockgefroren.

2.4.3 Strep-Tactin®XT Affinitatschromatographie

Fir die Reinigung und Aufkonzentrierung der Twin-Strep-tag® fusionierten Proteine dieser Arbeit
wurden Gravity flow colums in Kombination mit Strep-Tactin®XT Superflow als Saulenmatrix,
10x Buffer W und der 10x Buffer BXT von IBA Lifesciences (Gottingen) nach Angaben des Herstellers
verwendet.

Nach dem Equilibrieren der Sdule mit 2 Sdulenvolumen (CV) Buffer W wurde mit der gewlinschten
Menge des Proteinextraktes beladen (10-250 ml), nachfolgend 5-mal mit 1 CV 1x Buffer W gewaschen
und mit 3 CV 1x Buffer BXT eluiert. Regeneriert wurde mit 4 CV frisch angesetzter 10 mM NaOH. Zur

Neutralisation der Sdule wurden 2 x 4 CV 1x Buffer W verwendet. Die gewiinschten Fraktionen wurden
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wahlweise nachfolgend auf eine Konzentration von 20 % Glycerol eingestellt, aliquotiert und mittels
flissigen Stickstoffs schockgefroren oder direkt fiir eine Quantitative Proteinbestimmung (2.4.4), eine

SDS-PAGE (2.4.5) oder fiir einen in vitro Assay (2.4.7) verwendet.

2.4.4 Bradford-Test zur Quantitativen Proteinbestimmung

Auf Basis der Nachweismethode von MARION M. BRADFORD (1976) wurde die photometrische Methode
zur quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration modifiziert und durchgefihrt. Es wurden fir
jede Messungen Eichlésungen mit einer BSA-Konzentration von O, 1, 2,5, 5, 10, 25, 50, 75 und
100 pg/ml verwendet, von denen jeweils je 50 pl in zwei Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte
pipettiert wurden. Des Weiteren wurden je zweimal 50 pl der zu analysierenden Proben unverdiinnt
und verdlinnt im Verhéltnis 1 zu 10 und 1 zu 100 aufgetragen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von
200 pl Roti®-Nanoquant-Losung (Carl Roth GmbH & Co.) pro Well und eine flinfminitige Inkubation
bei Raumtemperatur. Die abschlieBende Messung erfolgte am Spectrophotometer (Microplate
Spectrophotometer Benchmark Plus™, Biorad, Miinchen) bei einer Wellenldnge von 595 nm mittels
Schlusspunktmessung. Aus den Mittelwerten der Eichreihen wurde eine Regressionsgerade erstellt,

anhand derer auf die Proteinkonzentration der Proben geschlossen werden konnte.

2.4.5 SDS-PAGE
Fir die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde die Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE), modifiziert nach LAEMMLI (1970) und NEVILLE (1974),

durchgefihrt.

SDS-Gele
Die verwendeten SDS-Gele wurden ausgehend von den in Tabelle 18 aufgefiihrten Bestandteilen

angefertigt.

Tab. 18: Bestandteile und Zusammensetzung der SDS-Gele.

Sammelgel (4 %) Trenngel (10 %)
H2Ogeion. 1,95 ml 2,425 ml
Sammelgelpuffer 0,5 ml -
Trenngelpuffer - 1,3 ml
Acrylamid (40 %ig) 0,225 ml 1,275 ml
10 % SDS 20l 50 pl
TEMED 2 ul 5 pl
10 % APS 10 pl 25 pl

Probenvorbereitung/SDS-PAGE

Die jeweiligen Proben (2.4) wurden mit 5 x SDS-Ladepuffer so versetzt, dass eine einfache

Endkonzentration erreicht wurde. Nachfolgend wurden die Proben fir 10 Minuten bei 98 °C im
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Heizblock inkubiert. Fiir die SDS-PAGE wurde das Mini PROTEAN™ Kammer System von Biorad
(Miinchen) mit 1x SDS-Laufpuffer verwendet. AnschlieBend wurden die SDS-Gele mit maximal 25 pl
der jeweiligen Proben und 1 pl Molekulargewichtsmarker PageRuler™ Prestained Protein Ladder von
Fermentas (St. Leon-Rot) als Referenz beladen. Die Auftrennung erfolgte mit 25 mA/Gel und
90-200 mV. Im Anschluss konnten die Gele fiir einen Western Blot oder eine Farbung mit der
Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers verwendet werden. Die Dokumentation der gefarbten Gele erfolgte mit dem

Geldokumentationssystem Gel Doc™ XR+ von Bio-Rad (Miinchen).

2.4.6 Western-Blot

2.4.6.1 Elektrotransfer

Der Elektrotransfer der Proteine aus dem Gel auf die PVDF-Membran (Bio-Rad, Miinchen) erfolgte mit
dem Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, Trans-Blote Turbo™ Transfer System von Bio-Rad

(Minchen) nach Angaben des Herstellers.

2.4.6.2 Antikorper

Die Inkubation samtlicher folgenden Arbeitsschritte erfolgte stets auf einem Kippschuttler. Zunachst
wurde die Membran zur Uberpriifung des Proteintransfers fiir 10 min in 20 ml Ponceau-Rot inkubiert
und anschliefend fiir 5 min mit H2Oqeion. gewaschen. Nachfolgend wurde die Membran fiir 1 h bei RT
oder Uber Nacht bei 4 °C in 20 ml PBS-Blocking-Puffer inkubiert. Des Weiteren wurde die Membran je
3 x mit 20 ml PBS-Tween Puffer fiir je 5 min bei RT gewaschen. Die Inkubation der Membran mit 0,5 pl
StrepMAB horse radisch peroxidase conjugate (IBA Lifesciences, Gottingen) Antikorper, gelost in 10 ml
PBS-Tween Puffer, folgte flir 60 min mit der Membran bei RT. Abschliefend wurde die Membran

zweimal mit PBS-Tween Puffer fiir je 1 min waschen und 2 x mit PBS-Puffer fiir je 1 min gewaschen.

2.4.6.3 Detektion und Entwicklung

Fir die Detektion wurden je 150 pl des HRP Chemiluminescent Substrates (IBA Lifesciences, Gottingen)
in einem Eppi vorgemischt und , Blasen-frei” auf der Membran verteilt, fiir 5 min bei RT inkubiert und
Uberschiissige  FlUssigkeit — mittels  Galsspatel  abgerolit. Die  Dokumentation  der
Chemolumineszenzreaktion erfolgte mit dem Dokumentationssystem Ettan DIJGE Imager

(GE Healthcare Europe GmbH).

2.4.7 Invitro Assay

Zur Uberpriifung der Enzymaktivitat wurden in vitro Assays sowohl mit aufgereinigtem Protein (2.4.3)
als auch mit frischer Proteinsuspension (2.4.2) durchgefiihrt. Bei der Verwendung von aufgereinigtem
Protein wurden 1 - 3 ml gereinigtes Protein (20 - 80 pug/ml) in ein 15 ml ReaktionsgefaR Gberfihrt und

auf 10 ml mit sterilen in vitro Assay Puffer aufgefiillt. Demgegeniiber wurde bei der Untersuchung von
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Gesamtproteinextrakten direkt 10 ml sterilfiltrierte Proteinsuspension in ein 15 ml ReaktionsgefaR
Uberfiihrt und verwendet. Sofern der Puffer der Proteinsuspension vom in vitro Assay Puffer abweicht,
wurde die entsprechende Menge an MgClI?* steril hinzugefiigt.

Zusatzlich wurden bei beiden Varianten die gewlinschten Agenzien (5 mM ATP,
7,5 mM a-Ketoglutarsduren sowie 7,5 - 15 mM der jeweiligen Aminosauren) gelost in 2 ml sterilen
in vitro Assay Puffer hinzugefiigt, kurz gevortext und die Reaktion fiir 12 - 16 Stunden bei 26 °C und
220 rpm inkubiert. Mit Ethylacetat wurde die Reaktion gestoppt und die Proben mittels flissig-fliissig
Extraktion weiter aufbereitet (2.3.2.1). Mit 0,5 ml Isopropanol p. a. wurde der Rohextrakt fir die

folgende analytische HPLC-Messung zuriickgelost (2.3.3.1).

2.5 Phanotypische Untersuchungen

2.5.1 Wachstumstest auf Festmedium

Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens von Guignardia bidwellii auf verschiedenen Medien mit
und ohne Weintraubenbestandteilen wurden Wachstumstest durchgefihrt.

Es wurden folgende Isolate verwendet: G. bidwellii CBS111645, G. bidwellii Gb1313-K sowie die Isolate
GB_9450 und Gb_9495. Die jeweiligen Platten wurden mit je einem Rondell (@= 0,8 cm) ausgehend
von 10 Tage alten Kulturen mittig innokuliert. Die Inkubation fand bei 26 °C und einem
Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 h statt. Sobald auf den ersten Medien das radiale Mycelwachstum
in der Peripherie der Petrischale sichtbar war, wurde der Versuch beendet. Fir die Auswertung wurde
der Koloniedurchmesser samtlicher Kulturen ermittelt und statistisch ausgewertet, zusatzlich je
Medium und Isolat ein Exemplar photographisch dokumentiert.

Um das Wachstum der verschiedenen Magnaporthe oryzae Stamme zu untersuchen, wurde jeweils
1 Rondell (@= 0,8 cm) ausgehend von einer 10 Tage alten Vorkultur mittig auf eine CM-Agarplatte
innokuliert. Die Inkubation erfolgte bei 26 °C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 h. Nach 10
Tagen wurden der Versuch ausgewertet und die Ergebnisse photographisch dokumentiert. Das

Verfahren wurde je 3 x mit jeweils finf Inokulaten wiederholt.

2.5.2 Pathogenitatstest

Um die Infektiositat der unterschiedlichen Expressionsstimme und der Referenzstamme MoWT bzw.
AMOoAIb1 zu bestimmen, wurden Pathogenitdtstest mit Reis- (Oryza sativa; Kultivar CO39),

Weizenpflanzen (Triticum spec.) und Weinpflanzen (Vitis spec.) vorgenommen.

2.5.3 Pathogenitatstest

auf kompletten Pflanzen

Mit einer 0,2 %igen (w/v) Gelatinel6sung wurden die entsprechenden Konidien abgeschwemmt und
auf eine Konzentration von 5 x 10* Konidien/ml eingestellt. Mittels einer Sprithflasche wurden 5 ml der

Konidiensuspension auf 21 Tage alte Reis- bzw. Weizenpflanzen verteilt. Nachfolgend wurden die
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Pflanzen einzeln mit einem Glasstab stabilisiert und in einem verschlieRbaren Kordelzugbeutel, mit
ausreichend Wasser, Uberfiihrt. Die Inkubation der Pflanzen erfolgte bei einer Luftfeuchtigkeit von
stets 90 % und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 Stunden fiir 4 - 6 Tage bei 28 °C in einer
Pflanzentestkammer (Versatile Environmental Test Chamber MLR-350H, Sanyo Electric Co., Miinchen).
Es wurden die jeweiligen drei am stdrksten befallen Blatter von je 2 x 5 Replikaten (Pflanzen)

ausgewertet und photographisch dokumentiert.

in planta Pathogenitatstest

Das in planta Wachstum der generierten M. oryzae Kulturen wurde mittels verwundeten
Reis-/Weizen- und Weinblattern tberpruft. Dafir wurden Reis- und Weizenblattern in Blattsegmente
von je 3 -4 cm geschnitten und auf Wasseragarplatten mit Wasseragarwdrfel fixiert. Demgegeniiber
wurde aus jungen Weinblattern (2 - 4 Wochen) Rondelle mit einem Durchmesser von 1 cm ausgestanzt
und je 6 auf eine Wasseragrplatte gelegt. Bei jeweils der Halfte der Blattsegmente bzw. Rondelle wurde
die Kutikula mit einem sterilen Skalpell angeritzt. AnschlieRend wurden je 3 x 10 pl einer
Konidiensuspension von 5 x 10* Konidien/ml mit einer Gelantinekonzentration von 0,2 % (w/v)
Gelatine auf die entsprechenden Blattgewebe pipettiert. Als Negativkontrolle wurde
Wasser + 0,2 % Galantine verwendet. Die Inkubation erfolgte fiir 4 - 6 Tage bei 28 °C, einer 90 %igen
Luftfeuchtigkeit und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 h in einer Pflanzentestkammer
(Versatile Environmental Test Chamber MLR-350H, Sanyo Electric Co., Miinchen). Nach 4 - 6 Tagen

erfolgte die photographische Auswertung.

2.5.4 Fluoreszenzmikroskopie

Mittels Fluoreszenzmikroskopie sollte der Einfluss verschiedener Sekunddarmetabolite auf die
Seneszenz hin untersucht werden. Daflir wurden zunachst 200 pl CM pro Well einer p-Slide 8 Well von
Ibidi (Grafelfing) pipettiert. Nachfolgend wurde jedes Well mit einem mit MoWT bewachsenen
Agarstiick (~0,1 x 0,5 cm) inokuliert und fiir 3 -5 Tage bei 28 °C inkubiert. Im Weiteren werden die
gewlinschten Wells mit je 100 pl von 0, 50, 100 und 200 pg/ml Endkonzentration des gewilinschten
Metaboliten Uberschichtet und fiir weiter 16 h inkubiert.

AbschlieRend erfolgte die mikroskopische ~ Auswertung  an einem geeigeneten
Platten-Fluoreszenzmikroskop am IBWF (Mainz). Mittels der Quecksilberdampflampe wurde die
energiereichen Anregungswellenldangen von GFP (470 nm; GFP-Filter 470g/509m) und Ho6chst
(359 nm; DAPI-Filter 359¢/461em) erzeugt. Bei einer Wellenldnge von 550 nm erfolgten die

Durchlichtaufnahmen (DIC/Normanski).
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf die Aufklarung der Dioxolanon-Biosynthese von
Guignardia bidwellii sowie die Etablierung des Organismus Magnaporthe oryzae als potenzielles

heterologes Expressionssystem fiir diverse NRPS-like Enzyme gelegt.

3.1 Sekunddrmetabolismus und Kultivierungsoptimierung von Guignardia bidwellii

Der hemibiotrophe Ascomycet Guignardia bidwellii ist Ausloser der Schwarzfaule (black rot) an
Weinreben (Vitis vinifera) [LOSKILL et al., 2009]. Der genaue Infektionsprozess von G. bidwellii ist noch
weitgehend ungeklart. Es konnte allerdings schon belegt werden, dass die sekretierten Dioxolanone
Phenguignardic acid (1) und Guignardic acid (2) phytotoxisch wirksam sind. Des Weiteren kdnnten
diese Sekundarmetabolite am Infektionsprozess von G. bidwellii beteiligt sein [RODRIGUES-HEERKLOTZ
etal., 2001; BuUckeL etal., 2013; BuckeL, 2015]. Die Isolierung und Identifizierung weiterer
Verbindungen sowie die Aufklarung der Biosynthesewege ist von entscheidender Bedeutung fir die
Aufklarung der Wirtpflanzen-Pathogen-Interaktion. Darauf aufbauend koénnen neue spezifische

Fungizide oder Behandlungsmoglichkeiten der Pflanzenkrankheit entwickelt werden.

3.1.1 Optimierung des Kultivierungsmediums von Guignardia bidwellii

G. bidwellii wurde standardmaRig auf Haferflocken- (OM) oder Malzextrakt- (MEM) Festmedium
kultiviert. Allerdings konnte mit dem bisher kultivierten Stamm CBS111645 nur eine langsame
Wachstumsrate beobachtet werden. Fir zukiinftige Transformationsversuche bzw. Submerskulturen
wurden weitere Medien entwickelt und getestet.

Fir die Untersuchung der Wachstumsgeschwindigkeiten auf den ausgewdahlten Medien (MEM, OM,
TSMI, TSMII, TSMII und TSMIV) wurden die G. bidwellii Stamme, Gb1313-K, Gb9450 und Gb9495
ausgewahlt. Die Kultivierung erfolgte stets bei 26 °C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 h
fir elf Tage (2.1.7.). AnschlieBend folgte die Ermittlung des radialen Wachstums (Anhang Abb. 6.1)
sowie die photographische Dokumentation der einzelnen Kulturen (Abb. 5).

Das schnellste radiale Wachstum kann bei dem Isolat Gb9450 mit @ 7,93cm auf
Traubensaftmedium IV (TSMIV) und mit @ 7,425 cm auf Traubensaftmedium Il (TSMIIl) beobachtet
werden. Die Wachstumsrate ist signifikant groRer im Vergleich zu den Referenzmedium
MEM (@ 6,55 cm) und OM (@ 5,825 cm). Bei dem Stamm Gb1313-K ist das Wachstum auf TSMIII mit
@ 7,625 signifikant gréRer im Vergleich zu MEM (@ 7,11 cm) und OM (@ 4,6 cm). Demgegeniiber ist
das Wachstum des Isolates Gb9495 auf OM mit 6,2 cm am starksten, dicht gefolgt von TSMI (5,4 cm)
und TSMIII (5,52 cm). Der bisher kultivierte CBS111645 G. bidwellii Stamm hat das grofRte radiale
Wachstum mit 4,75 cm auf MEM, jedoch grundsatzlich ein signifikant reduziertes Wachstum auf

samtlich getestet Medien im Vergleich zu anderen Isolaten.
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Abb.5: Wachstumstest auf verschiedenen Festmedien von Guignardia bidwellii-lsolaten. Es wurden jeweils die G. bidwellii
Isolate CBS111645, Gb1313-K, Gb9450 sowie Gb9495 auf Malzextraktmedium (MEM), Haferflockenmedium (OM),
Traubensaftmedium -V (TSMI-IV) getestet. Die Kultivierung erfolgte bei 26 °C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 h
fur elf Tage.

3.1.2 Submerskultur von Guignardia bidwellii

Bisher war die Dioxolanon Biosynthese und Vielfalt verschiedener Verbindungen in den Rohextrakten
des kultivierten G. bidwellii 1solates CBS111645 inkonsistent und gering. Fiir weiterflihrende
Untersuchungen der Dioxolanon-Konzentrationen wurde auf Basis des Wachstumstests von 3.1.1 der
CBS111645 Stamm sowie samtliche vom Dienstleistungszentrum Landlicher Raum Rheinlandpfalz
(DLR-Rheinlandpfalz) zur Verfligung gestellten Isolate Gb9449, Gb9450, Gb9494, Gb9495, GbI680,
Gb10113, Gb10122, Gb10133 und Gb10134 in Traubensaftmedium Il (TSMIII) kultiviert.

Die verschiedenen Stamme wurden in 2 L Erlenmeyerkolben mit je 1,5 L TSMIII fir vier Wochen bei
120 rpm und 26 °C kultiviert. Begonnen mit dem dritten Tag wurden alle 2-3 Tage 100 ml Tagesprobe
entnommen (2.3.1.1), aufbereitet (2.3.2.1) und im weiteren Verlauf die Rohextrakte auf den jeweiligen
Dioxolanon Gehalt hin mittels analytischer HPLC untersucht (2.3.3.1). Samtliche Chromatogramme der
entsprechenden Tagesproben der diversen G. bidwellii Stamme sind im Anhang (Abb. 33 -41)
aufgefiihrt. Zur besseren Ubersicht ist in Abbildung sechs ausschlieRlich das Chromatogramm mit dem
jeweils groRten Dioxolanon Spektrum eines jeden G. bidwellii Stammes aufgefihrt.

Im Vergleich der verschiedenen Chromatogramme der spezifischen Tagesproben kann bei den Isolaten
Gb9450 (Tag 14), Gb9495 (Tag 14) und Gb10122 (Tag 14) im Rohextrakt eine Vielzahl an bekannten
Dioxolanonen und unbekannten Substanzen identifiziert werden. Zu den bekannten Dioxolanonen
koénnen Allaguignardic acid (3; RT 16,3 min), Guignaridc acid (2; RT 17,8 min), Phenguignardic acid
(1; RT 18,3 min) sowie die Guignardianone F (4; RT 18,5 min),E (5; RT 19,9 min), C (6; RT 20,2 min),
B (7; RT 21 min), D (8; RT 22,1 min) und A (9; RT 22,3 min) gezdhlt werden. Unbekannte Verbindungen
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werden bei Retentionszeit von 18 bis 23 Minuten identifiziert. Wahrend der Fermentation des
Referenzstammes CBS111645 (Tag 14) und dem Isolat Gb9494 (Tag 5) kdnnen ausschlieRBlich die fir
G. bidwellii bekannten Dioxolanon Guignardic acid (2; RT 17,8 min) und Phenguignardic acid (1)
(RT 18,3 min) nachgewiesen werden. Demgegeniiber sind in den Rohextrakten der Isolate Gb9449,
Gb9680, Gb10113, Gb10133 und Gb10134 in keinen Tagesproben isolierbare Mengen an Dioxolanonen

oder unbekannten Substanzen zu verzeichnen.

N A A CBS111645 (TAG 14)

Gb_10134 (TAG 19)

S\ A Gb_10133 (TAG 12)
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Abb.6: HPLC-Chromatogramme der Rohextrakte resultierend der Fermentationen von verschiedenen
Guignardia bidwellii-lsolaten. Veranschaulicht sind die jeweiligen HPLC-Chromatogramme der verschiedenen G. bidwellii
Stamme an dem jeweiligen Tag mit den potenziell starksten Substanzspektrum. Die Fermentation erfolgte in 2 L Kolben mit 1,5
L Traubensaft fiir vier Wochen bei 120 rpm und 26 °C. Die HPLC-Messungen erfolgten bei 300 nm Gber 30 min. Die Rohextrakte
wurden auf eine Endkonzentration von 5 mg/ml eingestellt. mAU = milli Absorbance Units; nm = Nanometer; min = Minuten.

Es konnten keine Riickschliisse auf die Zusammensetzung des Sekundarmetabolitenspektrums der
verschiedenen G. bidwellii Isolate, welche auf TSMIII Festmedien kultiviert wurden (2.3.1.2), gezogen
werden. Daflir waren die generierten Rohextrakte zu gering bzw. die Synthese der jeweiligen

Dioxolanone inkonstant.

3.1.3 Identifizierung neuer Dioxolanone

Fir weiterfihrende Identifizierung moglicher unbekannter Metabolite wurde aufgrund des breiten
Metabolitenspektrums im Vorversuch (3.1.2) und des schnellen Wachstums (3.1.1) das
G. biwellii-lsolat Gb9450 ausgewahlt. Allerdings konnte auch nach wiederholter Fermentation von
Gb9450 in TSMIII die Ergebnisse mit dem breiten Metabolitenspektrum aus 3.1.2 nicht reproduziert
werden. Um herauszufinden, ob die Abnahme der Biosynthese moglicher Sekundarmetabolite

abhangig von dem Alter der Kultur oder dem verwendeten Medium der Vorkultur ist, wurden weitere
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Parameter verglichen.

Fir die Vergleichsfermentation wurde eine Vorkultur weiterhin auf TSMIIl und eine weitere Vorkultur
zur Adaptation auf OM kultiviert. Des Weiteren wurde eine Kryokultur von Gb9450 aktiviert und zum
Anwachsen auf OM kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in allen drei Varianten fir jeweils 7 Tage bei
26 °C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 h. AnschlieRend wurden die Kulturen noch ein
weiteres Mal flir 7 Tage unter denselben Bedingungen auf frischem TSMIIl bzw. OM kultiviert. Die
nachfolgende Fermentation wurden in 2 L Erlenmeyerkolben mit je 1,5 L TSMIII fir 2 Wochen bei
120 rpm und 26 °C durchgefiihrt (2.3.1.1). Mit Beendigung der Fermentation wurden die Rohextrakte
prapariert (2.3.2.1) und anschlieBend mittels analytischer HPLC analysiert (2.3.3.1).

Den Chromatogrammen aus Abbildung 7 ist zu entnehmen, dass bei der Fermentation sowohl
ausgehend von der Kryokultur als auch ausgehend von der Adaptation an OM eine Vielzahl an
Dioxolanonen und weiteren unbekannten Metaboliten detektiert wird. Dies entspricht dem Ergebnis
der Fermentation von Gb9450 aus 3.1.2 In dem korrespondierenden Chromatogramm des
Rohextraktes der Fermentation ausgehend von einer auf TSMIIl gewachsenen Vorkultur sind
ausschlieBlich Allaguignardicacid (3; RT 16,3 min), Guignaridc acid (2; RT 17,8 min) und

Phenguignardic acid (1; RT 18,3 min) sowie eine unbekannte Substanz bei einer RT von 18,75 min

identifiziert.
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Abb.7: Vergleich der HPLC-Chromatogramme der Rohextrakte von verschiedenen Gb9450 Fermentationsparametern. In
der Abbildung sind drei Chromatogramme der korrespondierenden Rohextrakte nach 14-tagiger Fermentation in 2 L Kolben mit
1,5 L Traubensaftmedium Il (TSMIII) bei 120 rpm und 26 °C von Gb9450 abgebildet. Die jeweiligen Vorkulturen wurden auf
TSMIIl oder Haferflockenmedium (OM) kultiviert. Zusatzlich wurde eine Kryokultur, vorkultiviert auf OM, zum Animpfen
verwendet. Die HPLC-Messungen erfolgten bei 300 nm (iber 30 min. Die HPLC-Messungen erfolgten bei 300 nm tber 30 min.
Die Rohextrakte wurden auf eine Endkonzentration von 5 mg/ml eingestellt. mAU = milli Absorbance Units; nm = Nanometer;
min = Minuten.
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Anhand der Daten aus 3.1.2 (Abb. 6) und 3.1.3 (Abb. 7) wurde das Isolat Gb9450 fiir die Fermentation
zur Isolierung unbekannter Substanzen ausgewahlt. Die dafir bendtigte Biomasse zur Inokulation der
Vorkultur wurde sieben Tage bei 26 °C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 h auf OM
kultiviert. AnschlieBend wurde 50 ml TSMII in 100 ml Erlenmeyerkolben mit sechs halbierten
Mycel-Rondellen (@ 9 mm) inokuliert und bei 120 rpm und 26 °C kultiviert. Nach 7-14 Tagen wurde das
Mycel mit einem Stabmixer piriert und zur Inokulation der 3,5L Hauptkultur TMSIIl im
5 L Erlenmeyerkolben verwendet. Die Fermentation erfolgte ebenfalls bei 120 rpm und 26 °C fir 14
Tage (2.3.1.1.). Nachfolgend wurde der Rohextrakt mittels flissig-flissig Extraktion aus der
Kulturbriihe extrahiert und ein Teil davon fiir die analytische Messung an der HPLC verwendet (Abb. 8;
2.3.3.1).

Neben den bisher bekannten Dioxolanonen (schwarze Zahlen, Abb.8) Allaguignhardic acid
(3; RT 16,3 min), Guignaridc acid (2; RT 17,8 min), Phenguignardic acid (1; RT 18,3 min) sowie die
Guignardianone F (4; RT 18,5 min), E (5; RT 19,9 min), C(6; RT 20,2 min), B (7; RT 21 min),
D (8; RT 22,1 min) und A (9; RT 22,3 min) konnten mindestes 13 weitere unbekannte Substanzen

(rote Buchstaben, Abb. 8) identifiziert werden.
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Abb. 8: HPLC-Chromatogramme des Rohextraktes nach 14-tagiger Fermentation von Gb9450. Das Chromatogramm wurde
mittels analytischer-HPLC, basierend auf den korrespondierenden Rohextrakten nach 14-tagiger Fermentation in 5 L Kolben mit
3,5 L Traubensaftmedium IIl (TSMIII) bei 120 rpm und 26 °C von Gb9450, generiert. Die HPLC-Messungen erfolgten bei 300 nm
Uber 30 min. Die Rohextrakte wurden auf eine Endkonzentration von 5 mg/ml eingestellt. mAU = milli Absorbance Units; nm =
Nanometer; min = Minuten. Rote Buchstaben (A —M) = unbekannte Metabolite; 3 = Allaguignardic acid (3); 2 = Guignaridc acid
(2); 1=Phenguignardicacid (1); 4=Guignardianone F (4); 5 = Guignardianone E (5); 6 = Guignardianone C (6);
7 = Guignardianone B (7); 8 = Guignardianone D (8); 9 = Guignardianone A (9).

Fir die ldentifizierung putativ unbekannter Dioxolanone wurde der Ubrige Rohextrakt mittels
praparativer HPLC fraktioniert (2.3.3.3), die einzelnen Fraktionen mit 15 % Toluol p. a. versetzt, bis zur

vollstdndigen Trocknung eingedampft, auf 2 mg/ml eingestellt und mittels analytischer HPLC-MS
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(IBWF, Kaiserslautern/Mainz) bezlglich der Reinheit analysiert (2.3.3.2). Die Fraktion G (Abb. 8) konnte
mit einer Reinheit von 76 % in ausreichender Menge (> 0,5 mg) fraktioniert werden.

Das UV-Spektrum des unbekannten Metaboliten hat ein lokales Maximum von 380 mAU bei 218 nm,
gefolgt von einem lokalen Minimum bei 240 nm mit 90 mAU. Das Maximum betragt 820 mAU bei einer
Wellenlange von 300 nm (Abb. 9, A).

Nachfolgend wurde die Probe Fraktion G von der AG Opatz (Institut fir organische Chemie,
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz; _, _ und _)
NMR-spektroskopisch untersucht. Die Strukturaufklarung der Substanz war erfolgreich. Es handelt sich
um ein weiteres bisher nicht beschriebenes Dioxolanone mit einer Masse von 276 Mg
(siehe NMR-Daten im Anhang Abb. 42). Im Folgenden wird die Substanz als Isoguignardic acid (10)
deklariert (Abb. 9, B).
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Abb.9: UV-Spektrum und Strukturformel des bisher unbekannten Metaboliten Isoguignardic acid (10). In A ist das
UV-Spektrum und in B die Strukturformel von Isoguignardic acid (10) angegeben. nm = Nanometer.

3.1.4 Biosynthese der Dioxolanone

Die Dioxolanone-Biosynthese ist noch nicht vollstandig verstanden und aufgeklart. In einer weiteren
Studie konnte mittels Supplementation von 3C markierten Phenylalanin bestétigt werden, dass das
phytotoxische Phenguignardic acid (1) aus zwei desaminierten Phenylalaninen zusammengesetzt ist
[BUCKEL et al., 2013; BUCKEL et al., 2015]. Demgegeniiber konnten die Vorstufen weiterer Dioxolanone
noch nicht bestatigt werden. Das zweite phytotoxische Dioxolanone Guignardic acid (2) kénnte aus
den desaminierten Vorstufen von Phenylalanin und Valin aufgebaut sein. Alaguignardic acid (3)
wiederrum aus den desaminierten Vorstufen von Phenylalanin und Alanin sowie die

Guignardianone E (5) und F (4) aus den desaminierten Vorstufen von Phenylalanin und Tyrosin.

Zur Klarung der grundlegenden Frage, ob Guignardic acid (2) aus je einem desaminierten Phenylalanin
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und Valin zusammengesetzt ist, wurde wihrend der Fermentation von Gb_9450 3C markiertes Valin
supplementiert.

Dafir wurden drei 2L Erlenmeyerkolben mit 1L TSMIIl mit 20 halbierten Gb_9450
Mycel-Rondellen (@ 9 mm) inokuliert und bei 120 rpm sowie 26 °C kultiviert. Nach vier Tagen wurde
jeweils eine 30 ml Tagesprobe entnommen, der Rohextrakt mittels flUssig-fliissig Extraktion aus der
Kulturbriihe extrahiert und fir die analytische Messung an der HPLC verwendet (2.3.3.1). Nach
erfolgter Bestatigung des Vorhandenseins von Dioxolanonen, allen voran Guignardic acid (2), erfolgte
die Supplementation von 2,5mM Phenylalanin & 2,5mM '3CValin, beziehungsweise
2,5 mM Phenylalanin & 2,5 mM Valin als Referenz. Die dafilir bendtigen Aminosdurekombinationen
wurden in 30 ml H2Ogqest. gelost, indem der PH-Wert auf 7 eingestellt wurde. Vor der Zugabe wurde die
Losung sterilfiltriert. An Tag 12, noch deutlich vor Glukose ,,0“, wurden die Fermentationen beendet,
die Kulturflissigkeit vom Mycel separiert und der Rohextrakt mittels fllssig-fliissig Extraktion
extrahiert (2.3.2.1). Fiir die Auftrennung samtlicher Dioxolanone wurde der Rohextrakt mittels
praparativer HPLC fraktioniert (2.3.3.3), die einzelnen Fraktionen mit 15 % Toluol p. a. versetzt, bis zur
vollstandigen Trocknung eingedampft, auf 2 mg/ml eingestellt und mittels analytischer HPLC-MS auf
die Reinheit hin analysiert (2.3.3.2). Es wurde Guignardic acid (2) aus den zwei Fermentation in
ausreichender Menge (2 mg) und Reinheit (> 90 %) fraktioniert.

AnschlieBend wurden die Dioxolanone von der AG Opatz (Institut fir organische Chemie,
Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz; _, _ und _)
HL-NMR-spektroskopisch untersucht und die jeweiligen Proben beziiglich der Signalintensititen

verglichen.

Mittels H-NMR-Spektroskopie konnte in der Guignardic acid (2) Probe aus der Fermentation mit
supplementiertem 3C Valin eine eindeutig gesteigerte Signalintensitit bei 169 ppm (Abb. 10, A1) im
Vergleich zur Guignardic acid (2) Negativkontrolle ohne C Supplementation detektiert werden
(Abb. 10, C). Gleichzeitig ist die Signalintensitat in den Bereichen zwischen 165 ppm und 10 ppm
vergleichbar, sodass es sich bei 169 ppm um einen signifikanten Unterschied handelt (Abb. 10). Die
natiirliche Haufigkeit des 3C Isotopes betrdgt im Mittelwert 1,1 % [LIEBEL, 2013], bei dieser
13C angereichter Probe (Abb. 10 A) ist dies jedoch mit 35 % signifikant erhéht. Aus Messdaten kann die
Signalintensitat bei 196 ppm in A (Abb. 10) eindeutig der markierten Kohlenstoffatome der

COOH-Gruppe (Atom Position sechs) von Guignardic acid (2) zugeordnet werden.
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Abb. 10: H'NMR-Spektren von Guignardic acid (2). In A und Cist das jeweilige H-NMR-Spektrum von Guignardic acid (2) und
BC Guignardic acid (2) abgebildet. B ist die Strukturformel von Guignardic acid (2). Die jeweiligen Zahlen geben die Positionen
der jeweiligen Atome an. Ppm = parts per million.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann eindeutig belegt werden, dass Guignardic acid (2) tatsachlich aus den
zwei unterschiedlichen desaminierten Aminosduren Phenylalanin und Valin zusammengesetzt ist und

somit von der heterogenen Biosynthese von Phenguignardic acid abweicht.

3.2 Identifizierung von Dioxolanon-Biosynthese codierenden Gene

Aktuell ist es noch nicht gelungen den Ascomyceten Guignardia bidwellii zu transformieren. Aufgrund
dessen ist es bisher unmoglich putative Gene, welche an der Dioxolanon-Biosynthese beteiligt sind,
und korrespondierenden Enzyme, gezielt zu deletieren. Mit den moglichen G. bidwellii
Loss of function-Mutanten konnte aufgezeigt werden, dass die Dioxolanone ein malgeblicher
Virulenzfaktor von G. bidwellii sind. Ein alternativer Schritt ist die heterologe Expression moglicher

Zielgene, um zumindest die essenziellen Enzyme der Dioxolanon-Biosynthese zu identifizieren.

