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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im phytopathogenen Pilz Ustilago maydis ist die Fusion kompatibler haploider
Sporidien fiir die Initiation der pathogenen Entwicklung notwendig. Kontrolliert wird
dieser Prozess durch zwei verschiedene Kreuzungstyploci, a und b. Der biallelische a-
Locus kodiert dabei fiir ein Pheromonrezeptorsystem, welches fiir die Zell-
Zellerkennung und die Fusion notwendig ist. Nach der Fusion ist der multiallelische
b-Paarungstyplocus, der fiir zwei Homeodomanen-Transkriptionsfaktoren kodiert, fiir
die Aufrechterhaltung des filamentdsen Dikaryons und die nachfolgende pathogene
Entwicklung essentiell. Nach der Bildung eines stabilen Dikaryons ist U. maydis zur
Vollendung seiner sexuellen Entwicklung jedoch auf die Wirtspflanze angewiesen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden durch DNA-Microarray-Analysen frithe b-vermittelte
Prozesse auf der Pflanzenoberfliche untersucht. Hierfiir wurde das Expressionsprofil
von Zellen eines nicht-pathogenen Stammes mit dem eines pathogenen Stammes, der
ein aktives b-Heterodimer exprimiert, verglichen. Es wurden insgesamt 327 Gene
identifiziert, die u. a. fiir Proteine mit putativen Funktionen im Pflanzenzellwand-
abbau oder bei der Transkriptionsregulation kodieren.

Eines der auf der Pflanzenoberfliche b-induzierten Gene, biz/, kodiert fiir
einen putativen C,H,-Zinkfinger-Transkriptionsfaktor. Die Deletion von biz/ fiihrte
zu einer drastischen Reduktion der Anzahl an gebildeten Appressorien; Hyphen
konnten zwar noch die Pflanzenoberfliche penetrieren, jedoch war invasives
Wachstum und in planta Proliferation in AbizI-Stimmen nicht zu beobachten. Bizl
spielt demnach nicht nur eine wichtige Rolle in der Bildung von Appressorien,
sondern vor allem in der Kolonisierung der Pflanze. Weitere DNA-Microarray-
Analysen zeigten, dass Bizl fiir die Regulation von 19 Genen on planta hinreichend
und notwendig ist. Systematische Deletionsanalysen fiihrten zur Identifizierung von
pstl und pst2, die fiir zwei putative sekretierte U. maydis-spezifische Proteine
kodieren. Die gemeinsame Deletion beider Gene fiihrte zu einem dhnlichen Phénotyp
wie die Deletion von biz/. Der pst-Doppeldeletionsstamm war zwar noch in der Lage
Appressorien zu bilden, arretierte sein Wachstum aber kurz nach der Penetration und
zeigte ebenfalls keine Proliferation in der Pflanze. Pstl und Pst2 scheinen damit

dhnlich wie Bizl ihre Hauptfunktion in Postpenetrationsprozessen auszuiiben.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ustilago maydis

Der phytopathogene Pilz Ustilago maydis ist der Erreger des Maisbeulenbrandes,
einer weltweit verbreiteten Pflanzenkrankheit. U. maydis gehort zur Klasse der
Heterobasidiomyceten, Ordnung Ustilaginales und darin in die Familie der
Ustilaginaceae. Die Ustilaginales umfassen ca. 1200 Spezies, unter anderem die
Brandpilze, welche wichtige Pflanzenpathogene darstellen und ca. 4000 Pflanzenarten
infizieren koénnen. Brandpilze befallen wichtige Nutzpflanzen und verursachen
dadurch lokal teilweise Einbussen von iiber 25 % des Ernteertrags (zusammengefasst
in Martinez-Espinoza et al., 2002; Weise, 1987).

U. maydis besitzt ein enges Wirtsspektrum, welches neben dem Mais (Zea mays)
nur Teosinte (Zea mays ssp. mexicana und Zea mays ssp. pavigluminis) umfasst, die
wahrscheinlich die Urform des Mais darstellt (Doebley, 1992). Eine Infektion durch
U. maydis duBert sich zunéchst durch Chlorosen- und Anthocyanbildung und letztlich
in der Bildung von Tumoren, die an allen oberirdischen Teilen der Maispflanze
entstehen konnen. Die reifen Tumore enthalten schwarze ,ruflig-aussehende®
Teliosporen, welche die Dauerform von U. maydis reprasentieren und der Krankheit
,,Maisbeulenbrand* ihren Namen verleihen.

U. maydis hat sich in den letzten Jahren zu einem der Modellorganismen fiir
phytopathogene Pilze entwickelt. Im Gegensatz zu vielen anderen pflanzen-
pathogenen Pilzen lédsst sich U. maydis in seiner saprophytischen Form leicht in
Flissigkultur oder auf Festmedium kultivieren. Des Weiteren kann der sexuelle
Lebenszyklus in ca. 3 Wochen durchlaufen werden, was ein relativ schnelles
genetisches Arbeiten ermoglicht (Christensen, 1963; Holliday, 1961; Holliday, 1974).
U. maydis ist dhnlich wie Saccharomyces cerevisiae fiir eine Reihe von molekularen
Techniken zuginglich. Die Verfiigbarkeit einer Vielzahl an dominanten
Selektionsmarkern ermdglicht eine effiziente Geninaktivierung durch homologe
Rekombination bzw. die ektopische Expression von Genen (Brachmann et al., 2004;
Gold et al., 1994b; Kamper, 2004; Keon et al., 1991; Koji¢ und Holloman, 2000;
Kronstad ef al., 1989; Wang et al., 1988). Des Weiteren ermdglichen Promotoren, die
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tiber die Stickstoff- bzw. Kohlenstoffquelle regulierbar sind, das gezielte Ein- oder
Ausschalten von Genen (Bottin et al., 1996; Brachmann et al., 2001), wodurch sich
unter anderem die Effekte der Inaktivierung essentieller Gene studieren lassen
(Straube et al, 2001). Durch die Fusion von Proteinen an verschiedene GFP-
Varianten (green fluorescent protein) ist die Kolokalisierung von Proteinen und
Strukturen, wie beispielsweise von Mikrotubuli und Organellen in lebenden Zellen
moglich (Spellig et al., 1996; Steinberg et al., 2001; Straube et al., 2003; Wedlich-
Soldner et al., 2000; Wedlich-Soldner et al., 2002a; Wedlich-Soldner et al., 2002b).

Neben den zahlreichen molekularbiologischen Methoden sind zudem seit 2003 die
Genomsequenz von U. maydis und Affymetrix-DNA-Arrays, die eine parallele
Analyse der Expression von ca. 6200 U. maydis Genen ermoglichen, verfiigbar
(zusammengefasst in Kahmann und Kédmper, 2004; Kdmper et al., 2006).

Die annotierte Ustilago maydis Genomsequenz (MUMDB; http://mips.gsf.de/genre
/proj/ustilago) und die Affymetrix-DNA-Arrays stellen weitere Meilensteine fiir
Ustilago maydis als Modellorganismus dar und sollten einen umfassenderen und

tieferen Einblick in die regulatorischen Netzwerke der Pathogenitit ermoglichen.

1.2 Der Lebenszyklus von Ustilago maydis

Der Lebenszyklus von U. maydis lasst sich in drei verschiedene Kernphasen
einteilen (Abb. 1). Die haploiden Zellen, sogenannte Sporidien, vermehren sich
hefeartig durch Knospung an einer der Polseiten und wachsen ausschlieflich
saprophytisch, d.h. sie sind nicht in der Lage, die Wirtspflanze zu infizieren. Fiir die
Initiation der pathogenen Entwicklung fusionieren zwei kompatible Sporidien
miteinander. Durch die Fusion entsteht ein filamentdses Dikaryon, welches die
pathogene Form von U. maydis darstellt (Christensen, 1963; Snetselaar und Mims,
1992; Snetselaar und Mims, 1993). Das infektiose Dikaryon enthilt dabei sowohl das
Zytoplasma und die Organellen als auch die Zellkerne beider haploider Sporidien
(Steinberg et al., 1998). In dieser Phase ist nur die Spitzenzelle der Hyphe mit
Zytoplasma gefiillt, die dahinter liegenden, leeren Abschnitte entstehen durch das
regelmiBige Einziehen von Septen am distalen Ende der Spitzenzelle (Banuett und

Herskowitz, 1994b). Im dikaryotischen Filament sind beide Zellkerne im Zellzyklus
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arretiert, der erst nach der Penetration der Pflanze durch den Pilz wieder aktiviert wird
(Snetselaar, 1993; Snetselaar und Mims, 1992). Unter Laborbedingungen kann die
Ausbildung des Dikaryons auf aktivkohlehaltigem Festmedium nachvollzogen und als

weilles ,pelzartiges* Luftmyzel sichtbar gemacht werden, jedoch ist U. maydis fiir

) < Zellfusion
Ausbildung von \
Konjugationshyphen \
Infektion
\

Mycelbildung

— \

AN Tumorinduktion

und Proliferation

Vegetatives
Wachstum \\

*\ |

Freisetzung
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QQQ s Auskeimen
QQ der Brandsporen

Bildung der
Probasidie

Abbildung 1: Der Lebenszyklus von U. maydis. A. Schematisch dargestellt ist der Lebenszyklus von
U. maydis, ndhere Einzelheiten siche Text. Die Zahlen beziehen sich auf die entsprechenden Stadien in
B. B. Gezeigt sind unterschiedliche Entwicklungsstadien von U. maydis. (1) Haploide Sporidien, die
sich durch vegetative Sprossung vermehren (G. Wanner). (2) Fusion zweier haploider Zellen und
Dikaryenbildung auf der Blattoberflache (Snetselaar und Mims, 1993). (3) Proliferation des Pilzmyzels
im Tumor (K. Snetselaar). (4) Préasporulationsstadien bestehend aus sich abrundenden Zellen
fragmentierter Hyphensegmente (S. Huber). (5) Bildung der Brandsporen in den sporogenen Hyphen
(Snetselaar und Mims, 1994). (6) Keimung der diploiden Brandspore und Abschniirung der haploiden
Sporidien (S. Huber). (7) Tumorbildung auf einem Maiskolben (J. Kdmper). Abbildung modifiziert
nach (Brachmann, 2001)

alle weiteren Schritte der sexuellen Entwicklung strikt von der Wirtspflanze abhingig.
Die Infektion der Maispflanze durch U. maydis erfolgt durch die Bildung von
Appressorien, wobei eine Matrix zwischen Appressorium und der Pflanzenzellwand

abgelagert wird. Diese Matrix konnte auf eine Produktion von Adhesinen hindeuten.
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Adhesine sind Oberflichenproteine, die die Adhédsion zwischen Zellen untereinander
bzw. mit der Oberfliche des Wirtes vermitteln. Da es unwahrscheinlich ist, dass die
Penetration mechanisch iiber den Aufbau eines Turgordruckes geschieht, wird
diskutiert, dass Pflanzenzellwand-abbauende Enzyme das Eindringen der Hyphe in
die Pflanze unterstiitzen (zusammengefasst in Kahmann und Kémper, 2004;
Snetselaar, 1993). Nach erfolgter Penetration wichst das filamentdse Dikaryon in der
Pflanze zunédchst intrazellulédr, wobei die Plasmamembran der Wirtszellen intakt bleibt
(Banuett und Herskowitz, 1996; Snetselaar und Mims, 1992), wohingegen in spateren
Stadien das Wachstum des Pilzmyzels vorwiegend im Apoplasten beobachtet werden
kann. Die Pflanzen reagieren mit Chlorosen- und Anthocyanbildung auf den Pilz,
jedoch lassen sich keine weiteren Abwehrreaktionen erkennen. Die massive
Proliferation der pilzlichen Hyphen findet nach ca. 5 Tagen statt und geht mit der
Bildung von Tumoren einher. Nach etwa 10 Tagen runden sich die Filamente ab und
bilden die sogenannten sporogenen Hyphen (Banuett und Herskowitz, 1996). Aus den
fragmentierten sporogenen Hyphen differenzieren sich, nach vorangehender Karyo-
gamie, anschliefend die diploiden Teliosporen (Christensen, 1963). Diese konnen
nach Aufplatzen der Tumore beispielsweise durch Wind, Regen und Insekten
verbreitet werden (Christensen, 1963). Unter geeigneten Bedingungen keimen die
Teliosporen aus, wobei in das auskeimende Promyzel nach erfolgter Meiose vier
haploide Kerne einwandern. AnschlieBend werden die Sporidien sukzessiv

abgeschniirt (Christensen, 1963).
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1.3 Die genetische Kontrolle der pathogenen Entwicklung in U. maydis