3.2.1 RNA-Sequenzierung von Guignardia bidwellii

Zur Entschlisselung moglicher an der Dioxolanon-Biosynthese beteiligter Gene wurde von Iris Buckel
(AG Thines, Mainz) eine vergleichende RNA-Seq der Dioxolanon produzierenden und nicht
produzierenden Bedingungen von dem Guignardia bidwellii CBS111645 Stamm vorgenommen.
Zunachst wurde dafiir zwei 2 L Erlenmeyerkolben mit je 1 | MEM bzw. 1 | MM-Medium mit 20
halbierten Guignardia bidwellii CBS111645 Mycel-Rondellen (@ 9 mm) inokuliert und bei 120 rpm
sowie 26 °C kultiviert. Nach sieben Tagen wurde jeweils eine 30 ml Tagesprobe entnommen, der

Rohextrakt mittels flUssig-fllissig Extraktion aus der Kulturbriihe extrahiert und zur analytischen
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Messung an der HPLC verwendet. Nachdem die Dioxolanone Phenguignardic acid (1) und
Guignardic acid (2) im Extrakt der Fermentation in MEM nachgewiesen werden konnten, wurde die
Fermentation beendet. Das Mycel wurde von der Kulturbriihe separiert und anschliefend direkt mit
flissigem Stickstoff zu feinem Pulver gemorsert. Das pulverisierte Mycel wurde fiir eine DNA als auch
RNA-Extraktion verwendet (2.2.1.1). Sowohl die Sequenzierung der genomischen DNA als auch die der
RNA von Guignardia bidwellii CBS111645 erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hankeln
(Johannes Gutenberg-Universitat Mainz). Die Assemblierung der Sequenzen und Erstellung der
Datenbank erfolgte durch Dr. Karsten Andresen (AG Thines, Mainz). Die ausgewerteten Ergebnisse der
RNA-Seq sind in Tab. 19 aufgefihrt.

Tab. 19: Auswertung der RNA-Sequenzierung von Guignardia bidwellii. Bp = Basenpaare; PKS = Polyketidsynthase;
Gb = Guignardia bidwellii

GB_NODE foldchange Genlédnge (bp) Enzymklasse Name
NODE_3740 31x 11758 PKS GbPKS1
NODE_1394 2,8 x 2807 NRPS-like GbNRPS-likel
NODE_938 1,1x 3015 NRPS-like GbNRPS-like2

Aus den Daten der RNA-Seq von Guignardia bidwellii CBS111645 konnten zwei Gene (NODE_3740 und
NODE_1394) aus einer groRen Auswahl an putativ hochregulierten Genen ausgewahlt werden.
NODE_3740 codiert fiir eine Polyketidsynthase (GbPKS1) ohne Methyltransferase und ist 31-fach
hochreguliert im Dioxolanone produzierenden Zustand. Das Gen im NODE_1394 codiert flr ein
NRPS-like Enzym (GbNRPS-like1) und wurde mit einer NRPS-like aus einer Studie von SuN et al. (2016),
welche die Phenguignardic acid (1) Biosynthese in Aspergillus nidulans katalysiert, abgeglichen. Mittels
Homologien basierten Recherchen unter Verwendung des Tool tblastx wurde innerhalb der
Genomdaten von G. bidwellii noch eine weitere NRPS-like identifiziert (NODE_938; GbNRPS-like2;
Tab. 19).

3.2.2 Heterologe Expression von GbNRPS-likel und GbNRSP-like2 in Magnaporthe oryzae

Zur Untersuchung, ob die Proteine GbNRPS-likelp und GbNRPS-like2p an der Synthese von
Phenguignardic acid (1) und Guignardic acid (2) beteiligt sind, sollten die korrespondierenden Gene

GbNRPS-likel und GbNRPS-likel heterolog im Ascomyceten Magnaporthe oryzae exprimiert werden.

OE::GbNRPS-likel OE::GbNRPS-like2

Dafir wurden zunachst die entsprechenden Expressionsvektoren p und p
(2.1.9) mittels Agrobacterium tumefaciens vermittelte Transformation (ATMT) in das Genom des
Wirtsorganismus Magnaporthe oryzae integriert (2.2.6.2). Die selektierten Expressionstimme
M QOE=CENRPS likel ynd N\JoOE-CONRPS-ikZ \yrden anschlieBend in 50 ml CM fermentiert (2.3.1.1) und das
Kulturfiltrat entsprechend per flussig-fliissig Extraktion (2.3.2.1) fiir analytische HPLC-Messungen

(2.3.3.1) préapariert. Als Negativkontrollen wurde Rohextrakt aus Fermentation des
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Magnaporthe oryze Wildtypstammes 70.15 verwendet.

In den Rohextrakten der Expressionsstimme MoOF:CoNRPS1ik2 konnten keine weitere Metaboliten im
Vergleich zum Extrakt von MoWT identifiziert werden. Im Gegensatz dazu wurde im Extrakt von
MOE:CoNRPS-likel aine Sybstanz bei einer Retentionszeit von 18,3 min identifiziert. Im Abgleich mit der
Datenbank des IBWF konnte die Substanz anhand der Masse und des UV-Spektrums eindeutig als

Phenguignardic acid (1) bestatigt werden (Abb. 11).

1 o]
HO
[0} (o}

g I\

2
<
3 Phenguignardic acid (1)
E }

A MOOE ::GbNRPS-likel
MoWT
5 10 15 20 25
Retentionszeit [min]

Abb. 11: HPLC-Chromatogramme des Rohextraktes der Fermentation von MoPNf¥Sikel |n der Abbildung sind zwei
Chromatogramme der korrespondierenden Rohextrakte von MoPEeoNPSlkel ynd MoWT nach fiinftagiger Fermentation in 100
ml Kolben mit 50 ml CM bei 120 rpm und 26 °C abgebildet. Die HPLC-Messungen erfolgten bei 300 nm tber 30 min. Die
Rohextrakte wurden auf eine Endkonzentration von 5 mg/ml eingestellt. mAU = milli Absorbance Units; nm = Nanometer;
min = Minuten; 1 = Phenguignardic acid (1).

Um die katalytische Aktivitat von GbNRPS-likelp unabhangig von dem heterologen Wirt M. oryzae zu
analysieren wurde zusatzlich ein in vitro Assay durchgefiihrt. Daflir wurde wie in 2.4.1 beschrieben
zunachst das Mycel aufgeschlossen, anschliefend die Twin-Strep-tag® fusionierten Proteine mittels
Strep-Tactin®XT Affinitatschromatographie (2.4.3) aufgereinigt und fir den in vitro Assay (2.4.7)
verwendet. Mycelproben von MoWT wurden auf gleiche Weise bearbeitet und fiir einen in vitro Assay
verwendet. Nach 16-stiindiger Inkubation der Proben, inklusive den in vitro Assay Puffer als weitere
Negativkontrolle, bei 120 rpm und 26 °C erfolgte die flUssig-flissig Extraktion (2.3.2.1). Alle Extrakte
wurden in 0,5 ml Isopropanol p. a. gelést und an der analytischen HPLC gemessen (2.3.3.1).
Ausschlielich in der korrespondierenden Probe zu dem Ansatz mit GbNRPS-likelp und ATP wurde
neben den Agenzien Dithiothreitol (11) und Phenylpyruvat (12) Phenguignardic acid (1) detektiert
(Abb. 12, schwarzes Chromatogramm).

OE::GbNRPS-lik2

Bei gleicher Versuchsdurchfiihrung mit den potenziellen Expressionstimmen Mo wurde
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ebenso wie bei der Analyse der aus dem Kulturfiltrat sowie dem Mycel extrahierten Rohextrakte

(2.3.2), keine weiteren Metabolite detektiert (nicht aufgefiihrt).
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Abb. 12: HPLC-Chromatogramme des Rohextraktes des in vitro Assays mit GbNRSPS-likelp. In der Abbildung sind drei
Chromatogramme der korrespondierenden Rohextrakte des in vitro Assays mit GbNRSPS-like1p, MoWT-Proteinsuspension und
in vitro Assay Puffer nach 16-stlindiger Inkubation bei 120 rpm und 26 °C abgebildet. Die HPLC-Messungen erfolgten bei 300 nm
Uber 30 min. Die Rohextrakte wurden in 0,5 ml Isopropanol p.a. aufgenommen. mAU = milli Absorbance Units;
nm = Nanometer; min = Minuten; IAP = in vitro Assays Puffer; 1 = Phenguignardic acid (1).

3.2.3 Heterologe Expression von GbPKS1 in Magnaporthe oryzae

In 3.2.2 wurde der Erweis erbracht, dass GbNRPS-likelp in Guignardia bidwellii tatsachlich die
Biosynthese des phytotoxischen Dioxolanon Phenguignardic acid (1) katalysiert. Es konnte jedoch
keines der anderen aus G. bidwellii-Submerskulturen extrahierten Dioxolanone identifiziert werden.
Um zu kléren ob die GbPKS1p oder weitere tailoring enzymes wie eine putative Aminotransferase (At)
aus G. bidwelli moglicherweise einen Einfluss auf die Dioxolanon Synthese haben, wurden diese

heterolog in M. oryzae bzw. MoOE:CoNRPS-likel

exprimiert.

Die generierten Expressionsvektoren pCfiGPPKSIP ynd pOE:GPAt (2 1.9) wurden mittels ATMT in den
MoWT, MoOE:CoNRPS-likel ynd N\JoOF:-CoNRPS-like2 transformiert (2.2.6.2). Die putativen Expressionsstimme
wurden anschlieBend in 50 ml CM fermentiert (2.3.1.1) und sowohl das Kulturfiltrat mittels flussig-
flissig Extraktion als auch das Mycel mittels fllssig-fest Extraktion extrahiert (2.3.2.1). Die extrahierten
Rohextrakte wurden auf 5 mg/ml mittels Isopropanol p. a. eingestellt und an der analytischen HPLC

auf mogliche Sekundarmetabolite (SM) hin analysiert.

In den Extrakten der EXprESSionSStémme MOOE::GbNRPS-IikeZ/GbPKSlI MOOE::GbNRPS-Iikel/GbAt, MOOE::GbNRPS-/ikEZ/GbAtI
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MoPE:ePAt ynd MoOFPPKSt konnten keine von der Negativkontrolle abweichenden SM identifiziert
werden. Auch die Ko-Expression von GbNRPS-likel und GbNRPS-like2 in MoOE:CoNRPS likel/GONRPS-like2 f(jh rte
zu keiner Akkumulation weiter Metabolite Gber Phenguignardic acid (1) hinaus.

Lediglich bei der Ko-Expression von GbNRPS-likel und GbPKS1 in MCFCoNRPSlikel/GbPKSL K onnte in dem
Chromatogramm des korrespondierendes Rohextraktes neben Phenguignardic acid (1) ein weiteres
deutliches Signal bei einer Retentionszeit von 20 Minuten identifiziert werden (Abb. 13; schwarzes
Chromatogramm). Nach einem Abgleich mit der Datenbank des IBWF wurde die Verbindung aufgrund
der Masse und des UV/Vis-Spektrum eindeutig als Guignardianone C (6) identifiziert. In dem Extrakt
der MoCE:CoNRPSlikel Nagativkontrolle wurde ausschlieBlich Phenguignardic acid (1) detektiert (Abb. 13).
Bei Guignardianone C (6) handelt es sich um ein weiteres Dioxolanon, welches die methylierte Form

von Guignardic acid (2) sein konnte.
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Abb. 13: HPLC-Chromatogramme des Rohextraktes der Fermentation von MoPE-GoNRPSlikel-GbPKSI | der Abbildung sind zwei
Chromatogramme der korrespondierenden Rohextrakte von Mo@ECoNRPSIkel nd  \JoOFCONRPSTkeIGbPISL nach fiinftégiger
Fermentation in 100 ml Kolben mit 50 ml CM bei 120 rpm und 26 °C abgebildet. Die HPLC-Messungen erfolgten bei 300 nm
Uber 30 min. Die Rohextrakte wurden auf eine Endkonzentration von 5 mg/ml eingestellt. mAU = milli Absorbance Units;
nm = Nanometer; min = Minuten; 6 = Guignardianone C (6); 1 = Phenguignardic acid (1).

Es ist anzumerken, dass bei wiederholter Fermentation von MoOE:GbNRPS-likel/GbPKSI nicht erneut
Guignardianone C (6) identifiziert werden konnte, ausschlieflich Phenguignardic acid (1). Auch die
erneute Generierung und Fermentierung von MoO&:CoNRPS-likel/GbPKSL K onnte die Ergebnisse aus Abb. 13

nicht bestatigen.
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3.3 Identifizierung und heterologe Expression weiterer NRPS-like codierender Gene

Um das Potential der durch NPRS-like Enzymen synthetisierten Sekundarmetaboliten auf molekularer
Ebene weiter zu erschlieRen, wurde die heterologe Expression in Magnaporthe oryzae ausgewahlt. Die
identifizierten putativ NRPS-like codierenden Gene der Genome von Pilzen und Bakterien erfolgte Gber

einen Homologievergleich mit Organismen der Datenbank des IBWF (Tab. 20).

Tab. 20: Weitere putative NRPS-like Enzyme zur heterologen Expression.

Organismen Putative NRPS-like Putative Metabolite
Enzyme
Anthracophyllum spec. 2 ?
Allantophomopsis lycopodina 2 Allantofuranon (14)
. . AnMicA/ Microperfuranon (24)/
Aspergillus nidulans , -
AnTdiA Terriquinon (25)
Aspergillus terreus AtAtgA Didemethylasterriquinon D (26)
Beauveria felina 1 ?
Evernia prunastri 2 ?
Omphalotus olearius 1 ?
Penicillium steckii 1 ?
Roesleria subterranea 1 ?
Xenorhabdus szentirmaii 1 Xenofuranon B (15)

Die Gene AINRPS-like1/-2; EpNRPS-like1/-2, PsNRPS-like1 und XsNRPS-likel wurden erfolgreich mittels
PCR amplifiziert und die entsprechenden Expressionsvektoren (2.1.9) generiert. Identifizierte Gene der
Organismen Anthracophyllum spec., Beauveria felina, Omphalotus olearius und Rosleria subterranea
konnten nicht amplifiziert werden. Die heterologe Expression der Gene AnMicA, AnTdiA sowie AtAtgA

fuhrte zu keiner Akkumulation von Sekundarmetaboliten.

3.3.1 Heterologe Expression von AlPbtyA in Magnaporthe oryzae

Die generierten Expressionsvektoren (pAINRPS-likel/-2; pEpNRPS-like1/-2, pPsNRPS-likel und
pXsNRPS-likel) wurden mittels ATMT (2.2.6.2) in den Wirt M. oryzae zur heterologen Expression
transformiert. Nachfolgend wurden die putativen Expressionsstamme fermentiert (2.3.1.1) und
sowohl das Kulturfiltrat mittels flussig-fliissig Extraktion (2.3.2.1) als auch das Mycel mit der
fest-flissig Extraktion extrahiert (2.3.2.2). Die Extrakte wurden mit Isopropanol p. a. riickgel6st, auf
5 mg/ml eingestellt und an der analytischen HPLC gemessen (2.3.2.2). Fir die Negativkontrolle wurden
entsprechende Extrakte aus einer Fermentation mit MoWT verwendet.

AusschlieRlich in dem Rohextrakt des Expressionsstammes Mo%"%A welcher die kodierende Sequenz
der putativen NRPS-like2 aus Allantophomopsis lycopodina beinhaltet, wurde ein Metabolit bei einer
Retentionszeit von 13,4 min und einer Masse von 234 Mg identifiziert (Abb. 14). Auch nach Abgleich

mit der internen Datenbank fiir Naturstoffe des IBWF konnte die Verbindung nicht identifiziert werden.
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Abb. 14: HPLC-Chromatogramme des Rohextraktes der Fermentation von Mo%®A, In der Abbildung sind zwei

Chromatogramme der korrespondierenden Rohextrakte von Mo%#% und MoWT nach fiinftigiger Fermentation in 100 ml

Kolben mit 50 mI CM bei 120 rpm und 26 °C abgebildet. Die HPLC-Messungen erfolgten bei 300 nm tiber 30 min. Die Rohextrakte

wurden auf eine Endkonzentration von 5 mg/ml eingestellt. mAU = milli Absorbance Units; nm = Nanometer; min = Minuten;

? = zu dem Zeitpunkt unbekannter Metabolit.

Aufgrund der Tatsache, dass fiir eine Strukturbestimmung des Metaboliten grofle Mengen benétigt
werden, erfolgte die Fermentation des Expressionsstammes Mo%"%A im 20 L MaRstab. Angeimpft
wurde mit einer fiinf Tage alten Vorkultur, gewachsen in einem 1 L Kolben mit 0,5 L CM, bei 120 rpm
und 26 °C. Die Fermentation erfolgte in CM bei 26 °C, 120 rpm sowie einer sterilen Frischluftzufuhr von

IM

2 L/min und wurde nach funf Tagen, kurz vor Glukose ,,null”, beendet. Entsprechende Metabolite der
separierten Kulturbriihe wurden mittels flussig-flissig Extraktion extrahiert (2.3.2.1), durch ein
Isopropanol/Wassergemisch (60 %/40 %) zu je 1 ml Fraktionen mit 250 mg rlickgel6st und aliquotiert.
AnschliefRend wurden die einzelnen Aliquots an der praparativen HPLC fraktioniert und die gewlinschte
Fraktion mit 15 % Toluol p. a. versetzt. Im Weiteren wurden die Proben bis zur vollstandigen Trocknung
eingedampft, auf 2 mg/ml eingestellt und mittels alytischer HPLC-MS (IBWF) auf die Reinheit hin
geprift (2.3.3.2). Nach Bestdtigung der Ergebnisse der ersten Messung (Abb. 14) sowie eines

Reinheitsgrades von Uber 90 %, wurde die Probe fiir eine Strukturaufklarung durch die AG Opatz

(Institut fiir organische Chemie, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz; ||| | | N NE TR
B - I orvendet

Die Strukturaufklarung des Metaboliten war erfolgreich und ergab ein bisher unbekanntes Furanon,
mit dem dazugehérigen UV-Spektrum (Abb. 15, A; HINMR-Spektrum siehe Abb. 43), das im Weiteren
als HN1 (13) deklariert wird (Abb. 15, B).
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Abb. 15: UV-Spektrum und Strukturformel des bisher unbekannten Metaboliten HN1 (13). In A ist das UV-Spektrum und in
B die Strukturformel von dem bisher unbekannten Furanon HN1 (13) angegeben. nm = Nanometer.

Entgegen der Erwartung, dass es bei der Uberexpression von AINRPS-likel oder -2 (AIPtyA) zu einer
Akkumulation von Allantofuranon (14) im Kulturfiltrat kommen kann, beinhaltet die Struktur von
HN1 (13) genau eine Phenylgruppe. Dies widerspricht jedoch den bisherigen Erkenntnissen, dass eine
durch NRPS-like Enzyme katalysierte Reaktion auf zwei identischen und aromatischen a-Ketosduren
basiert. Um zu kldren, ob es sich bei HN1 (13) somit um ein Degradationsprodukt von
Allantofuranon (14) handeln kénnte oder aber HN1 (13) tatsdchlich aus zwei unterschiedlichen
a-Ketosduren zyklisiert ist, wurde eine Supplementation mit 3C Phenylalanin durchgefiihrt.

Dafur wurden ein 2 L Erlenmeyerkolben ohne Schikane mit 1 L CM durch die Zugabe von zehn
halbierten Mo%"*%A Mycel-Rondellen (@ 9 mm) inokuliert und bei 120 rpm sowie 26 °C kultiviert. Nach
zwei Tagen wurde eine 25 ml Tagesprobe entnommen, der Rohextrakt mittels fllssig-fllissig Extraktion
aus der Kulturbriihe extrahiert und fir eine analytische Messung an der HPLC verwendet (2.3.2.1). Mit
der Bestdtigung der Biosynthese von HN1 (13) erfolgte die Supplementation von
2,5 mM BC Phenylalanin & 2,5 mM Phenylalanin. Die dafiir benétigen Aminosauren sind in 30 ml
H204est. gelost, indem der PH-Wert auf 7 eingestellt und die Suspension anschlieBend vor der Zugabe
sterilfiltriert wurde. Nach zwei weiteren Tagen wurde die Fermentation vor dem vollstidndigen
Verbrauch der Glukose beendet. Die Aufarbeitung der Kulturbriihe Gber den Rohextrakt bis hin zur
Fraktionierung und Uberpriifung der Reinheit mittel HPLC-MS am IBWF (Kaiserslautern/Mainz) wurde

OE::PbtyA

analog zur Aufarbeitung des Fermenters mit Mo vorgenommen (2.3.3.2).

AnschlieRend wurde die putativ 1*C markierte HN1 Probe von der AG Opatz (Institut fiir organische
Chemie, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz; _, _ und _)
HL-NMR-spektroskopisch untersucht und auf die jeweilige Signalintensitat hin verglichen. Als Referenz
wurde die erste Strukturbestimmung von HN1 (13; Abb. 43) verwendet.

Durch die H!-NMR-Spektroskopie wurde in der Probe mit HN1 (13) aus der Fermentation mit
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supplementiertem 3C Phenylalanin eine eindeutig gesteigerte Signalintensititen bei 168 ppm an
Position vier im Vergleich zur HN1 (13) Negativkontrolle ohne *C Supplementation detektiert (Abb. 16,
rotes Chromatogramm). Gleichzeitig sind die Signalintensitaten in den Bereichen zwischen 140 ppm
und 0 ppm vergleichbar, sodass es sich bei 168 ppm (Position 4) um einen signifikanten Unterschied
handelt (Abb. 16). Aus den Messdaten kann die Signalintensitat bei 168 ppm (Position vier) eindeutig
dem markierten Kohlenstoffatom vier von HN1 (13) zugeordnet werden. Die Signalintensitat der

Kohlenstoffatome innerhalb der COOH-Gruppe von HN1 (13) sind vergleichbar (Abb. 16).
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Abb. 16: HINMR-Spektren von HN1 (13). In A und C ist das jeweilige H-NMR-Spektrum von HN1 (13; schwarzes
Chromatogramm) und von C-HN1 (13; rotes Chromatogramm) abgebildet. B Strukturformel von HN1 (13). Die jeweiligen
Zahlen geben die Positionen der jeweiligen Atome an. Ppm = parts per million.

Durch die 3C Supplementation (Abb. 16) wurde bestétigt, dass HN1 (13) héchstwahrscheinlich aus
einem Phenylalanin (Phenylpyruvat) und einer weiteren noch nicht bekannten o-Ketosdure

zusammengesetzt ist.

Zur Klarung der Frage, ob der Wirtsorganismus M. oryzae moglicherweise Allantofuranon (14) zu
HN1 (13) degradiert, wurde analog zu 2.4.7 ein invitro Assay mit den mittels Strep-Tactin®XT
Affinitdtschromatographie aufgereinigten Proteinen (2.4.3) von Mo®P?%A durchgefiihrt (2.4.7). Fiir die
Negativkontrolle wurde in gleicher Weise eine Proteinsuspension aus dem Mycel von MoWT generiert
und als Referenz verwendet.

Nur in der Probe, welche AINRPS-likelp und ATP beinhaltet, wurde in dem korrespondierenden

Chromatogramm neben Phenylpyruvat ein weiterer Metabolit detektiert. Mittels HPLC-MS Messung
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am IBWF konnte der Metabolit mit der Datenbank abgeglichen und als Phenylbutyrolacton lla (16)

identifiziert werden (Abb. 17, schwarzes Chromatogramm).
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Abb. 17: HPLC-Chromatogramme des Rohextraktes des in vitro Assays mit AlPbtyAp. In der Abbildung sind drei
Chromatogramme der korrespondierenden Rohextrakte des in vitro Assays mit AlPbtyAp, MoWT-Proteinsuspension und
in vitro Assay Puffer nach 16-stlindiger Inkubation bei 120 rpm und 26 °C abgebildet. Die HPLC-Messungen erfolgten bei 300 nm
Uber 30 min. Die Rohextrakte wurden in 0,5 ml Isopropanol p.a. aufgenommen. mAU = milli Absorbance Units;
nm = Nanometer; min = Minuten; min = Minuten; IAP = in vitro Assays Puffer; 1 = Phenylbutyrolacton lla (16).

3.3.2 Phinotypische Charakterisierung von Mo%:*A

Wahrend der Kultivierung von Mo%P%A wurde mit zunehmenden Kultivierungspassagen des
Expressionstammes festgestellt, dass sich der Phanotyp des Organismus verandert. Fir die
Uberpriifung der Beobachtung wurden Wachstumstests nach 2.5.1 durchgefiihrt und das Ergebnis
fotografisch dokumentiert (Abb. 18, A).

Aus der Abbildung kann entnommen werden, dass Mo®%Ain der Aufsicht lediglich weiR aussieht
und die Menge des Luftmycels reduziert ist, sodass die circadianen Wachstumsringe zu sehen sind. Bei
der Kultur von MoWT ist dies nicht moglich. Des Weiteren ist trotz gleich groBer Wachstumszonen
nach 10 Tagen der duBere Rand nur im Medium mit Mycel durchzogen und nicht oberflachlich
bewachsen (Abb. 18, A).

Um zu kldren, ob die nicht vorhandene Graufirbung des Luftmycel von Mo%"%A mit der
Konidiogenese zusammenhingt, wurde die Anzahl an Konidien pro cm? Kultur ermittelt. Dafiir wurden
jeweils drei mal fiinf Platten der jeweiligen Kultur fiir zehn Tage auf CM-Agarplatten bei einem
Hell-Dunkel Rhythmus von 16 zu 8 Stunden und 26 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Konidien

abgeschwemmt (2.1.7.1) und fir die graphische Darstellung die Konidienanzahl pro cm? umgerechnet.
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Der Referenzstamm MoWT hat eine Konidiendichte von ungefidhr 5900 Konidien pro cm?.

Demgegeniiber wurden in der Suspension von Mo% % keine Konidien detektiert (Abb. 18, B).
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Abb. 18: Charakterisierung der Morphologie von Mo%#%A, A: MoWT und Mo%*¥A elf Tage gewachsen auf CM bei einem
Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 Stunden und 26 °C. B: Konidien pro cm? im Vergleich zwischen MoWT und Mo%:"»*#, Es
wurden jeweils flinf Kulturen der beiden Stamme fiir elf Tage auf CM bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 Stunden und
26 °C kultiviert. Nachfolgend wurden die Konidien abgeschwemmt, das Wasser mittels Miracloth filtriert und die Sporen
ausgezahlt. Es wurden drei unabhangige technische Replikate durchgefiihrt.

3.3.3 Charakterisierung der biologischen Aktivitdt von HN1 (13)

Fir die Wirkstoffforschung ist es von hochstem Interesse neu identifizierte Substanzen auf deren
jeweilige biologische Aktivitat hin zu Uberpriifen. Flr eine genaueren Charakterisierung des
Wirkungsprofils wurden Toxizitatstest durchgefiihrt.

Die von MOOE::PbtyA

synthetisierte Substanz HN1 (13) wurde in Konzentrationen von 0,2 - 200 pg/ml fur
Zytotoxizitatstest mit humanen Hela S3-Zellen fiir drei Tage inkubiert. Ausgewertet wurde die
prozentuale Zytolysequote der Hela S3-Zellen (Abb. 2.3.3.6). Fiir die Untersuchung einer putativ
herbiziden Wirkung von HN1 wurden Konzentrationen von 100 und 200 pg/ml mit
Lepidium sativum (Kresse) fur drei Tage inkubiert und anschlieRend die prozentuale Auskeimungsrate
dokumentiert. Des Weiteren wurden Agardiffusionstests mit Bacillus brevis, Micrococcus luteus,
Nematospora coryli und Penicillium notatum durchgefiihrt. Daflir wurde HN1 in Konzentrationen von
0,2 - 200 pg/ml auf Filterrondellen aufgetragen und diese auf Agarplatten Gbertragen, welche mit dem
jeweiligen Mikroorganismus versetzt sind. Nach 24-48 Stunden wurden die Durchmesser moglicher
Inhibitionszonen  ermittelt. Fir die Uberpriifung einer méglichen fungiziden Wirkung
(Oomyceten Fungizid) wurde HN1(13) in Konzentrationen von 0,2-200 pg/ml fir
Keimungshemmungstest mit Phytophthora infestans verwendet. Die Auswertung erfolgte nach

16 - 48 Stunden, dafiir wurde die prozentuale Auskeimungsrate ermittelt. Sdmtliche Versuche wurden

am IBWF von Meike Saul-Reiss, Wolfgang Schuck und Ludmilla Bardens ausgefiihrt. Es wurde
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ausschlieBlich eine Auswirkung auf die Zellkultur bei den Zytotoxizitatstest in den Konzentrationen von
100 und 200 pg/ml nachgewiesen werden. Bei diesen Konzentrationen betragt die Zytolysequote der

Zellen 100 % (Abb. 19).
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Abb. 19: Zytotoxizitdtstest von HN1 (13) mit Hela S3-Zellen. Hela S3-Zellen wurden {ber einen Zeitraum von drei Tagen
zusammen mit verschieden Konzentrationen von 0,2 — 200 pg/ml HN1 inkubiert. Die Auswertung erfolgte optisch mit dem
Mikroskop. Angabe in % = Menge an Zellen pro Vertiefung der Inkubationsplatte.

Fiir eine genauere Auflosung und Bestimmung von Zelltodereignissen sowie der Bewertung der
Zellzyklusverteilung bedingt durch HN1 (13) Giber den Zytotoxizitdtstest mit Hela S3-Zellen wurde der
DNA-Gehalt HN1 exponierter, fixierter VH10tert Zellen (humane Fibroblasten Zelllinie mit
Telomerase-Aktivitdt) mittels Propidiumiodid-Farbung und nachfolgender Messung mit dem
BD FACSCanto Il durchflusszytometrisch analysiert sowie verglichen (2.3.3.6). Samtliche

Arbeitsschritte  wurden am Institut flir Toxikologie der Universitditsmedizin  der

Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz von _ ausgefihrt.

Mittels dem SubG1-Assay wird die durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphase Uber die
Messung der stochiometrischen Interkalation von Propidiumiodid in die groRe Furche der DNA der
HN1 exponierten und permeabilisierten VH10tert Zellen ermdglicht. Fiir die Auswertung und
Interpretation, der durch die Durchflusszytometrie gewonnenen Daten wurde die von PERTTU TERHO

entwickelte Flowing Software 2.5.1 verwendet.

AusschlieRlich nach der Exposition von VH10tert Zellen mit HN1 (13) Konzentrationen ab 100 pg/ml
(100 und 500 pg/ml) wurden Auswirkungen auf die Verteilung der jeweiligen Phasen des Zellzyklus der
VH10tert Zellen detektiert. Im Vergleich zu der Negativkontrolle mit und ohne DMSO als auch bei
HN1 (13) Konzentrationen von 50 ng/ml bis zu 50 pg/ml wurden ca. 5 -8 % der SubG1-, ca. 70 % der
G1l-, ca. 5-8% der S-, 8—12% der G2-/M- sowie weniger als 3 % der Phase mit mehr als
2n DNA-Gehaltes den VH10tert Zellen zugeordnet. Demgegeniiber steigt ab 100 pg/ml (100 und
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500 pg/ml) HN1 (13) die SubG1-Phase von ca. 5 — 8 % signifikant auf ca. 60 % an und die G1-Phase sinkt
auf ca. 25 -30 % (Abb. 20).

SubG1-Assay - VH10tert-Zellen

W SubGl WGL OS WG2ZM W >2n
1004

S B B B B P B B F
g !.!-!H.Hl.l
E
o 60
>
n
=
i 404
N
©
N 204
0-
S & S LS S S
%O Q(\Q QQQ Q(\Q QQQ \'\}Q " Q)(O\}q 0\}0) QQQ 0\}0) Q\}Q’ QQQ
o@@,@@@ RSN

Abb. 20: SubG1-Assay von VH10tert Zellen mit HN1 (13). Fir die Analyse der Sub-G1-Fraktion wurden 0,8 x 10° - 1,5 x 10°
VH10-tert Zellen pro 6 cm @ Schale in 2,5 ml Dulbeccos modified Eagles Medium ausgesat. Nach einer 48-stiindigen Inkubation
unter Standardbedingungen wurden die Zellen mit HN1 (13) Konzentrationen von 50 ng/ml bis 500 pg/ml gel6st und in DMSO
supplementiert. Nach weiteren 24 h, 48 h, 72 h und 96 h wurden die Zellen geernet, mit Propidiumiodid gefarbt und schlieRlich
am BD FACSCanto Il durchflusszytometrisch analysiert. Fir die Messung wurde der FL2-Kanal am Durchflusszytometer
ausgewahlt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der von Perttu Terho entwickelten Flowing Software 2.5.1.
SubG1 =SubGab1-Phase; G1 = Gab1-Phase; S = Synthese-Phase; G2/M = Gab2-Phase/Mitose-Phase; > 2n = DNA-Gehalt
grofRer 2 n.

Charakteristisch flr die SubG1-Phase sind, bedingt durch degradierte DNA, fragmentierte sowie
apoptotische Zellen [BROCKHOFF et al. 2007; LENZ et al. 2007]. Um zu ermitteln, ob die durch HN1 (13)
geforderte Degradierung der DNA der VH10tert Zellen auf apoptotische oder nekrotische Prozesse
zurlckzufihren ist, wurde zur Unterscheidung eine AnnexinV/Propidiumiodid-Firbung mit
nachfolgender Durchflusszytometrie am BD FACSCanto Il durchgefiihrt (2.3.3.6). Die Ausfiihrung

samtlicher Arbeitsschritte erfolgte am |Institut fir Toxikologie der Universitatsmedizin der

Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz von _

Bei einer Inkubationsdauer von 96 h ist die Zelltodrate der VH1O0tert Zellen von 25 ng/ml bis
einschlieRlich 50 pg/ml HN1 (13) bei unter 10 %. Ab 100 pg/ml HN1 (13) betrégt diese knapp 70 % und
steigt auf bis zu 95 % an (200 — 500 ug). Dabei entfallen jeweils mehr als 50 % der Zelltodereignisse auf
apoptotische Prozesse sowie der Ubrige Anteil (< 50 %) auf nekrotische bzw. spate apoptotische
Prozesse (Abb. 21, A.). Bei langerer Inkubationszeit der VH10tert Zellen betradgt die Zelltodrate bereits
bei 50 ug/ml ca. 75 % und ist hauptsachlich auf apoptotische Prozesse zuriickzufiihren (ca. 80 %;

Abb. 21, B.).
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Abb. 21: AnnexinV&PI-Assay von VH10tert Zellen mit HN1 (13). Fir die Analyse der Sub-G1-Fraktion wurden
0,7x 10° - 1,5x 10° VH10-tert Zellen pro 6 cm @ Schale in 2,5 ml Dulbeccos modified Eagles Medium ausgesit. Nach einer
24 - 48-stiindiger Inkubation in einer StickstoffMelAosphare wurden die Zellen mit HN1 (13) Konzentrationen von 25 ng/ml bis
500 pg/ml gelést und in DMSO behandelt. Nach weiteren 24 h, 48 h, 72 h, 96 h sowie 168 h wurden die Zellen geerntet, mit
AnnexinV-FITC-Konjugat inkubiert sowie mit Propidiumiodid gefarbt und schlieRlich am BD FACSCanto Il durchflusszytometrisch
analysiert. Fiir die Messung wurde der FL3-Kanal am Durchflusszytometer ausgewahit. Pl = Propidiumiodid.

Um zu Uberprifen, ob bedingt durch HN1 (13) auch die Seneszenz von VH10tert Zellen induziert
werden konnte und somit die Zellen friihzeitig irreversibel im Zellzyklus stagnieren, wurde ein
C1,FDG-Assay (ImaGene Green™ C1,FDG lacZ Gene Expression Kit) von LN229-Zellen mit HN1 (13) am
Institut fir Toxikologie der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz von
I i chaefiihrt (2.3.3.6).

In diesem Fall wurden Gehirntumorzelllinie LN229 fiir diesen Assay verwendet, um eine starkere
Auspragung von Seneszenz im Vergleich zu VH10tert Zellen beobachten zu kdénnen. Die Seneszenz
wurde durch eine SA-B-Gal (Senescence-associated beta-Galctosidase) Farbung und nachfolgende
durchflusszytometrische C12FDG-Farbung in angehefteten Zellen gemaR Tomicic et al. (2021) bestimmt
(Abb. 22).

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (0 %) ist der prozentuale Anteil an Zellen mit detektierter
C12FDG positiv Zellrate bereits ab 10 pg/ml HN1 (13) mit ca. 24 % deutlich erhéht. Die hdchste Rate an
C12FDG positiv Zellrate, wihrend der Zugabe von HN1 (13), wurde bei 50 pg/ml HN1 (13) mit ca. 40 %
ermittelt. Bei der Messung der Positivkontrolle mit 50 UM Temozolomid (TMZ) wurde eine C12FDG

positiv Zellrate von Gber 80 % gemessen.
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Abb. 22: C1FDG -Assay von LN229 Zellen mit HN1 (13). Fiir die Analyse, ob eine HN1 (13) induzierte SA-R-gal-Aktivitat in
VH10tert Zellen induziert wird, wurden 0,7 x 10° - 1,5 x 10° VH10-tert Zellen pro 6 cm @ Schale in 2,5 ml Dulbeccos modified
Eagles Medium ausgesat. Nach 24-stiindiger Inkubation in einer KohlenstoffdioxidMelAosphare (5 %) wurden die Zellen mit
HN1 (13) Konzentrationen von 50 ng/ml bis 400 pg/ml exponiert. Nach weiteren 168 h wurden die Zellen gewaschen und
anschlieend mittels C12FDG gefarbt, geerntet und schlieRlich am BD FACSCanto Il durchflusszytometrisch analysiert. Fiir die
Messung wurde der FITC-Kanal am Durchflusszytometer ausgewdhlt. FDG = Fluoreszein-di-R-D-Galactopyranosid,
C12FDG = 5-Dodecanoylaminofluorescein Di-B-D-Galactopyranosid; TMZ = Temozolomid.

DNA  schadigende sowie cytotoxische  Substanzen  kénnen in  Zellen  weiteren
Zellschicksalsentscheidungen induzieren, wie zum Beispiel Autophagie eine weitere mogliche
Zellantwort ist. Fiir die Uberpriifung von HN1 (13) bedingter Steigerung von Autophagie wurden
VH10tert Zellen wahlweise mit Chloroquin (cq), Rapamycin (rap), HN1 (13) sowie DMSO inkubiert.
AnschlieBend erfolgte gemanR den Herstellerangaben die Durchfiihrung des
CYTO-ID® Autophagy detection Assays. Die Farbung der VH10tert Zellen erfolgte mit der CYTO-ID®
Green stain solution und anschlieRender durchflusszytometrischer Messung am Institut fiir Toxikologie

der Universitdtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitdit Mainz (_;

2.3.3.6).

AusschlieRlich bei der Zugabe von cq 100 uM bzw. rap 10 uM + cq 10 uM wurden {iber 80 % der
jeweiligen V10tert Zellen als Autophagie positiv zugeordnet. Sowohl bei der DMSO-Negativkontrolle
als auch der weiteren Positivkontrolle rap 10 uM sowie den Zellen mit supplementierten HN1 (13) in
Konzentrationen von 50 ng/ml — 100 pug/ml wurden maximal 20 % der Zellen als Autophagie positiv

detektiert (Abb. 23).
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Autophagy Cyto-ID (24 h) - VH10tert-Zellen
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Abb. 23: CYTO-ID® Autophagy detection-Assay von VH10tert Zellen mit HN1 (13). Fiir die Analyse, ob eine HN1 (13) induzierte
Autophagie von VH10tert Zellen vorliegt, wurden 0,7 x 10° - 1,5 x 10° VH10-tert Zellen pro 6 cm @ Schale in 2,5 ml Dulbeccos
maodified Eagles Medium ausgesét. Nach einer 24-48-stlindiger Inkubation in einer StickstoffMelAosphare wurden die Zellen mit
HN1 (13) Konzentrationen von 50 ng/ml bis 100 pg/ml gelést in DMSO, sowie rap 10 uM, c¢gq 100 pM, rap 10 uM + cq 10 uM und
25 ul DMSO als Kontrollen behandelt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen geerntet, mit CYTO-ID® gefarbt und schlielich am

BD FACSCanto Il durchflusszytometrisch analysiert. Fiir die Messung wurde der FL3-Kanal am Durchflusszytometer ausgewahlt.
DMSO = Dimetyhlsulfoxid, rap = Rapamycin, cq = Chloroquin.

3.4 Heterologe Expression von rekombinanten NRPS-like codierenden Gene

Im Weiteren sollte die Méglichkeit der gezielten Rekombination von einzelnen NRPS-like Doméanen zur
Synthese von putativ neuen Metabolite eruiert werden.

Es wurden die NRPS-like Enzyme GbNRPS-likel, AIPbtyA sowie MelA-Gb2 mit den korrespondierenden
Metaboliten Phenguignardic acid (1), Phenylbutyrolacton lla (16)/HN1 (13) und Aspulvinon E (17) fir
die Rekombination ausgewdhlt. Die ungefdhren Domanengrenzen wurden mittels Interpro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) vorhergesagt und anschlieBend in den konservierten
Grenzbereichen eine passende Trennungssequenz zwischen zwei a-Helixen auf Proteinebene gesucht.
Fir die Vorhersage der Proteinsequenz mit einhergehender Sekundarstruktur wurde Unipro UGENE
verwendet. Die einzelnen Domanen (A, T und TE) wurden anschlieRend von der korrespondierend DNA
amplifiziert und mittels Gibson Assembly zusammen mit den entsprechenden Expressionsvektor

fusioniert (2.1.9). Die fusionierten Hybrid-NRPS-like Enzyme wurden so rekombiniert, dass die
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A-Domaéne von einer anderen NRPS-like stammt als die T- und TE-Domane (Tab. 21; Sequenzen siehe

Anhang 6.3.1).

Tab. 21: Ubersicht der generierten Hybrid-NRPS-like Enzyme. In der Tabelle sind die korrespondieren NRPS-like Enzyme der
jeweiligen A- bzw. T-/TE-Domane der Hybrid-NRPS-like Enzyme mit den zu erwartenden Metaboliten aufgefiihrt.

Hybrid-NRPS-like A-Domaine T-/TE-Doméne Postulierter Metabolit
PbtyA-Gb1l AlPbtyA GbNRPS-likel Phenguignardic acid (1)
Gb1-PbtyA GbNRPS-likel AlPbtyA Phenylbutyrolacton Ila (16)/HN1 (13)
MelA-Gb1l AtMelA GbNRPS-likel Hydroxy-Phenguignardic acid (18)

MelA-PbtyA AtMelA AlPbtyA Butyrolacton lla (19)/“Hydroxy-HN1“ (20)
PbtyA-MelA AlPbtyA AtMelA ,Phenylvinon” (21)

3.4.1 Heterologe Expression der Hybrid-NRPS-like Enzyme PbtyA-Gb1 und Gb1-PbtyA

Die generierten Hybrid-NRPS-like Expressionsvektoren pO©&:PPA-Gb1 ynd pOE:Gb1-PotyA\y rden nachfolgend
mittels ATMT in Magnaporthe oryzae transformiert (2.2.6.2). Entsprechende Transformanten wurden
nachfolgend selektiert, fermentiert (2.3.1.1) und die Rohextrakte aus dem Kulturfiltrat bzw. Mycel
extrahiert (2.3.2). Die Messungen der Extrakte erfolgten an der HPLC-MS (2.3.3.2).

In den Rohextrakten der Expressionsstimme Mo%#?¥4-6b1 \wyrde eine Substanz bei einer RT von
18,1 min identifiziert. Im Abgleich mit der Datenbank des IBWF konnte die Substanz anhand der Masse

und des UV-Spektrums eindeutig als Phenguignardic acid (1) bestatigt werden (Abb. 24).

1
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Abb. 24: HPLC-Chromatogramme des Rohextraktes der Fermentation von Mo% 461 |n der Abbildung sind
zwei Chromatogramme der korrespondierenden Rohextrakte von dem Hybrid-NRPS-like Expressionsstamm Mo%5:7%4-6b1 ynd
MoWT nach fiinftagiger Fermentation in 200 ml Kolben mit 50 ml CM bei 120 rpm und 26 °C abgebildet. Die HPLC-Messungen
erfolgten bei 300 nm tber 30 min. Die Rohextrakte wurden auf eine Endkonzentration von 5mg/ml eingestellt.
mAU = milli Absorbance Units; nm = Nanometer; min = Minuten; A = A-Domane (Adenylierungsdomane); T = T-Doméane
(Thiolierungsdomé@ne); TE = TE-Doméane (Thioesterase Domdne); PbtyA = AlPbtyA; Gbl = GbNRPS-likel;
PbtyAGb1p = Fusionsprotein AlPbtyAp und GbNRPS-likelp; 1 = Phenguignardic acid (1).
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In den Rohextrakten des Expressionsstammes Mo®t“6P1P%A \elcher die Hybrid-NRPS-like Gb1-PbtyA
beinhaltet, wurde ein Metabolit bei einer Retentionszeit von 13,6 min identifiziert (Abb. 25). Nach
Abgleich mit der IBWF internen Datenbank wurde die Substanz anhand der Masse und des

UV-Spektrums eindeutig als HN1 (13) bestatigt (Abb. 25).
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Abb. 25: HPLC-Chromatogramme des Rohextraktes der Fermentation von Mo%:™%A |n der Abbildung sind
zwei Chromatogramme der korrespondierenden Rohextrakte von dem Hybrid-NRPS-like Expressionsstamm MoPEPP4 ynd
MoWT nach fiinftagiger Fermentation in 200 ml Kolben mit 50 ml CM bei 120 rpm und 26 °C abgebildet. Die HPLC-Messungen
erfolgten bei 300 nm Uber 30 min. Die Rohextrakte wurden auf eine Endkonzentration von 5 mg/ml eingestellt. mAU = milli
Absorbance Units; nm = Nanometer; min = Minuten; A = A-Domdne (Adenylierungsdomane); T = T-Domane
(Thiolierungsdomane); TE = TE-Domane (Thioesterase Domaéne); Gbl = GbNRPS-ikel; PbtyA = AlPbtyA;
Gb1-PbtyAp = Fusionsprotein GbNRPS-likelp und AlPbtyAp; 13 = HN1 (13).

3.4.2 Heterologe Expression weiterer rekombinanter NRPS-like codierender Gene

Fir die Synthese noch putativ unbekannter NRPS-like codierender Metaboliten wurden die weiteren
Hybrid-NRPS-like Enzym Expressionsvektoren pOFMelA-Gbl = nOE:MelA-PBYA | ng OE:POA-MeA ganarjert,
Analog zu 3.4.1 erfolgte die Transformation von Magnaporthe oryzae (2.2.6.2) mit entsprechender
Selektion und Fermentation der ermittelten Transformanten. Die aus dem Kulturfiltrat bzw. Mycel

extrahierten Rohextrakte (2.3.2) wurden fiir Messungen an der HPLC-MS verwendet (2.3.3.2).

Bei einer Retentionszeit von 13,5 min wurde im Rohextrakt des Expressionsstammes Mo9t:MelA-Gb1
welcher die kodierende Sequenz der Hybrid-NRPS-like aus Allantophomopsis lycopodina und
Guignardia bidwellii beinhaltet, ein unbekannter Metabolit identifiziert (Abb. 26). Auch nach Abgleich

mit der internen Datenbank fiir Naturstoffe des IBWF konnte die Verbindung nicht identifiziert werden.
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Abb. 26: HPLC-Chromatogramme des Rohextraktes der Fermentation von Mo%™Me#G1 |n der Abbildung sind
zwei Chromatogramme der korrespondierenden Rohextrakte von dem Hybrid-NRPS-like Expressionsstamm Mo ei-eb ynd
MoWT nach fiinftagiger Fermentation in 200 ml Kolben mit 50 ml CM bei 120 rpm und 26 °C abgebildet. Die HPLC-Messungen
erfolgten bei 300 nm Uber 30 min. Die Rohextrakte wurden auf eine Endkonzentration von 5 mg/ml eingestellt. mAU = milli
Absorbance Units; nm = Nanometer; min = Minuten; A = A-Domédne (Adenylierungsdomane); T = T-Domane
(Thiolierungsdomane); TE = TE-Doméne (Thioesterase Domdne); MelA = AtMelA; Gbl = GbNRPS-likel;
MelA-Gb1p = Fusionsprotein AtMelA und GbNRPS-like1p; ? = unbekannter Metabolit.

Um die fiir eine Strukturbestimmung bendtigte Menge der Reinsubstanz zu praparieren, wurde der
Expressionsstamm Mo%MelA-6bl gnalog zu 3.4.1/3.4.2 im 20 L Fermenter fermentiert (2.3.1.1), der
Rohextrakt extrahiert (2.3.2) und an der praparativen HPLC fraktioniert (2.3.3.3). Die einzelnen
Fraktionen wurden mit 15 % Toluol p. a. versetzt und die Proben bis zur Trocknung eingedampft, auf
2 mg/ml eingestellt und mittels analytischer HPLC-MS (IBWF) auf die Reinheit hin analysiert (2.3.3.2).
Mit Bestdtigung der Ergebnisse der ersten Referenzmessung (Abb. 26) sowie eines ausreichenden

Reinheitsgraded von Uber 90 %, wurde die Probe fiir eine Strukturaufklarung durch die AG Opatz

(Institut fiir organische Chemie, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz; ||| | | N EEE T
B - I orvendet

Die Strukturaufklarung wurde erfolgreich durchgefiihrt. Es handelt sich bei der Substanz um

Hydroxy-Phenguignardic acid (18), ein bisher unbekanntes Dioxolanon (Abb. 27).
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Abb. 27: Strukturformel von Hydroxy-Phenguignardic acid (18). In A ist das UV-Spektrum und in B die Strukturformel von
Hydroxy-Phenguignardic acid (18) angegeben. nm = Nanometer.

In dem Rohextrakt von Mo%:MeA-PbvA \wyyrden zwei Metabolite mit hoher Absorption bei min 10,9 und
11,5 detektiert. Ein weiteres kleineres Signal wurde bei min 9,9 ermittelt (Abb. 28). Die korrespondiere
Hybrid-NRPS-like MelA-PbtyAp des Expressionsstammes wurde aus der NRPS-like von
Aspergillus terreus sowie Allantophomopsis lycopodina fusioniert (2.2.4.2). Der Peak bei 11,4 min
konnte eindeutig Butyrolacton lla (19) zugeordnet werden. Die weitere unbekannte Substanz wurde

auch nach Abgleich mit der Datenbank fiir Naturstoffe des IBWF nicht identifiziert.
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Abb. 28: HPLC-Chromatogramme des Rohextraktes der Fermentation von Mo%MeaPbA |y der Abbildung sind
zwei Chromatogramme der korrespondierenden Rohextrakte von dem Hybrid-NRPS-like Expressionsstamm MoPEMeA-PbyA ng
MoWT nach fiinftagiger Fermentation in 200 ml Kolben mit 50 ml CM bei 120 rpm und 26 °C abgebildet. Die HPLC-Messungen
erfolgten bei 300 nm ber 30 min. Die Rohextrakte wurden auf eine Endkonzentration von 5mg/ml eingestellt.
mAU = milli Absorbance Units; nm = Nanometer; min = Minuten; A = A-Domane (Adenylierungsdomane); T = T-Doméane
(Thiolierungsdomé@ne); TE = TE-Domdne (Thioesterase Domédne); MelA = AtMelA; PbtyA = AlPbtyA;
MelA-PbtyAp = Fusionsprotein AtMelA und AlPbtyAp; ? = unbekannte Metabolite.
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Um eine groRere Menge des Rohextraktes von Mo%F:MeA-PbA£(ir ein potentielle Strukturaufkldrung zu

OE:MelA-Gb1  Dje  anschlieRende

separieren erfolgte eine 20 L Fermentation analog zu Mo
Strukturaufklarung der entsprechenden Fraktionen zu den korrespondieren Signalen bei min 9,9 und

10,9 war nicht erfolgreich.

Lediglich bei den Mo©&P?A-MelA Transformanten der Hybrid-NRPS-like PbtyA-MelA, fusioniert aus den
NRPS-like Enzymen von Allantophomopsis lycopodina sowie Aspergillus terreus, wurden keine

weiteren Metabolite im Vergleich zur MoWT Kontrolle detektiert.
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4 Diskussion und Ausblick

Bereits im Jahre 1824 veroffentliche JEAN BAPTISTE FOURIER erste Gedanken zur ,Theorie der
Warmebewegung in festen Kérpern® um die klimatisch glinstigen Lebensbedingungen der Erde nach
den Eiszeiten zu erkldaren. EUNICE NEWTON FOOTE griff die Thesen auf und experimentierte 1856 mit
unterschiedlichen Gasen der Erdatmosphare. In Abhangigkeit von der Zusammensetzung der Gase
erwdrmte sich der Kolben mit dem hochsten Anteil an Kohlenstoffdioxid am schnellsten. Im Folgenden
prognostizierte der Mineralolkonzern ExxoN 1982 einen CO, Anstieg in der Erdatmosphéare von
ca. 340 ppm auf bis zu 420 ppm im Jahre 2020, um die Auswirkungen auf den Meeresspiegelanstieg
im Bezug zu den Offshore Bohrinseln zu untersuchen. 2021 wurde tatsdchlich am
Mauna Loa Observatorium auf Hawaii ein CO; Wert von 419 ppm in der Atmosphare der Erde ermittelt

[Stand 2022; https://gml.noaa.gov/obop/mlo/].

Die Freisetzung von Treibhausgasen aufgrund anthropogener Aktivitdten ist die Hauptursache fir die
heutigen Klimaveranderungen [GLOVER et al., 2008], zu denen hdhere Durchschnittstemperaturen und
veranderte Niederschlagsmengen gezahlt werden [ADAMS et al., 1998; TRENBERTH et al., 2007]. Diese
klimatischen Bedingungen wirken sich direkt auf die Landwirtschaft sowie die dafiir zur Verfligung
stehenden Wasserressourcen aus [IGLESIAS et al., 2012]. Die vielschichtigen Klimaverdanderungen
fihren beispielsweise zu groBeren Hitzewellen, langere Dirreperioden [BiL & FISHER, 2011] oder
zunehmenden Uberschwemmungen in den landwirtschaftlich genutzten Anbaugebieten
[Zi1skA & RUNION 2007; ZISKA 20144, b].

Die Auswirkungen auf die verschiedenen Systeme der landwirtschaftlichen Produktion kénnen sowohl
positiv als auch negativ sein [GREGORY et al., 2005; OBIRIH-OPAREH & ONUMAH 2014]. Wahrend
beispielsweise bedingt durch einen Temperaturanstieg von 3 °C vor allem in Slideuropa der Ertrag von
Mais um 50 % verringert wird [IPCC, 2022], kénnen sich gleichzeitig die Anbaugebiete anderer
Kulturpflanzen und Feldfriichte weiter in den Norden von Europa verlagern. In Deutschland
ermoglichen die steigen Durchschnittstemperaturen eine Ausdehnung der Flachen von
Weinanbaugebieten [FRATER und SCHWANKE, 2009]. Gleichzeitig konnen sich aufgrund der
Erderwdarmungen aber auch negative Veranderungen in der Verteilung, Haufigkeit und dem Grad des
Befalls von Schadlingen sowie Unkrautern auf Anbausysteme und Schadlingsbekdampfungsmethoden
auswirken [BAzzAz & CARLSON, 1984; ZISKA & RUNION, 2007; ZIskA 2014a, b]. Neben den Anbaugebieten
flir Weinreben kénnen sich demnach auch die Verbreitungsgrenzen fiir diverse Rebenkrankheiten in
etablierte Weinregionen verschieben. Dies gilt explizit fir Pathogene der Grapevine trunk diseases
(GTD), zu denen pravalente Krankheitskomplexe wie die Esca-Krankheit zahlen [DEML et al., 2009] oder
aber weitere eher subtropisch beheimatetet Phytopathogene wie Roesleria subterranea [NEUHAUSER

et al., 2009] und Guignardia bidwellii, Ausléser der Schwarzfaule [LOSKILL et al., 2009].
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4.1 Sekundirmetabolite von Guignardia bidwellii

Guignardia bidwellii [ELLIS, 2008] ist ein hemibiotropher Ascomycet, dessen anamorphe Form von
ENGELMAN VAN DER AA als Phyllosticta ampelicida klassifiziert wird [SNOWDON, 1990]. Der Ascomycet ist
Ausloser der Schwarzfaule (black rot) an Weinreben (Vitis vinifera) [LoskiLL et al., 2009], welcher
schwere Schaden verursacht und im 6kologischen Weinanbau zu einhergehenden Ernteverluste von
bis zu 80 % flihren kann. Befallen werden vor allem junge Pflanzentriebe und Blatter sowie die Trauben
[FERRIN & RAMSDELL, 1978; HARMS et al., 2005].

Urspringlich war G. bidwellii ausschliefRlich in Nordamerika endemisch, wurde jedoch zusammen mit
dem Import der Wirtspflanzen im 19. Jahrhundert nach Siidamerika und in den Mittelmeerraum
eingetragen [RAMSDELL & MILHOLLAND, 1988]. Bedingt durch den Klimawandel konnte sich die
Schwarzfdule in nordlichere Regionen ausbreiten und wurde 2002 zum ersten Mal in Deutschland
beobachtet [MOHR & BERKELMANN-LOHNERTZ, 2012]. Die Verbreitung innerhalb der deutschen
Weinanbaugebiete gelang zunachst allem voran lber Weinbergsdrieschen. Ausgehend von dem
Reservoir erfolgte die Ausdehnung des Pathogens mittels Ascosporen und Pyknidiosporen in
bewirtschaftete Weinberge. Zu den am starksten betroffenen Regionen in Deutschland gehoren die
Gebiete der Mosel, Nahe und des Mittelrheins [HARMS et al., 2005].

Aufgrund der Tatsache, dass G. bidwellii bereits erste Resistenzen gegen etablierte Fungizide wie
beispielsweise Demethylase- und Quinon-Oxidase-Inhibitoren aufweist [MIESSNER et al., 2011; MOLITOR
& BEYER, 2014], gleichzeitig aber der Einsatz von Kupferpraparaten aufgrund der hohen Kupfertoleranz
des Pathogens im 6kologischen Weinbau nicht wirkungsvoll ist, mlissen neue Bekampfungsstrategien
erarbeitet werden [MOLITOR, 2009]. Ein wichtiger Schritt dafiir ist die Aufklarung und Erforschung von
den Mechanismen der Wirtspflanzen-Pathogen-Interaktion. Mit zunehmender Anzahl an Pathogenen
mit entwickelten Resistenzen gegeniiber herkémmlichen Fungiziden steigt die Nachfrage nach neuen
und zugleich pathogen spezifischen Fungiziden rasant an [THINES et al., 2004; ANKE & THINES, 2006].
Dabei muss sichergestellt werden, dass sich diese nicht negativ auf das umgebende Okosystem
auswirken und zugleich nicht in der Nahrungskette angereichert werden [STETTER, 1993]. Weiterhin

wird an der Ziichtung phytopathogen resistenter Rebsorten geforscht [Rex et al., 2014].

4.1.1 Optimierung des Wachstums von Guignardia bidwellii

Bisher ist der genaue Infektionsprozess und die dazugehorige Wirtspflanzen-Pathogen-Interaktion von
G. bidwellii und Vitis vinifera noch weitgehend ungeklart. Es wurde jedoch bereits postuliert, dass von
G. bidwellii sekretierte Dioxolanone als potenzielle Virulenzfaktoren in Frage kommen. Zum einen
konnte bereits gezeigt werden, dass die Applikation von dem Dioxolanon Phenguignardic acid (1) auf
gesunden Vitis vinifera Blatter zu Lasionen fihrt, vergleichbar mit den Blattlasionen eines direkten
Pilzbefalls einer Weinrebe. Zum anderen wurde nachgewiesen, dass die Toxine ausschlieBlich in

infizierten Vitis vinifera Blattproben enthalten waren, jedoch nicht in gesunden Weinblattern



75

nachweisebar sind [MOLITOR & BEYER, 2014; BUCKEL et al., 2017].

Des Weiteren ist das Wachstum von dem G. bidwellii-lsolat CBS 111.645 als Fliissig- wie auch Festkultur
in den bisher verwendeten Standardmedien Malzextraktmedium (MEM) und Oatmeal-Medium (OA)
langsam. Bedingt dadurch gestalten sich gerade Transformations- und Fermentationsexperimente als
duBerst zeitaufwendig. Aufgrund dessen wurde nach einem naturnahen Medium basierend auf
Weintrauben oder Weinblattern gesucht und letztendlich die Traubensaftmedium (TSM) Varianten I-IV
entwickelt. Um einen geringen Einfluss von potenziellen Zusatzstoffen und moglichen
Fungizid-Rlckstanden auf die Entwicklung der Pilzkulturen zu haben, wurde stets Traubensaft in
biologischer Qualitat verwendet.

Allen voran bei dem Isolat Gb9450 und dem Stamm Gb1313-K konnte eine eindeutige
Wachstumszunahme auf den Traubensaftmedien gegeniiber den Referenzmedien, ermittelt werden.
Lediglich der CBS111645-Referenzstamm ist auf dem verwendeten Traubensaftmedium nicht schneller
gewachsen, allerdings ist das Wachstum auf allen getesteten Medien signifikant langsamer im
Vergleich zu den anderen G. bidwellii-Kulturen (Abb. 5; Anhang 6.1).

Der Einfluss der den Medien zugefiigten Agenzien Nitratsalzlosung, Pepton und Calciumcarbonat
(TSMII-TSMIV) scheint nicht ausschlaggebend fiir das Wachstum der Pilzkulturen zu sein. Mit der
Zugabe von Pepton, als zusatzliche Proteinquelle, bzw. Nitratsalzlésung als Stickstoffquelle kann kein
signifikant besseres Wachstum auf den getesteten Festmedium ermittelt werden. Somit tragt die
zusatzliche Versorgung mit Aminosauren oder Stickstoff als moglicher Bestandteil von Aminosauren
und DNA in den jeweiligen Traubensaftmedien nicht essenziell zu einer hdheren
Wachstumsgeschwindigkeit bei. Auch die Zuckerkonzentrationen der TSM als Kohlenstoffquelle kann
in den vergleichenden Wachstumstest als entscheidender Wachstumsfaktor ausgeschlossen werden.
Im direkten Vergleich beinhalten die Traubensaftmedien TSMI-IV 1,6 % (w/v) Kohlenhydrate,
demgegeniiber beinhaltet das Malzextraktmedium (MEM) 2% Glukose und zuséatzlich
2 % Kohlenhydrate in Form von Malzextrakt. Lediglich das langsamere Wachstum der G. bidwellji
Kulturen CBS111645, Gb1313-K und Gb9450 auf Oatmeal-Medium koénnte mit der geringeren
Verfligbarkeit von kurzkettigen Kohlenhydraten wie Glukose begriindet werden. OM beinhaltet
ausschlieBlich 6 % Haferflocken. Ein entscheidender Faktor kdnnte das pflanzliche Polysaccharid Pektin
sein, welches in geringen Mengen auch in naturtriiben Traubensaft vorkommt. Wahrend der
biotrophen Phasen von G. bidwellii wird vor allem Pektin aus den Zellwdnden der Wirtspflanze als
Nahrungsquelle verwendet [Nick et al., 2017] und kdnnte somit wichtig fir das schnellere Anwachsen
auf einer Agarmedienkultur sein. Fiir die Uberpriifung des Einflusses von Pektin beziehungsweise einer
hohen Glukosekonzentration anstelle  von  Traubensaft flhrte  SCHIRLING (2019)
Wachstumsexperimente durch. Es konnte gezeigt werden, dass die Wachstumsraten der

verschiedenen lIsolate auf Medium mit Pektin (1 — 1,6 %) oder Glukose (1 — 1,6 %) anstelle von
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Traubensaft signifikant reduziert sind. Demzufolge kann auch Pektin als entscheidender
Medienbestandsteil fir ein schnelleres Wachstum in artifiziellen Kulturmedien ausgeschlossen werden.
Aufgrund dessen ist anzunehmen, dass das schnellere Wachstum der jeweiligen Pilzkultur mit der
individuellen Zusammensetzung des dem Medium beigefligten Traubensaftes zusammenhangen
muss. Moglicherweise sind die im Traubensaft geldsten Mikro- und Makronahrstoffe fir ein
schnelleres Wachstum essenziell. Ebenso kdnnten verstarkt wachstumsfordernde Vitamine wie
beispielsweise Thiamin und Biotin [ESPOSITO et al., 1962] im Traubensaft enthalten sein. Auch
pflanzenspezifische Effektoren, welche den Pilz zum Kolonisieren der Wirtspflanze anregen, konnten
gegenliber des Referenzmediums beinhaltet sein. Mittels HPLC-MS konnten durch analytische
Messungen bei Extrakten von verschiedenen Traubensaftmedien Extrakten keine Metabolite in

signifikanten Mengen fiir eine Identifikation oder weitere Strukturaufklarung festgestellt werden.

Generell ist bekannt, dass die Verwendung von Feldfrucht basierten Medien mit zusatzlicher Glucose,
gegeniber definierten Medien aus Glucose, Asparagin, Mineralsalzen, Biotin sowie Thiamin, ein
schnelleres Pilzwachstum ermaoglichen kann. Gleichzeitig deuten Wachstumsversuche mit verschieden
definierten Medien, welche den Vollmedien dhneln, darauf hin, dass nicht eine einzelne Komponente
flr die Stimulierung des Wachstums verantwortlich ist. Entscheidend ist wahrscheinlich eine
Kombination aus mehreren Komponenten [BEEVER und BOLLARD, 1970]. Damit wiirde sich auch die
gesteigerte Wachstumsgeschwindigkeit einiger G. bidwellii-lsolate auf den Weintrauben basierten
Medien erkldren.

Zu beachten ist jedoch, dass der CBS111645 Stamm nicht schneller auf den Traubensaftmedien wachst,
wenn auch generell sehr langsam im Vergleich zu den {brigen Isolaten. Daher kdnnte die
unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeit auf den diversen Medien auch an der individuellen

phanotypischen Plastizitdt der verschiedenen Guignardia bidwellii-Stamme liegen (Abb. 5).

4.1.2 Identifikation eines neuen Dioxolanon aus der Submerskultur von Guignardia bidwellii

Dioxolanone sind chemische Verbindungen, deren Grundgeriist aus einem Dioxolanonring bestehen.
Die Kernstruktur eines Dioxolanon ist das 1,3 Dioxolan und kann als cyclisches Acetal definiert werden.
Die neun Dioxolanone Allaguignardic acid (3), Guignaridc acid (2), Phenguignardic acid (1) sowie die
Guignardianone F (4), E (5), C(6), B (7), D(8;) und A(9) konnten bisher ausschlieflich aus
Submerskulturen unterschiedlicher Guignardia Spezies bzw. durch die Verwendung diverser

Fermentationsparameter isoliert werden [BUCKEL, 2015; BUCKEL et al., 2013].

Mit der Verwendung von Traubensaftmedium Ill (TSMIII) wurde Uberprift, ob bedingt durch das
verwendete Medium nicht nur eine Wachstumsbeschleunigung (4.1.1), sondern auch ein
differenzielles Metabolitenspektrum im Rohextrakt detektiert werden kann. Die Wachstumsversuche

belegen, dass insbesondere wahrend der Fermentation von Gb9450, Gb9495 und Gb10122 in TSMIII
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ein groBes Metabolitenspektrum nachweisbar ist. Neben samtlichen neun bekannten Dioxolanonen
aus Guignardia-Spezies konnten noch bis zu dreizehn weitere Metabolite in signifikanten Mengen
nachgewiesen werden (Abb. 8; 3.1.3). Auch die unbekannten Metabolite kdnnten aufgrund des
charakteristischen UV-Spektrums, mit einem absoluten Maximum bei 300 nm gefolgt von einem
starken Abfall der Absorbanz gegen null tendierend, bisher noch unbekannte Dioxolanone sein.
Mittels Aufreinigung und Strukturbestimmung ist es gelungen ein weiteres, zuvor unbekanntes
Dioxolanon aus den dreizehn unbekannten Metaboliten zu identifizieren. Es handelt sich dabei um
Isoguignardic acid (10) mit einer Masse von -~276 kDa (Abb. 10; 3.1.3). Isoguignardic acid (10)
unterscheidet sich im Vergleich zu Guignardic acid (2) an der 8. Position um eine weitere Methylierung

(Abb. 29).

o] [¢]
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Guignardic acid (2) Isoguignardic acid (10)

Abb. 29: Strukturformel von Guignardic acid (2) und Isoguignardic acid (10). Roter Kreis = zusatzliche

Methylgruppe von Isoguignardic acid (10) im Vergleich zu Guignardic acid (2).

Aufgrund dessen ist davon auszugehen, dass auch Isoguignardic acid (10) phytotoxisch ist. Die
Phytotoxizitdt von Guignardic acid (2) und Phenguignardic acid (1) wird vermutlich durch die
Hydroxygruppe gefordert, welche die Permeabilitdt in die Wirtspflanze steigert. FUr genauere
Untersuchungen sollte in Zukunft Isoguignardic acid (10) in groReren Mengen aufgereinigt werden und
anschlielend beispielsweise fiir Phytotoxizitatstests auf Weinblatter analog zum etablierten Test

appliziert werden.