Die Initiation der pathogenen Entwicklung ist in U. maydis durch die
morphologische Transition von hefeartigem, saprophytischem zu filamentosem,
biotrophem Wachstum gekennzeichnet. Die Fahigkeit, filamentds zu wachsen, ist eine
Voraussetzung fiir die Pathogenitit von U. maydis, jedoch ist sie alleine nicht
ausreichend. So wurde bereits von Sleumer filamentoses Wachstum haploider
Sporidien auf der Blattoberfliche beschrieben, die Penetration der Hyphen wurde
jedoch niemals beobachtet (Sleumer, 1931). Mutationen in den Genen des G-Proteins
Gpa3 oder der Adenylatzyklase Uacl, die jeweils ein Absenken des intrazelluldren
cAMP-Spiegels zur Folge haben, fiihren zu filamentdsem Wachstum, jedoch nicht zur
Pathogenitdt von haploiden Sporidien (zusammengefasst in Kahmann und Kamper,
2004). Auch bestimmte Umweltbedingungen, wie Stickstoffmangel oder niedriger
pH-Wert, konnen filamentdses Wachstum in haplodien Sporidien induzieren
(Kernkamp, 1939; Ruiz-Herrera et al., 1995); diese Filamente sind nicht pathogen.
Zusitzlich zum morphologischen Wechsel muss es also weitere Determinanten geben,
die das Pathogenitétsprogramm regulieren.

Fir die Initiation der pathogenen Entwicklung ist die Fusion kompatibler
haploider Sporidien notwendig. Diese wird genetisch durch zwei verschiedene
Kreuzungstyploci, a und b, kontrolliert. Der biallelische a-Locus kodiert dabei fiir ein
Pheromonrezeptorsystem, welches fiir die Zell-Zellerkennung und die Fusion
notwendig ist. Nach der Fusion ist der multiallelische b-Paarungstyplocus fiir die
Aufrechterhaltung des filamentdsen Dikaryons und die nachfolgende sexuelle

Entwicklung essentiell (Banuett und Herskowitz, 1994b).

1.3.1 Der a-Locus und die Signaltransduktionskaskaden

Die beiden Allele des a-Locus , al und a2, kodieren fiir die Pheromonvorldufer
Mfal bzw. Mfa2, sowie fiir die dazu komplementédren Pheromonrezeptoren Pral bzw.
Pra2. Die Pheromonvorldufer werden posttranslational am C-Terminus methy-
liert/farnesyliert. Mfal wird als 13 Aminosduren langes Peptid und Mfa2 als 9
Aminosduren langes Peptid sekretiert. Beide Proteine interagieren mit dem

Pheromonrezeptor kodiert durch das jeweils andere Allel (Bdlker et al., 1992; Spellig
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et al., 1994). Die Bindung des Pheromons an den kompatiblen Rezeptor fiihrt zu
einem Zellzyklusarrest in der G2-Phase und zur Ausbildung von Konjugationshyphen,
welche entlang des Pheromongradienten aufeinander zuwachsen und an den Spitzen
miteinander fusionieren (Garcia-Muse et al., 2003; Snetselaar et al., 1996; Snetselaar
und Mims, 1993). In der Pheromonantwort kommt dem Transkriptionsfaktor Prfl eine
zentrale Rolle zu. Prfl gehort zur Klasse der HMG-Doménen-Transkriptionsfaktoren
(,,high mobility group*) und bindet an ein neun Basenpaar langes Konsensusmotiv,
das PRE-Element (pheromone response element), welches z.B. in mehreren Kopien in
den Promotoren der a-Gene vorliegt (Urban et al., 1996). Die Expression des prfi-
Gens selbst wird iiber die im Promotor vorliegenden PRE-Elemente reguliert, die
vermutlich der Autoregulation dienen. Uber die UAS-Elemente (upstream activating
sequence) wird zusétzlich noch eine von der Kohlenstoffquelle abhéngige Regulation
vermittelt (Hartmann et al., 1996; Hartmann et al., 1999; zusammengefasst in
Kahmann und Kédmper, 2004). Fiir die posttranskriptionelle Regulation von Prfl sind
zwei Signalkaskaden verantwortlich. Der MAPK-Weg (,,mitogen-activated protein
kinase®) wird nach Bindung des Pheromons an den Rezeptor aktiviert, wobei das
Signal auf bisher unbekannte Weise auf die MAPKKK Kpp4 (Miiller et al., 2003)
iibertragen wird. AnschlieBend wird das Signal iiber die MAPKK Fuz7 (Banuett und
Herskowitz, 1994a) an die MAPK Kpp2 (Miiller et al., 1999) weitergeleitet, was
wiederum zu einer Phosphorylierung von Prfl durch Kpp2 und somit zu einer
Aktivierung von Prfl fithrt. Neben der MAPK-Signalkaskade ist der cAMP-
Signalweg ebenfalls an der Pheromonsignalweiterleitung beteiligt. Der cAMP-
Signalweg besteht aus dem G-Protein Gpa3 (Kriiger et al., 1998; Regenfelder et al.,
1997), der Adenylatzyklase Uacl (Gold et al., 1994a), sowie den katalytischen und
regulatorischen Untereinheiten der Proteinkinase A (PKA), Adrl und Ubcl
(Diirrenberger et al., 1998; Gold et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass Prfl
nicht nur durch Kpp2, sondern auch durch Adrl phosphoryliert wird. Wéhrend eine
Phosphorylierung durch Adrl eine wichtige Rolle fiir die Induktion sowohl der a- als
auch der b-Gene spielt, wird eine Phosphorylierung durch Kpp2 nur fiir die Induktion
der b-Gene benétigt (Kaffarnik e al., 2003). Somit ist fiir die Induktion der b-Gene
durch Prfl eine Integration sowohl des cAMP-Signalwegs, als auch der MAPK-
Kaskade notwendig, die eine Aktivierung von Prfl durch Kpp2 und Adrl erfordern
(Kaffarnik et al., 2003).
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Kpp6 stellt eine weitere MAP-Kinase dar, die teilweise redundante Funktionen
zu Kpp2 aufweist. kpp2- und kpp6-Deletionsmutanten weisen eine reduzierte
Pathogenitdt auf (Brachmann et al., 2003; Miller et al, 1999), Doppel-
Deletionsmutanten sind apathogen (Brachmann et al., 2003). Stimme, die ein nicht-
phosphorylierbares kpp2AEF-Allel tragen, bilden keine Appressorien mehr aus,
wohingegen solche, die eine nicht-phosphorylierbare kpp64EF-Variante tragen, zwar
noch Appressorien bilden konnen, jedoch nicht mehr in der Lage sind, die Kutikula zu
penetrieren. Beide MAPK haben somit wéhrend der pathogenen Entwicklung sowohl
redundante als auch spezifische Funktionen (Brachmann et al., 2003; Miiller et al.,

2003).

1.3.2 Der b-Locus kodiert fiir den zentralen Regulator der pathogenen

Entwicklung

Nach erfolgter Zellfusion ist der b-Locus, der in mindestens 19 verschiedenen
Allelen vorliegt (J. Kdmper, pers. Mitteilung), fiir das Aufrechterhalten eines stabilen
Dikaryons erforderlich. Nur Zellen, die verschiedene b-Allele tragen, konnen ein
stabiles Dikaryon bilden (Banuett und Herskowitz, 1994b). Ein Allel besteht aus den
zwei divergent transkribierten Genen bEast (bE) und bWest (bW), die durch einen ca.
200 bp groBen intergenischen Promotorbereich getrennt sind (Abb. 2A). Beide Allele
kodieren fiir zwei Homeodominenproteine, wobei bW mit 645 Aminosduren etwas
grofBer ist als bE mit 473 Aminosduren (Gillissen et al., 1992). Obwohl beide Proteine
zueinander keinerlei Homologie aufweisen, lassen sich im strukturellen Aufbau
Gemeinsamkeiten erkennen. Beide enthalten einen variablen N-terminalen und einen
konstanten C-terminalen Bereich, welcher auch die Homeodoméne enthilt. Der
variable N-terminale Bereich ist im Vergleich zwischen den einzelnen Allelen nur zu
etwa 40-60 % konserviert, wohingegen der konstante C-terminale Bereich mit 90 %
Identitit stark konserviert ist (Gillissen et al., 1992; Kronstad und Leong, 1990;
Schulz et al., 1990). Die bE- und bW-Homeodomanenproteine dimerisieren iiber den
variablen N-terminalen Bereich und bilden ein funktionelles bE/bW-Heterodimer,
allerdings nur, wenn sie von unterschiedlichen Allelen stammen (Kémper ef al., 1995;

Abb. 2B). bE- und bW-Proteine, die von demselben Allel abstammen, konnen kein
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funktionelles bE/bW-Heterodimer bilden, entsprechend kann der Pilz nicht in die
pathogene Phase eintreten (Kdmper et al, 1995). Durch die Konstruktion des
Stammes CLI13 konnte gezeigt werden, dass ein funktionelles bE/bW-Heterodimer
hinreichend ist, um die pathogene Entwicklung in U. maydis zu initiieren. Dieser
haploide Stamm enthilt ein chiméres bE1/bW2-Allel und ist in der Lage, ohne einen
kompatiblen Kreuzungspartner Maispflanzen zu infizieren (Bolker ef al., 1995).
Basierend auf diesen Experimenten konnte dem b-Heterodimer eine zentrale Rolle als
Regulator der Pathogenitit zugewiesen werden.

Das bE/bW-Heterodimer bindet an konservierte DNA-Motive, die
sogenannten bbs (b binding site), in Promotoren direkt b-regulierter Gene, aulerdem
fiihren Mutationen in der Homeodomaine zum Verlust der Pathogenitit (Brachmann et
al., 2001; Romeis et al., 2000; Romeis et al., 1997; Schlesinger et al., 1997
Weinzierl, 2001). Daher wurde postuliert, dass ein aktives bE/bW-Heterodimer seine

zentrale Rolle in der pathogenen Entwicklung von U. maydis als transkriptioneller

Regulator erfiillt.
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Abbildung 2: Der b-Locus von Ustilago maydis. A. Schematisch dargestellt ist der b-Locus von
U. maydis und die von diesem kodierten Homeodominen-Proteine bW und bE. Bei dieser
Darstellung der b-Proteine bezeichnet HD die Homeodoménen, V die variablen und C die konstanten
Regionen. B. Allelspezifische Dimerisierung der b-Proteine. bW- und bE-Proteine dimerisieren nur
dann miteinander, wenn sie von unterschiedlichen Allelen stammen.
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1.3.3 Die b-Regulationskaskade

Durch die zentrale regulatorische Funktion des bE/bW-Heterodimers im
Morphologiewechsel und der pathogenen Entwicklung, wurde das b-Heterodimer an
die Spitze einer b-vermittelten Regulationskaskade gestellt. Durch verschiedene
differentielle Techniken wurden in den letzten Jahren mehrere direkt und indirekt b-
regulierte Gene identifiziert. Direkt b-regulierten Gene werden vom b-Heterodimer
durch Bindung an die konservierten b-Bindestellen im Promoter reguliert. Zu diesen
Genen zéhlen /ga2 (Romeis et al., 2000), polX, ein Gen, das fiir eine putative DNA-
Polymerase X kodiert (Brachmann et al., 2001), und die beiden Gene dik6 und dkh6,
die fir zwei Membranproteine kodieren (Weinzierl, 2001). Indirekt durch das b-
Heterodimer reguliert werden unter anderem Gene, die fiir zwei hydrophobe
Zellwandproteine (Repl, Hum2; Bohlmann et al., 1994; Wosten et al., 1996), und
eine Endoglukanase (EG1; Schauwecker et al., 1995) kodieren. Fiir keines der bisher
als b-reguliert identifizierten Gene konnte jedoch eine zentrale Rolle fiir die Infektion,
bzw. fiir die pathogene Entwicklung in U. maydis ermittelt werden.