Allerdings ist es nur moglich eine konstante Synthese des Metabolitenspektrums von beispielsweise
Gb9450 zu identifizieren, sofern die Kultivierung vor der Fermentation in TSMIII auf mindestens einer
Passage Oatmeal-Festmedium erfolgte (Abb. 7; 3.1.3). Diese Tatsache spricht dafiir, dass sich der
Organismus Gb9450 nach konstanter Kultivierung auf TSMIII-Festmedium an das Medium adaptiert
hat und die Synthese von Sekundarmetaboliten reduziert. Jedoch kann die Fahigkeit zur Synthese von
beispielsweise neun Dioxolanone wahrend einer Fermentation wieder erlangt werden, sofern die
Starterkultur zuvor auf Oatmeal-Festmedium kultiviert wird (Abb. 7; 3.1.3). Bedingt dadurch kann es
als unwahrscheinlich angesehen werden, dass die Vielfalt der synthetisierten Dioxolanone auf ein

einzelnes Dioxolanon als Ausgangsprodukt zuriickzufiihren ist. Andernfalls sollte unabhangig von dem
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jeweiligen Medium ein grolRes Metabolitenspektrum detektiert werden koénnen, sofern die
grundsatzlich vorkommenden Dioxolanone Guignardic acid (2) und Phenguignardic acid (1)
synthetisiert werden. Vielleicht kénnte der Umstand der Adaptation an das Medium mit der
genetischen Plastizitdt begriindet werden. Aufgrund der konstanten axenischen Kultivierung von
G. bidwellii auf TSMIII, kdnnte sich der Organismus an mogliche Effektoren aus dem Traubensaft
adaptiert haben. Diese Effektoren konnten einen entscheidenden Einfluss bei der
Wirtspflanzen-Pathogen-Interaktion haben und simulieren dem Pathogen die aktive Kolonisierung der
Wirtspflanze vor. In diesem Fall misste davon ausgegangen werden, dass die gebildeten
Sekundarmetabolite bei dem Infektionsprozess fiir das Isolat Gb9450 von Vorteil sind. Unter
konstanten Bedingungen wahrend der Kolonisierung kdnnte die Dioxolanon-Vielfalt aufgrund des
hoheren Ressourcenverbrauches jedoch von Nachteil sein. Die Regulierung von Genen und
Biosynthesecluster funktioniert auf verschiedenen Leveln. Neben der globalen Regulierung, welche auf
global wirkende Transkriptionsfaktoren basiert, konnen Biosyntheseclustern pfadspezifische
Transkriptionsfaktoren zugeordnet werden. Der Zn-Finger Transkriptionsfaktor GliZ53, welcher das
Gliotoxin-Biosynthese Cluster von Aspergillus fumigatus reguliert, wird von verschiedenen Faktoren
beeinflusst. Dazu zdhlen der pH-Wert, die Temperatur, die Zusammensetzung und Belliftung des
Kulturmediums, Gliotoxin selbst und andere unbekannte Faktoren, wahrend der Infektion von Mausen
[BRAKHAGE et al., 2013]. Auch eine spezifische Aktivierung von bisher noch unbekannten Genen, welche
an der vielfaltigen Dioxolanon Biosynthese beteiligt sind, ware moglich.

Des Weiteren ist eine durch Chromatin vermittelte Regulation der Dioxolanon-Biosynthese Gene
denkbar. Verschiedene Proteine und Proteinkomplexe sind an der Regulierung von Genclustern durch
Chromatinmodifikation beteiligt. Die wichtigsten Proteinkomponenten des Chromatins sind die
zahlreich vorhandenen Histonproteine, welche das Gerist fiir die Nukleosomenbildung sind. Fiir die
Ausbildung eines Nukleosoms wird die DNA um ein Histon-Oktamer gewunden, welches in der Regel
aus je zwei Molekiilen der Histonproteine H2A, H2B, H3 und H4 besteht. Histone sind Molekiile, welche
durch verschiedene Modifikationen darunter Methylierung, Acetylierung, Phosphorylierung,
Ubiquitinierung und Sumoylierung induziert werden [SHILATIFARD et al., 2006; BRAKHAGE et al., 2013].
Die Chromatin-basierte Regulierung durch Histonacetylierung oder -methylierung hat den Vorteil, dass
diese auf bestimmte Regionen des Chromosoms beschrankt werden kann, die nur wenige Gene
umfassen, was ein guter Grund fiir die Clusterbildung von Sekundérstoffwechselgenen sein kdonnte
[BRAKHAGE et al.,, 2013]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Verdanderung der
DNA-Methylierung von Fusarium oxysporum f. sp. niveum, durch wiederholte Passagen auf demselben
Medium, induziert werden kann [Kim, 1997]. Im Falle von G. bidwellii ware es moglich, dass
entsprechende Gene, welche an der Synthese von Dioxolanonen beteiligt sind, mit andauernden

Stimuli methyliert und somit deaktiviert werden. Erst nach langerer Kultivierung auf



79

Oatmeal-Festmedium, welches keine wirtsspezifischen Stimuli beinhaltet, wirden so die
entsprechenden Gene wieder demethyliert werden. Zu bedenken ist jedoch, dass die beiden
phytotoxischen Dioxolanone Phenguignardic acid (1) und Guignardic acid (2) nicht wirtsspezifisch sind
[MourToRr et al., 2012] und auch auf vielen anderen artifiziellen Medien in signifikanten Mengen
synthetisiert werden konnen. Wenn auch nicht auf einem so vielfaltigen und konstanten Niveau wie in
TSM (Abb. 8; 3.1.3). Des Weiteren konnte bisher nur das Dioxolanon Guignardic acid (2) in infizierten
Vitis vinifera Blatter identifiziert werden [BUCKEL et al., 2013]. Aufgrund dessen muss die generelle
Steigerung der Syntheseleistung von Dioxolanoen nicht zwangsweise durch spezifische Metabolite
oder Proteine, welche ausschliellich in der Weintraube vorkommen, stimuliert werden. Die weiteren
Guignardia-Spezies Guignardia aesculi (Phytophatogen der Rosskastanie), Guignardia musae
(Phytopathogen der Bananen), Guignardia vaccinii (Phytopathogen der Moosbeere) sowie die
apathogene  Art Guignardia mangiferae  synthetisieren ebenfalls die Dioxolanone
Phenguignardic acid (1) und Guignardic acid (2) [BUckeL, 2015]. Daher ware eine Untersuchung, ob
beispielsweise auch andere Fruchtsaftmedien bei einem Teil der G. bidwellii Isolate oder der weiteren
Guignardia  Spezies  Guignardia aesculi,  Guignardia musae  Guignardia mangiferae  sowie
Guignardia vaccinii dhnliche Effekte auf die Vielfalt der Dioxolanone-Biosynthese hatten, hochst
interessant.

Ebenfalls in Betracht gezogen werden kodnnte eine Aktivierung von Signalkaskaden, welche
nachfolgend die Transkription von an der Dioxolanon-Synthese beteiligten Genen fordert. Sofern die
potenziellen Stimuli ununterbrochen vorhanden sind, konnte die Erregbarkeit der Rezeptoren
aufgrund von Adaptationsprozessen reduziert werden. Erst nach langerer Abwesenheit des Stimulus
wadre eine erneute Aktivierung der Signalkaskaden moglich. Mittels Applikation von Reissaft konnte
bereits gezeigt werden, dass der HOG-Signalweg (High-Osmolarity-Glycerol-Pathway) des
Reisbranderrergers Magnaporthe oryzae aktiviert wird [NEUMANN; 2016]. Der HOG-Signalweg ist in
M. oryzae unter anderem fir die Aufrechterhaltung der Homoostase wichtig und steuert die
Expression von liber 600 Genen [DE NADAL et al., 2011]. Hierbei kann von einer globalen Regulierung
von Biosyntheseclustern ausgegangen werden, deren regulierende Transkriptionsfaktoren nicht nur
den Sekundarmetabolismus betreffen kénnen. Mogliche Ausléser waren beispielsweise auch Faktoren
der pilzlichen pH-Regulation [TILBURN et al., 1995]. Zu bedenken ist allerdings, das die
Dioxolanon-Vielfalt wahrend der Fermentation nicht in allen G. bidwellii Isolaten beobachtet werden
kann. Von daher ist eine spezifische Aktivierung moglicher Signalkaskaden zur Steigerung der

Dioxolanon-Vielfalt nicht wahrscheinlich.

Der Umstand der unterschiedlichen Syntheseleistung von Gb9450 wahrend der Fermentation in

TSMIII, in Abhdngigkeit von der Kultivierung der Vorkultur, sollte in Zukunft fiir eine RNAseq zu Nutze
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gemacht werden. Dadurch koénnte mittels Transkriptomanalyse untersucht werden, inwieweit
tatsachlich die Genaktivitat die jeweilige Syntheseleistung von Dioxolanonen beeinflusst und welche
Gene im speziellen durch Traubensaftbestandteile aktiviert werden kdnnten. Unter dem Begriff
Trankriptom wird die Gesamtheit der exprimierten Gene und der korrespondierenden
Expressionslevels zusammengefasst. Dabei kénnen sowohl interne als auch externe Faktoren und
Stimuli Einfluss auf das Transkriptom haben [Velculescu et al.,, 1997]. Besonders ware, dass die
vergleichende Fermentation ausschlielllich in TSMIIl durchgefiihrt werden kann. Lediglich die
Vorkulturen wirden auf unterschiedlichen Medien kultiviert werden. Dadurch ware gewahrleistet,

dass Unterschiede im Primarmetabolismus wahrend der Fermentation deutlich reduziert sind.

4.1.3 Biosynthese von Dioxolanonen

Gegenwertig ist bekannt, dass Phenguignardic acid (1) aus zwei Phenylpyruvaten kondensiert wird
[BUCKEL, 2015]. Demgegeniiber wird fiir weitere Dioxolanone eine Kombination aus Phenylpyruvat und
einer zweiten a-Ketosdure diskutiert. Dazu z3hlt Ketoisovalerat fiir Guignardic acid (2), Pyruvat fir
Alaguignardic acid (3) sowie 4-Hydroxy-Phenylpyruvat fir die Guignardianone E (5) und F (4) [MOLITOR
et al., 2012; BUcCKeL et al., 2013]. Bisher bestatigt ist die Tatsache, dass genau ein Phenylalanin als
Vorstufe fur die beiden phytotoxischen Verbindungen Guignardic acid (2) und Alaguignardic acid (3)
bendtigt wird [BUCKEL, 2015].

Fir die grundsatzliche Aufklarung der beiden Vorstufen von Guignardic acid (2) wurden weitere
Supplementationsversuche mit 3C markierten Valin in Fermentation mit dem G. bidwellii 1solat
Gb9450 durchgefiihrt. Ketoisovalerat (desaminiertes Valin) wird als zweiter essenzieller Baustein von
Guignardic acid (2) vermutet.

Mittels der 3C-NMR-Spektroskopie wurde bestitigt, dass fir die Synthese von Guignardic acid (2)
neben Phenylalanin [BUckeL, 2015] Valin als zweite Vorstufe verwendet wird. Eine Anreicherung von
13C konnte an der C-6 Position identifiziert werden (Abb. 10; 3.1.3). Damit wurde der erste direkte
Erweis erbracht, dass die Biosynthese von Guignardic acid (2) tatsdchlich auf der Zyklisierung von zwei
verschiedenen Aminosauren als Vorstufe beruht. Guignardic acid (2) ist somit der erste Metabolit,
basierend auf dem Grundgerist eines NRPS-like Produktes, welcher aus zwei verschiedenen
desaminierten Aminosauren zusammengesetzt ist. Eine weitere Besonderheit dabei ist das Verkniipfen
einer aromatischen mit einer nicht aromatischen a-Ketosaure. Ausgeschlossen werden kann aufgrund
der 3C-Markierung, dass es sich bei Guignardic acid (2) um ein Degradationsprodukt von

Phenguignardic acid (1) handelt.

Aufgrund dessen besteht die Moglichkeit, dass Isoguignardic acid (10) aus Phenylpyruvat und

Ketoisoleucin kondensiert wird. Fiir eine Uberpriifung der Hypothese kénnte analog zu (3.1) Gb9450
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in TSMIIl mit 3C markierten Isoleucin fermentiert werden. Nach entsprechender Aufreinigung und
Extraktion von lIsoguignardic acid (10) kénnte mittels H-NMR-Spektroskopie tberpriift werden, ob

tatsachlich eine 3*C-Markierung im Spektrum identifiziert werden kann.

4.2 Heterologe Expression von putativ an der Dioxolanon-Synthese beteiligten Genen

Fiir die Aufklarung und Analyse der Biosynthese von Sekundarmetaboliten ist meist eine genetische
Manipulation der synthetisierenden Mikroorganismen notwendig [ALBERTI et al., 2017]. Eine
genetische Veranderung von Guignardia bidwellii zur Erstellung von ,loss-of-function“~-Mutanten,
unter Verwendung etablierter Methoden wie beispielsweise der Protoplastierung oder
Agrobacterium tumefaciens vermittelten Transformation, war bisher nicht erfolgreich [BuckeL, 2015;
SCHIRLING, 2019; BORGER, 2020]. Neben dem gezielten Deletieren von Genen, welche an der
Dioxolanon-Biosynthese beteiligt sein konnten, war die heterologe Expression dieser ein alternativer
Ansatz. Durch die heterologe Expression kann unter der Verwendung von induzierbaren oder
konstitutiven Promotoren die genetische Expression und einhergehende Charakterisierung von

synthetisierten Sekundarmetaboliten erleichtert werden [ANYAOGU und MORTENSEN, 2015].

Bei der Auswahl des Wirtsorganismus muss beachtet werden, dass geeignete molekulare
Mechanismen fir die heterologe Expression von Genen und deren korrespondierenden Enzymen
vorhanden sind [DEsAI et al., 2010]. Eukaryotische Expressionssysteme werden fir die heterologe
Expression von eukaryotischen Proteinen hadufig vorgezogen. Ein Vorteil von filamentdsen Pilzen ist
dabei die effiziente und wirtseigene Sekretionsmaschinerie, wodurch die Enzyme von Interesse mit
entsprechenden Signalpeptiden direkt in das Kulturmedium sekretiert werden koénnen. Bedingt
dadurch wird eine Proteinaufreinigung vereinfacht [NEVALAINEN et al., 2005; WOSTEN et al., 1991]. Ein
genereller Vorteil bei der Verwendung von eukaryotischen Expressionssystemen sind die zahlreichen
posttranskriptionellen Modifikationen der synthetisierten Enzyme wie z. B. die Ausbildung von
Disulfidbriicken, Glykosylierung, Methylierung oder die Acetylierung [ALBERTI et al., 2017; CONESA et al.,
2001; GoukA et al., 1997]. Sofern eukaryotische genomische DNA heterolog exprimiert werden soll,
ware auch das Splicen der pra-mRNA in Abhangigkeit von der Auswahl des Wirtes moglich [GoMEs et
al., 2016]. Infolgedessen sind filamentodse Pilze trotz der haufig hoheren Kosten, bedingt durch die
langere Kultivierungsdauer gegenilber Einzellern wie E. coli und Hefen, eine mogliche Alternative in
der Biotechnologie [NEVALAINEN et al., 2005].

Ein Ziel dieser Arbeit war es den hemibiotrophen Ascomyceten Magnaporthe oryzae als
Expressionsorganismus zu testen und zu etablieren. M. oryzae ist als fakultativ phytopathogener
Organismus unter artifiziellen Bedingungen kultivierbar [TALBOT, 2003]. Aufgrund der verursachten
Reisbrandkrankheit mit einhergehenden Ernteverlusten von 10-30% ist M. oryzae von hoher

0konomischer Relevanz. Bedingt dadurch wurde das Genom bereits 2002 vollstandig sequenziert und



82

molekularbiologische Methoden zur genetischen Manipulation des Organismus existieren [DEAN et al.,

2005; JEON et al., 2007].

4.2.1 Heterologe Expression von NRPS-like Enzymen aus Guignardia bidwellii in
Magnaporthe oryzae

Durch eine RNA-Sequenzierung konnten zwei Gene identifiziert werden, deren Expressionslevel in
G. bidwellii mit der Biosynthese von Dioxolanonen korrelieren. Dazu zédhlt zum einen die GbPKS1 und
zum anderen die GbNRPS-likel. Des Weiteren konnte durch die Verwendung der bioinformatischen
Software tblastx eine weitere GbNRPS-like2 ermittelt werden (3.2.1).

Bei der heterologen Expression der GbNRPS-likel aus G. bidwellii in M. oryzae konnte eindeutig im
Extrakt des Expressionsstammes MoCF:CoNRPS-likel phenguignardic acid (1) aufgrund der Masse, des
Massenspektrums und des UV-Spektrums durch eine HPLC-MS identifiziert werden (Abb. 11; 3.2.2)
[BORGER, 2018]. Zusatzlich ist es gelungen, mit dem aufgereinigten Protein GbNRPS-likelp einen
in vitro Aktivitatstest durchzufihren und ebenfalls Phenguignardic acid (1) als synthetisierten
Metaboliten nachzuweisen (Abb. 12; 3.2.2). SUN et al. konnte bereits 2016 auf der Suche nach
kryptischen Sekundarmetaboliten in Aspergillus terreus die NRPS-like pgnA aktivieren und
Phenguignardic acid (1) in dem Extrakt des A. terreus pgnA Expressionsstammes identifizieren. Auch in
der vorliegenden Arbeit ist es gelungen die Biosynthese von Phenguignardic acid (1) in G. bidwellii
vollsténdig aufzuklaren und dem Protein GbNRPS-likelp des Genes GbNRPS-likel zuzuordnen. Des
Weiteren war die Durchfiihrung und Etablierung eines in vitro Aktivitatstest in Anlehnung an GEIB et al.
(2016) erfolgreich. Damit konnte gezeigt werden, dass auch M. oryzae als heterologes
Expressionssystem verwendet werden kann und es moglich ist, NRPS-like Gene aus Organismen

anderer Klassen heterolog zu exprimieren.

Weitere Erkenntnisse tiber Phenguignardic acid (1) als Virulenzfaktor konnten mit der Verwendung des
M OE:CbNRPS-likel Eynressionsstammes nicht erlangt werden. Die Virulenz gegeniiber Oryza sativa von
MOE:CbNRPS-likel —ynd  MoWT war nicht signifikant gesteigert. Auch eine Infektion von
Triticum aestivum L. und Vitis vinifera ist durch den Phenguignardic acid (1) sekretierenden

OE:GbNRPS-likel nicht moglich. Spannend fir weitere Erkenntnisse von

Expressionsstamm Mo
Phenguignardic acid (1) als Virulenzfaktor ware hier die Generierung einer
GbNRPS-likel knock-out-Mutante von G. bidwellii, sofern eine geeignete Transformationsmethode

etabliert werden kann, um tberpriifen zu kdnnen, inwieweit die Virulenz des Pathogens reduziert wird.

Die heterologe Expression von GbNRPS-like2 war nicht erfolgreich, es konnten keine weiteren

Metabolite wahrend der Fermentaion von MOt GbNRPS-like2

im Vergleich zum Rohextrakt der
Fermentation von MoWT identifiziert werden. Mdoglicherweise handelt es sich hierbei um ein

infunktionelles Gen. In A. terreus konnte auch nur die NRPS-like PgnA aus einer Auswahl von
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finf NRPS-like Enzymen erfolgreich aktiviert werden. Die weiteren vier Gene MelA, ApvA, AtQa und
AtrA synthetisieren allerdings im heterologen Wirt funktionelle Enzyme mit korrespondieren
Metaboliten, sodass es sich in diesen Fallen ausschlieBlich um stumme Gene handelt [SuN et al., 2016].
Des Weiteren konnte auch (dberlegt werden, zusatzliche Organismen als heterologes
Expressionssystem flir weitere NRPS-like Enzyme zu verwenden, um eine hdhere
Erfolgswahrscheinlichkeit zu erreichen. Allerdings war die heterologe Expression von GbNRPS-like2 in

Aspergillus nidulans nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt).

4.2.2 Heterologe Expression einer PKS aus Guignardia bidwellii in Magnaporthe oryzae

Bisher ist es gelungen, die Biosynthese von Phenguignardic acid (1) in G. bidwellii vollstéandig
aufzuklaren (3.2.2). Des Weiteren konnte die von BUCKEL et al. (2013) aufgestellte Hypothese, dass
Guignardic acid (2) aus je einem desaminierten Phenylalanin und Valin zyklisiert wird, mittels
Zufutterungsexperimenten und anschlieRenden NMR-Spektroskopie bestatigt werden (Abb. 10; 3.1.4).
Der genaue Ablauf der Biosynthese von Guignardic acid (2) ist jedoch weiterhin ungeklart. Aufgrund
der hochregulierten GbPKS1 wdhrend der Dioxolanon-Biosynthese in G. bidwellii sollte durch
Koexpression der GbNRPS-likel und GbPKS1 untersucht werden, ob es tatsachlich zur Synthese
weiterer Dioxolanone kommt. Dafir wurde die GbPKS1 in das Genom des bereits etablierten

OE:GbNRPS-likel jntegriert und die Transformante MoOE:CoNRPS-likel/GbPKSI ganeriert

Expressionsstammes Mo
(3.2.3). Bisher gibt es allerdings keine bekannten NRPS-like Enzyme, welche zwei verschiedene AKS
kondensieren. Daher wird vermutet, dass mindestens ein weiteres Gen an der Biosynthese von
Guignardic acid (2) Gber die GbNRPS-likel beteiligt ist. In der Literatur findet sich demgegeniiber kein
Anhaltspunkt fiir ein Zusammenspiel zwischen einer NRPS-like und einem NRPS-PKS Hybrid. Des
Weiteren sind die Gene GbNRPS-likel und GbPKS1 nicht auf demselben Cluster im Genom von
G. bidwellii lokalisiert.

Neben Phenguignardic acid (1) ist es gelungen, Guignardianone C (6) im Rohextrakt der Fermentation

des Koexpressionsstammes M oOfCENRPS-likel/GbPKS1

als weiteres Dioxolanon nachzuweisen (Abb. 13 3.2.3)
[SCHIRLING, 2019]. Die Verbindung ist ein bereits fir G. bidwellii beschriebenes Dioxolanon und kann
vor allem wahrend der Fermentation in Traubensaft nachgewiesen werden (Abb. 8; 3.1.3).
Guignardianone C (6) unterscheidet sich im Gegensatz zu Guignardic acid (2) nur durch eine
Methylierung an der Carboxygruppe (Abb. 30). Die methylierte Carboxygruppe kénnte ein Grund sein,
warum Guignardianone C (6) nicht phytotoxisch ist. Alle bisher beschriebenen Dioxolanone von
G. bidwellii mit Carboxygruppe sind phytotoxisch (Allaguignardic acid (3); Guignaridc acid (2);
Phenguignardic acid (1); Guignardianone E (5) und Guignardianone (4)) [BUCKEL et al., 2013; BUCKEL

etal., 2017; BUCKEL, 2015].
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Guignardic acid (2) Guignardianone C (6)

Abb. 30: Strukturformel von Guignardic acid (2) und Guignardianone C (6). Roter Kreis = zusatzliche
Methylgruppe von Guignardianone C (6) im Vergleich zu Guignardic acid (2).

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu Guignardic acid (2) ist davon auszugehen, dass auch
Guignardianone C (6) aus einem desaminierten Phenylalanin und einem desaminierten Valin
kondensiert wird. Es handelt sich strukturell betrachtet bei Guignardianone C(6) um methylierte
Guignardic acid (2) (Abb. 30). Die GbPKS1 beinhaltet allerdings keine intrinsische Methyltransferase.
Am wahrscheinlichsten ist eine Methylierung wahrend der Freisetzung von Guignardic acid (2) nach
der Zyklisierung von bzw. aus GbPKS1 durch weitere Enzyme. Somit ware es moglich, dass wirtseigene
Methyltransferasen von M. oryzae Guignardic acid (2) zu Guignardianone C (6) methyliert haben. Eine
Methylierung von Guignardic acid (2) durch Methanol als Lésungsmittel ware theoretisch ebenso
denkbar. Allerdings wurde zu keinem Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung Methanol verwendet.
Wihrend der G. bidwellii Supplementationsversuche mit *C markiertem Valin ist es nicht gelungen
zusatzlich Guignardianone C (6) aufzureinigen und zu (berpriifen, ob Valin auch ein Baustein von
Guignardianone C (6) ist. Dies kdonnte in einem weiteren Supplementationsversuch wiederholt
werden. Zu beachten ist jedoch, dass die GbNRPS-likelp Phenguignardic acid (1) aus ausschlieBlich 2
desaminierten Phenylalaninen kondensiert und somit die Adenylierungsdomane substratspezifisch fir
Phenylpyruvat (12) ist. Daher besteht die Moglichkeit, dass die GbPKS1 auch an der Biosynthese

weiterer Dioxolanone beteiligt ist, auch wenn dafiir noch kein plausibler Mechanismus bekannt ist.

Es ist allerdings anzumerken, dass bei wiederholter Fermentation von Mo GENRPSike1/GbPKS1
ausschlieBlich Phenguignardic acid (1) dokumentiert werden konnte. Auch die erneute Generierung
und Fermentierung von MoO&:CoNRPS-likel/GbPKS kannte die Ergebnisse von (3.2.3) nicht bestitigen. Des
Weiteren war es nicht mehr méglich in den urspriinglichen Expressionsstamm Mo©%GENRPSlike1/GbPKS1 g3

Gen GbPKS1 nachzuweisen. Es konnte sich bei MoOE-CoNRPSlikel/GbPKST 3ch um eine Mischkultur

OE::GbNRPS-like1

bestehend aus einem MoOE:CoNRPS likel/GbPKSI Eypressionsstamm und Mo gehandelt haben.

OE::GbNRPS-like1

Aufgrund des geringeren Ressourcenverbrauches ware Mo oder ein nicht exprimierender

GbPKS1p Expressionsstamm im Vorteil, kdnnte schneller wachsen und somit mit zunehmender Dauer

der Kultivierung als einziger Organismus tberimpft werden und Ubrig bleiben. Aufgrund der Tatsache,

OE::GbNRPS-like1/GbPKS1

dass der untersuchte Expressionsstamm Mo jedoch noch auf Selektionsmedium mit
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Glufosinat Ammonium gewachsen ist, muss zumindest die Resistenzkassette des Expressionsvektors
pGbPKS1 noch in dem Genom von MoOt:CbNRPS-likel/GbPKSI jntegriert sein. Bedingt dadurch wére es
moglich, dass das Fremdgen GbPKS1 durch wirtseigene molekulare Mechanismen auf genetischer
Ebene aus dem Genom von MoOtCoNRPS likel/GbPKS1 antfernt wurde. Griinde dafiir kénnten auch eine hohe
Stressantwort auf putative Sekundarmetabolite sein, welche den Selektionsdruck erhohen und
Hyphen schneller wachsen lassen kdnnten, in denen kein wirtsfremder Sekundarmetabolit mehr
synthetisiert wird. Ein Sekunddarmetabolit, welcher bei heterologen M. oryzae Expressionsstimmen
wahrend der ersten Fermentierung beobachtet werden kann, ist beispielsweise Pyriculol, ein
moglicher Virulenzfaktor von M. oryzae [JACOB et al., 2017]. Um mogliche toxische Effekte zu
vermeiden bzw. eine Stressantwort wie die Pyriculolsynthese des Wirtes reduzieren zu kdnnen, sollte
von einem konstitutiven Promoter auf einen induzierbaren Promoter gewechselt werden.
Induzierbare Promoten kénnen zu einem beliebigen Zeitpunkt physiologisch, wie durch Licht und
Temperatur oder mittels chemischer Agenzien aktiviert werden. Dadurch ist es moglich, die Synthese
von Proteinen und Metaboliten von der Wachstumsphase des Organismus zu trennen [LAZARUS et al.,
2014]. Die Suche nach M. oryzae intrinsischen induzierbaren Promoten blieb erfolglos, es konnten
lediglich weitere konstitutive Promotoren identifiziert werden [SENGLER, 2021].

Moglicherweise sollte die Koexpression von GbPKS1 und GbNRPS-likel in anderen
Expressionssystemen getestet werden. Sofern ausschlieBlich GbPKS1 in M. oryzae exprimiert wurde,
konnten zu keinem Zeitpunkt ein Metabolit detektiert werden. Weiterhin ist es vom hochsten
Interesse, das Gen GbPKS1 in G. bidwellii zu deletieren und zu Uberprifen, inwiefern sich die

OE::GbNRPS-like1 ist ausnahmslos

Dioxolanon-Biosynthese verandert. Wahrend der Fermentation von Mo
nur Phenguignardic acid (1) identifiziert worden, sodass eine wirtsspezifische Modifikation zu
Guignardianone C (6) ausgehend von Phenguignardic acid (1) durch M. oryzae ausgeschlossen werden
kann.

Durch  die  zwischenzeitliche  Syntheseleistung des M. oryzae  Koexpressionsstammes
M QOE:GbPKSI-GbNRPS-likel (AWK 13; 3.2.2), welcher sowohl die GbPKS1 als auch die GbNRPS-likel aus
G. bidwellii heterolog exprimiert, bestarkt sich der Gedanke, dass ein Teil der Dioxolanonvielfalt durch
eine Kombination aus der GbPKS1 und GbNRPS-likel synthetisiert wird. Zusammenfassend ware es

daher moglich, dass auch Guignardic acid (2) mittels eines Zusammenspieles beider Enzyme

synthetisiert wird.

4.3 Heterologe Expression weiterer NRPS-like codierender Gene

Wenngleich die Diversitat der NRPS- und PKS-Domanenstruktur bisweilen biochemisch sehr weit
aufgeklart ist, ist das generelle Verstdandnis der Domaneninteraktionen untereinander erst gering
exploriert. Im Unterschied dazu ist die Erforschung von kleineren Enzymgruppen wie den

NRPS-like Enzymen einfacher.
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Fir die Aufklarung weiterer potenzieller NRPS-like Enzyme und deren korrespondieren Metabolite
wurden die Ascomyceten Allantophomopsis lycopodina, Penicillium steckii, Roesleria subterranea und
Beauveria felina, die Basidiomyceten Omphalotus olearius und Anthracophyllum spec. aus der
IBWF-Stammsammlung, die Flechte Evernia prunastri von dem Senckenberg Biodiversitdat und Klima
Forschungszentrum (AG Schmitt, Goethe-Universitdt Frankfurt am Main) sowie das Bakterium
Xenorhabdus szentirmaii (AG Heermann, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) ausgesucht. Es
gelang insgesamt elf putative NRPS-like codierende Gene aus den Genomen zu identifizieren (Abb. 20,
3.3). Putative NRPS-like-Gene der Organismen Anthracophyllum spec., Beauveria felina,
Omphalotus olearius und Roesleria subterranea konnten auch mit variierenden PCR-Methoden, wie
beispielsweise touchdown- und Gradienten PCR oder die Zugabe von DMSO, Triton, BSA oder
wahlweise MgCl, nicht amplifiziert werden. Moglicherweise sind die annotierten DNA-Sequenzen nicht
vollstandig korrekt assembliert, sodass die designten Primer nur unvollstandig oder gar nicht an der
jeweiligen gDNA anlagern. Es konnte versucht werden, ausgehend von konservierten
Sequenzabschnitten der putativen Gene, die Bereiche lber die flankierenden Regionen hinaus zu
sequenzieren. Anhand der Sequenzierung kénnte Uberprift werden, inwiefern es moglich ist, die
urspriinglich geplanten Primer zu optimieren oder weiter aullerhalb der Gensequenzen neue Primer
zu planen, fiir einen erneuten Amplifizierungsversuch der jeweiligen gDNA. Alternativ kdnnten die
putativen gDNA-Sequenzen synthetisch hergestellt und fiir die heterologe Expression verwendet
werden.

Die putativen NRPS-like Gene AINRPS-like1/-2; EpNRPS-like1/-2, PsNRPS-likel und XsNRPS-likel
(Abb. 20, 3.3) [SCHIRLING, 2019; WIEDER, 2020] sowie die bereits bekannten NRPS-like Sequenzen von
Aspergillus nidulans (AnTdiA und AnMicA) und von Aspergillus terreus (AtAtgA, AtrA sowie AtMelA)
wurden erfolgreich amplifiziert [MAURER, 2020 und WIEDER, 2020]. Allerdings fiihrte ausschlieBlich die
heterologe Expression der AIPbtyA von A.lycopodina zu einer Synthese und Sekretion eines

Sekundarmetaboliten (siehe folgendes Kapitel 4.3.1).

Die Tatsache, dass in den librigen M. oryzae Expressionsstimmen keine bekannten und unbekannten
Sekundarmetabolite der korrespondierenden NRPS-like Gene detektiert wurden kann vielfaltige
Griinde haben. Dazu zdhlen unter anderem die Transkription, Translation oder auch posttranslationale
Modifikationen.

Es ware moglich, dass die zu exprimierenden Gene unter Laborbedingungen still bleiben [HERTWECK,
2009]. In solchen Fallen ist es moglich, dass die Transkription von weiteren Faktoren, zu denen der
pH-Wert, die Temperatur oder das Nahrstoffangebot gezihlt werden, abhéngig ist [YU und KELLER,
2005], auch wenn dies durch die Verwendung des starken konstitutiven Efla Promoter verhindert
werden sollte. Die Transkription kann aber auch durch Chromatin-Modulatoren beeinflusst werden.

Diese zahlen zu den wichtigsten regulatorischen Einheiten von eukaryotischen Organismen und
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steuern die Transkription durch Kondensation und Dekondensation der DNA [BRAKHAGE, 2013].

Ein weiteres Problem kdnnte die putativen Introns innerhalb der pra-mRNA nach der Transkription
sein. Durch das Spleifen werden Introns entfernt und die Gbrigen Exons zu der jeweiligen mRNA
gespleillt [KORNBLIHTT et al., 2013]. Aufgrund dessen ist es moglich, dass entsprechende Introns von
dem Wirtsorganismus nicht erkannt werden oder aber das entsprechende Exons eines Genes nach
dem SpleilRen nicht mehr im Leserahmen sein konnten.

Zum anderen konnten nicht in allen Fallen konkrete Aussagen lber putative Introns getatigt werden.
Dies liegt vor allem daran, dass die meisten Gene in den jeweiligen Spenderorganismen still sind und
somit keine cDNA der NRPS-like Enzyme generiert werden konnte. Eine Moglichkeit dennoch
Variationen an moglichen Exonstrukturen der jeweiligen Gene zu generieren ware die OE-PCR
(overlap extenson polymerase chain reaction). Bei dieser PCR-Variante kdnnen gezielt zuvor definierte
Bereiche aufgrund von lberlappenden Primern eliminiert werden, welche zuvor mittels Algorithmen
als mogliche Introns identifiziert werden konnten. Vermutlich kann dies jedoch als Hauptursache
ausgeschlossen werden, denn die AINRPS-likel beinhaltet keine Introns und auch die XsNRPS-like1 aus
dem Prokaryoten X. szentirmaii fihrt zu keiner Akkumulation eines SM in M. oryzae. Bei der
heterologen Expression von XsNRPS-likel konnte es allerdings auch Probleme auf der
Translationsebene geben. Eine unterschiedliche codon usage der Spender- und Donor-Organismen
kann zur fehlerhaften Synthese von Proteinen fiihren [BALLANCE, 1986], auch wenn in diesem Fall alle
bendtigten tRNAs vorhanden sein sollten. Neben der codon usage kénnte auch die generelle groRRe
phylogenetische Distanz zwischen X. szentirmaii und M. oryzae ein Grund fiir die nicht funktionierende
Expression sein, bei der Xenofuranon B (15) erwartet wurde. Bisher gibt es generell noch keine Berichte
Uber eine erfolgreiche heterologe Expression von prokaryotischen NRPS-like Enzymen in Pilzen. Auch
die haufig erfolglose heterologe Expression von Enzymen, welche aus Flechten stammen, scheint ein
grundliegendes Problem zu sein. Beispielsweise wird das Gen fiir die Usninsdure-Biosynthese richtig
transkribiert, dennoch ist kein synthetisierter Metabolit nachweisbar [BERTRAND und SORENSEN, 2019].
KEALEY etal. (2019) ist es darliber hinaus gelungen, die PKS-Gensequenz PFUR17_02294 aus
P. furfuracea synthetisch zu erstellen und heterolog in S. cerevisiae zu exprimieren. Als Produkt dieser
heterologen Expression konnte Lecanoric acid identifiziert werden. Das kdnnte erklaren, warum auch
bei der heterologen Expression der XsNRPS-likel keine Metabolite detektiert werden kdnnen. Eine
korrekte Transkription und Translation der jeweiligen NRPS-like codierenden Gene kdnnte aufgrund
des fusionierten Twin-Strep-tag® mittels Affinitdtschromatographie und Western Blot Uberprift
werden. Mit der Bestatigung des Vorhandenseins der entsprechenden Proteine kénnte auch ein
in vitro Assay durchgefihrt werden. Es gilt zu Gberprifen, ob der Wirtsorganismus die entsprechenden

Substrate fir die Synthese der drei bekannten NRPS-like AnTdiA, AnMicA und AtAtgA zur Verfligung
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stellt. Eine Voraussetzung fiir die heterologe Expression in M. oryzae ist die vollstandige Bereitstellung
der Substrate fiir die Synthese von NRPS-like Enzymen. In Abhédngigkeit von der Aktivitat der
Aminotransferase werden die aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan in die
a-Ketosduren Phenylpyruvat (PPA), Hydroxy-Phenylpyruvat (HPPA) bzw. Indolylpyruvat (IPA)
umgewandelt. Mit der erfolgreichen Biosynthese von NRPS-like Enzymen, welche auf PPA und HPPA
basieren (3.2.2; 3.2.3 und 3.4.2), sollten diese ausreichend von M. oryzae zur Verfligung gestellt
werden (AnMicA). Die beiden Didemthylasterriquinon-D-Synthetasen AtAtgA und AnTdiA katalysieren
die Dimerisierung von zwei IPA-Molekiilen zu Didemthylasterriquinon-D (26). In diesen Fallen wére es
moglich, dass Tryptophan nicht desaminiert wird und einhergehend IPA fiir die NRPS-like Enzyme nicht
zur Verflugung steht. Es gelang z. B. eine spezielle Tryptophan-Aminotransferase TdiD in dem
Terrequinon A (25) Biosynthese-Cluster aufzuklaren, welches die IPA abhdngige NRPS-like TdiA
beinhaltet [Bok et al., 2006; BALIBAR et al., 2007]. Mittels Koexpression der entsprechenden NRPS-like
und einer Tryptophan-Aminotransferase konnte die Wahrscheinlichkeit einer Substratdiskriminierung
von M. oryzae reduziert werden.

4.3.1 Heterologe Expression von NRPS-like Enzyme aus Allantophomopsis lycopodina in
Magnaporthe oryzae

Der hemibiotrophe, phytopathogene Ascomycet Allantophomopsis lycopodina ist unter anderem der
Ausléser der Schwarzfaule an Vaccinium macrocarpon (groRfruchtige Moosbeere/Cranberry) und
Vaccinium vitis-idaea (Preiselbeere). Das Pathogen hat jedoch keinerlei wirtschaftliche Bedeutung in
der Landwirtschaft. Von hoher Relevanz fir die Forschung ist der von A. lycopodina sekretierte
Metabolit Allantofuranon (14). Dieser Wirkstoff hat eine fungistatische Wirkung auf u.a.
Paecilomyces variotti und Penicillium species. [OLATINWO et al., 2003; SCHUFFLER et al., 2009].

Entgegen der Erwartung wurde bei der heterologen Expression der AlPbtyA in M. oryzae nicht
Allantofuranon (14) bzw. eine Vorstufe wie z. B. Polyporsdure, sondern ein bisher géanzlich
unbekannter Metabolit detektiert (Abb. 14; 3.3.1). Mittels NMR-Spektroskopie konnte die Substanz
HN1 (13) als neues Furanon beschrieben werden (Abb. 15; 3.3.1 und Abb. 43; 6.2.1). SCHUFFLER et al.
(2011) ist es bereits gelungen nachzuweisen, dass Allantofuranon (14) aus zwei desaminierten
Phenylalaninen synthetisiert wird. Durch Supplementation von 3C Phenylalanin konnte nicht bestatigt
werden, dass auch HN1 (13) aus zwei Phenylalaninen synthetisiert wird. Es wurde nur eine
13C angereichter Position in der Struktur von HN1 (13) ermittelt (Abb. 16; 3.3.1). Allerdings ist es liber
HN1 (13) hinaus gelungen, eine weitere Substanz in geringen Mengen bei den
Supplementationsexperimenten mit 3C Phenylalanin zu isolieren und eine NMR-Spektroskopie
durchzufiihren. Es konnte eindeutig Phenylbutyrolacton lla (16) mit zwei *C-Markierungen identifiziert
werden. Zusatzlich ist es gelungen, ausschlielich Phenylbutyrolacton lla (16) als Produkt der AlPbtyAp

im in vitro Assay nachzuweisen (Abb. 17; 3.3.1). Damit kann der Metabolit Phenylbutyrolacton lla (16)
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eindeutig als Produkt der AIPbtyAp aus A. lycopodina identifiziert werden. Die Degradierung von
Phenylbutyrolacton lla (16) zu HN1 (13) wahrend der Kultivierung von M. oryzae kdnnte mit einer
Detoxifizierung begriindet werden, um mogliche Zellschaden ausgel6st von Phenylbutyrolacton lla (16)
zu verhindern. Ebenso ware es moglich, dass ein vorhandenes Enzym mit einer anderen Funktion im

Wirtsorganismus zusatzlich Phenylbutyrolacton Ila (16) zu HN1 (13) spalten kann.

Eine Umwandlung von Phenylbutyrolacton lla (16) zu Allantofuranon (14) durch die Prozessierung
weiterer Enzyme ware denkbar, da beide Metabolite auf ein dhnliches Grundgerist basieren. Es ist
bereits bekannt, dass durch M. grisea Allantofuranon (14) nach der Supplementation wahrend der
Fermentation zu Allantopyron C (28) und D (29) degradiert wird [SCHUFFLER et al., 2011]. In diesem Fall
wird das Grundgerist zwar entschieden verdndert, allerdings ist die Umwandlung von
Allantofuranon (14) zu Allantopyron B (27) auch schon im sterilen Medium moglich, sodass M. grisea
vermutlich Allantopyron B (27) ausschlieBlich zu Allantopyron C (28) methyliert und zu
Allantopyron D (29) sowohl methyliert als auch hydroxyliert [SCHUFFLER et al., 2011] (Abb. 31, A/B).
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Abb. 31: Sekundidrmetabolite synthetisiert durch NRPS-like Enzyme aus Allantophomopsis lycopodina im Vergleich.
A: AIPbtyA synthetisiert sowohl im Wirt A. lycopodina als auch heterolog in M. oryzae Phenylbutyrolacton lla (16). Im Weiteren
wird Phenylbutyrolacton lla (16) in M. oryzae zu HN1 (13) degradiert. B: Von A. lycopodina synthetisiertes Allantofuranon (14)
kann von M. oryzae zu Allantopyron B (27) und in sterilem Kulturmedium zu Allantopyron C (28) und D (29) umgewandelt

werden (angelehnt an SCHUFFLER et al. (2011)).

Auch die Physiologie des Wirtes kann einen erheblichen Einfluss auf die Biosynthese von

Sekundarmetaboliten haben. GEeB et al. (2019) konnte bereits zeigen, dass die Biosynthese von
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Atromentin-Synthetasen in A. oryzae und A. niger zu einer Akkumulation unterschiedlicher Produkte
fuhrt.

Allantofuranon (14) wird nachweislich Gber das Zwischenprodukt Polyporsaure (30) synthetisiert, auch
wenn die beteiligten Enzyme weiterhin als unbekannt gelten [SCHUFFLER et al., 2011]. Polyporsaure (30)
ist bereits als Endprodukt einer NRPS-like in Actinobakterien [ZHU et al., 2014] und einer NRPS-like des
echten Schlauchpilzes Ascocoryne sarcoides [WIEDER et al., 2022] beschrieben. Demgegeniiber
katalysiert die AIPbtyAp keine Chinonbildung, sondern muss eine Butyrolacton-Synthetase sein, mit
Phenylbutyrolacton Ila (16) als Endprodukt (Abb. 17; 3.3.1). Somit ist es weiterhin moglich, dass die
AINRPS-likel das Gen fiir die Biosynthese von Allantofuranon (14) oder deren Vorstufen kodiert, auch
wenn bisher eine heterologe Expression in M. oryzae nicht moglich war (3.3.1). Es kénnte eine RNA-seq
von A. lycopodina wahrend der Synthese von Allantofuranon (14) im Vergleich mit einer
Negativkontrolle durchgefiihrt werden. Damit ware es moglich neben der putativen Beteiligung der
AINRPS-likelp und der Biosynthese von Allantofuranon (14) auch mogliche tailoring Enzyme zu

identifizieren.

4.3.2 Biologische Aktivitdt von HN1

Pilzliche Metabolite konnen als neue Wege zur Verbesserung der Gesundheit von Mensch und Tier,
gerade auch im Zusammenhang mit dem Risiko der steigenden Entwicklung von
Zivilisationskrankheiten sowie Antibiotikaresistenzen, als auch der Alternative zu herkdmmlichen
Pestiziden in der Landwirtschaft durch biologische Stoffe angesehen werden [LANGE et al., 2020]. Dafir
ist es der Wirkstoffforschung von hoéchstem Interesse, neu identifizierte Naturstoffe auf deren
jeweilige biologische Aktivitat hin zu tGberpriifen.

Im Rahmen der Testung von HN1 (13) wurde keine Herbizide-, Bakterizide- sowie Fungizide-Wirkung
nachgewiesen. AusschlieRRlich bei dem Zytotoxizitats-Assay wurde ab HN1 (13) Konzentrationen von
100 pg/ml eine starke zytotoxische Aktivitdit mit 100%iger Zytolysequote der Hela-S3-Zellen
nachgewiesen (Abb. 19; 3.3.3). Die Hela-S3-Zelllinie besteht aus menschlichen Epithelzellen eines
Zervixkarzinoms [KEIGER, 2014]. Eine genauere Aussage, warum es zu einer Zytolyse der Epithelzellen
kommt, ist mit diesem Test und den metabolisch inaktiven Krebszellen der Hela-S3-Zell-Linie nicht

moglich.

Deshalb wurde fir weitere Testungen zur Bewertung der Zytotoxizitdt von HN1 (13) die metabolisch
aktive VH10tert Zelllinie verwendet. Dabei handelt es sich um humane diploide Fibroblasten, isoliert
aus der mannlichen Vorhaut, welche durch die stabile Transfektion mit h-TERT (humane Telomerase
Reverse Transkriptase) immortalisiert wurden [ALLMANN et al., 2020]. Der SubG1-Assay beruht auf die
durchflusszytometrische Messung der Zellzyklusphase Uber die stochiometrische Interkalarien von

Propidiumjodid (Pi) in die groRe Furche der DNA, mittels Ethanol permeabiliserter Zellen
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[SCHWARZENBACH et al., 2021]. Somit ist es moglich, den DNA-Gehalt einzelner Zellen zu bestimmen und
diesen als aussagekraftigen Indikator zur Einordnung in die jeweilige Zellzyklusphase zu verwenden.
Diese Zellzyklusphase wird durch die mitotische Teilung (M-Phase) und der sich anschlieRenden
Interphase charakterisiert. Die Interphase lasst sich wiederum in die G1-, S- sowie G2-Phase
untergliedern. Mit der G1-Phase beginnt die Zelle innerhalb der Interphase zu wachsen (1n). In der
darauffolgenden S-Phase erfolgt die DNA-Replikation (2n). AnschlieRend bereitet sich die Zelle in der
G2-Phase auf die mitotische Teilung vor, sodass es am Ende dieser in der erneut beginnenden M-Phase
zur Zytokinese (Zellteilung, 2 Zellen mit 1n) kommt. Dariber hinaus kann neben diesen Phasen die sub-
G1-Phase vorliegen, welche sich durch fragmentierte, apoptotische Zellen und damit einhergehend
degradierte DNA auszeichnet [BROCKHOFF et al. 2007; LENZ et al. 2007]. Die Apoptose, bekannt als der
programmierte Zelltod (programmed cell death, PCD), ist ein essenzieller biologischer Prozess in
nahezu allen Organismen auf der Erde, um gezielt eigene Zellen absterben zu lassen. Bedingt dadurch
kann die Entwicklung und das Gleichgewicht eines Organismus aufrechterhalten werden, um somit das
Uberleben des gesamten Organismus zu sichern. Die Apoptose spielt eine entscheidende Rolle bei der
Ausdifferenzierung morphologischer Bereiche einhergehend mit den Alterungsprozessen, dem
generellen Wachstum bis hin zu der Aufrechterhaltung der Homoostase in Abhangigkeit von biotischen
und abiotischen Faktoren [DANIAL & KORSMEYER, 2004; GREEN, 2005].

HN1 (13) hat einen Einfluss auf die Verteilung der Zellzyklusphasen von VH10tert Zellen. Ab
Konzentrationen von 100 pug/ml HN1 (13) sind mehr als 60 % der Zellen in der Sub-G1-Phase wahrend
des Sub-G1-Assays und somit sechsfach mehr im Vergleich zu den Referenzkontrollen (< 10 %; Abb. 20;
3.3.3). Damit ist auch in diesem Experiment mit der metabolisch aktiven VH10tert Zelllinie eindeutig
die HN1 (13) bedingte Induktion von Zelltodereignissen ermittelt und somit die Zytotoxizitdt von

HN1 (13) bewiesen.

Um zu ermitteln, ob die durch HN1 (13) geforderte Degradierung der DNA der VH1O0tert Zellen
tatsachlich auf apoptotische oder nekrotische Prozesse zurilickzufiihren ist, wurde zur Unterscheidung
eine AnnexinV/Propidiumjodid-Farbung mit nachfolgender Durchflusszytometrie am BD FACSCanto I
nach C. SCHWARZENBACH et al. [2021] durchgefihrt (Abb. 21; 3.3.3). Mittels AnnexinV/Propidiumjodid-
Farbung konnen apoptotische Zellen gekennzeichnet werden, welche sich von nekrotischen
beziehungsweise lebenden Zellen unterscheiden. AnnexinV-FITC-konjugierte Antikérper binden an
Phosphatidylserine, die in der friihen apoptose externalisiert werden oder unter den Bedingungen
einer beschadigten Zellmembran, welche typischerweise in der spaten apoptose auftreten, zugéanglich
sind. Demgegenlber interkaliert Propidiumjodid (Pl) anteilig in der DNA (siehe Sub-G1-Assay). PI ist
nicht membranfluide und kann daher nur in membrankompromittierte Zellen die DNA anfarben und
ist daher sensitiv fur nekrotische Zellen [XI-mMIN HU et al., 2021]. Im Gegensatz zur Apoptose, den

energieabhangigen Zelltod, kommt es bei dem energieunabhangigen Prozess der Nekrose zu einem
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unkontrollierten und somit meist entzlindlichen Absterben von Zellen sowie ganzen Geweben
[GONCALVES et al., 2017].

Mittels AnnexinV/Propidiumjodid-Farbung konnte die Zytotoxizitdt von HN1 (13) zum groRten Teil auf
apoptotische sowie im geringeren MaRe auf nekrotische/spat-apoptotische Prozesse zuriickgefiihrt
werden. Mit verlangerter Inkubationszeit (168 h zu 96 h) sank zudem der Schwellenwert, ab dem
deutlich vermehrt Zellen bedingt durch apoptotische sowie nekrotische/spat apoptotische Prozesse,
von 100 pg/ml auf 50 pg/ml HN1 (13) absterben (Abb. 21; 3.3.3). Somit ldsst sich die sechsfach erh6hte
Rate an VH10tert Zellen, welche der Sub-G1-Phase zugeordnet werden, auf verstarkte apoptotische

Prozesse sowie nekrotische/spat-apoptotische Prozesse zuriickzufiihren.

Sofern DNA-Beschadigungen an eukaryotischen Zellen zu einem friihen Zeitpunkt vorliegen, ware auch
Autophagie eine mogliche Zellantwort. Autophagie ist ein hochgradig konservierter Prozess, welcher
beschadigte oder nicht mehr bendtigte Bestandteile des Zytoplasmas an das Lysosom abgibt. Mit
diesem intrazelluldaren Abbausystem wird eine Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen
Funktionen erfillt. Dabei besteht die Autophagie aus mehreren aufeinander folgenden Prozessen.
Dazu zahlt die Sequestrierung, der Transport zu den Lysosomen, der Abbau sowie die Verwertung der
Abbauprodukte [MizusHIMA, 2007]. Aufgrund dieser Funktionsweise wird Autophagie neben dem
programmierten Zelltod (PCD) haufig auch als PCD Typ |l bezeichnet, bei dem cytosolische Bestandteile
vor dem Kollabieren der Zelle bzw. des Zellkernes degradiert werden [POLLACK et al., 2009]. In diesem
Fall kann eine HN1 (13) induzierte Autophagie in VH10tert Zellen ausgeschlossen werden (Ab. 23;
3.3.3).

Auch in filament6sen Pilzen ist die Autophagie (PCD Typ Il) ein essentieller Prozess, welcher in erster
Linie mit Nahrstoffmangel an Kohlenstoff- und Stickstoffquellen assoziiert ist. Weitere Autophagie
regulierte Prozesse sind entscheidend wahrend des Wachstums, der Entwicklung sowie der
Morphogenese dieser Mikroorganismen [POLLACK et al., 2009]. In M. oryzae konnten einige Autophagie
assoziierte Gene identifiziert werden. VENEAULT-FOURREY et al. (2006) ist es gelungen, mittels der
Geninaktivierung der Autophagie-assoziierten Gene ATG-1 und ATG-8 apathogene M. orzyae Stamme
zu generieren. Eine Induktion des Sekundarmetaboliten HN1(13) von autophagie-assoziierten
Prozessen in M. orzyae ist unwahrscheinlich. Mittels Nile-Red-Farbung wurden Lipidtrépfchen von
M. oryzae Konidien wahrend der Ausbildung von Keimungshyphen mit Appressorien angefarbt. Die
Supplementation von HN1 (13) veranderte die Aufnahme der Lipidtropfchen in die zentralen Vakuolen
nicht (Daten nicht gezeigt). Dieser Prozess der Lipidtropfchenaufnahme basiert auf Autophagocytose
[WEBER et al.,2001]. Somit stehen Autophagie-assoziierte Prozessen vermutlich nicht im
Zusammenhang mit dem veridnderten Phianotypen des AL-NRPS-like2 Expressionsstammes Mo9F:PPA,
welcher HN1 (13) synthetisiert. Demnach ist der Verlust der Konidiogenese (Abb. 18, B; 3.3.2), sowie

generell die reduzierte Ausbildung von Lufmycel, mit wenig Melanineinlagerung (Abb. 18, A; 3.3.2), auf
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andere Prozesse zuriickzufiihren. Moglicherweise fordert HN1 (13) auch in M. oryzae dhnlich wie bei
VH10tert Zellen die Apoptose, was zu Folge hatte, dass bestimmte Gewebestrukturen aufgrund der
frihzeitigen Zellstagnation, wie z. B. die Konidiophoren, unterbunden sein kdnnten sowie nicht
vollstdndig ausdifferenziert werden. Dies wiirde erkldaren, warum dieser Expressionstamm keine
Konidien mehr ausbildet.

Die beschriebenen morphologischen Defizite des NRPS-like2 Expressionsstammes Mo%5“P?%A kdnnten
in geringen Umfang auch mit bedingt durch HN1 (13) induzierter Seneszenz zusammenhangen.
Seneszenz ist ein Zellzustand, bei dem die Fahigkeit der Proliferation der Zellen irreversibel verloren
geht und somit einen Uberdauerungszustand dieser darstellt [CAMPISI et al., 2013; TomiciC et al., 2021].
Seneszente Zellen habe eine erhdhte R-Galactosidase-Aktivitat bei einem unphysiologischen pH-Wert.
Das fir diesen NachweilR-Assay verwendete C1,FDG (Fluoreszein-di-R-D-Galactopyranosid) wird durch
enzymatischer R-Galactosidase (GLB1-Gen) Aktivitat gespalten, sodass neben dem Galactopyranosid
Fluoreszein freigesetzt wird. Die bedingt durch das freigesetzte Fluoreszein verstarkte Fluoreszenz
kann gemessen werden und somit indirekt eine Induktion von Seneszenz identifiziert werden [DIMRI
et al., 1995]. Diese Induktion wurde bedingt durch HN1 (13) in geringen Umfang in LN229 Zellen
induziert (Abb. 22, 3.3.3). Daher ist es moglich, dass bedingt durch die Seneszenz und des daraus
resultierenden Uberdauerungszustandes keine Konidiophoren bzw. generell weniger Mycelhypen

ausgebildet werden.

Eine Reproduktion des verdanderten Phanotyps von M. oryzae Expressionsstimmen war nicht moglich,
weil die entsprechenden Mutanten bereits nach wenigen Wachstumspassagen kein HN1 (13) mehr
synthetisiert hatten. Daher kdnnte dieses Phanomen auch ein Effekt sein, welcher nicht unmittelbar

mit HN1 (13) zusammenhangen muss.

Insgesamt betrachtet fordert HN1 (13) primdr die Apoptose von humanen Zellen
(Hela-S3- bzw. VH10tert Zellen). Des Weiteren ist es moglich, dass auch in M. oryzae bedingt durch
HN1 (13), nekrotische/spat apoptotische Prozesse sowie die Seneszenz verstarkt werden und aufgrund

dessen keine Konidien mehr ausgebildet werden kénnen.

4.4 Hybrid-NRPS-like Enzyme

4.4.1 Heterologe Expression der Hybrid-NRPS-like Enzyme PbtyA-Gb1 und Gb1-PbtyA

Das Interesse an natiirlichen Produkten im Hinblick auf naturnahe Systeme steigt weiter an. Auf der
Suche nach neuen bisher noch unbekannten Sekundarmetaboliten ware es eine weitere Moglichkeit
gezielt durch die Generierung von Hybridenzymen wie hybriden Tailoringenzymen, neue Metabolite
zu synthetisieren. Zuerst wurde getestet, ob es Giberhaupt moglich ist, verschiedene Hybrid-NRPS-like
Enzyme aus Pilzen verschiedener Gattungen zu generieren und mittels heterologer Expression in

M. oryzae gezielt korrespondierende Metabolite bestatigen zu konnen. Bisher hatte sich gezeigt, dass
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die phylogenetische Nahe entscheidend fiir die Konstruktion funktioneller NRPS-like
Hybridenzyme ist [GEIB et al., 2019]. Fur einen ersten Konzeptnachweis wurde die GbNRPS-likel aus
G. bidwellii und die AlIPbtyA aus A. lycopodina fiir die Generierung von Hypribd-NRPS-like Enzyme
ausgewahlt. Daflir wurden jeweils die A- und T-Domane der einen NRPS-like mit der TE-Domane der
anderen NRPS-like zu einer neuen Hybrid-NRPS-like fusioniert und anschlieRend heterolog in M. oryzae

exprimiert (3.4).

Es ist tatsachlich gelungen durch die Generierung der Hybrid-NRPS-like Enzyme GbNRPS-likel und
AlPbtyA Metabolite in den jeweiligen Extrakten der Expressionsstimme nachzuweisen. Gemal des
ersten Konzeptnachweises handelt es sich bei der erwarteten Produktbildung um die bereits
bekannten Metabolite Phenguignardic acid (1) und HN1 (13) (Abb. 24; 3.4.1). Dies lasst sich mit der
Tatsache begriinden, dass von beiden A-Domanen die gleiche a-Ketosdaure PPA fiir die Zyklisierung
verwendet wird. Damit konnte dennoch das Konzept von Hybrid-NRPS-like Enzymen aus der
Kombination von verschiedenen Spezies bzw. Gattungen erstmalig bestatigt werden. Bisher war es nur
moglich NRPS-like-Enzyme aus derselben Spezies [VAN DK et al., 2016; HUHNER et al., 2019] oder
unterschiedlichen Spezies derselben Gattung [GEIB et al., 2019] erfolgreich zu rekombinieren. Im
Gegensatz dazu konnten bei der Rekombination von NRPS-like Enzymdomanen aus verschiedenen
Gattungen in bisherigen Experimenten keine funktionellen Enzyme generiert werden [GEIB et al.,
2019]. Somit kénnen die hybriden NRPS-dhnlichen Enzyme PbtyA-Gb1 und Gb1-PbtyA als ein Beleg fir
die erfolgreiche Rekombination von NRPS-like Domé&nen aus Pilzen verschiedener Gattungen gewertet

werden.

4.4.2 Heterologe Expression weiterer rekombinanter NRPS-like codierender Gene

Basierend auf dem erfolgreich getesteten Konzept von Hybrid-NRPS-like Enzymen in 3.4.1 wurden
weitere Hybrid-NRPS-like Gene fir eine mdgliche Synthese bisher voéllig unbekannter
Sekundarmetabolite erschaffen sowie heterolog exprimiert.

In dieser Studie ist es gelungen, bei der heterologen Expression der hybriden NRPS-like MelA-Gb1 und
MelA-PbtyA, welche die jeweilige T- und TE-Domanen der GbNRPS-likel oder AlPbtyA beinhalten,
Sekundarmetabolite nachzuweisen. Es konnte gezeigt werden, dass Tyr-Phenguignardic acid (18) das
Produkt des Hybrid-NRPS-like Enzyms MelA-Gb1l ist. Durch den Austausch der A-Domane der
GbNRPS-likel gegen die A-Doméane von AtMelA wird Hydroxy-Phenylpyruvat (HPPA) anstelle von
Phenylpyruvat (PPA) als Substrat fur die Synthese von Hydroxy-Phenguignardic acid (18) verwendet.
2019 konnte Hydroxy-Phenguignard acid (18) bereits von HUHNER et al. (2019) als Produkt eines
hybriden NRPS-like Enzyms beschrieben werden, das aus der A-Domane der Aspulvinon-E-Synthetase
AtApvA und der T- und TE-Domane der Phenguignardic acid-Synthetase AtPgnA rekombiniert ist.

Bislang gibt es keine Berichte lGber Hydroxy-Phenguignardic acid (18) als Naturprodukt, welches von
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einem nativen NRPS-like Enzym stammt. Aufgrund der Tatsache, dass Phenguignardic acid (1)
phytotoxisch ist [MOLITOR et al., 2012], kénnte auch Hydroxy-Phenguignardic acid (18) phytotoxisch
sein und dhnliche Eigenschaften haben. Alle bisher beschriebenen phytotoxischen Dioxolanone welche
von G. bidwellii synthetisiert werden (Allaguignardic acid (3), Guignardic acid (2) und

Phenguignardic acid (1)), haben mindestens eine Hydroxylgruppe.

Durch die heterologe Expression des Hybridkonstruktes MelA-PbtyA konnte Butyrolacton lla (19)
sowie eine weitere noch unbekannte Substanz bestatigt werden. Durch die Rekombination der
A-Domaéne von AIPbtyA gegen die A-Domane von AtMelA wird von dem Hybridenzym MelA-PbtyA das
alternative Substrat HPPA anstelle von PPA zu Butyrolacton lla (19) zyklisiert. Bedingt dadurch ist es
gelungen, eine Phenylbutyrolacton lla-Synthetase in eine Butyrolacton lla-Synthetase auf genetischer
Ebene umzuwandeln und diese Gensequenz erfolgreich in M. oryzae heterolog zu exprimieren.
Denkbar ist, dass es sich bei der zweiten bisher nicht aufgeklarten Substanz um Hydroxy-HN1 (20) als
Degradationsprodukt von Butyrolacton lla (19) handelt. Hydroxy-HN1 (20) konnte analog zu HN1 (13)
in M. oryzae durch enzymatische oder autokatalytische Abspaltung eines Phenylrestes entstehen.
Bislang war es nicht moglich den zweiten Metaboliten quantitativ aufzureinigen und mittels
NMR-Spektroskopie zu bestatigen. In A. terreus wird Butyrolacton lla (19) auf natirliche Weise durch
die NRPS-like AtBtyA synthetisiert und anschlieBend schrittweise zu Butyrolacton | (33) modifiziert.
Butyrolacton | hat ein breites Spektrum von biologischen Aktivitdten, dazu zahlt antitumorielle [NISHIO
et al., 1996], antidiabetische- sowie antioxidative Wirkung [R. T. DEwI et al., 2012]. Aufgrund dessen
ist es von groRRer Bedeutung, den putativen Metaboliten Hydroxy-HN1 (20) tatsachlich zu bestatigten
und in ausreichender Menge aufzureinigen, damit dieser Metabolit auf die biologischen Aktivitaten
hin untersucht werden kdnnte.

Sofern die mogliche Degradation von Butyrolacton Ila (19) zu Hydroxy-HN1 (20) oder die tatsachliche
Degradation von Phenylbutyrolactonlla (16) zu HN1 (13) einer M. oryzae wirtsspezifischen
Enzymaktivitat zugeschrieben werden kdnnte, wiirde dies ebenfalls neue Moglichkeiten bieten, gezielt
bisher unbekannte Sekundarmetabolite zu generieren. In dem Fall ware es moglich, zielgerichtet
weitere NPRS-like und Hybrid-NRPS-like Enzyme mit anderen Grundgeristen heterolog in M. oryzae
zu exprimieren und zu Uberpriifen, in weit diese zu neuen Sekundarmetaboliten degradiert werden.
Ein Ansatz, um zu Uberprifen in weit die Degradation von Phenylbutyrolacton lla (16) und ggf. auch
Butyrolacton lla (19) enzymatisch sein konnten, ware die Durchfiihrung eines In vitro Assays. Sofern
der entsprechende Metabolit zusammen mit einer aus dem Mycel extrahierten Proteinsuspension von
MoWT inkubiert wird, wiirde bei einer enzymatisch abhangigen Reaktion eine Degradation der
jeweiligen Sekundarmetabolite nur bei der Verwendung von ATP erwartet werden. Theoretisch
moglich ware auch eine nicht-ATP-abhangige Katalyse von Phenylbutyrolacton Ila (16) zu HN1 (13). Um

diese Moglichkeit auszuschlieflen, sollte fiir eine Negativkontrolle die putativen Proteine der
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Proteinsuspension zuvor mittels Detergenzien und Hitze denaturiert werden.

HUHNER et al. ist es gelungen durch die Generierung einer Hybrid-NRPS-like aus den NRPS-like Enzymen
AtPgnA (A. terreus) und AtApvA (A. terreus) Pulvion wahrend der heterologen Expression in Hefe
nachzuweisen (2019). Die heterologe Expression der Hybrid-NRPS-like PbtyA-MelA, rekombiniert aus
den NRPS-like Enzyme AIPbtyA von Allantophomopsis lycopodina sowie AtMelA von
Aspergillus terreus, hat in dieser Studie zu keiner Synthese von Sekundarmetaboliten gefiihrt. Fiir die
Funktionalitat von Hybrid-NRPS-like Enzymen ist die Kompatibilitdt der fusionierten Enzyme eine
Grundvoraussetzung. Bisher hatte sich gezeigt, dass die phylogenetische Ndhe fiir die funktionelle
Expression entscheidend ist [GEIB et al., 2019]. Der bisherige Forschungsstand konnte jedoch durch
diese Studie widerlegt und erweitert werden (Abb. 24, 25; 3.4.1). Auch wurde in dieser Studie bereits
ein Hybrid-Enzym mit der A-Domane der AtMelA von A. terreus und T-/TE-Domaéne von G. bidwellii
(GbNRPS-likel) sowie A. lycopodina (AIPbtyA) erfolgreich heterolog in M. oryzae exprimiert (Abb. 26;
3.4.2). Im Falle der heterologen Expression der Hybrid-NRPS-like PbtyA-MelA ist allerdings die
T-/TE-Doméne der AtMelA fir das Hybridenzym ausgewahlt worden. Damit hatte aufgrund der
veranderten GrundgerUststruktur, vorgegeben durch die TE-Domdne von AtMelA, Pulvinon
synthetisiert werden kénnen (3.4.2). Entscheidend fiir die Funktionalitdt von Hybrid-Enzymen sind die
Wechselwirkungen der einzelnen Domédnen untereinander wahrend der Biosynthese von
Sekundarmetaboliten. Es konnte bereits experimentell bestatigt werden, dass das Auswahlen der
jeweiligen Domanengrenzen bei rekombinanten Enzymen essenziell ist. Fiir die Uberpriifung einer
funktionellen Expression wurden verschiedene synthetische und naturbelassene T-Domdnen
DNA-Sequenzen der NRPS-like IndC aus Photorhabdus luminescens verwendet. BEER et al. (2014)
konnte experimentell beweisen, dass die jeweilige korrekt identifizierte Domadnengrenze essenziell fur
eine rekombinante Expression ist. Die Domanensequenzen der jeweiligen NRPS-like der erfolgreich
rekombinierten Enzyme stimmten zudem nicht mit den Vorhersagen verschiedener
Domaéanenvorhersagetools Giberein.

Einen Einfluss auf die Funktionalitdt der Hybrid-NRPS-like AIMelA kénnte auch die TE-Domaéne selbst
haben. Die TE-Domadne von AtMelA aus A. terreus bindet die Substrate mittels Oxoester und nicht Gber
eine Thioesterverbindung [GEIB et al., 2016]. Aufgrund dessen konnte die Interaktion zu einer putativ

spezialisierten T-Domane von AtMelA und der A-Domane der AIPbtyA reduziert sein.
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6 Anhang

6.1 Anhang | —Zusatzmaterial zur Fermentation von Guignardia bidwellii
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Abb. 32: Wachstumsrate auf verschiedenen Festmedien von Guignardia bidwellii-isolaten in cm. Es wurden jeweils die
G. bidwellii-solate CBS111645, Gb1313-K, Gb9450 sowie Gb9495 auf Malzextraktmedium (MEM), Haferflockenmedium (OM),
Traubensaftmedium -V (TSMI-IV) getestet. Die Kultivierung erfolgte bei 26 °C und einen Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 h
fur 11 Tage.
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Abb. 33: HPLC-Chromatogramme der Extrakte der Fermentation von Isolat Gb_9449. Mittels analytischer HPLC
wurden die jeweiligen Tagesproben bei einer Wellenlange von 300 nm lber 30 Minuten, bei einer Konzentration
von 5 mg/mL gemessen. mAU = milli-Absorbance Unit, min = Minuten, nm = Nanometer.
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Abb. 34: HPLC-Chromatogramme der Extrakte der Fermentation von Isolat Gb_9450. Mittels analytischer HPLC
wurden die jeweiligen Tagesproben bei einer Wellenldnge von 300 nm ber 30 Minuten, bei einer Konzentration

von 5 mg/mL gemessen. mAU = milli-Absorbance Unit, min = Minuten, nm = Nanometer.
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Abb. 35: HPLC-Chromatogramme der Extrakte der Fermentation von Isolat Gb_9494. Mittels analytischer HPLC
wurden die jeweiligen Tagesproben bei einer Wellenldnge von 300 nm tber 30 Minuten, bei einer Konzentration

von 5 mg/mL gemessen. mAU = milli-Absorbance Unit, min = Minuten, nm = Nanometer.
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Abb. 36: HPLC-Chromatogramme der Extrakte der Fermentation von Isolat Gb_9495. Mittels analytischer HPLC
wurden die jeweiligen Tagesproben bei einer Wellenldnge von 300 nm ber 30 Minuten, bei einer Konzentration
von 5 mg/mL gemessen. mAU = milli-Absorbance Unit, min = Minuten, nm = Nanometer.
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Abb. 37: HPLC-Chromatogramme der Extrakte der Fermentation von Isolat Gb_9680. Mittels analytischer HPLC
wurden die jeweiligen Tagesproben bei einer Wellenldnge von 300 nm tber 30 Minuten, bei einer Konzentration
von 5 mg/mL gemessen. mAU = milli-Absorbance Unit, min = Minuten, nm = Nanometer.
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Abb. 38: HPLC-Chromatogramme der Extrakte der Fermentation von Isolat Gb_10113. Mittels analytischer HPLC
wurden die jeweiligen Tagesproben bei einer Wellenldnge von 300 nm ber 30 Minuten, bei einer Konzentration
von 5 mg/mL gemessen. mAU = milli-Absorbance Unit, min = Minuten, nm = Nanometer.
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Abb. 39: HPLC-Chromatogramme der Extrakte der Fermentation von Isolat Gb_10122. Mittels analytischer HPLC
wurden die jeweiligen Tagesproben bei einer Wellenldnge von 300 nm tber 30 Minuten, bei einer Konzentration
von 5 mg/mL gemessen. mAU = milli-Absorbance Unit, min = Minuten, nm = Nanometer.
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Abb. 40: HPLC-Chromatogramme der Extrakte der Fermentation von Isolat Gb_10133. Mittels analytischer HPLC
wurden die jeweiligen Tagesproben bei einer Wellenldnge von 300 nm ber 30 Minuten, bei einer Konzentration

von 5 mg/mL gemessen. mAU = milli-Absorbance Unit, min = Minuten, nm = Nanometer.
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Abb. 41: HPLC-Chromatogramme der Extrakte der Fermentation von Isolat Gb_10134. Mittels analytischer HPLC
wurden die jeweiligen Tagesproben bei einer Wellenlange von 300 nm liber 30 Minuten, bei einer Konzentration

von 5 mg/mL gemessen. mAU = milli-Absorbance Unit, min = Minuten, nm = Nanometer.
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6.2 Anhang Il - NMR-Daten sowie UV- und Massenspektren

6.2.1 NMR-Spektren

Strukturaufklarung von Isoguignardic acid (10):

A

1

0 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 160 E;O éO 7‘0 éO 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 b
1 (ppm)
1
C Pos 8, (600 MHz) 8¢ (150 MHz)
2 - 110.1
4 - 137.4
5 - 164.2
& 6.47 (s, 1H) 108.8
7 2.44-2.37 (m, 1H) 39.9
g 1.68-1.60 (m, 1H) 23.3
1.25-1.17 (m, 1H)
7-CH; 1.01 {d, 1H, ] = 6.9 Hz, 3H) 11.4
8-CHs 0.96 (t, 1H, J = 7.5 Hz, 3H) 11.9
1’ - 133.5
2'+6 7.74-7.40 (m, 2H) 2x130.5
3 +5 7.45-7.40 (m, 2H) 2x129.7
4 7.38-7.34 (m, 1H) 129.8
COOH - 167.6
Abb. 42: NMR-Spektroskopische Daten von Isoguignardic acid (10). A = NMR-Spektrum von

Isoguignardic acid (10); B = Strukturformel von Isoguignardic acid (10); C = ppm Werte der jeweiligen Atome von

Isoguignardic acid (10). Die jeweiligen Zahlen geben die Positionen der jeweiligen Atome an.
Ppm = parts per million.