Mit Hilfe von DNA-Microarrays war es moglich, ein umfassenderes
Verstindnis der durch das b-Heterodimer regulierten Prozesse zu bekommen. Fiir die
Analyse wurden Stimme verwendet, in denen die Gene bE und bW unter der
Kontrolle von Nitrat- bzw. Arabinose-regulierbaren Promotoren stehen. Die
Expression von bE und bW kann somit gezielt induziert werden und ermoglicht so
eine zeitlich aufgeldste Analyse der b-regulierten Prozesse (Brachmann ef al., 2001).
Insgesamt konnten 347 Gene identifiziert werden, die durch das b-Heterodimer
induziert bzw. reprimiert werden (J. Kdmper und M. Scherer, pers. Mitteilung). Unter
diesen befinden sich Gene, die Proteine mit einer putativen Funktion in der
Regulation des Zellzyklus kodieren, beispielsweise Zykline, oder Proteinkinasen, die
eine wichtige Funktion in der Etablierung des b-vermittelten G2-Zellzyklusarrests
haben konnten (J. Kdmper und M. Scherer, pers. Mitteilung). Gene, die fiir putative
Chitinsynthasen, Chitindeacetylasen und Endoglukanasen kodieren, finden sich
sowohl unter den hoch- als auch unter den runterregulierten Genen, was ein Indiz
dafiir sein konnte, dass Verdnderungen der Zellwandstruktur auf der differentiellen
Expression von Isoenzymen mit verschiedenen Eigenschaften beruhen (J. Kdmper
und M. Scherer, pers. Mitteilung). Ein Grofteil der b-induzierten Gene kodiert fiir

Proteine, die keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen aufweisen. Es wird diskutiert,
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dass ihre Funktion mit der biotrophen Phase von U. maydis korreliert (J. Kdmper und
M. Scherer, pers. Mitteilung).

Der Focus bei der systematischen Analyse b-regulierter Gene lag priméir auf der
Deletion potentieller Regulatoren. Dies fiihrte zur Identifizierung dreier pathogenitéts-
relevanter Gene - rbf1, hdp2 und clp 1. rbf1 ist ein direkt b-reguliertes Gen und kodiert
fiir einen C,H,-Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der auf transkriptioneller Ebene
ca. 90 % der b-abhidngigen Gene reguliert, und somit eine zentrale Position in der b-
abhingigen Regulationskaskade unterhalb von b einnimmt (J. Kémper und
M. Scherer, pers. Mitteilung). Neben rbfI konnten noch hdp2, welches fiir einen
Homeodoménen-Transkriptionsfaktor kodiert, und clpl, das fiir ein Protein mit
Sequenzidhnlichkeiten zu Clpl aus Coprinopsis cinerea kodiert, als wichtige
Regulatoren der pathogenen Entwicklung charakterisiert werden. clpl-
Deletionsmutanen sind zwar noch in der Lage, die Pflanzenkutikula zu penetrieren,
jedoch kann keine anschlieBende Proliferation in der Pflanze beobachtet werden.
Vermutlich ist Clpl an der Regulation der Zellteilung des Dikaryons nach erfolgter
Penetration beteiligt (M. Scherer, pers. Mitteilung). Ein weiteres b-abhingig
reguliertes Gen ist 4dpl, dessen Expression ebenfalls Rbfl-abhéngig ist. Adp1 kodiert
fiir ein Homeodoménenprotein. Die Deletion von Adpl hat keinen Einfluss auf die
Pathogenitit, jedoch sind die gebildeten Filamente stark verkiirzt. Die Uberexpression
von hdpl fihrt zu einem Zellzyklusarrest in der G2-Phase (J. Kémper und
C. Pothiratana, pers. Mitteilung). In der frithen Infektionsphase vor der Penetration ist
es notwendig, den Zellzyklusarrest aufrecht zu erhalten, wobei Hdpl eine Rolle
spielen konnte. Da Adp I-Deletionsstimme weiterhin im Zellzyklus arretieren konnen,
muss allerdings davon ausgegangen werden, dass noch weitere Faktoren diese Rolle

ibernehmen konnen (J. Kédmper und C. Pothiratana, pers. Mitteilung).
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1.4 Fragestellung dieser Arbeit

U. maydis ist nach der Bildung eines stabilen Dikaryons und zur Vollendung
seiner sexuellen Entwicklung auf die Wirtspflanze angewiesen. Alle bisherigen
Analysen, die zur Identifizierung wichtiger b-abhidngiger Regulatoren der pathogenen
Entwicklung fiihrten, wurden unter axenischen Bedingungen durchgefiihrt. Dabei
wurde die Wirtspflanze und ihr Einfluss auf die Initiation der pathogenen
Entwicklung weitgehend auBler Acht gelassen. Die Aufgabenstellung dieser Arbeit
war es, die Analyse der b-vermittelten pathogenen Entwicklung auf die Wirtspflanze
auszudehnen. Der Focus lag dabei auf der Identifizierung potentieller Regulatoren, die

eine Rolle in der friihen pathogenen Entwicklung von U. maydis innehaben.
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2 Ergebnisse

2.1 Differentielle Genregulation im solopathogenen Stamm SG200

Zur ldentifizierung von Genen, die auf der Pflanzenoberfliche vor bzw.
wihrend der Penetration differentiell reguliert werden, wurde das Expressionsprofil
der Stimme FB1, SG200 und SG20045b analysiert. Zellen des Stammes FB1 wachsen
ohne einen kompatiblen Kreuzungspartner saprophytisch und sind nicht pathogen.
SG200 hingegen, ein FB1-Derivat, trigt eine kompatible bE1/bW2-Kombination und
zusitzlich hierzu das mfa2-Gen, welches fiir das a2-Pheromon kodiert. Aufgrund
dieser genetischen Modifikation sind in SG200 sowohl der a- als auch der b-
Paarungstyplocus aktiviert. Dies ermdglicht die Ausbildung eines pathogenen
Filaments ohne einen entsprechenden Kreuzungspartner (Bolker et al., 1995)" und
sollte im Vergleich zu Kreuzungen eine synchronere Entwicklung und damit auch ein
synchroneres FErfassen der Verdnderungen in der Genexpression auf der
Pflanzenoberfliche erlauben. Um mogliche Effekte eines aktiven a-Locus auf das
Transkriptionsprofil in SG200 isoliert betrachten zu konnen, wurde zusétzlich der
Stamm SG2004b, ein SG200-Derivat, in dem der b-Paarungstyplocus durch
homologe Rekombination durch eine Hygromyzin-Resistenzkassette ersetzt wurde,
als Kontrolle verwendet.

Fiir die Analyse der Genexpression in U. maydis auf der Pflanzenoberfléche
wurden die Pflanzen mittels einer Standard-,,Spritzinjektion* infiziert. Hierbei wurden
200-250 pL der entsprechenden Pilzsuspension (in Wasser, ODg0~3,0) in das Innere
des Blattwirtels von sieben Tage alten Maispflanzen gespritzt und anschlieBend fiir
16 h bzw. 24 h in einer Phytokammer inkubiert (Material und Methoden).
Mikroskopische Analysen zeigten, dass die meisten SG200-Zellen auf der
Pflanzenoberflache filamentds wuchsen (Abb. 3C). Dariiber hinaus konnte sowohl bei
FB1 als auch SG2004b filamentoses Wachstum auf der Blattoberfliche beobachtet
werden (Abb. 3A, B).

Es wurden verschiedene Methoden getestet, um pilzliches Material von der

Blattoberfliche zu isolieren (Daten nicht gezeigt). Als beste Methode erwies sich,

! Publiziert ist der Stamm SG100; SG200 unterscheidet sich von SG100 lediglich durch eine
Phleomyzin-Resistenz.
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pilzliches Material mit Hilfe von fliissigem Latex von der Blattoberfliche zu ernten
(Abb. 3D; Material und Methoden). Calcofluor White-Férbungen von infizierten
Bléttern vor und nach Auftragen des Fliissiglatex ergaben, dass mit dieser Methode

die meisten Filamente von der Blattoberfliche entfernt werden konnten (Abb. 3E).

Abbildung 3: Mikroskopische Analyse des filamentésen Wachstums auf der Blattoberfliche
der Stimme FB1, SG200 und SG2004b. Die Abbildungen zeigen Calcofluor White-Férbungen
von Zellen der Stimme FB1, SG200 und SG20045b auf der Pflanzenoberflaiche 16 h nach Infektion.
Sowohl die beiden nicht pathogenen Stimme FB1 (A) und SG20045 (B), als auch der pathogene
Stamm SG200 (C) wachsen filamentds auf der Blattoberfliche. D. Die infizierten Maisblatter
wurden nach 16 h bzw. 24 h geerntet und mit Hilfe von doppelseitigem Klebeband fixiert.
Anschlieend wurden die Blitter mit fliissigem Latex bestrichen. E. Gezeigt ist die Calcofluor
White-Farbung eines mit SG200 infizierten Maisblattes. Pilzliches Material (E obere Reihe) wurde
mit Hilfe von fliissigem Latex von der Blattoberflidche abgeldst. Nach dem Abziehen des Latexfilms
sind keine Hyphen mehr auf der Blattoberflache zu erkennen (E untere Reihe).
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Fiir die Transkriptionsanalyse wurde Pilzmaterial von 6-8 infizierten Pflanzen
vereinigt und anschlieBend die Gesamt-RNA extrahiert. Insgesamt wurden drei
Ansitze pro Stamm und Zeitpunkt, d.h. drei unabhdngige biologische Replikate an
verschiedenen Tagen, fiir die weitere Analyse herangezogen. Die Qualitit und
Quantitdt der isolierten RNA wurde mittels Kapillargelelektrophorese auf einem
Agilent Bioanalyzer 2100 bestimmt (Abb. 4B). Die Gesamtausbeute an RNA lag
zwischen 100 ng bis 1 pg pro Ansatz. Da fiir Affymetrix-Array-Analysen nach dem
Standard-Protokoll mindestens 5 pg Gesamt-RNA vorausgesetzt werden (Material
und Methoden), wurde eine Zwei-Schritt-Amplifikation der isolierten Gesamt-RNA
durchgefiihrt, um geniigend cRNA fiir eine Hybridisierung des genomischen
U. maydis- Microarrays zu erhalten. Die einzelnen Schritte sind in Abb. 4A
schematisch dargestellt. Ausgehend von der isolierten Gesamt-RNA der zu
vergleichenden Proben wurde zunéchst eine reverse Transkription mit T7-Oligo(dT)-
Oligonukleotiden durchgefiihrt, um doppelstringige cDNA zu erzeugen.
AnschlieBend erfolgte eine in vitro-Transkription als erster Amplifikationsschritt. Die
durchschnittliche Transkriptlinge lag hierbei bei ca. 1400-1600 bp (Daten nicht
gezeigt). Hieran schloss sich eine erneute Erststrang-cDNA-Synthese durch
Verwendung von ,,Random*“-Oligonukleotiden und eine Zweitstrang-cDNA-Synthese
mit T7-Oligo(dT)-Oligonukleotiden an. Darauf folgte eine zweite in vitro-
Transkription unter gleichzeitiger Markierung der Hybridisierungssonden mit
biotinylierten =~ Ribonukleotiden. Durch die Verwendung von ,Random®-
Oligonukleotiden entstanden in der zweiten Runde cRNA-Transkripte mit einer
Durchschnittslinge von ca. 800-1000 bp (Abb. 4C). Die markierten Sonden wurden
vor der Hybridisierung mit dem U. maydis-Microarray-Chip auf eine GroBe von 30-
200 bp fragmentiert (Abb. 4D; Material und Methoden).