Strukturaufklarung von HN1 (13):
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2+ 6 7.74-7.70 (m, 2H) 2x1285
3t 5 7.53-7.50 (m, 2H) 2x129.9
4 7.46-7.43 (m, 1H) 130.1

Abb. 43: NMR-Spektroskopische Daten von HN1 (13). A = NMR-Spektrum von HN1 (13); B = Strukturformel von

HN1 (13); C = ppm Werte der jeweiligen Atome von HN1 (13). Die jeweiligen Zahlen geben die Positionen der
jeweiligen Atome an. Ppm = parts per million.



Strukturaufkldrung von Hydroxy-Phenguignardic acid (18):
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Abb. 44: NMR-Spektroskopische Daten von Hydroxy-Phenguignardicacid (18). A =
Hydroxy-Phenguignardic acid (18); B = Strukturformel von Hydroxy-Phenguignardicacid (18); C = ppm Werte der
jeweiligen Atome von Hydroxy-Phenguignardic acid (18). Die jeweiligen Zahlen geben die Positionen der jeweiligen

Atome an. Ppm = parts per million.

NMR-Spektrum von



Strukturaufklirung von 3C-Phenylbutyrolacton lla (16):
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Abb. 45: NMR-Spektroskopische Daten von 2C-Phenylbutyrolacton lla (16). A = NMR-Spektrum von
BC-Phenylbutyrolacton lla (16); B = Strukturformel von C-Phenylbutyrolacton lla (16); C = ppm Werte der jeweiligen
Atome von BC-Phenylbutyrolacton lla (16). Die jeweiligen Zahlen geben die Positionen der jeweiligen Atome an. Ppm
= parts per million.
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6.3 Anhang Il - DNA-Sequenzen

6.3.1 DNA-Sequenzen auf der in dieser Arbeit verwiesenen sowie generierten Ausgangsvektoren

Nachfolgend sind die Sequenzen der generierten Grund- und Expressionsvektoren #p3, #p7, #p8, #p9

sowie #p16 aufgefiihrt. Die Ubrigen Grund- und Expressionsvektoren #p5 - #p20 sind bereits in den

Arbeiten von _, - und - veroffentlicht.

DNA-Sequenz von #p3 pSJ+GFP(HPTII)

8244 bp; Turkis = Efla-Promoter (elongation factor-1 alpha); Neongriin = eGFP (enhanced green fluorescent
protein); Grau = NOS-Terminator (nopaline synthase terminator); Neongelb = HPTres (Hygromycin B
Phosphotransferase-Resistenzgen).

ACGTCCGGGTTCTTGCCTTCTGTGATCTCGCGGTACATCCAATCAGCAAGCTCGATCTCGATGTACTCCGGCCGCCCGGTTTCGCTCTTTACGATCTTGTAGCGGCTAATCAAGGCTTCACCCTC
GGATACCGTCACCAGGCGGCCGTTCTTGGCCTTCTTGGTACGCTGCATGGCAACGTGCGTGGTGTTTAACCGAATGCAGGTTTCTACCAGGTCGTCTTTCTGCTTTCCGCCATCGGCTCGCCGGL
AGAACTTGAGTACGTCCGCAACGTGTGGACGGAACACGCGGCCGGGCTTGTCTCCCTTCCCTTCCCGGTATCGGTTCATGGATTCGGTTAGATGGGAAACCGCCATCAGTACCAGGTCGTAATCC
CACACACTGGCCATGCCGGCGGGGCCTGCGGAAACCTCTACGTGCCCGTCTGGAAGCTCGTAGCGGATCACCTCGCCAGCTCGTCGGTCACGCTTCGACAGACGGAAAACGGCCACGTCCATGAT
GCTGCGACTATCGCGGGTGCCCACGTCATAGAGCATCGGAACGAAAAAATCTGGTTGCTCGTCGCCCTTGGGCGGCTTCCTAATCGACGGCGCACCGGCTGCCGGCGGTTGCCGGGATTCTTTGC
GGATTCGATCAGCGGCCCCTTGCCACGATTCACCGGGGCGTGCTTCTGCCTCGATGCGTTGCCGCTGGGCGGCCTGCGCGGCCTTCAACTTCTCCACCAGGTCATCACCCAGCGCCGCGCCGATT
TGTACCGGGCCGGATGGTTTGCGACCGCTCACGCCGATTCCTCGGGCTTGGGGGTTCCAGTGCCATTGCAGGGCCGGCAGACAACCCAGCCGCTTACGCCTGGCCAACCGCCCGTTCCTCCACAC
ATGGGGCATTCCACGGCGTCGGTGCCTGGTTGTTCTTGATTTTCCATGCCGCCTCCTTTAGCCGCTAAAATTCATCTACTCATTTATTCATTTGCTCATTTACTCTGGTAGCTGCGCGATGTATT
CAGATAGCAGCTCGGTAATGGTCTTGCCTTGGCGTACCGCGTACATCTTCAGCTTGGTGTGATCCTCCGCCGGCAACTGAAAGTTGACCCGCTTCATGGCTGGCGTGTCTGCCAGGCTGGCCAAC
GTTGCAGCCTTGCTGCTGCGTGCGCTCGGACGGCCGGCACTTAGCGTGTTTGTGCTTTTGCTCATTTTCTCTTTACCTCATTAACTCAAATGAGTTTTGATTTAATTTCAGCGGCCAGCGCCTGG
ACCTCGCGGGCAGCGTCGCCCTCGGGTTCTGATTCAAGAACGGTTGTGCCGGCGGCGGCAGTGCCTGGGTAGCTCACGCGCTGCGTGATACGGGACTCAAGAATGGGCAGCTCGTACCCGGCCAG
CGCCTCGGCAACCTCACCGCCGATGCGCGTGCCTTTGATCGCCCGCGACACGACAAAGGCCGCTTGTAGCCTTCCATCCGTGACCTCAATGCGCTGCTTAACCAGCTCCACCAGGTCGGCGGTGG
CCCAAATGTCGTAAGGGCTTGGCTGCACCGGAATCAGCACGAAGTCGGCTGCCTTGATCGCGGACACAGCCAAGTCCGCCGCCTGGGGCGCTCCGTCGATCACTACGAAGTCGCGCCGGCCGATG
GCCTTCACGTCGCGGTCAATCGTCGGGCGGTCGATGCCGACAACGGTTAGCGGTTGATCTTCCCGCACGGCCGCCCAATCGCGGGCACTGCCCTGGGGATCGGAATCGACTAACAGAACATCGGC
CCCGGCGAGTTGCAGGGCGCGGGCTAGATGGGTTGCGATGGTCGTCTTGCCTGACCCGCCTTTCTGGTTAAGTACAGCGATAACCTTCATGCGTTCCCCTTGCGTATTTGTTTATTTACTCATCG
CATCATATACGCAGCGACCGCATGACGCAAGCTGTTTTACTCAAATACACATCACCTTTTTAGATGATCAGTGATTTTGTGCCGAGCTGCCGGTCGGGGAGCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGAT
ATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTCTTTAATGTACTGAATTTAGTTACTGATCACTGATTAAGTACTGATATCGGTACGTCGACTGAGAGCGA
GAAAAAAAAACTCTTCGTCGGATTATCATGCCGCAAGCTTTATGCAGTTGTATTTGTGTAGTTTTTGAGTTTGATGTTCACAAGTACAGTACGTGGTAAGTCTTTCTTTCCCATGAGATACTACT
CTCCCTTGTTACAGACTTGCTGACACCCTGTTCTCCTTTTTCTTTTCTAATATTTGAACACATGAGCCAAAATACATACATACATGAAAAAGCACAATGATACGACCGTGTGGCACAGCACCTCA
GATAAGCAACGGGTGGCGATGCAATGACATACATCGAATTAGAGTACCGCTAATGTTCGTGAGGGGCAAATGCAAACGGCCAAACCAAAGAGTAACAGGGATCTAAACCTGTACCGTGAGTCACT
TTTCCCCCGCGACAAGGGGGGCGGTCTTAACAACCGCGGGACGACCAGATCCTCCAAATCTTGCGACGTCAATGTCTGCAGGAGGTGTCCGCTTGGTGCCCAATGCTACTCTACAGTCTTGGCTT
ATACGACACGTAGTGGCCCCGCGCTGGCCGGAGCTTTTTTCCATAGTAACTAGATCATGGTAACGCGTTGTGGTGAGGTGAGAAGAGGACAAGCTGTTGTCGAAAAGATTGTAGTAAAAAAGACA
ATGACCGTGTAGCTGTTTGTGAGGAGGAGCTTCCAAACTCAATCATCCTCTAGACTAGAACTAGAATCTACAGTAGTACCTAGCTATGAAGTTACTTGAAGGGAGGAGCTTGAAAGTGAACAACC
AACCTCCAGGGCCGGACCTGAATCTAGGCTCATCTCAAGGTGAGATGGAACACTTCCATGCCCGGTTCCTATCGGCCAATGCGAGGAGGAGGGGCAGACACTTTCGTTGCCACAGAAAAAAAAAT
CTTTTTTCGTTTGTTTTGCGCAAGGCGGGCAAGGTGGGGCAGCCTGTGGCCAACGTGAATGGAGGGGTAAAAAAAAAGAGGGAGCCATCTGCGGGGCACCGTCGATGTATATCTTTTCATCCTCC
GCGCAAAACTTTGCACTACGAACCCTTTCTCTTCCCTTTCTCGATCCTCGTCTTTGCATACCTGAAATCATCCGCATTTCAACCTGCAATCTTTAAACACACACATTATCATCAAAAAGAGAGCA

AGCGGCCGCCCGGC
TGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCA
TGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTA
CTAGATCGTCGACGTTAACTGATATTGAAGGAGCATTTTTTGGGCTTGGCTGGAGCTAGTGGAGGTCAACAATGAATGCCTATTTTGGTTTAGTCGTCCAGGCGGTGAGCACAAAATTTGTGTCG
TTTGACAAGATGGTTCATTTAGGCAACTGGTCAGATCAGCCCCACTTGTAGCAGTAGCGGCGGCGCTCGAAGTGTGACTCTTATTAGCAGACAGGAACGAGGACATTATTATCATCTGCTGCTTG
GTGCACGATAACTTGGTGCGTTTGTCAAGCAAGGTAAGTGGACGACCCGGTCATACCTTCTTAAGTTCGCCCTTCCTCCCTTTATTTCAGATTCAATCTGACTTACCTATTCTACCCAAGCATCC
AAATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTA
GGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAGTT
CAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTCCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCGG
CCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCARACTGTGATG
GACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCATGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAA
TGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCCTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCG
AGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGCCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGT
CGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCC
CAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGAGTAGATGCCGACCGGGAACCAGTTAACGTCGACCCGGCCGTTTAAACTTAGTTACTAATCAGTGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCACTTTARAA
CTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAATAATCGGATATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTCAATATTG
GGGGGGGGGGAAAGCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCTAAAACAATTCATCCAGTAAAATATAATATTTTATTTTCTCCCAATCAGGCTTG
ATCCCCAGTAAGTCAAAAAATAGCTCGACATACTGTTCTTCCCCGATATCCTCCCTGATCGACCGGACGCAGAAGGCAATGTCATACCACTTGTCCGCCCTGCCGCTTCTCCCAAGATCAATAAA
GCCACTTACTTTGCCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCTCCCAGGTCGCCGTGGGAAAAGACAAGTTCCTCTTCGGGCTTTTCCGTCTTTAAAAAATCATACAGCTCGCGCGGATCTTTAAATG
GAGTGTCTTCTTCCCAGTTTTCGCAATCCACATCGGCCAGATCGTTATTCAGTAAGTAATCCAATTCGGCTAAGCGGCTGTCTAAGCTATTCGTATAGGGACAATCCGATATGTCGATGGAGTGA
AAGAGCCTGATGCACTCCGCATACAGCTCGATAATCTTTTCAGGGCTTTGTTCATCTTCATACTCTTCCGAGCAAAGGACGCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCAGCCATCATGCCG
TTCAAAGTGCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTTCCAGCCATAGCATCATGTCCTTTTCCCGTTCCACATCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCATTTTTAAATATAGGTTTT
CATTTTCTCCCACCAGCTTATATACCTTAGCAGGAGACATTCCTTCCGTATCTTTTACGCAGCGGTATTTTTCGATCAGTTTTTTCAATTCCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATCCCGTAGARA
AGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGT
GGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGA
CCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTT
CCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTT
TTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGA
CCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAGGCCGCGATAGGCCGACGCGAAGCGGCGGGGLG
TAGGGAGCGCAGCGACCGAAGGGTAGGCGCTTTTTGCAGCTCTTCGGCTGTGCGCTGGCCAGACAGTTATGCACAGGCCAGGCGGGTTTTAAGAGTTTTAATAAGTTTTAAAGAGTTTTAGGCGG
AAAAATCGCCTTTTTTCTCTTTTATATCAGTCACTTACATGTGTGACCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGGGTTCCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTAC
GTGCTATCCACAGGAAAGAGACCTTTTCGACCTTTTTCCCCTGCTAGGGCAATTTGCCCTAGCATCTGCTCCGTACATTAGGAACCGGCGGATGCTTCGCCCTCGATCAGGTTGCGGTAGCGCAT
GACTAGGATCGGGCCAGCCTGCCCCGCCTCCTCCTTCAAATCGTACTCCGGCAGGTCATTTGACCCGATCAGCTTGCGCACGGTGAAACAGAACTTCTTGAACTCTCCGGCGCTGCCACTGCGTT
CGTAGATCGTCTTGAACAACCATCTGGCTTCTGCCTTGCCTGCGGCGCGGCGTGCCAGGCGGTAGAGAARACGGCCGATGCCGGGGTCGATCARAAAGTAATCGGGGTGAACCGTCAGC

DNA-Sequenz von #p7 pSJ+GFP(BSD)

7722 bp; Tiirkis = Efla-Promoter (elongation factor-1 alpha); Neongriin = eGFP (enhanced green fluorescent
protein); Grau = NOS-Terminator (nopaline synthase terminator); Neongelb = BSDres (Blasticidin-S-Deaminase +
trpC-Promoter).
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AACGTCGACCCGGCCGTTTAAACTTAGTTACTAATCAGTGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCACTTTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGT
TTATTAGAATAATCGGATATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTCAATATTGGGGGGGGGGGAAAGCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACA
AGATAAAAATATATCATCTAAAACAATTCATCCAGTAAAATATAATATTTTATTTTCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAGTAAGTCAAAAAATAGCTCGACATACTGTTCTTCCCCGATATCCTC
CCTGATCGACCGGACGCAGAAGGCAATGTCATACCACTTGTCCGCCCTGCCGCTTCTCCCAAGATCAATAAAGCCACTTACTTTGCCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCTCCCAGGTCGCCGT
GGGAAAAGACAAGTTCCTCTTCGGGCTTTTCCGTCTTT TCATACAGCTCGCGCGGATCTTTAAATGGAGTGTCTTCTTCCCAGTTTTCGCAATCCACATCGGCCAGATCGTTATTCAGT
AAGTAATCCAATTCGGCTAAGCGGCTGTCTAAGCTATTCGTATAGGGACAATCCGATATGTCGATGGAGTGARAGAGCCTGATGCACTCCGCATACAGCTCGATAATCTTTTCAGGGCTTTGTTC
ATCTTCATACTCTTCCGAGCAAAGGACGCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCAGCCATCATGCCGTTCAAAGTGCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTTCCAGCCATAGCATCA
TGTCCTTTTCCCGTTCCACATCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCATTTTTAAATATAGGTTTTCATTTTCTCCCACCAGCTTATATACCTTAGCAGGAGACATTCCTTCCGTATCT
TTTACGCAGCGGTATTTTTCGATCAGTTTTTTCAATTCCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATCCCGTAGAARAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTG
CAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCC
GTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGAT
AGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTT
CCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTG
ACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT
TATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTAT
TTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAGGCCGCGATAGGCCGACGCGAAGCGGCGGGGCGTAGGGAGCGCAGCGACCGAAGGGTAGGCGCTTTTTGCAGCTCTTCGGCTGTGC
GCTGGCCAGACAGTTATGCACAGGCCAGGCGGGTTTTAAGAGTTTTAATAAGTTTTAAAGAGTTTTAGGCGGAAAAATCGCCTTTTTTCTCTTTTATATCAGTCACTTACATGTGTGACCGGTTC
CCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGGGTTCCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGTGCTATCCACAGGAAAGAGACCTTTTCGACCTTTTTCCCCTGCTAGGGCAAT
TTGCCCTAGCATCTGCTCCGTACATTAGGAACCGGCGGATGCTTCGCCCTCGATCAGGTTGCGGTAGCGCATGACTAGGATCGGGCCAGCCTGCCCCGCCTCCTCCTTCARATCGTACTCCGGCA
GGTCATTTGACCCGATCAGCTTGCGCACGGTGAAACAGAACTTCTTGAACTCTCCGGCGCTGCCACTGCGTTCGTAGATCGTCTTGAACAACCATCTGGCTTCTGCCTTGCCTGCGGCGCGGCGT
GCCAGGCGGTAGAGAAAACGGCCGATGCCGGGGTCGATCARAAAGTAATCGGGGTGAACCGTCAGCACGTCCGGGTTCTTGCCTTCTGTGATCTCGCGGTACATCCAATCAGCAAGCTCGATCTC
GATGTACTCCGGCCGCCCGGTTTCGCTCTTTACGATCTTGTAGCGGCTAATCAAGGCTTCACCCTCGGATACCGTCACCAGGCGGCCGTTCTTGGCCTTCTTGGTACGCTGCATGGCAACGTGCG
TGGTGTTTAACCGAATGCAGGTTTCTACCAGGTCGTCTTTCTGCTTTCCGCCATCGGCTCGCCGGCAGAACTTGAGTACGTCCGCAACGTGTGGACGGAACACGCGGCCGGGCTTGTCTCCCTTC
CCTTCCCGGTATCGGTTCATGGATTCGGTTAGATGGGAAACCGCCATCAGTACCAGGTCGTAATCCCACACACTGGCCATGCCGGCGGGGCCTGCGGARACCTCTACGTGCCCGTCTGGAAGCTC
GTAGCGGATCACCTCGCCAGCTCGTCGGTCACGCTTCGACAGACGGAAAACGGCCACGTCCATGATGCTGCGACTATCGCGGGTGCCCACGTCATAGAGCATCGGAACGAAAAAATCTGGTTGCT
CGTCGCCCTTGGGCGGCTTCCTAATCGACGGCGCACCGGCTGCCGGCGGTTGCCGGGATTCTTTGCGGATTCGATCAGCGGCCCCTTGCCACGATTCACCGGGGCGTGCTTCTGCCTCGATGCGT
TGCCGCTGGGCGGCCTGCGCGGCCTTCAACTTCTCCACCAGGTCATCACCCAGCGCCGCGCCGATTTGTACCGGGCCGGATGGTTTGCGACCGCTCACGCCGATTCCTCGGGCTTGGGGGTTCCA
GTGCCATTGCAGGGCCGGCAGACAACCCAGCCGCTTACGCCTGGCCAACCGCCCGTTCCTCCACACATGGGGCATTCCACGGCGTCGGTGCCTGGTTGTTCTTGATTTTCCATGCCGCCTCCTTT
AGCCGCTAAAATTCATCTACTCATTTATTCATTTGCTCATTTACTCTGGTAGCTGCGCGATGTATTCAGATAGCAGCTCGGTAATGGTCTTGCCTTGGCGTACCGCGTACATCTTCAGCTTGGTG
TGATCCTCCGCCGGCAACTGAAAGTTGACCCGCTTCATGGCTGGCGTGTCTGCCAGGCTGGCCAACGTTGCAGCCTTGCTGCTGCGTGCGCTCGGACGGCCGGCACTTAGCGTGTTTGTGCTTTT
GCTCATTTTCTCTTTACCTCATTAACTCAAATGAGTTTTGATTTAATTTCAGCGGCCAGCGCCTGGACCTCGCGGGCAGCGTCGCCCTCGGGTTCTGATTCAAGAACGGTTGTGCCGGCGGCGGC
AGTGCCTGGGTAGCTCACGCGCTGCGTGATACGGGACTCAAGAATGGGCAGCTCGTACCCGGCCAGCGCCTCGGCAACCTCACCGCCGATGCGCGTGCCTTTGATCGCCCGCGACACGACARAGG
CCGCTTGTAGCCTTCCATCCGTGACCTCAATGCGCTGCTTAACCAGCTCCACCAGGTCGGCGGTGGCCCAAATGTCGTAAGGGCTTGGCTGCACCGGAATCAGCACGAAGTCGGCTGCCTTGATC
GCGGACACAGCCAAGTCCGCCGCCTGGGGCGCTCCGTCGATCACTACGAAGTCGCGCCGGCCGATGGCCTTCACGTCGCGGTCAATCGTCGGGCGGTCGATGCCGACAACGGTTAGCGGTTGATC
TTCCCGCACGGCCGCCCAATCGCGGGCACTGCCCTGGGGATCGGAATCGACTAACAGAACATCGGCCCCGGCGAGTTGCAGGGCGCGGGCTAGATGGGTTGCGATGGTCGTCTTGCCTGACCCGC
CTTTCTGGTTAAGTACAGCGATAACCTTCATGCGTTCCCCTTGCGTATTTGTTTATTTACTCATCGCATCATATACGCAGCGACCGCATGACGCAAGCTGTTTTACTCAAATACACATCACCTTT
TTAGATGATCAGTGATTTTGTGCCGAGCTGCCGGTCGGGGAGCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTCTT
TAATGTACTGAATTTAGTTACTGATCACTGATTAAGTACTGATATCGGTACGTCGA

AGCGGCCGCCCGGCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTT
AAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAG
TCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAG CAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGTCGACGTTCGAAGAAGATGATATTGAAG
GAGCACTTTTTGGGCTTGGCTGGAGCTAGTGGAGGTCAACAATGAATGCCTATTTTGGTTTAGTCGTCCAGGCGGTGAGCACAAAATTTGTGTCGTTTGACAAGATGGTTCATTTAGGCAACTGG
TCAGATCAGCCCCACTTGTAGCAGTAGCGGCGGCGCTCGAAGTGTGACTCTTATTAGCAGACAGGAACGAGGACATTATTATCATCTGCTGCTTGGTGCACGATAACTTGGTGCGTTTGTCAAGC
AAGGTAAGTGAACGACCCGGTCATACCTTCTTAAGTTCGCCCTTCCTCCCTTTATTTCAGATTCAATCTGACTTACCTATTCTACCCAAGCATCGATAAGCTAGCTTTCTCATTGTCAATATGCC
TTTGTCTCAAGAAGAATCCACCCTCATTGAAAGAGCAACGGCTACAATCAACAGCATCCCCATCTCTGAAGACTACAGCGTCGCCAGCGCAGCTCTCTCTAGCGACGGCCGCATCTTCACTGGTG
TCAATGTATATCATTTTACTGGGGGACCTTGTGCAGAACTCGTGGTGCTGGGCACTGCTGCTGCTGCGGCAGCTGGCAACCTGACTTGTATCGTCGCGATCGGAARATGAGAACAGGGGCATCTTG
AGCCCCTGCGGACGGTGCCGACAGGTGCTTCTCGATCTGCATCCTGGGATCARAGCCATAGTGAAGGACAGTGATGGACAGCCGACGGCAGTTGGGATTCGTGAATTGCTGCCCTCTGGTTATGT
GTGGGAGGGCTAAGCACCAGCCATTGATCTTGTACATTCAAGCTACTTTCTGTTACTAGATGAACCGAGCATGAGTTGATGGTGACTGCAGCCCGGG

DNA-Sequenz von #p8 pSJ+GFP(ILV)

9655 bp; Tiirkis = Efla-Promoter (elongation factor-1 alpha); Neongriin = eGFP (enhanced green fluorescent
protein); Grau = NOS-Terminator (nopaline synthase terminator); Neongelb = ILVres (Acetolactat Synthase + trpC-
Promoter).

TGGCCAACCGCCCGTTCCTCCACACATGGGGCATTCCACGGCGTCGGTGCCTGGTTGTTCTTGATTTTCCATGCCGCCTCCTTTAGCCGCTAAAATTCATCTACTCATTTATTCATTTGCTCATT
TACTCTGGTAGCTGCGCGATGTATTCAGATAGCAGCTCGGTAATGGTCTTGCCTTGGCGTACCGCGTACATCTTCAGCTTGGTGTGATCCTCCGCCGGCAACTGAAAGTTGACCCGCTTCATGGC
TGGCGTGTCTGCCAGGCTGGCCAACGTTGCAGCCTTGCTGCTGCGTGCGCTCGGACGGCCGGCACTTAGCGTGTTTGTGCTTTTGCTCATTTTCTCTTTACCTCATTAACTCAAATGAGTTTTGA
TTTAATTTCAGCGGCCAGCGCCTGGACCTCGCGGGCAGCGTCGCCCTCGGGTTCTGATTCAAGAACGGTTGTGCCGGCGGCGGCAGTGCCTGGGTAGCTCACGCGCTGCGTGATACGGGACTCAA
GAATGGGCAGCTCGTACCCGGCCAGCGCCTCGGCAACCTCACCGCCGATGCGCGTGCCTTTGATCGCCCGCGACACGACAAAGGCCGCTTGTAGCCTTCCATCCGTGACCTCAATGCGCTGCTTA
ACCAGCTCCACCAGGTCGGCGGTGGCCCAAATGTCGTAAGGGCTTGGCTGCACCGGAATCAGCACGAAGTCGGCTGCCTTGATCGCGGACACAGCCAAGTCCGCCGCCTGGGGCGCTCCGTCGAT
CACTACGAAGTCGCGCCGGCCGATGGCCTTCACGTCGCGGTCAATCGTCGGGCGGTCGATGCCGACAACGGTTAGCGGTTGATCTTCCCGCACGGCCGCCCAATCGCGGGCACTGCCCTGGGGAT
CGGAATCGACTAACAGAACATCGGCCCCGGCGAGTTGCAGGGCGCGGGCTAGATGGGTTGCGATGGTCGTCTTGCCTGACCCGCCTTTCTGGTTAAGTACAGCGATAACCTTCATGCGTTCCCCT
TGCGTATTTGTTTATTTACTCATCGCATCATATACGCAGCGACCGCATGACGCAAGCTGTTTTACTCAAATACACATCACCTTTTTAGATGATCAGTGATTTTGTGCCGAGCTGCCGGTCGGGGA
GCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTCTTTAATGTACTGAATTTAGTTACTGATCACTGATTAAGTACTG
ATATCGGTACGTCGA

AGCGGCCGCCCGGCTGCA

TCGTCGACGTTGGGGTCGACGTGCCAACGCCACAGTGCCCCACATCTCCCGGCTGGATTCACCGTTGAGCGGGGATTGTGTGGAGGGACTTGGTC
GAAAATTTGTGAACCTCCGATGGCGGCAAACATGACTCCACGATTCACAGCCCAAAGGCCTGGCCCTGCTTCAATTGTCATCGTCTGACAGGTCCAGGAAAAATAGTTAGCTGGAGGCTCGTTAC
TTTTTTTTCCCGCTTCAACGGCCAAGCAAGCAAGCTCATCGTCTCTCGTTCTTTTCTCCATTATTGACGACTGAGAACAGATTCGAAATGCTTCGTACTGTTGGCCGCAAAGCCCTGAGGGGCTC
ATCCAAGGGATGTTCACGAACCATCTCGACTCTCAAGCCCGCCACGGCAACTATTGCCAAGCCCGGCAGCAGGACCCTTTCGACGCCAGCGACGGCAACAGCAACGTAAGTCAGAATCACGAGCG
AGCGAACAAACAGGCAGAGTTACAAACGCCATCACTACGCCTTGTCTTTTCGTCTCTGTTACGTGTCGCCACCCCCATGCGAGCTACACGTCTGCGCCTGAAGTCACAAGGCTTGCAATTTCATG
ACGATGAACAACACTGACACTTCTGTTACAGAGCACCTCGAACTAAGCCCAGCGCCAGCTTCAATGCTCGCCGCGATCCCCAGCCTTTGGTCAACCCTCGCTCAGGTGAGGCAGACGAATCGTAA
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GTTGCGCCAACACCGTTCCTACACCGCCAAGACCCATACCGCCGTTGCATTTGGACAAGCACAAGACTGATTTGACCGTGGCATAGATTCATTGGCAAGACGGGAGGAGAGATTTTCCACGAGAT
GATGCTGAGGCAAAACGTCAAGCACATTTGTAAGCGTCTAATTCTACAAATTCCTACCCTCGATTCAACCACATATCTTGACACATGAGTCACAGTCGGTTACCCTGGCGGTGCTATCCTTCCCG
TGTTCGACGCGATCTACAACTCGAAGCACATCGACTTTGTTCTGCCCAAGCATGAGCAAGGCGCCGGCCACATGGCAGAGGGCTATGCTCGCGCTTCAGGCAAACCCGGCGTTGTTCTCGTCACC
TCCGGCCCCGGTGCCACAAATGTCATCACTCCCATGGCCGACGCTCTTGCCGACGGTACACCTCTGGTTGTATTCTCAGGACAGGTTGTTACCTCTGATATTGGAAGCGACGCCTTCCAGGAGGC
CGACGTCATAGGCATCTCCCGGTCTTGCACCAAGTGGAACGTCATGGTTAAGAGCGCTGACGAGCTCCCGAGGAGAATTAACGAGGCCTTTGAGATTGCCACCAGTGGGCGACCTGGGCCTGTCT
TGGTCGATCCTGCCAAGGACGTCACGGCTAGTGTGCTGAGGAGGGCTATCCCCACCGAGACCTCGATTCCTTCTATTAGCGCAGCAGCACGGGCTGTCCAAGAGGCAGGCCGAAAGCAGCTTGAG
CACTCCATCAAACGCGTAGCCGATCTCGTCAACATTGCCAAGAAGCCCGTCATATATGCCGGCCAAGGTGTCATTTTGTCGGAAGGCGGCGTTGAACTTCTCAAGGCGCTTGCCGACAAGGCCTC
GATTCCTGTCACCACCACTCTGCATGGTCTGGGAGCCTTTGACGAGCTCGACGAGAAGGCACTGCACATGCTTGGTATGCACGGTTCGGCTTATGCCAACATGTCCATGCAAGAGGCCGATTTGA
TCATTGCCCTTGGTGGCCGCTTCGATGACCGTGTCACTGGCAGCATCCCCAAATTTGCTCCTGCCGCCAAGCTAGCTGCTGCTGAAGGACGCGGAGGTATTGTCCACTTCGAGATTATGCCCAAG
AACATCAACAAGGTCGTCCAAGCAACAGAGGCCATTGAGGGCGACGTTGCTTCGAACTTGAAGCTGTTGCTCCCCAAGATTGAACAACGATCCATGACCGATCGCAAGGAGTGGTTCGACCAGAT
CAAGGAGTGGAAGGAGAAGTGGCCTCTGTCACATTATGAGAGGGCCGAGCGTAGTGGTCTCATCAAGCCTCAGACTCTGATCGAGGAGCTGAGCAACCTGACTGCTGACCGCAAGGACATGACCT
ACATCACAACCGGTGTTGGCCAGCACCAAATGTGGACAGCACAACATTTCAGGTGGAGGCACCCACGGTCCATGATCACCTCTGGCGGTTTGGGAACCATGGGATATGGTCTGCCGGCAGCGATT
GGCGCCAAGGTTGCTAGGCCAGATGCTTTGGTCATTGACATCGACGGCGACGCATCGTTCAACATGACTCTGACAGAGCTTTCGACGGCGGCACAGTTCAACATTGGCGTCAAGGTCATTGTCTT
GAACAACGAGGAGCAGGGAATGGTGACCCAATGGCAGAACTTGTTCTACGAGGACCGCTACTCACATACACACCAGCGCAACCCAGACTTCATGAAGCTCGCCGATGCAATGGACGTTCAACATC
GCCGTGTTTCGAAGCCTGACGATGTCGGTGATGCTCTGACGTGGCTGATCAACACCGACGGCCCCGCTCTGCTTGAGGTGATGACTGATAAGAAGGTTCCTGTTCTGCCCATGGTGCCCGGAGGT
AACGGCCTGCACGAGTTCATCACGTTTGATGCCAGTAAGTAATATATCCAATGCACTCCTGTGGCCCATTTTGAGCCTTGGGTATGATTCTAGTTCAACTTGCTAACCAGTGCATCAACTCGTAT
AGGCAAGGATAAGCAACGGAGAGAGCTGATGCGCGCGAGGACGAATGGCCTGCACGGTTAAGTTGATAATGGGAATTGATTATTGCACGGGAATTGCATGCTCTCACGTCGACCAACGTCGACCC
GGCCGTTTAAACTTAGTTACTAATCAGTGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCACTTTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAATA
ATCGGATATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTCAATATTGGGGGGGGGGG GCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATA
TATCATCTAAAACAATTCATCCAGTAAAATATAATATTTTATTTTCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAGTAAGTCAAAAAATAGCTCGACATACTGTTCTTCCCCGATATCCTCCCTGATCGACC
GGACGCAGAAGGCAATGTCATACCACTTGTCCGCCCTGCCGCTTCTCCCAAGATCAATAAAGCCACTTACTTTGCCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCTCCCAGGTCGCCGTGGGAAAAGACA
AGTTCCTCTTCGGGCTTTTCCGTCTTTAAAAAATCATACAGCTCGCGCGGATCTTTARATGGAGTGTCTTCTTCCCAGTTTTCGCAATCCACATCGGCCAGATCGTTATTCAGTAAGTAATCCAA
TTCGGCTAAGCGGCTGTCTAAGCTATTCGTATAGGGACAATCCGATATGTCGATGGAGTGAAAGAGCCTGATGCACTCCGCATACAGCTCGATAATCTTTTCAGGGCTTTGTTCATCTTCATACT
CTTCCGAGCAAAGGACGCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCAGCCATCATGCCGTTCAAAGTGCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTTCCAGCCATAGCATCATGTCCTTTTCC
CGTTCCACATCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCATTTTTAAATATAGGTTTTCATTTTCTCCCACCAGCTTATATACCTTAGCAGGAGACATTCCTTCCGTATCTTTTACGCAGCG
GTATTTTTCGATCAGTTTTTTCAATTCCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAARARARAA
ACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCC
ACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGAT
AAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAG
AAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTC
GATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGAT
TCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTAC
GCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAGGCCGCGATAGGCCGACGCGAAGCGGCGGGGCGTAGGGAGCGCAGCGACCGAAGGGTAGGCGCTTTTTGCAGCTCTTCGGCTGTGCGCTGGCCAGAC
AGTTATGCACAGGCCAGGCGGGTTTTAAGAGTTTTAATAAGTTTTAAAGAGTTTTAGGCGGAAAAATCGCCTTTTTTCTCTTTTATATCAGTCACTTACATGTGTGACCGGTTCCCAATGTACGG
CTTTGGGTTCCCAATGTACGGGTTCCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGTGCTATCCACAGGAARAGAGACCTTTTCGACCTTTTTCCCCTGCTAGGGCAATTTGCCCTAGCA
TCTGCTCCGTACATTAGGAACCGGCGGATGCTTCGCCCTCGATCAGGTTGCGGTAGCGCATGACTAGGATCGGGCCAGCCTGCCCCGCCTCCTCCTTCARATCGTACTCCGGCAGGTCATTTGAC
CCGATCAGCTTGCGCACGGTGAAACAGAACTTCTTGAACTCTCCGGCGCTGCCACTGCGTTCGTAGATCGTCTTGAACAACCATCTGGCTTCTGCCTTGCCTGCGGCGCGGCGTGCCAGGCGGTA
GAGAAAACGGCCGATGCCGGGGTCGATCAAAAAGTAATCGGGGTGAACCGTCAGCACGTCCGGGTTCTTGCCTTCTGTGATCTCGCGGTACATCCAATCAGCAAGCTCGATCTCGATGTACTCCG
GCCGCCCGGTTTCGCTCTTTACGATCTTGTAGCGGCTAATCAAGGCTTCACCCTCGGATACCGTCACCAGGCGGCCGTTCTTGGCCTTCTTGGTACGCTGCATGGCAACGTGCGTGGTGTTTAAC
CGAATGCAGGTTTCTACCAGGTCGTCTTTCTGCTTTCCGCCATCGGCTCGCCGGCAGAACTTGAGTACGTCCGCAACGTGTGGACGGAACACGCGGCCGGGCTTGTCTCCCTTCCCTTCCCGGTA
TCGGTTCATGGATTCGGTTAGATGGGAAACCGCCATCAGTACCAGGTCGTAATCCCACACACTGGCCATGCCGGCGGGGCCTGCGGAAACCTCTACGTGCCCGTCTGGAAGCTCGTAGCGGATCA
CCTCGCCAGCTCGTCGGTCACGCTTCGACAGACGGAAAACGGCCACGTCCATGATGCTGCGACTATCGCGGGTGCCCACGTCATAGAGCATCGGAACGAAAAAATCTGGTTGCTCGTCGCCCTTG
GGCGGCTTCCTAATCGACGGCGCACCGGCTGCCGGCGGTTGCCGGGATTCTTTGCGGATTCGATCAGCGGCCCCTTGCCACGATTCACCGGGGCGTGCTTCTGCCTCGATGCGTTGCCGCTGGGC
GGCCTGCGCGGCCTTCAACTTCTCCACCAGGTCATCACCCAGCGCCGCGCCGATTTGTACCGGGCCGGATGGTTTGCGACCGCTCACGCCGATTCCTCGGGCTTGGGGGTTCCAGTGCCATTGCA
GGGCCGGCAGACAACCCAGCCGCTTACGCC

DNA-Sequenz von #p9 pM GFP(HPT)

8099 bp; Turkis = Efla-Promoter (elongation factor-1 alpha); Neongriin = eGFP (enhanced green fluorescent
protein); Grau = NOS-Terminator (nopaline synthase terminator); Neongelb = HPTres (Hygromycin B
Phosphotransferase-Resistenzgen).