Nach der Hybridisierung der entsprechenden Sonden wurden die Arrays mit
Hilfe eines Scanners eingelesen. AnschlieBend wurden die Arrays mit der Affymetrix-
Software MASS5.0 normalisiert und die entsprechenden Expressionswerte kalkuliert
(Material und Methoden). Die hierauf folgende Analyse der Expressionséinderungen
erfolgte mit dem Programm dChip (Li und Hung Wong, 2001). In einer Voranalyse
wurde zunichst untersucht, wie stark sich das Expressionsprofil des solopathogenen
Stammes SG200 in den beiden Zeitpunkten 16 h und 24 h vom Kontrollstamm FB1
zu denselben Zeitpunkten unterscheidet. Hierzu wurden alle Gene herausgefiltert, die

im Experiment-Array (SG200 16 h; SG200 24 h) im Vergleich zum Kontroll-Array
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(FB1 16h, FB1 24 h) eine um mindestens den Faktor 2 verinderte Expression

aufwiesen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zwei-Schritt-Amplifikation. A. Ausgehend von der
isolierten Gesamt-RNA wurde zundchst eine reverse Transkription mit T7-Oligo(dT)-Oligo-
nukleotiden durchgefiihrt, um doppelstringige cDNA zu erzeugen. AnschlieBend erfolgte eine in
vitro-Transkription als erster Amplifikationsschritt. Hieran schloss sich eine erneute Erststrang-
cDNA-Synthese durch Verwendung von ,,Random®“-Oligonukleotiden und eine Zweitstrang-cDNA-
Synthese mit T7-Oligo(dT)-Oligonukleotiden an. Darauf folgte eine zweite in vitro-Transkription
unter gleichzeitiger Markierung der Hybridisierungssonden mit biotinylierten Ribonukleotiden
(Material und Methoden). Die Quantitdt und Qualitdt der isolierten Gesamt-RNA, sowie einzelne
Schritte der Zwei-Schritt-Amplifikation wurden mittels Kapillargelelektrophorese auf einem Agilent
Bioanalyzer 2100 bestimmt (B-D). B. Die Qualitit der Gesamt-RNA wurde anhand der Integritét der
ribosomalen Banden iiberpriift. C. Gezeigt ist die amplifizierte cRNA nach der zweiten in vitro-
Transkription. Die Transkripte hatten eine durchschnittliche Lénge von ca. 800-1000 bp. D. Vor der
Hybridisierung des DNA-Microarrays wurden die biotinylierten cRNA-Transkripte auf eine
durchschnittliche Grée von ca. 30-200 bp fragmentiert.
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Bei der Berechnung der faktoriellen Verdnderung der Genexpression wurde ein
Vertrauensintervall (,,lower confidence bound of fold change*) vorgegeben, welches
unter anderem den Standardfehler der Expressionswerte berticksichtigt und eine eher
konservative Beurteilung der faktoriellen Verdnderung darstellt (Li und Hung Wong,
2001).

Insgesamt konnten in SG200 im Vergleich zu FB1 nach 16 h 327> Gene identifiziert
werden, die mehr als zweifach hoch- oder runterreguliert waren. Nach 24 h wurden
183 Gene differentiell regulierte gefunden. Es zeigte sich, dass bis auf 19 Gene
(Tabelle 1; Abb. 5) alle Gene aus dem 24 h Zeitpunkt bereits nach 16 h differentiell
reguliert waren. Deshalb wurden alle hierauf folgenden Experimente nur noch zum

Zeitpunkt 16 h nach Infektion durchgefiihrt.

ﬂ147 ﬂ66 ﬂ81 95 ﬂ
ﬂ,180 397 ﬂss 88@

SG200 16h SG200 24h

Abbildung 5: Vergleichende Transkriptom-Analyse im Stamm SG200 zu den Zeitpunkten 16 h
und 24 h nach Infektion. Im Schnittmengendiagramm ist die Gesamtzahl aller differentiell
regulierten Gene zu den beiden Zeitpunkten angegeben. Nach 16 h waren in SG200 insgesamt 327
Gene mehr als 2-fach hoch- oder runterreguliert, wohingegen nach 24 h 183 Gene differentiell
exprimiert wurden.

2 Die U. maydis DNA-Mikroarray-Chips wurden von der Firma Affymetrix basierend auf der
BayerCropScience Genomsequenz hergestellt. Jeder putative ORF ist durch einen Probeset
reprisentiert. Probesets, die keine Ubereinstimmung mit der MUMDB-Annotation aufweisen, wurden
in dieser Studie nicht beriicksichtigt. Daher unterscheiden sich die Anzahl der differentiell regulierten
Probesets von der Anzahl der differentiell regulierten Gene (MUMDB: Stand 01.2006). Soweit nicht
anders vermerkt, bezieht sich dieses auf alle folgenden Expressionsanalysen.
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Tabelle 1: Spiit-regulierte Gene in SG200 (FB1 24 h vs. SG200 24 h)

Verédnderung der

Probeset MUMDB'  MUMDB Annotation
Expression (x-fach)
C35um250G_at um10364 related to KREG - glucan synthase subunit 11,7
W70um170G_at uml11562 related to Hydrophobin 52
C155um157G_at um02157 conserved hypothetical protein 44
W20um178G_at um02026 related to 5-carboxyvanillate decarboxylase 2,6
C25um039G_at uml11651 related to S-adenosylmethionine:diacylglycerol 2,5
3-amino-3-carboxypropyl transferase btaA
UG23-1i5-133h4 RC at um05421 related to Multidrug resistance protein 2,3
C80um060G_at um02115 conserved hypothetical protein 2,3
C85um012G_at uml 1464 conserved hypothetical protein 2,2
C42um217G_at um04499 conserved hypothetical protein 2,1
C50um075G_at uml11598 related to oxidoreductase, aldo/keto reductase 2,1
family

WI155um044G_at um02331 Kpp6 MAP kinase 2,1
W80um225G_at um02142 related to muconate cycloisomerase 2,1
W16uml184G at um10350 putative protein 2,0
C120um192G_at um00209 putative protein 2,0
C107um076G_at um10657 conserved hypothetical protein 2,1
W25um226G_at um04322 hypothetical protein -2,3
W95um192G_at um00204 related to Ca2+-transporting ATPase 2,7
W40um152G_at um05276 conserved hypothetical protein -2,9
C30um119G_at um01744 related to Na+-transporting ATPase ENA-1 -3,8

(sodium P-type ATPase ENA-1)

'MUMDB (http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/)

Ein Vergleich der Transkriptionsprofile von SG20045 und FB1 ergab, dass in
SG2004b 275 Gene differentiell reguliert waren (Abb. 6). Vergleicht man jeweils
SG200 und SG2004b gegen FBI, so zeigt sich, dass 184 Gene sowohl in SG200 als
auch in SG2004b gleichermalen differentiell reguliert sind. Somit sind 56% der in
SG200 differentiell regulierten Gene auch in SG2004bH differentiell reguliert.

Zusammengefasst lieBen sich 418 Gene identifizieren, die in SG200 und/oder

SG20045b differentiell reguliert waren, und somit ihre Expression in Abhéngigkeit des

aktiven a-Paarungstyplocus oder beider Paarungstyploci (¢ und b) auf der

Pflanzenoberflache um den Faktor > 2 verdndern (Abb. 6).
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SG200 16h SG2004b 16h

Abbildung 6: Vergleichende Transkriptom-Analyse der Stimme SG200 und SG20045b. Im
Schnittmengendiagramm ist die Gesamtzahl der in den beiden Stimmen als differentiell reguliert
gefundenen Gene angegeben. In SG200 wurden insgesamt 327 Gene als differentiell reguliert gefunden;
275 Gene sind in SG20045 hoch- bzw. runterreguliert (ndheres siche Text).

SG200 und SG20045b sind genetisch so modifiziert, dass sie sowohl das Gen
fiir das a2-Pheromon und den kompatiblen Rezeptor Pral tragen. In SG2004b wird
der a-Locus tiber ein autokrines System induziert. Somit ist dieser Stamm in der Lage,
seine Pheromonantwort selbst zu stimulieren, was dem Zustand haploider, pheromon-
stimulierter Sporidien entspricht. Andererseits flihrt die Aktivierung des b-Locus, die
nur in SG200 moglich ist, durch ein aktives bW/bE-Heterodimer zu einer Repression
der Pheromonantwort. Im Detail wird die Expression von mfa und pra runterreguliert
und entspricht in etwa der von nicht pheromoninduzierten haploiden Sporidien
(Hartmann et al., 1996). Konsistent hiermit ist die Beobachtung, dass in SG20045 im
Vergleich zu FB1 mfal und pral eine 2,49- bzw. 9,05-fache Induktion zeigen, jedoch
in SG200 keine differentielle Regulation festgestellt werden konnte (pral=1,35x;
mfal=0,76x). Dieses Expressionsmuster kann durch die Induktion des zentralen
Regulators der transkriptionellen Pheromonantwort, Prfl, in SG20045 erklart werden
(Hartmann et al., 1996). Neben pral, mfal und prfl konnten in SG2004b weitere
bekannte pheromoninduzierte Gene identifiziert werden, wie beispielsweise rbf1,
kpp6, ein Gen fiir eine putative Endochitinase (um06190) und eine CAAX-Prenyl-
Protease (um11228) (Brachmann et al., 2003; Eichhorn, 2004).

Unter den Genen, die in SG200 induziert waren, wurden solche gefunden, die
zuvor als b-reguliert beschrieben worden waren. Darunter waren rbf1, dik6, clpl,

egll, hum2, polX und kpp6.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die in SG2004b beobachtete
differentielle Genregulation (im Vergleich zu FBI) auf einen aktiven a-Locus
zuriickgefiihrt werden kann. Gene, die in SG200 differentiell reguliert sind, stellen
héchstwahrscheinlich b-regulierte Gene dar, da eine Induktion der Schliissel-
komponenten des a-Signalwegs (pra, mfa und prfl) nicht festgestellt wurde. Gene, die
gleichermaBen in SG2004h und SG200 differentiell reguliert sind, zeigen
entsprechend eine sowohl a- als auch b-abhingige Regulation.

1369 der putativen 6890 U. maydis Proteine (19,9%) haben keine
Ahnlichkeit® zu Proteinen, die in Datenbanken hinterlegt sind. Bei gleichzeitiger
Betrachtung der vorhergesagten Lokalisierung zeigt sich, dass 4,1 % aller putativen
U. maydis Proteine keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen haben und zugleich
nach TargetP-Prognose® wahrscheinlich sekretiert sind. Interessanterweise kodieren
25,9 % der in SG200 induzierten Gene, fiir sekretierte Proteine ohne Ahnlichkeit zu
bereits bekannten Proteinen. Von diesen zeigt etwa die Hilfte ebenfalls eine Induktion
in SG2004b. Eine Klassifizierung der in SG200 differentiell regulierten Gene mit
dem Programm FunCatDB (http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago) zeigte keine
signifikante Anreicherung bestimmter funktioneller Kategorien. Unter den
differentiell exprimierten Genen lassen sich jedoch einige Gene, die beispielsweise
fiir putative lytische Enzyme oder Transkriptionsfaktoren (siche néchstes Kapitel)
kodieren, identifizieren. 7 der in SG200 induzierten Gene kodieren fiir putativ
zellwandabbauende Enzyme: drei Endoglukanasen, und zwar um02523, um04816 und
egll, eine Alpha-L-Arabinofuranosidase (um01829), eine Pectin-Methylesterase
(um03516), eine Exo-1,3-B-Glukanase (um00876) und eine Endo-1,4-B-Xylanase
(um04422). Interessanterweise sind die Pectin-Methylesterase und die Exo-1,3- f§ -
Glukanase (um00876) nur in SG200 induziert, wohingegen alle anderen
zellwandabbauende Enzyme in beiden Stdmmen induziert sind, dem apathogenen

SG2004b und dem pathogenen SG200.

* In dieser Arbeit werden Proteine als Ustilago maydis-spezifisch bezeichnet, wenn sie < 20 %
Ahnlichkeit (bezogen auf die Gesamtlinge des U. maydis Proteins) zu bekannten Proteinen in einer
nicht-redundanten Protein-Datenbank zeigen (SIMAP, MUMDB, http://mips.gsf.de/genre/ proj/ usti-
lago) und gleichzeitig bei Verwendung von BLASTP gegen eine nicht redundante Protein-Datenbank
einen E-Value > E-5 haben; zusétzlich wurden die Hits zu Proteinen manuell iiberpriift (G. Mannhaupt,
MIPS)

* Fiir die in dieser Arbeit verwendeten TargetP-Voraussagen der U. maydis Genmodelle wurden die
Berechnungen der MUMDB (http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago; Stand 04.2006) verwendet.
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2.2 Differentiell regulierte Transkriptionsfaktoren

Zwolf der auf der Pflanzenoberfldche induzierten Gene (Abb. 7) kodieren fiir
Transkriptionsfaktoren bzw. putative Transkriptionsfaktoren, und zwar fiir die vier
Homeodoménen-Proteine bE und bW, Hdpl und Hdp2, fir die drei C,H»-
Zinkfingerproteine, Rbfl, um02549 und um06072, die beiden Hmg-Box-Proteine
Prfl und Hmg3 (Brefort et al., 2005), sowie fiir drei Transkriptionsfaktoren, die zur
Klasse der pilzspezifischen Zn(I[)2Cys6 binukledren Clusterproteine gehdren
(um11679, um01025, um06072). Die beiden Homeodoméanen-Transkriptionsfaktoren
bE und bW zeigten genauso wie um02549, um02389 und hdp2 eine Induktion
ausschlieBlich in SG200. hdp1 und rbf1 waren in SG2004b induziert, die Expression
stieg aber in SG200 noch einmal deutlich an. prfl, hmg3, umi1679, um01025 und
um06072 waren ausschlieBlich in SG20045b induziert, die Expression scheint also rein
a-abhingig zu sein. Somit stellen um02549, um02389 und Hdp2 die einzigen
Transkriptionsfaktoren dar, die auf der Pflanzenoberfliche ausschlieBlich eine b-
abhingige Regulation zeigten. Aufgrund seiner strikt b-abhingigen Regulation und
der zweithochsten Induktion auf der Pflanzenoberfliche (27,2 x) wurde um02549 fiir

weitere Analysen ausgewdhlt.
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Abbildung 7: Auf der Pflanzenoberfliche induzierte Transkriptionsfaktoren.

Gezeigt ist die faktorielle Verdnderung der Expressionswerte der auf der Pflanzenoberfliche
induzierten Transkriptionsfaktoren. hdp2, um02549 und um2389 sind ausschlieflich in SG200
induziert. Fir Aimg3, umi11679, um01025, um06072 und prfl konnte nur in SG2004b eine differen-
tielle Expression beobachtet werden. sdpl und rbf1 zeigen eine Induktion sowohl in SG200 als auch
in SG2004b.
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2.3 Bizl (um02549) ist ein C;H,-Zinkfingerprotein

Bei um02549, im folgenden bizl (b-induziertes Zinkfingerprotein), handelt es
sich um ein auf der Pflanzenoberflache b-induziertes Gen. Fiir biz/ wird ein offener
Leserahmen von 2352 bp ohne Introns vorausgesagt (MUMDB). Das hiervon
abgeleitete Protein hat 783 Aminosduren und enthédlt zwei putative C,H,-Zinkfinger-
Doménen. Die beiden Zinkfingerdomanen Zf1 (AS 159 bis 183) und Zf2 (AS 186 bis
211) sind aus jeweils zwei kurzen B-Faltbléttern (1 und 2) aufgebaut, die wiederum
durch zwei kurze Loops (L1) und (L2) separiert werden. An L2 schlieft sich eine a-
Helix an (Abb. 8). Wihrend die zweite Zinkfingerdomine Zf2 der Konsensussequenz
CX2-4CX12HX3-5H (Jacobs, 1992) entspricht, fehlt in der ersten Zinkfingerdoméne
Zfl eine Aminosdure zwischen den beiden Cysteinresten. Des Weiteren enthalten
beide Doménen eine hydrophobe Aminoséure an Position 4 (Methionin) der putativen
a-Helix und ein Phenylalanin an Position 3 in 2. BLAST-Analysen (Altschul et al.,
1997) ergaben, dass es neben den Zinkfingerdominen keine signifikanten
Sequenzédhnlichkeiten zu anderen Eintrdgen gibt. Eine Analyse von Bizl mit der
PROSITE-Datenbank (Hulo ef al., 2006) zeigt eine glutaminreiche Sequenz zwischen
den AS-Positionen 507-526 und eine serinreiche Region zwischen den Positionen
655-702 an (Abb. 8). Eine weitere Untersuchung der Aminosduresequenz von Bizl
mit Hilfe des Programms PSORT (Nakai und Horton, 1999) =zeigt eine
Kernlokalisierungssequenz RKKRRR (AS-Position 145-150) und ergab eine sehr

hohe Wabhrscheinlichkeit von p=94 fiir eine Lokalisierung von Bizl im Zellkern.

NLS 145 150
GIn4eich Serseich

1 783

Biz1 B B |

Zf1159YTQ. FC EHMLRHRAT 83
Zf2 185 Y ECHMC DVMHRH TMT R

B1 L1 B2 |L2 H

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Bizl-Proteins. Gezeigt ist die Doménenstruktur des
Bizl-Proteins. Bizl enthdlt eine NLS (nuclear localization sequence), eine glutamin-, eine serin-
reiche Region und zwei C,H,-Zinkfingerdoménen. Zusétzlich angegeben ist die Sequenz der beiden
Zinkfingerdoménen; Die Aminosduren, die wahrscheinlich in den B-Faltblattstrukturen (B1 und B2),
dem Loop (L1) und der a-Helix liegen, sind markiert (Modell nach Suzuki ef al., 1994). Konservierte
Aminoséuren, die dem C,H,-Konsensusmotiv entsprechen, sind in rot markiert.
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Sowohl die zwei C,H,-Zinkfingerdoménen, die glutaminreiche Region, als auch die
putative Zellkernlokalisation von Bizl, lassen die Annahme zu, dass Bizl ein

Transkriptionsfaktor sein kdnnte.

2.4 Bizl ist essentiell fiir die pathogene Entwicklung in U. maydis

Um die biologische Funktion von Bizl nédher zu charakterisieren, wurde die
Deletionsmutante SG2004biz] erstellt. Hierzu wurde der offene Leserahmen im
Stamm SG200 durch eine Hygromyzin-Resistenzkassette ersetzt (Material und
Methoden). Die homologe Integration des Deletionskonstruktes wurde mittels
Southernblotanalyse bestdtigt. SG2004biz] zeigte unter axenischen Bedingungen in
Fliissigkultur keine erkennbaren Unterschiede zu SG200 im Wachstumsverhalten
(nicht gezeigt) und in der Zellmorphologie (Abb. 9). Hinsichtlich der Fahigkeit von
SG2004biz1, filamentds auf aktivkohlehaltigen Platten zu wachsen, konnte ebenfalls
keine Differenz zum SG200-Ausgangsstamm beobachtet werden (Abb. 11A). Um
eine mogliche Rolle von Bizl wihrend der pathogenen Entwicklung von U. maydis
zu untersuchen, wurden Maispflanzen mit SG2004biz/ und SG200 als entsprechender
Kontrolle infiziert. Pflanzen, die mit SG2004biz/ infiziert wurden, zeigten keine

Tumorbildung (siehe Tabelle 2; Abb. 10).

Tabelle 2: Pathogenitiit des biz/-Deletionsstammes

Stamm Infizierte Pflanzen Pflanzen mit Tumoren
SG200Abizl 82 0 (0%)
SG200 70 59 (84%)

22



Ergebnisse

SG200 B SG2004biz1

Abbildung 9: Mikroskopische Analyse des Zellwachstums bei SG2004bizI-Mutanten. Die Abbildungen
zeigen in situ DAPI-, Calcofluor White- und WGA- Fiarbungen von Zellen aus Fliissigkultur (CM-Glc). Bei
in situ-Farbungen der Zellkerne mit DAPI (4',6 -Diamidino-Phenylindol) zeigen SG2004bizI-Mutanten (B)
keinen Unterschied zu SG200-Zellen (A) im Bezug auf die Anzahl der Zellkerne pro Zelle. In Farbungen
der Zellwand mit Calcofluor White konnte ebenfalls kein Unterschied in der Morphologie der Zellwand im
Vergleich zu SG200 festgestellt werden. WGA-Féarbungen (wheat germ agglutinin), zeigen Zonen starken
Wachstums der Zellwand an den Polenden wie in SG200.

SG2004biz1

Infektionspunkt

SG200

6 d.p.i

Abbildung 10: Die Deletion von bizI hat einen Einfluss auf die Pathogenitit. Maispflanzen wurden mit
SG200 bzw. SG2004bizI-Stdimmen infiziert. Sechs Tage nach der Infektion, kdnnen in Infektionen mit
SG200-Stammen bereits Tumore beobachtet werden, wihrend Pflanzen, die mit SG2004biz/-Stimmen
infiziert wurden, keine Tumorbildung zeigten. Die roten Pfeile markieren die Injektionsstelle. Quantitative
Analyse der Infektionsstudien: siche Tabelle 2
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2.5 Rolle von Bizl in der Appressorienbildung und in planta Proliferation

Um zu untersuchen, in welchem Stadium die 4biz/-Mutante in ihrer pathogenen
Entwicklung einen Defekt aufweist, wurde zunichst eine Calcofluor White-Fiarbung
von Pilzzellen auf der Blattoberfliche durchgefiihrt. Hierbei konnte im Bezug auf die
Morphologie der Filamente kein Unterschied zum entsprechenden Ausgangstamm
SG200 beobachtet werden. SG2004bizI-Zellen waren in der Lage, lange, von Septen
durchzogene Filamente auf der Blattoberfliche zu bilden (Abb. 11B), woraus
geschlossen werden kann, dass der Verlust der Pathogenitét nicht durch einen Defekt
im filamentosen Wachstum on planta verursacht wird. Interessanterweise kann die
AbizI-Mutante Appressorien ausbilden (Abb. 11B), die morphologisch den
Appressorien von SG200-Zellen entsprechen, jedoch konnte eine drastische
Reduktion der Anzahl von Appressorien in SG2004biz] gegeniiber SG200 beobachtet
werden. Zur Quantifizierung der Appressorienbildung auf der Pflanzenoberfldche
wurden SG2004bizI- und SG200- Stdmme konstruiert, die eine der beiden GFP-
Derivate YFP und CFP (yellow- und cyan-shifted GFP) konstitutiv exprimieren
(Abb. 11C). SG2004bizl-YFP-Zellen wurden mit der gleichen Anzahl an SG200-
CFP-Zellen fiir Pflanzenexperimente koinfiziert. In der anschlieBenden
mikroskopischen Auswertung konnten fiir die Mutante 6 Appressorien und fiir den
Wildtypstamm 76 Appressorien gezihlt werden (Abb. 11D). Ahnliches zeigte sich in
einem zweiten Experiment, bei dem die Stdimme mit dem jeweils anderen GFP-
Derivat markiert waren. Hier konnten fiir SG200-YFP 49 Appressorien und fiir
SG2004bizI-CFP 5 Appressorien gezahlt werden (Abb. 11D).