GCCCCGCCTCCTCCTTCAAATCGTACTCCGGCAGGTCATTTGACCCGATCAGCTTGCGCACGGTGAAACAGAACTTCTTGAACTCTCCGGCGCTGCCACTGCGTTCGTAGATCGTCTTGAACAAC
CATCTGGCTTCTGCCTTGCCTGCGGCGCGGCGTGCCAGGCGGTAGAGAAAACGGCCGATGCCGGGGTCGATCAAAAAGTAATCGGGGTGAACCGTCAGCACGTCCGGGTTCTTGCCTTCTGTGAT
CTCGCGGTACATCCAATCAGCAAGCTCGATCTCGATGTACTCCGGCCGCCCGGTTTCGCTCTTTACGATCTTGTAGCGGCTAATCAAGGCTTCACCCTCGGATACCGTCACCAGGCGGCCGTTCT
TGGCCTTCTTGGTACGCTGCATGGCAACGTGCGTGGTGTTTAACCGAATGCAGGTTTCTACCAGGTCGTCTTTCTGCTTTCCGCCATCGGCTCGCCGGCAGAACTTGAGTACGTCCGCAACGTGT
GGACGGAACACGCGGCCGGGCTTGTCTCCCTTCCCTTCCCGGTATCGGTTCATGGATTCGGTTAGATGGGARACCGCCATCAGTACCAGGTCGTAATCCCACACACTGGCCATGCCGGCGGGGLL
TGCGGAAACCTCTACGTGCCCGTCTGGAAGCTCGTAGCGGATCACCTCGCCAGCTCGTCGGTCACGCTTCGACAGACGGAAAACGGCCACGTCCATGATGCTGCGACTATCGCGGGTGCCCACGT
CATAGAGCATCGGAACGAAAAAATCTGGTTGCTCGTCGCCCTTGGGCGGCTTCCTAATCGACGGCGCACCGGCTGCCGGCGGTTGCCGGGATTCTTTGCGGATTCGATCAGCGGCCCCTTGCCAC
GATTCACCGGGGCGTGCTTCTGCCTCGATGCGTTGCCGCTGGGCGGCCTGCGCGGCCTTCAACTTCTCCACCAGGTCATCACCCAGCGCCGCGCCGATTTGTACCGGGCCGGATGGTTTGCGACC
GCTCACGCCGATTCCTCGGGCTTGGGGGTTCCAGTGCCATTGCAGGGCCGGCAGACAACCCAGCCGCTTACGCCTGGCCAACCGCCCGTTCCTCCACACATGGGGCATTCCACGGCGTCGGTGCC
TGGTTGTTCTTGATTTTCCATGCCGCCTCCTTTAGCCGCTAAAATTCATCTACTCATTTATTCATTTGCTCATTTACTCTGGTAGCTGCGCGATGTATTCAGATAGCAGCTCGGTAATGGTCTTG
CCTTGGCGTACCGCGTACATCTTCAGCTTGGTGTGATCCTCCGCCGGCAACTGARAGTTGACCCGCTTCATGGCTGGCGTGTCTGCCAGGCTGGCCAACGTTGCAGCCTTGCTGCTGCGTGCGCT
CGGACGGCCGGCACTTAGCGTGTTTGTGCTTTTGCTCATTTTCTCTTTACCTCATTAACTCARATGAGTTTTGATTTAATTTCAGCGGCCAGCGCCTGGACCTCGCGGGCAGCGTCGCCCTCGGG
TTCTGATTCAAGAACGGTTGTGCCGGCGGCGGCAGTGCCTGGGTAGCTCACGCGCTGCGTGATACGGGACTCAAGAATGGGCAGCTCGTACCCGGCCAGCGCCTCGGCAACCTCACCGCCGATGC
GCGTGCCTTTGATCGCCCGCGACACGACAAAGGCCGCTTGTAGCCTTCCATCCGTGACCTCAATGCGCTGCTTAACCAGCTCCACCAGGTCGGCGGTGGCCCARATGTCGTAAGGGCTTGGCTGC
ACCGGAATCAGCACGAAGTCGGCTGCCTTGATCGCGGACACAGCCAAGTCCGCCGCCTGGGGCGCTCCGTCGATCACTACGAAGTCGCGCCGGCCGATGGCCTTCACGTCGCGGTCAATCGTCGG
GCGGTCGATGCCGACAACGGTTAGCGGTTGATCTTCCCGCACGGCCGCCCAATCGCGGGCACTGCCCTGGGGATCGGAATCGACTAACAGAACATCGGCCCCGGCGAGTTGCAGGGCGCGGGCTA
GATGGGTTGCGATGGTCGTCTTGCCTGACCCGCCTTTCTGGTTAAGTACAGCGATAACCTTCATGCGTTCCCCTTGCGTATTTGTTTATTTACTCATCGCATCATATACGCAGCGACCGCATGAC
GCAAGCTGTTTTACTCAAATACACATCACCTTTTTAGATGATCAGTGATTTTGTGCCGAGCTGCCGGTCGGGGAGCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAGATCTGTC
GACGTTCCCGGGGTCGA

AGCGGCCGCCCGGCTGCA

TCGGATCCTGATATTGAAGGAGCATTTTTTGGGCTTGGCTGGAGCTAGTGGAGGTCAACAATGAATGCCTATTTTGGTTTAGTCGTCCAGG
CGGTGAGCACAAAATTTGTGTCGTTTGACAAGATGGTTCATTTAGGCAACTGGTCAGATCAGCCCCACTTGTAGCAGTAGCGGCGGCGCTCGAAGTGTGACTCTTATTAGCAGACAGGAACGAGG
ACATTATTATCATCTGCTGCTTGGTGCACGATAACTTGGTGCGTTTGTCAAGCAAGGTAAGTGGACGACCCGGTCATACCTTCTTAAGTTCGCCCTTCCTCCCTTTATTTCAGATTCAATCTGAC
TTACCTATTCTACCCAAGCATCCACAATTGAATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCG GTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCG
AAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCG
ATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAGTTCAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTCCAGCCGGT
CGCGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATC
CCCATGTGTATCACTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCATGCGGAT
TTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCCTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGC
TTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGCCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCA
ATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACAC TCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAA
GTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGAGTAGATGCCGACCGGGAACCAGTTAACGCTCGAGAACGTCGACCTGCAGGTAAACCTAAGAGAAARAA
GAGCGTTTATTAGAATAATCGGATATTTAAAAGGGCGTGARAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTCAATATTGGGGGGGGGGG GCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACAT
TGCACAAGATAAAAATATATCATCTAAAACAATTCATCCAGTAAAATATAATATTTTATTTTCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAGTAAGTCAAAARAATAGCTCGACATACTGTTCTTCCCCGAT
ATCCTCCCTGATCGACCGGACGCAGAAGGCAATGTCATACCACTTGTCCGCCCTGCCGCTTCTCCCAAGATCAATAAAGCCACTTACTTTGCCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCTCCCAGGT
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CGCCGTGGGAAAAGACAAGTTCCTCTTCGGGCTTTTCCGTCTTTAAAAAATCATACAGCTCGCGCGGATCTTTAAATGGAGTGTCTTCTTCCCAGTTTTCGCAATCCACATCGGCCAGATCGTTA
TTCAGTAAGTAATCCAATTCGGCTAAGCGGCTGTCTAAGCTATTCGTATAGGGACAATCCGATATGTCGATGGAGTGAAAGAGCCTGATGCACTCCGCATACAGCTCGATAATCTTTTCAGGGCT
TTGTTCATCTTCATACTCTTCCGAGCAAAGGACGCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCAGCCATCATGCCGTTCAAAGTGCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTTCCAGCCATA
GCATCATGTCCTTTTCCCGTTCCACATCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCATTTTTARATATAGGTTTTCATTTTCTCCCACCAGCTTATATACCTTAGCAGGAGACATTCCTTCC
GTATCTTTTACGCAGCGGTATTTTTCGATCAGTTTTTTCAATTCCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGC
TGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGT
GTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAA
GACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCC
ACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCA
CCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGARAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTC
CTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATG
CGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAGGCCGCGATAGGCCGACGCGAAGCGGCGGGGCGTAGGGAGCGCAGCGACCGAAGGGTAGGCGCTTTTTGCAGCTCTTCGG
CTGTGCGCTGGCCAGACAGTTATGCACAGGCCAGGCGGGTTTTAAGAGTTTTAATAAGTTTT GAGTTTTAGGCGGAAAAATCGCCTTTTTTCTCTTTTATATCAGTCACTTACATGTGTGAC
CGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGGGTTCCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGTGCTATCCACAGGAAAGAGACCTTTTCGACCTTTTTCCCCTGCTAG
GGCAATTTGCCCTAGCATCTGCTCCGTACATTAGGAACCGGCGGATGCTTCGCCCTCGATCAGGTTGCGGTAGCGCATGACTAGGATCGGGCCAGCCT

DNA-Sequenz von #p16 pM_GFP-TSTC(HPT)

8188 bp; Tiirkis = Efla-Promoter (elongation factor-1 alpha); Neongriin = eGFP (enhanced green fluorescent
protein); Orange = TSTC (Twin-Strep-Tag-C-terminal); Grau = NOS-Terminator (nopaline synthase terminator);
Neongelb = HPTres (Hygromycin B Phosphotransferase-Resistenzgen).

AGGAAAGAGACCTTTTCGACCTTTTTCCCCTGCTAGGGCAATTTGCCCTAGCATCTGCTCCGTACATTAGGAACCGGCGGATGCTTCGCCCTCGATCAGGTTGCGGTAGCGCATGACTAGGATCG
GGCCAGCCTGCCCCGCCTCCTCCTTCAAATCGTACTCCGGCAGGTCATTTGACCCGATCAGCTTGCGCACGGTGARAACAGAACTTCTTGAACTCTCCGGCGCTGCCACTGCGTTCGTAGATCGTC
TTGAACAACCATCTGGCTTCTGCCTTGCCTGCGGCGCGGCGTGCCAGGCGGTAGAGAAAACGGCCGATGCCGGGGTCGATCAAAAAGTAATCGGGGTGAACCGTCAGCACGTCCGGGTTCTTGCC
TTCTGTGATCTCGCGGTACATCCAATCAGCAAGCTCGATCTCGATGTACTCCGGCCGCCCGGTTTCGCTCTTTACGATCTTGTAGCGGCTAATCAAGGCTTCACCCTCGGATACCGTCACCAGGC
GGCCGTTCTTGGCCTTCTTGGTACGCTGCATGGCAACGTGCGTGGTGTTTAACCGAATGCAGGTTTCTACCAGGTCGTCTTTCTGCTTTCCGCCATCGGCTCGCCGGCAGAACTTGAGTACGTCC
GCAACGTGTGGACGGAACACGCGGCCGGGCTTGTCTCCCTTCCCTTCCCGGTATCGGTTCATGGATTCGGTTAGATGGGAAACCGCCATCAGTACCAGGTCGTAATCCCACACACTGGCCATGCC
GGCGGGGCCTGCGGAARACCTCTACGTGCCCGTCTGGAAGCTCGTAGCGGATCACCTCGCCAGCTCGTCGGTCACGCTTCGACAGACGGAAAACGGCCACGTCCATGATGCTGCGACTATCGCGGG
TGCCCACGTCATAGAGCATCGGAACGAAAAAATCTGGTTGCTCGTCGCCCTTGGGCGGCTTCCTAATCGACGGCGCACCGGCTGCCGGCGGTTGCCGGGATTCTTTGCGGATTCGATCAGCGGCC
CCTTGCCACGATTCACCGGGGCGTGCTTCTGCCTCGATGCGTTGCCGCTGGGCGGCCTGCGCGGCCTTCAACTTCTCCACCAGGTCATCACCCAGCGCCGCGCCGATTTGTACCGGGCCGGATGG
TTTGCGACCGCTCACGCCGATTCCTCGGGCTTGGGGGTTCCAGTGCCATTGCAGGGCCGGCAGACAACCCAGCCGCTTACGCCTGGCCAACCGCCCGTTCCTCCACACATGGGGCATTCCACGGC
GTCGGTGCCTGGTTGTTCTTGATTTTCCATGCCGCCTCCTTTAGCCGCTAAAATTCATCTACTCATTTATTCATTTGCTCATTTACTCTGGTAGCTGCGCGATGTATTCAGATAGCAGCTCGGTA
ATGGTCTTGCCTTGGCGTACCGCGTACATCTTCAGCTTGGTGTGATCCTCCGCCGGCAACTGAAAGTTGACCCGCTTCATGGCTGGCGTGTCTGCCAGGCTGGCCAACGTTGCAGCCTTGCTGCT
GCGTGCGCTCGGACGGCCGGCACTTAGCGTGTTTGTGCTTTTGCTCATTTTCTCTTTACCTCATTAACTCAARATGAGTTTTGATTTAATTTCAGCGGCCAGCGCCTGGACCTCGCGGGCAGCGTC
GCCCTCGGGTTCTGATTCAAGAACGGTTGTGCCGGCGGCGGCAGTGCCTGGGTAGCTCACGCGCTGCGTGATACGGGACTCAAGAATGGGCAGCTCGTACCCGGCCAGCGCCTCGGCAACCTCAC
CGCCGATGCGCGTGCCTTTGATCGCCCGCGACACGACAAAGGCCGCTTGTAGCCTTCCATCCGTGACCTCAATGCGCTGCTTAACCAGCTCCACCAGGTCGGCGGTGGCCCAAATGTCGTAAGGG
CTTGGCTGCACCGGAATCAGCACGAAGTCGGCTGCCTTGATCGCGGACACAGCCAAGTCCGCCGCCTGGGGCGCTCCGTCGATCACTACGAAGTCGCGCCGGCCGATGGCCTTCACGTCGCGGTC
AATCGTCGGGCGGTCGATGCCGACAACGGTTAGCGGTTGATCTTCCCGCACGGCCGCCCAATCGCGGGCACTGCCCTGGGGATCGGAATCGACTAACAGAACATCGGCCCCGGCGAGTTGCAGGG
CGCGGGCTAGATGGGTTGCGATGGTCGTCTTGCCTGACCCGCCTTTCTGGTTAAGTACAGCGATAACCTTCATGCGTTCCCCTTGCGTATTTGTTTATTTACTCATCGCATCATATACGCAGCGA
CCGCATGACGCAAGCTGTTTTACTCAAATACACATCACCTTTTTAGATGATCAGTGATTTTGTGCCGAGCTGCCGGTCGGGGAGCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACA
AGATCTGTCGACGTTCCCGGGGTCGACTGAGAGCGAGAAAAAAAAACTCTTCGTCGGATTATCATGCCGCAAGCTTTATGCAGTTGTATTTGTGTAGTTTTTGAGTTTGATGTTCACAAGTACAG
TACGTGGTAAGTCTTTCTTTCCCATGAGATACTACTCTCCCTTGTTACAGACTTGCTGACACCCTGTTCTCCTTTTTCTTTTCTAATATTTGAACACATGAGCCAAAATACATACATACATGARAA
AAGCACAATGATACGACCGTGTGGCACAGCACCTCAGATAAGCAACGGGTGGCGATGCAATGACATACATCGAATTAGAGTACCGCTAATGTTCGTGAGGGGCAAATGCAAACGGCCAAACCAAA
GAGTAACAGGGATCTAAACCTGTACCGTGAGTCACTTTTCCCCCGCGACAAGGGGGGCGGTCTTAACAACCGCGGGACGACCAGATCCTCCAAATCTTGCGACGTCAATGTCTGCAGGAGGTGTC
CGCTTGGTGCCCAATGCTACTCTACAGTCTTGGCTTATACGACACGTAGTGGCCCCGCGCTGGCCGGAGCTTTTTTCCATAGTAACTAGATCATGGTAACGCGTTGTGGTGAGGTGAGAAGAGGA
CAAGCTGTTGTCGAAAAGATTGTAGTAAAAAAGACAATGACCGTGTAGCTGTTTGTGAGGAGGAGCTTCCAAACTCAATCATCCTCTAGACTAGAACTAGAATCTACAGTAGTACCTAGCTATGA
AGTTACTTGAAGGGAGGAGCTTGAAAGTGAACAACCAACCTCCAGGGCCGGACCTGAATCTAGGCTCATCTCAAGGTGAGATGGAACACTTCCATGCCCGGTTCCTATCGGCCAATGCGAGGAGG
AGGGGCAGACACTTTCGTTGCCACAGAAAAAAAAATCTTTTTTCGTTTGTTTTGCGCAAGGCGGGCAAGGTGGGGCAGCCTGTGGCCAACGTGAATGGAGGGGTAAAAAAAAAGAGGGAGCCATC
TGCGGGGCACCGTCGATGTATATCTTTTCATCCTCCGCGCAAAACTTTGCACTACGAACCCTTTCTCTTCCCTTTCTCGATCCTCGTCTTTGCATACCTGAAATCATCCGCATTTCAACCTGCAA
TCTTTAAACACACACATTATCATCAAAAAGAGAGCACCAAACCGCCACCGCTAGC,

CACGTGTGGAGTCATCCTCAATTCGAGAAAGGTGGAGGTTCTGGCGGTGGATCGGGAGGTTCAGCGTGGAGCCACCCGCAGTTCG.
CGGCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAA
TGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTAT
GTTACTAGATCGGATCCTGATATTGAAGGAGCATTTTTTGGGCTTGGCTGGAGCTAGTGGAGGTCAACAATGAATGCCTATTTTGGTTTAGTCGTCCAGGCGGTGAGCACAAAATTTGTGTCGTT
TGACAAGATGGTTCATTTAGGCAACTGGTCAGATCAGCCCCACTTGTAGCAGTAGCGGCGGCGCTCGAAGTGTGACTCTTATTAGCAGACAGGAACGAGGACATTATTATCATCTGCTGCTTGGT
GCACGATAACTTGGTGCGTTTGTCAAGCAAGGTAAGTGGACGACCCGGTCATACCTTCTTAAGTTCGCCCTTCCTCCCTTTATTTCAGATTCAATCTGACTTACCTATTCTACCCAAGCATCCAC
AATTGAATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAARAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGA
TGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGG
AGTTCAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTCCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGATGCGATCGCT
GCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAAACTGT
GATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCATGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGG
ACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCCTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTAC
TTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGCCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCA
GGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACAC TCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGAC
GCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGAGTAGATGCCGACCGGGAACCAGTTAACGCTCGAGAACGTCGACCTGCAGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAATAATCGGATAT
TTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTCAATATTGGGGGGGGGGGAAAGCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCTA
AAACAATTCATCCAGTAAAATATAATATTTTATTTTCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAGTAAGTCAAAAAATAGCTCGACATACTGTTCTTCCCCGATATCCTCCCTGATCGACCGGACGCAGA
AGGCAATGTCATACCACTTGTCCGCCCTGCCGCTTCTCCCAAGATCAATAAAGCCACTTACTTTGCCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCTCCCAGGTCGCCGTGGGAAAAGACAAGTTCCTCT
TCGGGCTTTTCCGTCTTTAAAAAATCATACAGCTCGCGCGGATCTTTAAATGGAGTGTCTTCTTCCCAGTTTTCGCAATCCACATCGGCCAGATCGTTATTCAGTAAGTAATCCAATTCGGCTAA
GCGGCTGTCTAAGCTATTCGTATAGGGACAATCCGATATGTCGATGGAGTGAAAGAGCCTGATGCACTCCGCATACAGCTCGATAATCTTTTCAGGGCTTTGTTCATCTTCATACTCTTCCGAGC
AAAGGACGCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCAGCCATCATGCCGTTCAAAGTGCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTTCCAGCCATAGCATCATGTCCTTTTCCCGTTCCACA
TCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCATTTTTAAATATAGGTTTTCATTTTCTCCCACCAGCTTATATACCTTAGCAGGAGACATTCCTTCCGTATCTTTTACGCAGCGGTATTTTTC
GATCAGTTTTTTCAATTCCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAARAACCACCGCT
ACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCA
AGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAG
CGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGA
CAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGARACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGT
GATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGAT
AACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATAGGCCGCGATAGGCCGACGCGAAGCGGCGGGGCGTAGGGAGCGCAGCGACCGAAGGGTAGGCGCTTTTTGCAGCTCTTCGGCTGTGCGCTGGCCAGACAGTTATGCA
CAGGCCAGGCGGGTTTTAAGAGTTTTAATAAGTTTTAAAGAGTTTTAGGCGGAAAAATCGCCTTTTTTCTCTTTTATATCAGTCACTTACATGTGTGACCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTT
CCCAATGTACGGGTTCCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGTGCTATCCAC

6.3.2 DNA-Sequenzen der heterolog exprimierten PKS und NPRS-likes

Nachfolgend sind die Gen-Sequenzen der jeweiligen Organismen, welche fiir die heterologe Expression

verwendet wurden, aufgefiihrt. Bereits beschriebene Gen-Sequenzen aus der Bachelorarbeit von

- sowie den Masterarbeiten von -, _ und - sind nicht grundsatzlich
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erneut aufgefiihrt. Zu den in dieser Arbeit nicht mehr erwdhnten NRPS-like Enzyme und
NRPS-like-Hybriden gehoéren AnNpgA, AnTdiA, AnMicA, AtAtrA, AtBtyA, MelA, EpNRPS-like2,
EpNRPS-like1 sowie XsNRPS-like (PHM35430.1). Unterstrichene und grauunterlegte Buchstaben heben

die Intronsequenzen der jeweiligen Gene hervor.

>GbNRPS-likel (2807 bp; IBWF NODE_1394)

ATGTTGGCCAAAAATCTCTCCCAACTTCTTGTCAAAGCTGCAGAGTATCCCGCGAACCGGGGTATCCTGTTTGAGTCTGCCACAGGATCGAAGCACGTCACATACCGGAAGCTGTACGAGATAGC
GCAAGAGCTATCGTCCACCGTTCTCAGCCTAGGCGCGCCCAAGGAGACCAGGTTCTTGCTCCATTTCGACAACCACTACGACAACATCACCTGGTACTGGGCCGTGGTACTCTCAGGATATGTTC
CGGCAATTTCGACACCGCTTGTTTCTGACCTCGACGCACGAAAGAGGCATCTCGACCACTTGCACACGCTGTTGGACCCGCTTGTGCTGACGTCCTCGCGGTTGGTCGACGACTTTTGCGGCCTC
GACTACCTCAAGCTGAGGCCTGTGGAAGAGTTGAGCAAGTTTGTTGTCCGGGGTGCTAAGCTAGAGGCAACGGGTCTCTCCAAGAATGGCGACGACCTTGCTGGGCTGATGCTCACGTCGGGAAG
CACTGGCAACTCAAAGGCCGTCATGCTTCGCCACGAACAGATCTTGACGGCTATGCGGGGAAAGAGCCAATACCACGACACCAAGCCGGAAGATGTCTTTTTGAGCTGGATCGGATTCGACCGTA
AGCTACACTTACTTCCAGCAAGTGGCAGATGGACTGACTTTTCCCAGATGTTGCAAACCTGACCGAGATCCATCTGCATGCCATGAGCCTGGCCGCGGAACAGGTCCAAGTCCCAACCGTCGACA
TGATCAAAGACCCCCTCTTGTACCTCGAGCTGCTGGCCAAGAACCGGGTAGCATACACGTTTGCGCCCAACTTCTTCCTGGCCAACATCCGACGCGCCCTCCTGCAGCCCGACGGGTACCGCCTC
GACGAAAGGTACAACCTGTCAGCGCTGCGCGCACTTATTTCGGGAGGCGAGGCCAACGTCGTCGACACCTGTGCCGCGCTGAGCCTCCAGCTCAAGGAGTTCGGCGCGCCGGCCGACTTCATCAG
ACCCGGCTTCGGTATGACGGAGACGTGCGCTGGATCCATCTACAACAACCACTGCCCGTCGTACGACGTCGCCAACGAGCTTGAGTTCGCATCGCTCGGCCACTGCATTCCGGGCATCAACATGC
GCGTCGTGGACCAAGAGACGGGAGAAGAGCTCGGTCCCAACCAGCAGGGTTTCTTGCAGGTGTGCGGACCAGTCGTCTTCTCAGGCTATTACAACAACCCGCAAGCAACGGCTGAGTCGATCGTC
AATGGTTGGTTCCAGACGGGCGACATGGCGTACCTCGACGCAACGGGCGCCCTCAACTTCACGGGCCGCGCCAAGGACAGCGTCAACGTCAACGGCGTCAAGTACTTTACGCAGGACCTGGAGAC
GGACTTGGACGACGGAAGAATCCGCGGGCTCACGCCAGGCTTCACTGCCGTGTTCCCGCACCGGCCCAAGGGCCATGACACCGAGGTCGTCGTGGTGGTATATCTGCCTTCGTATGCCGATGATG
ACATTGTCGCACGCGTCGAGACCACCGAGCAAATCACAAAGATGGTGTTCCAGCACTACAGCGTCCGACCGTACCGAGTGATTCCCTTGACGCGCGCGCATCTGCAGCTGTCGACGTTGGGCAAG
CTGTCGCGCGCCAAGCTGCGCAAGTCGTTCGAGGCCGGGCAGTTTCTCGAGTGCGAGACGACCAACGACACACGCATCAAGGAGTACAAGATACAATTCTACGAGTCGCCCAGCAGCGAGACGGA
GAAGACCATCCACCGCGTGCTGATCGACTACTTCCAAACGGACCGCGAGCTCGGCATCAACGACGACATTTTCGACCTTGGCGTGACCTCCGTCGAGCTGCTGAAGCTCAAGTACTCCTTCGAGG
AGGCCCTTGGCGTTACCARATCGATCCCCGTGTCCGTCTTCATGACCAACCCGACCATCAAGACGCTGGCGGTGGCAATTGAGAAGCAACAGGGCGGCGAGTACGACCCCGTCACCATTCTGCAG
CCCAACGGCGATGCCACGCCTCTATGGTGCGTCCACCCAGGTGGTGGCGAAGTCCTCGTTTTCATGAAGTTGGCCACATACATCACCGACAGGCGTGTATACGGACTGCGGGCGCGGGGTCTCGA
CGGCGAGGAGGTCTTCACATCGTTCGAAGAAATGGTGGCGACATACGTCGACGCGATCCGGGCAAGGCAGCCGGAAGGTCCATACGCTATCGCCGGCTACTCTTATGGTGGCAACGTCGGATTCG
AGGTGGCCAAGGGGCTCGAGGCCGCGGGTTGCGAAGTAAAGTTCCTGGCGGCGTTCGACCAACAGCCGCGCTTCGTCGACCATATCAACACGCGCGACTGGATCGGTAGCTTGGTCTTCCTGTCG
CACTCGCTGGGCCTGATTACCGAGGAAGAATCTAACGTCACGCTGCGCCCCATCCTCACCGGCATGTCGCAAGACGACGCACTCGACTTCATCATGCAAAGGTCCGACCCAGCGCGTCTTGCCGA
GATGGGTATGACCAGGACGCAATTGGAGACCTGGACCGCCACCGACTACAGCCTCAAGGTCATTGCGAAGCCCTACGAGCCGTCGGGCCGCACCAAGACGGGTATGAACGTCTTTTACGCCAAGC
CGCCCGAGTGGATCGGATTCAACCTCGAGGAGTGGATGGAGGGCCTGAGCGAGTGGAACAAGTATATTGGCGGCGGCGTTCAGTTCCATCTCGTTGACGGTTCGCATCTTGATCTCATCACAACG
CACGTTTCGAGTTTCCAGAAGAAGTTCAAGAGCGTTCTCAAGGAGAGCGGTCTCtaa

>GbNRPS-like2 (3015 bp; IBWF NODE_938)