In Chlorazol-Black-E-Farbungen (Brachmann et al, 2003) von infizierten
Maisblittern konnte beobachtet werden, dass Hyphen der Abiz/-Mutante zwar in der
Lage sind, die Blattoberfliche zu penetrieren, die Hyphen aber kurz nach der
Penetration stecken bleiben (Abb. 12A). Ein weiteres invasives Wachstum konnte
nicht beobachtet werden. Ahnliches lieB sich auch in Infektionsexperimenten mit
SG2004bizI-YFP  bzw. SG2004bizI-CFP  feststellen. Auch hier konnten
penetrierende Hyphen beobachtet werden, die aber kein weiteres invasives Wachstum
zeigten (Abb. 12C). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Bizl wéhrend der
Appressorienbildung zwar eine Rolle spielt, fiir die weitere Proliferation in der

Pflanze allerdings von zentraler Bedeutung ist.
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Abbildung 11: Charakterisierung der bizI-Deletionsmutante wihrend der pathogenen Entwicklung.
A. zeigt die Filamentbildung des solopathogenen Stammes SG200 und des SG2004bizI-Stammes. Die
Staimme wurden auf aktivkohlehaltige CM-Mediumplatten aufgetropft und bei 24°C fiir 24 h inkubiert. Die
Kolonien erscheinen bei Ausbildung von Filamenten wegen der luftgefiillten leeren Abschnitte weil3.

B. 1 Tag nach Infektion von Maispflanzen mit SG200 und SG2004biz/-Stammen koénnen durch eine
Calcofluor White-Féarbung die pilzlichen Hyphen im UV-Licht visualisiert werden. In der oberen Reihe
lassen sich Filamente in beiden Stimmen erkennen und in der unteren Reihe die Appressorienbildung. C.
Die konstitutive Expression der beiden GFP-Derivate YFP und CFP ermoglicht die Identifizierung von
SG200 und SG2004biz! in einer Koinfektion. Das obere Bild zeigt zwei Hyphen, die Appressorien gebildet
haben (Calcofluor White-Férbung). Eines der Appressorien wird von SG200-CFP (Fluoreszenzsignal im
CFP-Filter, mittleres Bild) und das zweite von SG200-4biz/-YFP (Fluoreszenzsignal im YFP-Filter, unteres
Bild) gebildet. D. SG2004bizI-Stimme zeigen eine drastische Reduktion in der Appressorienbildung.
SG200 und SG2004bizi-Zellen, die entweder mit YFP oder CFP markiert waren, wurden in gleichen
Verhiltnissen in Maispflanzen injiziert. Nach einem Tag wurden die Appressorien den Fluoreszenzsignalen
entsprechend ausgezédhlt. Hierbei konnte eine Reduktion der Appressorienzahl in SG2004biz]-Stimmen
beobachtet werden, ungeachtet des verwendeten Markers.
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Abbildung 12: SG2004bizI-Stimme arretieren ihr Wachstum direkt nach der Penetration.

Gezeigt ist eine Serie von Z-Achsen-Aufnahmen der SG2004bizI- und SG200-Filamente auf der
Blattoberflache. Pflanzen wurden mit SG200 und SG2004biz/-Stdimmen infiziert, und pilzliches Material
wurde zwei Tage nach Infektion mit Hilfe von Chlorazol-Black-E-Férbungen sichtbar gemacht. A. In
Infektionen mit SG2004biz/ werden Appressorien gebildet, die Hyphen arretieren, aber direkt nach der
Penetration. B. In Kontrollexperimenten mit SG200-Zellen kann zu diesem Zeitpunkt bereits massive
Proliferation in der Pflanze beobachten werden. C. Gezeigt ist die Penetration eines SG2004biz!-Filaments.
Pflanzen wurden mit SG2004biz1-CFP infiziert und Appressorien wurden 1 Tag nach Infektion mit Calcofluor
White visualisiert (linkes Bild). Mikroskopische Analysen zeigten penetrierende Hyphen (Fluoreszenzsignal
im CFP-Filter, rechtes Bild).
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2.6  bizl ist ein spit b-reguliertes Gen

Fiir bizl konnte im vorhergehenden Microarray-Experiment (s. oben) bereits
eine strikt b-abhéngige Expression gezeigt werden (Abb. 13A). Im Folgenden wurde
die bizI-Expression im Hinblick auf eine a- bzw. b-Locus-abhédngige Regulation in
axenischer Kultur ndher charakterisiert. Zunédchst wurde die b-abhingige bizl-
Expression in Stdmmen, die auf aktivkohlehaltigen CM-Medium inkubiert wurden,
analysiert: den hefeartig wachsenden Wildtyp-Stimmen FB1 (a/b7) und FB2 (a2b2),
einer Kreuzung von FB1 und FB2, dem solopathogenen Stamm SG200 (almfa2
bEI/bW2) und dem diploiden Stamm FBDI11 (ala2blb2). Zusdtzlich wurden die
Stimme AB31 (a2 Pcrg:bW2,bEI) und AB32 (a2 Pcrg:bW2,bE2), in denen eine
kontrollierte Expression der b-Gene moglich ist, in Array-Minimalmedium
untersucht. Dabei lassen sich in AB31 kompatible bzw. in AB32 inkompatible b-
Allele durch den Arabinose-induzierbaren crg/-Promotor regulieren (Brachmann et
al., 2001). Die b-Allele wurden in AB31 und AB32 fiir insgesamt 12 h in Arabinose-
haltigem Array-Minimalmedium induziert und anschlieBend die Zeitpunkte 5 h und
12 h fiir eine Analyse verwendet. Eine Untersuchung mittels quantitativer Real-Time-
PCR ergab, dass eine Induktion von biz/ nur in Stimmen mit kompatiblen bE/bW-
Kombinationen und somit aktiviertem pathogenen Programm (Kreuzung FB1xFB2,
SG200, FDB11 und AB31 — jedoch nicht in AB32, FBI1, FB2) zu beobachten ist
(Abb. 13B, C). Des Weiteren konnte eine schwache Induktion von biz/ in AB31
bereits nach 5 h detektiert werden, die nach 12 h deutlich zunahm (Abb. 13B). Rbfl
ist fiir die Regulation von ca. 90 % aller b-regulierten Gene notwendig und stellt
somit unterhalb von b einen zentralen Faktor der pathogenen Entwicklung dar
(J. Kdmper und M. Scherer, pers. Mitteilung). Um zu testen, ob biz/ Rbfl-abhingig
exprimiert wird, wurde die biz/-Expression im Stamm SG2004rbfI analysiert. Dieser
Stamm besitzt ein aktives bE/bW-Heterodimer, tragt aber eine rbf7-Deletion. Unter
gleichen Bedingungen wie in SG200 konnte in SG2004rbf1 keine Expression von
bizl nachgewiesen werden, woraus gefolgert werden kann, dass die biz/-Induktion
abhingig von Rbfl ist (Abb. 13C).

Im diploiden Stamm FBDI12-3 (ala2bibl), der zwar kompatible a-Allele,
jedoch inkompatible b-Allele besitzt und somit eine aktivierte Pheromonsignal-
kaskade hat, konnte keine biz/-Expression detektiert werden. Des Weiteren war biz/

in FBI1Fuz7DD, der eine aktivierte Form der MAPK-Kinase Fuz7DD
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(Miiller et al., 2003) exprimiert und somit ebenfalls einem Stamm mit einer
aktivierten Pheromonsignalkaskade entspricht, nicht detektierbar (Abb. 13C). Fiir biz/
konnte weiterhin eine Expression wéhrend der gesamten biotrophen Phase beobachtet
werden (Abb. 13D). Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass biz/ unabhéngig vom a-
Paarungstyplocus, jedoch strikt abhdngig von einem aktiven bE/bW-Heterodimer und
Rbfl exprimiert wird. Die on planta detektierte b-abhéngige Expression von bizl/

konnte somit auch in axenischer Kultur verifiziert werden.
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Abbildung 13: bizl ist b-abhingig reguliert. A. Gezeigt sind die relativen Expressionswerte aus der DNA-
Microarray-Analyse von der Blattoberfliche (16 h nach Infektion). bizl zeigte eine Expression nur im
pathogenen SG200 auf der Pflanzenoberfliche. In FB1 und SG20045b hatte die Expression einen ,,Absent
call®, d.h. es konnten keine statistisch signifikanten Expressionswerte detektiert werden. De facto muss das
Gen daher als ,,nicht exprimiert” gelten. B. Real-Time-PCR-Analyse der biz/-Expression. Der Stamm AB31
exprimiert nach einem Wechsel der Medium-Kohlenstoffquelle von Glucose zu Arabinose ein aktives b-
Heterodimer, wohingegen AB32 als Kontrollstamm dient und inkompatible b-Allele tragt. AB31 und AB32
wurden in Array-Minimalmedium mit Arabinose als Kohlenstoffquelle 12 h inkubiert. C. bizI wird nur in
Stdmmen, die ein aktives b-Heterodimer exprimieren, induziert; In SG2004rbf]1 war keine biz/-Expression
detektierbar. Die Stimme FB1, FB2, FB1xFB2, FBD11, SG200, SG2004rbf1 und FBD12-3 wurden fiir 48
h auf aktivkohlehaltigem CM-Glucose-Festmedium inkubiert, FB1Fuz7DD fiir 48 h auf aktivkohlehaltigem
CM-Arabinose-Festmedium. Die Expressionsanalyse erfolgte mit Hilfe von Real-Time-PCR. D. Real-Time-
PCR-Analyse der biz/-Expression in der Pflanze. Gesamt-RNA wurde zu den angegebenen Zeitpunkten
extrahiert (T=Tage nach Infektion). biz/ ist wihrend der gesamten biotrophen Phase exprimiert. Das
konstitutiv exprimierte ppi-Gen diente in allen Real-Time-PCR-Analysen als Kontrolle.
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AB32 2.7 Bizl induziert einen Teil der on planta

gegen differentiell regulierten Gene

AB32Pcrg1:biz1 biz1®"
Zur Identifikation und Analyse Bizl-
oh Induktion abhingig regulierter Gene wurden DNA-
Microarrays mit dem Stamm AB32Pcrgl:bizl
ﬁ129 durchgefiihrt. Dieser Stamm tragt ein bizl-
Allel unter der Kontrolle des Arabinose-
ﬂﬂo induzierbaren crgl/-Promoters (Bottin et al.,
1996). Nach einem Wechsel der Medium-
Kohlenstoffquelle von Glukose zu Arabinose

Abbildung 14: Identifikation Bizl- wird der crg/-Promoter induziert und erreicht

abhiingig regulierter Gene. Durch
eine Bizl-Uberexpression in axeni-
scher Kultur konnten insgesamt 239  stirke (Brachmann, 2001; M. Scherer, pers.
Bizl-regulierte Gene identifiziert wer-

den. Der Stamm AB32Pcrgl:bizI  Mitteilung). Aus diesem Grund wurde der
wurde fiir 5 h in Array-Minimal- . .
medium mit Arabinose als Kohlen- Stamm AB32Pcrgl:bizl fiir 5 h in Arabinose-

stoffquelle inkubiert.

nach 3 h bis 5 h seine maximale Expressions-

haltigem Array-Minimalmedium induziert.
Zur Identifizierung Biz1-abhingig regulierter Gene, wurde das Expressionsprofil mit
dem entsprechenden Kontrollstamm AB32 verglichen. Hierbei konnten insgesamt 239
differentiell regulierte Gene gefunden werden, die sich in ihrer Expression um den
Faktor > 2 veréindern, wovon 129 hoch- und 110 runterreguliert wurden (Abb. 14).
Erstaunlicherweise kodieren 53 % der stark induzierten Gene (>6-fach hochreguliert)
fiir putativ sekretierte Proteine (TargetP-Prognose; Emanuelsson et al., 2000;
MUMDB), die keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen aufweisen.

42 der Bizl-induzierten Gene sind ebenfalls auf der Pflanzenoberfldche in
SG200 induziert. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass Bizl die Expression dieser
Gene auf der Pflanzenoberfldche reguliert. Um diese Vermutung experimentell zu
bestitigen, wurden Maispflanzen mit dem Stamm SG2004biz/ infiziert und das
Transkriptom mit dem von SG200 verglichen. Hierbei wurden solche Gene gefiltert,
die iiber alle Bedingungen (SG200 16 h, SG2004biz/ 16 h) hinweg eine signifikante
Variation in ihrer Expression aufwiesen. Dafiir wurden die Parameter so gewéhlt, dass
der Quotient aus Standardabweichung und Mittelwert der Expressionswerte eines

Gens tiber alle Bedingungen hinweg grofler war als 0,5 und kleiner als 10 (dChip; Li
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und Hung Wong, 2001; Li und Wong, 2003). Die hieraus resultierende Liste wurde
anschlielend fiir eine hierarchische Clusterung verwendet. Hierbei wurde zusétzlich
FB1 16 h in die Clusteranalyse miteinbezogen. Bei dieser Art der Expressionsanalyse
werden die Gene mit dem &hnlichsten Expressionsmuster zundchst schrittweise zu
Clustern zusammengefasst, und diese wiederum zu groBeren Clustern
zusammengefiigt. Das Clustern folgt dabei den Methoden beschrieben in Golub et al.
(1999) und Eisen et al. (1998). Hierbei konnte ein Genregulations-Cluster von 19
Genen identifiziert werden, die eine signifikante Reduktion ihrer Expression im
SG2004bizI-Stamm im Vergleich zu SG200 aufwiesen (Abb. 15). Im bizl-
Deletionsstamm zeigten diese Gene ein Expressionsniveau, das vergleichbar war mit
dem in FB1 (Tabelle 3). 15 dieser Gene kodieren fiir Proteine, die keine Ahnlichkeit
zu bereits bekannten Proteinen aufweisen, und 11 hiervon werden nach TargetP-
Prognose wahrscheinlich sekretiert (MUMDB). Interessanterweise zeigten 15 Gene
dieses Regulationsclusters eine mehr als 2-fache Induktion nach Biz1-Uberexpression
in axenischer Kultur (Abb. 15). Diese Gruppe von 15 Genen, die nach Bizl-
Uberexpression induziert wurden und eine signifikante Reduktion ihrer Expression im
SG2004bizI-Stamm zeigten, werden im folgenden Text als strikt Bizl-abhéngig
bezeichnet.

Die Analyse des Expressionsprofils in SG2004biz] ergab, dass Bizl fiir die
Regulation einiger der zuvor beschriebenen auf der Pflanzenoberfldche induzierten
Gene verantwortlich ist. Des Weiteren scheint eine Uberexpression von Bizl
ausreichend zu sein, um die Expression einiger dieser Gene ohne ein aktives bW/bE-
Heterodimer und in Abwesenheit des Kontakts zur Pflanzenoberfldche zu aktivieren.

Die Gruppe der strikt Bizl-abhdngigen Gene beinhaltet Kandidaten, deren
Funktion Riickschliisse auf die biologische Funktion bzw. Rolle von Bizl wihrend

der pathogenen Entwicklung in U. maydis erlauben konnte.
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FB1 SG200 SG2004biz1

W125um220G_at, conserved hypothetical protein
W10um267G_at, Mig2-6

W10um267G_x_at, Mig2-6

W195um010G_at, hypothetical protein
W200um010G_at, hypothetical protein
CB5um086G_at, Mig2-5

W60um081G_at, Mig1 protein, induced during biotrophic phase
C70um086G_at, Mig2-4

W80um148G_at, conserved hypothetical Ustilago-specific protein
W55um154G_at, Biz1

WB5um285G_at, putative protein

C80um074G_at, hypothetical protein

W11um267G_at, Mig2-6

C90um210G_at, conserved hypothetical protein
W45um064G_at, putative protein

C25um179G_at, hypothetical protein

W90um126G_at, hypothetical protein

CB5um278G_at, hypothetical protein

W35um122G_at, hypothetical protein

C5um277G_at, hypothetical protein

W15um161G_at, related to Endoglucanase 1 precursor
C36um171G_at, putative protein

Bizl-induziert (Uberexpression)

M iz -abhéangig (Pflanzenoberflache)

Abbildung 15: Hierarchische Clusterung Bizl-abhéingiger Gene. Gezeigt ist die hierarchische
Cluster-Analyse der Bizl-abhingigen Gene auf der Pflanzenoberfliche. Maispflanzen wurden mit
SG2004biz! infiziert und das Transkriptom dieses Stammes mit dem von SG200 verglichen. Hierbei
wurden durch Verwendung des Programms dChip die Gene herausgefiltert, die {iiber alle
Bedingungen (SG200 16 h, SG2004bizI 16 h) hinweg eine signifikante Variation in ihrer Expression
aufwiesen (Li und Hung Wong, 2001; Li und Wong, 2003). Die resultierende Liste wurde
anschlieBend fiir eine hierarchische Clusterung verwendet, wobei FB1 in die Analyse mit einbezogen
wurde (Golub et al., 1999; Eisen et al., 1998). Es wurden 19 Gene identifiziert, die eine signifikante
Reduktion ihrer Expression im SG2004biz/-Stamm im Vergleich zu SG200 aufwiesen. Die relative
Expressionsstéirke der Signale ist durch den im Bild dargestellten Farbcode gezeigt. Bei dieser Art der
Darstellung (Eisen et al., 1998) werden durch die rote Farbe Expressionswerte wiedergegeben, die
iiber der durchschnittlichen Expression des Gens fiir alle Einzelexperimente liegen. Durch die griine
Farbe sind Expressionswerte wiedergegeben, die niedriger sind.
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2.8 Systematische Analyse Bizl-regulierter Gene

Um die biologische Funktion der strikt Bizl-abhingig regulierten Gene
wiahrend der pathogenen Entwicklung in U. maydis néher zu untersuchen, wurden
zundchst fiir die in Tabelle 4 aufgelisteten Gene Deletionsmutanten erstellt, indem der
offene Leserahmen vollstindig durch homologe Integration einer Hygromyzin-
Resistenzkassette ersetzt wurde (Material und Methoden). mig2-4 und mig2-5 sind
Teil des mig2-Genclusters, welcher aus insgesamt 5 zueinander homologen Gene
besteht, die spezifisch wihrend der biotrophen Phase exprimiert werden (Basse ef al.,
2002). Da weder die Deletion des mig2-Clusters noch die Doppeldeletion des mig2-
Clusters und des mig2-6-Gens offensichtliche Phénotypen gegeniiber dem Wildtyp
hervorrufen (Basse et al., 2002; Farfsing et al., 2005), wurden die Gene von einer
weiteren Analyse ausgeschlossen. Des Weiteren wurde um00628 ausgeschlossen, da
dieses Gen in einem unabhingigen Screen als putatives Kpp6-Zielgen identifiziert
und bereits ndher charakterisiert wurde (A. Mendoza, pers. Mitteilung). Alle
Deletionsstimme wurden durch Southernblot-Analyse bestétigt. Angaben zu den
einzelnen offenen Leserahmen, den hiervon abgeleiteten Proteinldngen und der
putativen Lokalisierung der Proteine sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Mit
Ausnahme von um04780 und um05296 wird fiir alle abgeleiteten Proteine durch
TargetP (MUMDB) vorhergesagt, dass sie sekretiert werden. Die erstellten
Deletionsstimme wurden in Maisinfektionen auf Pathogenitét getestet. Hierbei zeigte
sich nur fiir SG2004um01695 (im folgenden SG2004pst! genannt) ein Unterschied
zum SG200-Ausgangsstamm. In diesem Fall konnte bei den infizierten Maispflanzen
keine Tumorbildung beobachtet werden (Abb. 18C; Tabelle 4). Damit stellt

SG2004pst1 einen interessanten Kandidaten fiir weitere Analysen dar.
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2.9 pstl ist nur auf der Pflanze differentiell reguliert

Bei pstl (um01695) handelt es sich um ein Gen, das in axenischer Kultur durch
Biz1-Uberexpression induziert wird und auf der Pflanzenoberfliche strikt Bizl-
abhéngig exprimiert ist. pst/ war in SG200 gegeniiber FB1 nach 16 h auf der
Blattoberfldche 4,4-fach in der Microarray-Analyse induziert. In einer quantitativen
Real-Time-PCR-Analyse wurde eine 4,9-fache Induktion von pst/ in SG200
gemessen (Abb. 16). Weitere Untersuchungen ergaben, dass pst/ wihrend der
gesamten pathogenen Entwicklung (2-13 Tage nach Infektion) exprimiert wurde. Hier
zeigte sich, dass pst/ im Tumor 2 Tage nach Infektion (dpi) 169-fach im Vergleich zu
SG200 auf der Pflanzenoberfliche induziert war (Tabelle 5). Interessanterweise
konnte mittels quantitativer Real-Time-PCR-Analyse keine Induktion von pst/ auf
aktivkohlehaltigen CM-Medium in den Stimmen SG200, FDB11 und in einer
Kreuzung von FB1xFB2 beobachtet werden (Abb. 16). An dieser Stelle kann dariiber
nur spekuliert werden, ob fiir die Induktion von pst/ auf bzw. in der Pflanze z.B. ein
zusitzliches Pflanzensignal oder ein weiterer erst auf der Pflanze induzierter

Regulator notwendig ist.

Tabelle 5: Expressionsanalyse von pst! auf der Pflanzenoberfliche bzw. im Tumor

Stamm x-fache Induktion
SG200 16 h vs FB1 16 h (Microarray) 44
SG200 16 h vs FB1 16 h (Real-Time-PCR) 4,9

SG200 16 h vs Tumor 2dpi (Real-Time-PCR) 169

0020 Abbildung 16: Real-Time-PCR-Analyse der
oore | pstl-Expression. Eine Induktion von pstl
00141 konnte nur in SG200 auf der Pflanzen-
§ ggz oberfliche detektiert werden (16 h). Eine
2 0005 | differentielle Expression von pst/ war unter
0,006 - axenischen Bedingungen weder in Stimmen
el m m m mit aktivem b-Heterodimer, noch mit
0000 -1 ﬁ L i —— B — aktiviertem a-Locus zu verzeichnen (obere
& & & & o.:v'” ﬂ<§’ & o o Abbildung). Die Stimme FB1, FB2,
& T @& T e P FBI1xFB2, FBDI11, SG200 und FBDI12-3
wurden fiir 48 h auf aktivkohlehaltigen CM-
400 Glucose-Festmedium inkubiert; FB1Fuz7DD
350 1 fiir 48 h auf aktivkohlehaltigen CM-Arabi-
300 nose-Festmedium. FB1 16 h und SG200 16 h
5 250 wurden nach 16 Stunden von der Blattober-

< . . .
S fliche geerntet. pstl zeigt eine starke
150 Expression wihrend der gesamten biotrophen
1,00 1 Phase (untere Abbildung). Gesamt-RNA
050 wurde zu den angegebenen Zeitpunkten extra-
000 +——— : : : : hiert (T=Tage nach Infektion). Das konstitutiv
& «@”\\g&Q,o“;o\'z&«oo(oo@;\@;g@“ RN exprimierte ppi-Gen diente in allen Real-

< 0!