ATGTTCAGCAGCCTAGCCAAGGCTCTGTATTCCATCACGCCATGGGGCAAATCGGATGAGCCAGAGACTATGCTGCAGTTGTTGCAGCGAGCCGCCAAGAAATGGCCCACGAACACACTGTCGTT
CAAGACTGGTGGTTGGGATATGGCGCCAGAAGTCCTTACCTATGAGCAACTGCTCATGGAAGCTTTGGTAAGTAAAGCCATCACCATTGGTACCATTGCAGTCACTGATTGGATTTTAGACARAT
GCAGCAAAGCTCCGTCAAGCAGACATTGTCCCCGAGCACCGCCGCGTCATTCTCTACTTTGACACGCACCGCGACAACTGCATCTGGTACTGGAGCGTCATCGCCGCTGGTGGTATCCCCGCGLT
GCTTTCTCCTCTGTCAAACGACCAGACGACACTGATTGGCGAGCTCGAAAACGTCAACAAGACCTTTTCCGGCCCGACCATCATAACCACGAAACAACTTGCTCGGTTTTTCGTTGCAGTTGAAG
GAATGAAGACACATACTGTGCAGAGCATCAAGTTAGAAAAACTCGAGGCGCCAATTGGGCATGATGACATGTTTGGCGGGGGATGGTTTGACGAGGGCGTCGGAAGAGAAGATGAGGTTACTACC
ATGCTCTTCACCAGTGGAAGCACTGGATATGCCAAGGCGGTCCAGTATACGCACAGACAGCTCTGTATGAGTAGTAAGCTCAAGTGCGGCCTCAGCGGCATGGATAACACCAAGACGTTCATGTC
TTGGGTTAGTGAGTAACGCCATATTCTGCGTCAACACATAACACTTGACTAACGAACTGACCAGGCTTCGACCATTCTGCTGCCCTCTGCGAGAATCACTTGCACGCTGTGTACGCTGGAGCAAG
TCAAGTGATGATTCCAGCCATTGACTTGATCCGCGAGCCCGTCCGGTTCTGGATGGCTCTGTCTGAGTTCAAGGTCGCTTACAGCTTCGCGCCCAACTTCTTCGTCTCGACTGCCGCCAGGGCTT
ACAAAGAGCTGCCCGCAGAAGAAAGGTGGAAACTAGACTTTGACTTTACCGAGCTGCGTACCGTCATGTGCGGAGGCGAAGCCAACAAGACGACCGTTTTTGAAATGGCAGAGGAGATTGTCACC
AAGTTTGGTGCCCCGARATGCTCCATCAAGGCTGCTTACGGCCTCTCGGAGACCTGCTCCGCCATCTTTTACAACACGCAGTGTCCGACTTATGACGTCAAGAAGCGGTACATATTTGCTTCTGC
CGGCAAGCATCTACCCCAACATCAAATTCGCATTGTGGATGAGGAATTACAGCCCGTCAAGCAAGGTTCTGTTGGCTCCTTGCAAATGAAGGGCGCCATGATATTTTCTGGGTACTTCAACAACC
CTGAGGCGAATGCGGGTTGCTGGACTGCTGATGGCTGGTTTGATACTGGTGATCARACGATGCTTGATGACCGAGGCAACCTGCTCATTGTTGGTCGTTCTAAAGAAATCATCATCATTAACGGC
CAAAACTACTCTTCGTTTGAGCTCGAGCACGCCATTGAGGGCTCCAAGATTCCAGGAGTCACGCCCGGCTACATTGCTTCCTTTGCCGTTTGGTCGGCAGACTCGGACACTGAGGATGTGGCCAT
CCTCTTCAATCCCGTCAACGATGCCACTGACGACTCCCCTGAGCTGCGTGCTGCTGTTGCCAAGATCAACGAGGCCTGTATCCGATTTTGCAGGARAAAAGCCACGCGAAGTCATTCCTTTGCCCA
AAGAATTGATGCCCAAGTCGACGATTGGTAAGCTCAGTCGGGCCAAGTTGAAGAAGAGCTTCCAATCGGGCTACTTCGACAAGTATAGGCTCGCTGARAAGGCGTCTGAGCCAAGGGAGAAAAAG
GTCAAGGGCGAAGCCTTGACCACTCCTTTGCAAAAGGTGATTGAARAGGCGTTCGTCCAGGAGACTGGTATCGATCCATCGGATTTACATCTTGACCTGGCAGTGGCGGACTTGGGAATCGAGAG
TCTTGGATATCTTCGCATCAAGTCTTCCCTTGAGAAGGAGCTGGACTCTGAAGACCCCATTTCGATGGCTCTATTCCTTGCTTGCACGACAATCAGAGATGTCGACATGATGCTTCTCCAACTCG
GCAAAGTCACTGCAGAGTACGACCCAATTGTCCCTCTTGTTTCGAGCGGATCGAARACACCGCTCATTCTCTGCCATCCGGGTGGCGGTGAGTTCCTGACGTGGCTCGGATTGCTACAGTACCTC
CCCGACCGTCGAATCTTGGCATTGCGAGTGCGTGGTTTTCATAAGGGCGAGGAGTCATTCAAGACACTCGACGAGATGCTCGARATTTACGTCGAGGGAATCAAGAAGCATCAACCTCAGGGCCC
ATATGCTTTCCTCGGCCTATGCTTCGGAGGCATGTTGGCCTTCGAGCTGGCCAAGCGCTTCGAAGCCATGGGAGACAAAGTAATCTTTTGCGGCGGCATCGACAATCCCGCCGATCTGCACAAAA
TCCAAGTTCGTCAAAAAGTTCGCAATTTCCTCATCGACCTGCTGCACTTTTTCCAGATTCTGGATCTCGAGACGGCACTGCGCTGGGAAGAAGAGATGGACCACGTTCCCGACTCAGAGTTCACG
GCTGCCATTTTCGCGCGCTTCCCAGATGGAACACTCGAAAACATGGATCTTACGCCTGCCAAGGTCGAAACGTGGTCGCGTATCAACCAGAACATGCAAGAAATTACGCGCGTCTACAAGCCCAC
CGGCAAGGTTTCAAAGTTCGACCTCTTCTGGGTTCCACCTCTGCCGCAGTACAAGTGCACTGATCAAGAGTGGCGCCACAACTGGTTGTGCGAGTGGAAAGACTTTGTCAAGGGCGCGTCCCAGA
AGGATGTTGATGTCGATGACAGCAAAGGACCTCTTCGTTATCACCAAGTCGAAGGAACCCACTTTACGATACTAAGGCCAGAGAACATTGAAGTGTTCCAAAAAGCGTTGAATATGGCACTTGAG
GCGAGGAATGTGtaa

>GbPKS1 (11758 bp; IBWF NODE_3740)

ATGTCTACCTCCAGCGAGACTTCTAGCCCCAGACTCTCTGCCTCGCTGTCTTCACACAGCTCCGCACCTCCCTCTGAGGACCCGTCTGTCATTGTTGGCCTGGCCTGTCGAGTGCCCGGCGCCCA
GAACTATCGCCAGCTATGGGATCACATCGTCGCCCAGAAGGACATGCGGCAAAAGATGCCCGAGAACCGCTTCAATGTTGACGCCTTTTTCCATGCGGACGGTGCAAACAAGGGAACTGTGAGTA
TTCGTCGAAACTCCAAGCTGGCGCTTGCTAATGCCAAACAGACAAATTCCAAATGGGGTTATTTCCTTGACCAGGACATTGGAAACTTTGATCCTGGATTTTTTGGAATTTCCGGCGCTGAAGCC
GAGGCCATGGACCCGCAACAGCGGTTACTCCTAGAAGTTGTGTACGAGGCCCTCGAAGACGCCGGAATCACACTCGAGGGAATCAGCGGCACCCARAACCTCTGTTTACTGCGGATCCTTCACCAA
TGACTATAATTCAATGACCACCAAGGACCTTGCACACTACCCCAAGTACACGGTCACCGGTACGGGAAACGCAATCCTCTCGAACCGAATTTCCTACTTCTACAACCTGCACGGCCCCAGTGTGA
CAGTGGACACGGCCTGCTCTTCATCGCTGGTCTGCTTTCACTTGGGCAACCGCTCTCTCCACAACAAGGAAGCGGACATTTCCATCGTCGTCGGCTCTTCGCTCCACTTCGATCCCAACATCTTC
ATCACAATGACCGACCTCGGTATGCTTTCAACCGACGGTCGCTGCCGGGCCTTTGACGAGAAGGGCTCTGGTTACGTCCGTGGCGAAGGTATCTGCGCTGTGGTGCTCAAGCGCCGTAGTGACGC
GGAGTTGAATGGAGACCGCATCCGAGCAGTCATTCGTACCACCGGAGTAAATCACGACGGCCGGAAACAGGGTATCACCTACCCCAACACCGACGCCCAGGAGGCGCTTATCCGAGCTACGTATG
AGAATGCCGGGCTGGATCCCGCCGAAACTCAGTACTTCGAGGCTCACGGTACGGGCACTAAGGCTGGAGATCCGAACGAGACTAGGGCCATTGGGGCTGTGTTTTCTCCGAACAGGACTGATAAC
ATCATCGTTGGCTCGGTCAAGACCAATATTGGCCATTTGGAGGGTGCATCTGGCCTTGCGGCTGTCGTCAAAACGACCTTGGCCCTTGAAAAGGCACAAATTCCACCGAACATGCATTTCGAAGA
CCCCAACCCGGCCATCAACTTCAAGGACTGGAAAATCACCGTACCTCAGAAGCTAATGGACTGGAAGCCTGGCCCGAATGGCATCCGCAGGGCCAGTATCAACTCCTTTGGTTACGGAGGCACCA
ACGCCCACGTGGTGCTTGAAGACTACCAACCACTCGAACCCATTGTCGAGTCTCTGCCGCTCCTTCCAGAACCTTTGGCGCCCATGGTTGTCAAAAGACCTTTCCTAGCTCCTCTTTCAGCCCAC
ACCGACAGGGCCGGGAAGCTCCAGATCGGCTCGCTGATTGAGTATCTGAAAGAGCGTCCCAGCACGAAGCTGGCCGACCTTGTGCACAGCCTTTCAGTCCGTCGTACTTGCCACACGGCAAGGTC
TTGGGCCATTGGAAAGGATATTGATGAGCTTATCCAGAGCATGAGCGAGCCTCTCCCAATCGCCAACTGGAAAAACGCCAACACGACCAGCCCACGCCTGGGATTCATTTTCACCGGCCAGGGTG
CCCAGTGGTTCGCGATGGGTAGGCAGCTCATCCAGGAGTCGCCCCTCTTCAAACAAACTCTGGAGAGGTGTGATAGCGTGCTCCAATCACTCCCTGACCGCCCCGACTGGACTGTCATCGGAGAG
TTGTCTCGTGGAAAGGAAGACTCCCAACTCGGTCAAACTCGCTTCTCTCAGCCTATCTGCACGGCCCTGCAGCTCGCAATTGTTGACCAGCTCAAGGCCTGGGGTATCGAGCCTTCAGCCTGTAT
TGGCCACTCTTCCGGAGAAATGGGTGCAGCCTATGCCTCGGGAATTCTCGATTTTGAAAGCGCCATCATTGCAGCGTACTACAGAGGTCTCTACATGTCCAACACGACGGATGTAAAGGATGCTG
TCCAGAAGAAGGGTGCAATGATGGCCGTCGGCCTGACCGAAGCCGAGTGCCAGGTCGAACTTGAGCCTTACAAGGGTCGCGTCGGCATCGCTGCCATCAACAGCATGTCTAGCATCACTCTTTCT
GGCGATGAAGATGCAATTGTGGAAATCAAGGAGAAGCTCACCGAGCGAAAGGTCTTTGCTCGTCAGCTACAGGTCGCTCAAGCCTTCCACTCCCACCACATGGATCCTTTGGCTCCCGCGTACGA
GCGCTCCCTAGACACCTGCCCACAATTCAAGACGAAGCAACCTTCCTGCCGCATGTTCAGCTCCGTCACGGCTCGCCTCGCAGACTGGAAAAATATGGGTGGCAAGTACTGGGCACAGAACATGA
AGGGCACTGTCAGATTTTCCGACGCTCTTACCGGAATTCTCCTGGACGAAGAAGATATGCAGAATATTGACATGCTTGTCGARATCGGACCTCACCCAGCCCTCAAGGGACCTGCCCGCCAGGTT
GTACAGTCCTTGCGCCTTGAAATCCCCTACCTGGCTAGTTTGACGAGGAACGAGCCCGACTACAACGGACTGCTCCAGCTCGCAGGTCAGCTATTCGCCCATGGTTACCCTGTCGACCTGGACGC
TGTGAATCGGGACCACTTCTTGTCCGAGATGGGCCCAAATGTCAGTGTCCCTACCGGCACTAAGCTGCTCGATCTGCCAACCTACGCCTGGGACCACAAGCGATACTGGGCCGAGACGAGGTACA
TCAAGGAGCATCGCCAGAGGAAGCACAGACACTCTCTACTTGGAGCCCCTGTGCCTGGTTCTGTCGAAGGCCACCCACGCTGGAGGAACTATCTCCATCTTAGTGAGCTGCCATGGCTGACTGAG
CACGTTGTTGACGGAAAGACCATCTTCCCTGGCGCTGGTTACGTCTGCATGGCCATCGAGGCTGCAATTCGCCTGAACGACCAGCCCCTGTCTTCCATCAAGGCTGTGGTGCTCCGGGACGTTGT
CATCAAGTCTGCATTGACTCTGAGCGATACTACCATGGGATCGGAGATCCTTCTTGAGCTCAAGCCCCTGAGAACCTCCTCCAAGAGCCACTCTGAGATTTGGCATGAATTCATTGTCTCCTCTT
ACGATGAGTCTGGGCGTTGCACCGAGCACTGCCATGGTATCGTCTCTGTTGAGAACGGTGAGCCCTGTGCCGTCCAAACTCTGGCTTCATACCCGAGCCTCGAGGCATTGGGCAAAGAGACTGTT
CGCTCTGTTGGCTGTGATGCATTCTACAGGCATCTTGACAAGCTTGGCCTTTCGTATGGAGAAAACTTCCGCCTCATCTCCGGAGAGTTGGAAAGCGGTACAGGATACGCCATCGCGCCTCTGAA
GTACAAGCCACTTGCTGTCGGAAGCGAGGAAGCCTACGATGCGACTATCCTGCATCCTAGTCTTCTGGACGCTGTCTTCCACGTCATCTTTAACGCCATCGAATCGCGTCTTGGTCGTCCGCTCC
AGGAGCCTTACGTTCCCAACTTTGTTCGCTCGCTGACCGTCTCTGGCTCATTCATCAATACTCCCCTCTTCCAGGACAAGGAGCTCAAAGTGTGCTCCCTGACGGAGCTTCCCACAGCGCGAGTT
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GCAATCAACGACCTTCTAGTGTACTCTCAAGAGGCTGATCAGCTCCTGATTGAGCTCCAAGGACTGCAAGTCACGTCATTAGGCAAGGACGATGACGACGGAAGCTCCAAGCGCTCCCTCTTCTT
CAGACAGCGCTGGCAGCCTTGCTTCGAGCTCATCAAGCCTGGAATGGCGATTCCCGCTTTGGACAGCTTGGCCAATGTCGTTGATCTCTTTGCGCACCAGTACCCGGACACTCGGATTTTCCACC
AGACTACCAGCGTTGAAAAAACTCGAGAAGTACTCCAAACGCTTGGTGGTACCAGATACGAGCGCCGTCGCTTCAAAAAACTCGATGTATTTTCGCCTTCACTTTCCGCCGAGCAATTCGACGGC
TTGAAGGAGGAACGTTCTGGTCTGGTGGATTTCTGCGAGCCARAGGAGAACAACTACGACTTGGTCATTCTGAGCGGGCAGCTGGGTCTCGACGCTACTTCTCTAGTCAAGACGGGTGGATATGT
CATTCTCGACGGACAGAGCGCGCAGCTTAGCGGCCTCACCAGCATCTTTTCTTCTGGCAACCTAACTGTCTTGCAGAAGCCTGAAGAGAAACCTGAACTCGATTCCGCTATCAATGTCATCATGC
CAGAGCAAAAGTCAGATGTCGCTGACGCTATCCTCGCTGGTCTGCGCAAGAGCCTCAAGGTCCCGGTTATCACCACCACTTTTCCAATCCTGGCCAAAGACGCCCCTCCTGCGGGTAACTTTGTC
GTCCTTTCTAGCCTTGGGGACAATTTCGAAAAGCCGCAAATTTACGAAGGTGCGCAGGCTCTGCTAAGGGAAGAAGCCATCAACGCGGTGTGGCTTACACATGGAGCGACGATGGARAGCACCAA
CCCAGACCACGCCATGGTCATTGGTCTCGCTCGTGTTGCACACATGGAGAATGATCAGCTTCGCCTAGTTGTGGTCGACCTAGAAGACAATTTTGCCGCTGATTCGGCTGTCGAGACCATCGTCC
AAGCCCTTAGCCCTGATTTCAACGAGGACGAGCTCACGAAGCGTAACGGAATTTCATACATTCCTCGGGTGGAGGCAGATGACTCTCTGAACTCCAAACTCCGCAACGGTGTTGGTCACGAACCC
AGGCTGGAGCCATTTGGGGAAAGGCGTCCACTTGCTCTCAAGGTCGGCAAGGTAGGTCTCTTGGAGACCCTCTACTTTGAAGAGGATGAGGAAATTCTTGACAATCCTCTTGCCGACGACGAAAT
CGAGATCGAGAACAAGGCCTCAGCTATCAACTTCCGAGACATCGCATCGGCCATGGGTATCATCGAGGACTACAAGCTTGGCGACGAGTGTGCAGGTATCGTCATCCGCACCGGATCCAAGGTCA
ATCCCGACGAATTCAAAGCTGGCGACCGCGTTGTGGCATGGAGGCCTGGCCAGGGTGCTCACAGGGGCATCGTCCGCAACCCTGCGTCTCTCTGCTGGAAGCTTACTGGAGACATGCCTTTCTCC
GCGGCCACTGCACTGCCGCTGATTATCACCACGGCCTACTACGCACTTGTCGATGTCGCCAATATGCAGCCCGGCGAAAATGTCTTGATCCACGGCGCTATGGGTGGCGTTGGACAGATGGCAGT
TCAGCTTGCTCAGCGCGCAGGATGCAAAGTGCTTGCCACAGTCGGATCCCAGGCCAAGCGCGATGCTCTCAAGTCCAAGTACGGCATCCCTGACGGCTGCATCTTCTCGTCTCGTGATGATAGCT
TTGTTGAGGGTGTCCTCAAGGCAACGAACGGCAGGGGTGCCGATGTAGTCTTGAACAGTCTTGCTGGCAARACTGCTGCACGCTGCCTGGAACAGCATGGCACCATTCGGCCGCTTTGTCGAGATT
GGCAAGAGGGACATCCACGAAAACACCAAGCTCGACATGGACCCCTTCCGCAAGAACGTCACCTTTGCCTGCGTTGACCTCATCACTATCTTCGAGCTCAACAAGACTCTCGGAGCCCGCATCTT
CCGGAAGTGCTGCGAGCTCGTGCATGAAGGTGAAATTCAACTTCCCGAGGTCAAGGAAGTATCATATGCCGAAGCTCAAGCTGGTTTCCGTCTTCTCCAGATGGGARAGCATATGGGCAAAGTGG
TTCTGGTTCCTCACAAAGATGACATCGTGCCCGTCCTCCCTCCAAGCTACCGCAACACCAACATCTTCAACTGCTCCAAGGCTTACCTACTTGTCGGTGGTCTTGGAGGTCTCGGCCGTACTTTG
GCTCAGTGGATGGTGAGGAAGGGTGCGAAGCACCTTATTATCTTGTCTCGATCGGGAGCGGACCGCCCGGAGGCTAAGGTCACCATCGATTGGCTGAAGAAGAGGGATGTCATTGTGGACGTGTA
CCGCGGAGATGTTTCAAGCTACTCCGACGTGCAGGGCTGCGTGCAGTCGGTCGGCGCCAAGCTGGGCGGCATCTTCCAAGCCGCCATGGTCTTGCAGGACGCGCCTCTCGARAAGATGACCTTCC
AGCAATGGCAGAAGTGCGTCCAGCCAAAAGTCAACGGAACGTTCAACCTCCACAAGGCCACGCTTGGTCTGTCCCTAGACTTCTTCGTTTGCTTTTCGTCCGTCTCCGGTGTCATTGGCAGCAAG
GCTCAAGCCAACTACGCCGCTGCCAATAACTACATGGATTCGCTGATGCGCCAACGCCGTGAGAACGGTCTTGCCGGTACAACCATGAACGTCGGCGCGATTACCGGCATTGGCGTTGTTGCAGA
GGACGTTGCACTCCAGAAGCACATGGAGCGTATCCGCATGGACCCGGTCAACGAGGAAGAACTGCTGTACCTCCTCGAGGAGGCCGTCAAATCCAACAAAGACGAGACTGTGGACACCCGAGGTG
TTGATAAGCACCAGATCATCACTGGACTGAATCTCTCTCGCAAGGACGTCGATTGGGCCACCAAGCCACTGCAGCGGAACCTCTACGCGAACCACGACTTTAATCAAGCTGGTAACAGTTCTGGC
GCAACCAAGAACCTCACGGCTCAGCTCGAGGCGGCGACTACTCTTGAGGAGAGGACTGAAATCCTTCTCGAGGCGTTCATTGCCAAGGTTGCTGCTGTTATGGCTACTCCAGTTGARATCATTCA
GGCCAGTAACCCCCTCTCTGCTTATGGTTTGGACTCCATCGTCGCCGTCGAATTCCGTAAGTGGTTCCGCARAGCTGTCGGAGTTGATATCGCATTGTTCGACGTTCTCAGCGCCAAGTCGATCA
ACGCTTTGGTTACAAAGGTGGCTGAGATGCGTGCTACGCAAACCAAGACCACGAACACTGTCGCTGCGGGCGAGTCGCAGGCTTCGAAGGAGACTGAAGGCAAGAAAGACATCCAAGTTGTTGCA
AAATCCAGTCTGGGTGATATTCCTGTCGCTGAARAAGTCTCAACCTGTGCCACTGTCGACTTTCCAGAGCCGGATGTGGTGGGTACACAATCTTGCGGAAGACAAGTCCCAGCTCAACCTCTCCAT
CGTTATCCATCTTAAGGGCCGCCCGAAGATCTCTTCCCTCGCTGAAACCTACCGCGAGATTGTCCGTCGTGACTTGACCCTCCGTACCGCTTATTTCGAAGGTGACGAGTTCGCTGAACAGGAGG
TTGTTARAGAGATTAGCTTTGAGATGGATTTCCTGGACCTGTCGAGCCAACATAACCGCCAGGCTGCCCTGGARAAAATTCATTGCAGAGTCCAAAAGCCAGGAGTTGGACATTGAGGATGGCGAG
AACATGAGGGCGACAATGGTCAAGCTCGGCGAAGAAGACTTTGCTATCGTACACATTTTCCACCACATTGCTGTGGACCGTGGCTCTTCCAAGGCCTGGCTTCAACGTCTTGTTTCCATTTACGA
CACCATCGAGAGCAAAAAGGATCTTTCAACGGTTGTATGGCCATCGATCAGCTACGCTGACTTTGCTATTTGGCACAACGCTCTCCTGGCCTCGCCCGAATTTGAGTCTGARATTCGCTTCTGGA
AGGAAGAGCTTGCGGGTGCGCCCGCAGCATCCAAGCTGTTGCCTTTTGCCAAGTGTGAGAGGCCAGCTGTTGACAGCCGCAGACGAGCTCTTCACAAGGCGAAGCTTAACCTCAACCTCCTCAAC
CGTATGAAGCGCATTTGTTCGCAGTCCAACGCTACCCCATTCCACTTCTTGCTGGCCGCATTCCGTGCGTTCTACTACCGATATACCGAGGACAAGGACATGACTATCCTCATGATCGATGGTAG
CCGTCCCCACCCCGACCTGGAGGATGTGACAGGCTTTTTCGTCAACATGATCCCGATCCGATGCCGCGATGAATGCGARAACCAGCTTCGACGATCTTTTCGCCTCCTGTCGTCAACGCACCCTCG
ATGCCATGTCCCACAAGGACGTTCCCTTTGACAAGATAGTTGAAGTGGTCCAAGCAGAAAAGACTTCGAGCCATTTTCCGATTGGTCARATTGCTGTCAACTACCAGATTCACGGAGAGATGCCA
ACGTTCAACGCCCGCGACTTCGACATCGACAATGTCGAATCCAGCGACATCCCTACAGCCTGCGATCTCCAACTCGAAGCCTTGGCAGTATCCGACGGTCTTAACCTCAACCTCGAGTACTCCAC
CGATCTTTATGGTGCCGAGGACATGGAACGCTTCCTTGATAACTTCTTGACCTTCCTCGGAAACTGCGTCAAGGACCATCGCCAACCCGTCGAGGAGATTGATATGTCCGGTTGCAAGGAGCTGT
TGCACCTCAAGGAGAAATACTGGAACACGCAGTACACTGAGAATGCCTGGAACGAACAGAGTGTCTTGACCAAGATCCTGCGCGCGGCTCAAGACAGTCCARATGTCACTGCAATCAAGACTTCT
GACGGCGACAGCATCACGTACGAGAAGCTTGTGGACAAGGCTCAGCGCATTGGCGCAGTACTCACCAAGTCAGGTGTTGAGCCGGCTCACCGTGTTGCCATTCTGTCAAACCCCGGTGTCGAGGC
GATCAGCAGTATGCTGGGAGTGCTCCTCGCACGCAACGGTTACGTCGCACTTGATCCGACTTTTGCCGTCGATCGTTTGGCTTTCATGGTTTCCGACTCTGGTGCTGAGGTGATTTTAGTTGGCG
AAGGATTGGAATCAGTTGGTGAGGAGGTTTTGAAAAAGGCGGGCCAGGCTGTGCGCCTTGTTGGTATTGCAAGCTGTGCCTCAGAGGCCAGCAAGTTGGGTCAGTCTCCCGTTTCGAGCCCTTCA
GATCCGTTCTACATGATCTACACATCGGTAAGACGGTCAGCCACGACCTTGAACCAAAGCTAACCTGCCTTGATTTTAGGGGAGCACCGGAAAGCCTAAGGGTGTCGTTCTCACCCAGTCCAACA
CGCAGGCGATGCTGAGCACGCTGCAGAGAGATTACGAATTTTCTTCTTCCGACAAGTTTTTGCATCAGTCTTCGATTTGCTTTGATCTTTCCATTGTCCAGATTTTTTCGGCGCTAACCACTGGA
GCCACCATTTGCGTCGCCTCCGCCGAGACACGAAAGGACCCCGCGGCCCTGGCAGACTTCATGCGCAACGAAGGAGTTTCGGTGACCTACTTCACGCCGACACAATTCGCCCTGCTTCTCGAGCA
CAACTCAGAGGCGCTGCGCGAATGTAAGAAATACAGAGTCGCCTACTTTGCCGGAGAACGCCTTCCCGTGCGAGTTGCTARAGCATTTTACGACCTCGAGACGCCCGCAACTGCATACAACACGT
GGAGTCCTAGCGAGCTTGTCGTCCAAACGACTATCCACAAAGTCGAGTATCCCGGTGAAGATGTCATCAGCATTCCCATCGGATATCCCATGTCCAACTGCCGCCACTACATTGTCGACTCCCGT
CTCCACCCACTCCCAGCCGGCATGATTGGCGAGATTGTCGTTGGAGGAGCTCAGGTTGGCGCTGGATACCTCGGCCGCCCAGAAGCCAATGCACACTCCTTTGTGCTTGACCCCTGGTGCTCTGA
CGATGACCGCGAGCGCGGTTGGACCAGAATGTTCCGGACTGGAGACAAGGGTCGCTTCCGACCCGACTCTCAGCTCGAGTTCCACGGTCGCATCGCCGGTGACAAGCAGATCAAGCTGAGGGGAT
TCCGCATCGATCTCGGAGAGGTTGAGCAACAGCTCTACAAGCAGTCCTTCGAGGGTTCGCAAGGTTTGGTCGACATTTCCGTTGTCGCCCGCTCTGACGATGACTCTGGCTTGGTTGACAACCGC
AAACTGGTCGCATTCATCGTCACCAAACTCCCCATAGAATCCCCAGCTGAGCGCGCCAAGTATGTCACCATACTCCACGAACGAATCGCGAARAACCTCAACCCCTACATGCTACCCAGCGGTTA
TCAGTTCCTAGAGGCTTTACCCGTCACGATTGGTGGCAAGGTCGACCGTCAGGACTTGTTGACCCGGAATTTGGATCTCGTTTACCCCGGAATCCAGGTGCAGCCCACGTCGACCGCTGAAGCTG
CGACCCAAAACGAGGGTCTCGGAGAGAACGAGCTGAAAGTCCTCCAAATGATCAAAGATGTCGTTGGTAGAGACACTCCAATCGGCCTCCAGGACAATTTTTTCGCCATCGGAGGTAACAGCATT
CTCCTCCTACGCCTGCAATCCAAGGTCAAGCGTACCTTCAAGACCGCCCCTTCGATGCAACTACTCCTTAAGGATCCAACGGCTGAAGCGATTTGCTCTTTCATCCAATCTGGTGGCAAGTCGGC
TCCCTCAAAGTCCCGGAAGTCAAACGATTCGGTCATCGACTGGGAGAAGGAGTCTACCTTGCCTTCGGCTCCGARATACCAGGTCATTGGCAAATGTTCCACCCCACGCTCCGCGATTCGCACTA
TCCTCATGACTGGTGCCGAGTCGTACATTGGAATCCACCTCCTGGCCACCATTCTCAGCGAAGAGCCGAACACGACTGTCCATGTTCTTGGATCCGAAGAAATCTGTGACAAGGCCGTCCTCCTT
CAAGAGTTTAAGAATTATGGTTTGCTCAGCGAGGATACGGARATGGCCATCTTCACCCGCGTCCGGTCCGTCCGAGGAGTTCTCAGCAAGCCCCACTTCGGCCTCARAGATTCTCAATTCGAAGC
TCTTGGAAAATCAGTCCAGGCGATCTTCCACCTCGGCGGTCATGTCAACCTGCTCAAGAACTATCGGGACCTGAARACAGTCCAACGTGGGCCCTATTCTTGACCTAATTGAGCTGTCTGGAGTTG
GAGACTCACTGTCAGAGGTTCACTACCTCTCGACATGGAGTGTGCCGCACCTTCAGGCTTGGGTCAACGCCAAGTTGACGCGCAACTCGATCTCTTTTGCTGAAGAAGATGTTGAGCACTTCTCG
CCGCCGGCCACTGATGACTTTGGCTACTTCAAGACGCGCTGGGTGGCAGAGCGCCTCCTCAGTCGTGCAGCTCGTCGCGGATTCCCAGTCACCATCTACCGCGCCTCGGCCGTCACAGCCAGCTC
CGCCACCCAAGTCCCTGAGCCTTCGGACGGCTTCATCGGCCGCATGATTTTCGGCATGGTCGACACTGGTCTCATTCCCGCAGACGAGCCCAACAAGCCAGCCTGGGACATCGACTTCGTCCCCG
TTGACACTCTGGCGACGACCATTCACACGCTGGCAACGCACACCGAGCTGTCCCACGCCGATCTTTCCATCTTCCATGTTAGCAACCCACAGCCGCTCAAGCTCCAGGACTTGGCCAAGGTCCTT
CCACAAATCACCCCAGGCAAGGAAGAGGGTCAACTCATTCCGCTCGACGAGTGGCTCAACAGGCATGCARACAGCCTTGACGAGGACGGARAGCTCAAGTGGGAGGTCCTCCGCGGTTACTTCAG
CAATGGTCACACCATCTTTTCGCTCGACATGAAGAAGACAAATGAGGCGCTGGCCAAGGTGGGCAAGAGCGTCATTTGCCCCCCGGTTGATGGCAAGTACTTGAGCGAGGTCTGGCAGAGGCATG
CAGAGtaa

>AlPbtyA (2766 bp; IBWF NODE_1456)

ATGGCTCCAAAAACTTTGATAGATCTGCTTGAACAAGCAGCCAGCAGACATCCAGAGAAGGGACTTATCATCTACCCACCCGGAAGACTTGAAGACTCGCCAATTCATATTCCATATCCTACTCT
CTTTGTTGAGTCACTCTCAAAGTCCACGCTCATCCAAAGTGTTCTGCCCGATAATGAGAAGCCCATAGTCTTGTTGCATTTCACCAACCACCAAGACTCATTGACATGGTTCTGGGCAACCGTGA
ACGCGCACGCAATTCCATGCATCTCAACTCCCTTCGCAAACGATCTTGACCAACGCAAAAAACACATACTACATCTCCAGGACCTTCTTCAAAAGCCCACAATCATCACCACCAGAAACCTAGTC
GAAGAATTCTGCGGTATCGAAGGCCTCAACATCCATGCAGTCGAGGATCTCGTCGAGAGCCCAAACGCAAAGAGACTATCCAACCGGCCTACTGCCGATGACATCGCAGTTTTGATGCTCACCTC
CGGCTCCACTGGAAACTCTAAAGCTGTTGCTCTCCGCCACCACAGAGTTCTCGCCGCCGTCGCCGGCAAGAGCACCTACCACGGCATGACACTCTCCCACACATTCCTCAACTGGATTGGCCTCG
ACCACGTCGCGAACTTGACGGAGATCCATCTACAGGCAATGGGCTTGGGCACCGACCAAGTGCACGTCCAAGGTTCGGATGTCGTCCCCTCACCCCTGAAATTCCTGGAACTCATCCACAAACAC
CGTGTGGCATATACCTTTGCGCCGAACTTCTTCCTCGCCAGCTTGAGAAAGATCTTGAACGGCAGARAAGACATAAATGAGAACTGGGATCTCTCCTGCCTGAAAGCACTGATATCCGGCGGCGA
AGCCAACGTCGTCGAGACGTGCGCGGCCTTAACCTCACAACTCAAGAGATTCGGCACACCGAATACATTTATCAGGCCCGGCTTCGGCATGACAGAAACATGTGCTGGCTCCATCTACAGCAAAG
ACCAGTTGCTCTCCGACATCACACAGAACCTCGAGTTTGCCTCTCTTGGCTCTTGTATCCCGGGTATGCAGATGCGTATCTCGCACGCAGACGGCAACCCCGCCCAGGTAGATGAGGAAGGCAAC
CTGGAAGTCACAGGCACAATGGTATTCAGTGAGTACTACAACAACCCTGCCGCGACCTCCGATGCCTTCACTTCGGACGGCTGGTTCAAAACAGGCGACCTCGCCACTCTCTCGGCGACAGGCAA
TCTACGCCTGACGGGCCGCGCCAAAGACACGATCATCATAAATGGTGTGAAGCATTCTCCATCCGAGATCGAGACCTGTCTCGAGGAGTCCCACATTCCAGGCTTAACACCCTCCTACACAGTCG
TCTTCGCGCATCGCCCCTCAGGTTCCGAGACGGAAGTCATCTGTGTCGTCTACCTCCCCTCCTATCCCTCCACCGACGGTGCAGCACGCCTCGCCACCGCAACCTCCATCTCGCGCGCCGTCTTC
GCACTCATCAGCGTGCGGCCCTTCAAAATCTTGCCATTAAACACTACCTTACTGGCGAAATCCTCTTTGGGGAAACTCTCTCGCGCCAAGATCCGCACGGCATTCGAGGAAGGCAAATATGATGC
ACACATACGCCTCGACATGCAACACATTGCACTGCACCGCACAGCGTCATACCATGCGCCTGAGACGGATATGCAGCAAGCCATCCTGTCCGTATTCGAGGACGTATTCTCACTATCTGCTGTCG
AGATAGGCGGAATAGATGGCGACCTCTTCGCACTAGGCATGTCATCCATCGACGTGCTTAAACTCAAACACCAGCTGCAGTCCCACCTAGCACTCAAATCAGACATATCCATAACGCTCTTCTTC
GGTTGCCAAACCATTCGCGCACTCGCAACTGCCATCGAGGATGCGCAGACGAAAGCGTACGACCCCGTTGTCGTTCTCCAGCCTGAAGGCACTAAAGCACCCCTATGGCTCGTCCATCCCGGCAT
GGGCGAAATCCTCATCTTCATGGACCTGGCCCGCTACGTCACCGACCGCCCCGTGTACGCTCTGCGTGCGCGTGGCTTTGAGGCCGCTGATACGTGCTTCGCGAGTATCTCCGAGGCCGTCGAGA
CGTATGTTGCTGGCATGAAGCGCATGCAACCACATGGGCCGTATGCTATTGCGGGCTATTCCTTTGGGGGGATATTGGCGTTCGAAGTCGCAAAGGTGCTTGAGGCGCAGGGAGATGAGGTCAAG
TTCTTAGCTAGCATTGATCAGCCGCCACATTTTAAGGAGAGAGCGAGAGGATATGATTGGTATGAGGTCTGTCTTTCCGTCGCTATCTTCGCGCAGCTGGTCTCAGAAAAACGTGCGTACGAGAT
TTTGCCGGTCATGCGAAGTTTAAGCTATGAGGAAGTTGTGGATCACATCTTCGAGATTGCACCGAAGGAGAGGATTGAGGAATTGGCGATGACGAAGGAGAGGTTGACGCGTTGGGCAGATTTGG
CGCATCGGTTGAAGATCATTGCATGGGATTATGAGCCCCAAGGCTCGGTTCCGAACTTGGATGTTTTCTATGTTGAGCCATTGCCCCAGGTCGCGAGTACAATGGAGGAATGGTTTGATGGGCAT
TTGAGTAAGTGGGATGAGTTTGTGAGGGGAGAGACAAAGTATCATCGTATGCAGGGGTTGCATGCTACGTTGATTAGCCAGCCTAATGTCGTTGGGTTCCAAAAATTGCTTAAGGGTTTGCTTAC
AGAACGTGGTTTGTAG