Time-Analysen als Kontrolle.
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2.10 Pstl ist essentiell fiir die pathogene Entwicklung von U. maydis

Fiir pstl wird ein offener Leserahmen von 2859 bp vorhergesagt und das
hiervon abgeleitete Protein besitzt eine Liange von 953 AS (Tabelle 4). Mit Hilfe des
Programms Blast2 (Altschul et al., 1997) konnten keine Proteine mit signifikanter
Ahnlichkeit zu Pstl in den &ffentlichen Datenbanken gefunden werden. Durch eine
Analyse von Pstl mit Prosite (Hulo et al., 2006) konnte eine 263 AS-lange
glycinreiche Region im Bereich 237-499 und eine glutaminreiche Sequenz von AS-
Position 857 bis 933 identifiziert werden. Des Weiteren prognostizierte TargetP mit
einer sehr hohen Verldsslichkeitsklasse RC=1 (Emanuelsson et al., 2000), dass Pstl
sekretiert wird und eine Signalpeptid-Schnittstelle zwischen den Positionen 19 und 20
aufweist.

SG2004psti zeigte unter axenischen Bedingungen in Fliissigkultur keine
erkennbaren Unterschiede zu SG200 im Wachstumsverhalten (nicht gezeigt) und in
der Zellmorphologie (Abb. 17). Hinsichtlich der Fihigkeit von SG2004psti
filamentos auf aktivkohlehaltigen Platten oder der Blattoberfliche zu wachsen, konnte
ebenfalls keine Differenz zum SG200-Ausgangsstamm beobachtet werden
(Abb. 18A, B). In Chlorazol-Black-E-Farbungen (Brachmann et al, 2003) von
infizierten Maisbldttern zeigte sich jedoch, dass die vom SG2004pst/-Stamm
gebildeten Hyphen zwar in der Lage sind, Appressorien zu bilden und die
Blattoberfliche zu penetrieren, aber offensichtlich kurz nach der Penetration das
Wachstum arretieren (Abb. 18D). Invasives Wachstum und Proliferation der
Deletionsmutante konnte selbst nach 9 Tagen nicht beobachtet werden.

An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass am Ende dieser Doktorarbeit
ein 3'cDNA Fragment von pst/ sequenziert wurde. Basierend auf dieser Sequenz
muss die Annotation von pst/ in der MUMDB in Frage gestellt werden. Die
urspriingliche Annotation prognostizierte 3 Introns in der Sequenz von pstl.
Tatsdchlich scheint es sich aber um zwei offene Leserahmen zu handeln (Abb. 19).
Nach der neuen Annotation kodiert pst/ wahrscheinlich fiir ein Protein mit 511 AS
und pst2 fir ein Protein mit 418 AS. Beide werden nach TargetP-Voraussage
sekretiert (Emanuelsson et al., 2000). Auf dem U. maydis-DNA-Microarray sind in
dem Bereich zwei verschiedene Probesets vorhanden, und zwar w35uml22G_at

(potenzieller 5°-ORF, pstl) und w37uml122G_at (potenzieller 3"-ORF, pst2). In der
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Transkriptom-Analyse konnte eine Induktion in SG200 auf der Blattoberfliche nur
mit dem Probeset w35um122G_at detektiert werden. Jedoch wurde eine dhnlich hohe
Induktion mittels Real-Time-PCR fiir pst2 nachgewiesen, da die verwendeten RT-

Primer am 3"-Ende des urspriinglichen pst/-ORFs liegen.

A SG200 B SG200Apst1

DAPI CF WGA DAPI CF WGA
\ - -
M ] ’ ,

Abbildung 17: Mikroskopische Analyse des Zellwachstums bei SG2004pstI-Deletionsmutanten.
Die Abbildungen zeigen in situ DAPI-, Calcofluor White- und WGA-Férbungen von Zellen aus
Flissigkultur (CM-Glc). Bei in situ-Farbungen der Zellkerne mit DAPI zeigten SG2004psti-
Mutanten (B) keinen Unterschied zu SG200-Zellen (A) im Bezug auf die Anzahl der Zellkerne pro
Zelle. In Farbungen der Zellwand mit Calcofluor White konnte ebenfalls kein Unterschied in der
Morphologie der Zellwand im Vergleich zu SG200 festgestellt werden. WGA-Féarbungen zeigen
Zonen starken Wachstums der Zellwand an den Polenden wie in SG200.
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G|

Abbildung 18: Charakterisierung der pstI-Deletionsmutante wiihrend der pathogenen Ent-
wicklung. A. zeigt die Filamentbildung des solopathogenen Stammes SG200 und des SG2004psti-
Stammes. Die Stimme wurden auf aktivkohlehaltigen CM-Mediumplatten aufgetropft und bei 24°C
fiir 24 h inkubiert. Die Kolonien erscheinen bei Ausbildung von Filamenten wegen der luftgefiillten
leeren Abschnitte wei. B. Nach Infektion von Maispflanzen mit SG2004ps¢I-Stdmmen, wurden 1
Tag nach Infektion durch eine Calcofluor White-Férbung die pilzlichen Hyphen im UV-Licht
visualisiert. Es konnte filamentdses Wachstum auf der Blattoberfliche beobachtet werden. C.
Maispflanzen wurden mit SG200 bzw. SG2004pst/-Stammen infiziert. Sechs Tage nach der
Infektion konnten in Infektionen mit SG200-Stimmen Tumore beobachtet werden, wéihrend
Pflanzen, die mit SG2004pstI-Stimmen infiziert worden waren, keine Tumorbildung zeigten.
Quantitative Analyse der Infektionsstudien: siche Tabelle 4

D. Gezeigt ist eine Serie von Z-Achsen-Aufnahmen eines SG2004pst/-Filaments auf der
Blattoberflache. Pflanzen wurden mit SG2004pst/-Stdmmen infiziert und pilzliches Material mit
Hilfe von Chlorazol-Black-E-Féarbungen sichtbar gemacht. SG2004pst/-Filamente waren in der
Lage, Appressorien zu bilden und die Pflanzenkutikula zu penetrieren, jedoch lieB sich selbst nach 9
Tagen nur ein kurzes Filament innerhalb des Blattes erkennen.
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Abbildung 19: Annotation des pst1-Gens (um0165). Gezeigt ist die Annotation des pst! (um0165) Gens basierend
auf der MUMDB-Annotation. Die Positionen der Nukleotide und Aminosduren sind angegeben. Die Introns der
MUMBDB-Annotation sind durch Kleinschreibung gekennzeichnet. Die im Fettdruck dargestellten Nukleotide
bezeichnen das isolierte 3" cDNA Fragment. Basierend auf dieser Sequenz wurde die Annotion geéndert und der 5’
Bereich als pstl (rot-gekennzeichnete Nukleotide) und der 3" Bereich als pst2 (blau-gekennzeichnete Nukleotide)
annotiert. Unterstrichen sind die potentiellen Signal-Peptide (TargetP-Prognose; Emanuelsson et al., 2000). Nach der
neuen Annotation kodiert pst/ fiir ein Protein mit 511 AS und ps¢2 fiir ein Protein mit 418 AS.
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2.11 Transkriptom-Analyse von U. maydis wihrend der pathogenen

Entwicklung in der Pflanze

Durch eine Uberexpression von Bizl in axenischer Kultur konnten insgesamt
129 Bizl-abhéngig induzierte Gene gefunden werden, von denen 42 ebenfalls eine
Induktion auf der Pflanzenoberfliche zeigten. Um weitere putative Bizl-abhéingig
induzierte Gene, die in spéteren Stadien exprimiert werden, zu identifizieren, wurde
eine Transkriptom-Analyse von U. maydis zu den Zeitpunkten 5 Tage nach Infektion
(dpi), 9 dpi und 13 dpi durchgefiihrt. Vorexperimente hatten ergeben, dass eine
Hybridisierung von fritheren Zeitpunkten, wie beispielsweise 2 dpi, aufgrund des
relativ geringen pilzlichen Materials zu einer zu geringeren Sensitivdt der Arrays
fiihren konnte. Daher wurde die anschlieBende Analyse auf die oben angegebenen
Zeitpunkte beschriankt. Zu diesem Zweck wurden Maispflanzen mit einer kompatiblen
Mischung aus FB1 x FB2 infiziert und die Pflanzen bis zu den entsprechenden
Zeitpunkten in einer Phytokammer inkubiert (Material und Methoden). Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die an den Pflanzen induzierten Tumore geerntet
und einer Microarray-Analyse unterzogen. Fiir die Zeitpunkte 5 dpi, 9 dpi und 13 dpi
wurde jeweils Tumormaterial von mindestens drei verschiedenen Pflanzen zu einem
biologischen Replikat zusammengegeben. Fiir 5 dpi und 9 dpi wurden drei
biologische und fiir 13 dpi zwei biologische Replikate zur Analyse herangezogen. Die
isolierte Gesamt-RNA wurde {iber das vorher schon beschriebene Zweischritt-
Amplifikations-Protokoll amplifiziert. Dadurch, dass dasselbe Protokoll verwendet
wurde, war ein direkter Vergleich der on planta und in planta Arrays moglich.

Um Gene zu identifizieren, die zu mindestens einem Zeitpunkt wihrend der
pathogenen Entwicklung, also auf der Pflanzenoberfliche (FB1 und SG200) und zu
den drei untersuchten Zeitpunkten 5 dpi, 9 dpi und 13 dpi in der Pflanze, differentiell
reguliert waren, wurde eine Cluster-Analyse durchgefiihrt. Hierzu wurden zunéchst
mit Hilfe von dChip Gene herausgefiltert, die iiber alle Bedingungen hinweg eine
signifikante Variation in ihrer Expression zeigten. Solche Gene, die innerhalb eines
Zeitpunktes nicht in allen biologischen Replikaten einen ,,Present call aufwiesen,

also statistisch signifikant nachweisbar waren, wurden manuell wieder entfernt
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(Material und Methoden). Hierdurch wurden insgesamt 1288 differentiell regulierte
Gene identifiziert. Bei einem Vergleich dieser Gene mit den strikt Biz1-abhédngigen
Genen stellte sich heraus, dass um(02826 unter diesen Bedingungen nicht mehr als
differentiell reguliert herausgefiltert wurde. In der Cluster-Analyse ist zu erkennen,
dass alle strikt Bizl-abhidngigen Gene eine stirkere Expression im Tumor als auf der
Pflanzenoberfliche zeigten (Abb. 20). 11 Gene zeigten ihre maximale Expression
nach 5 Tagen, darunter auch mig2-4, und folgten somit dem Expressionsprofil von
bizl. mig2-5 zeigte hingegen eine relativ konstante Expression zu den Zeitpunkten 5,
9 und 13 dpi. Im Gegensatz hierzu wies die Endoglukanase um02523 die hochste

Expression 13 Tage nach Infektion auf.

W35um122G_at, Pst1

W11um267G_at, Mig2-6

C80um074G_at, hypothetical protein
W125um220G_at, conserved hypothetical protein
W200um010G_at, hypothetical protein

0B5um278G_at, hypothetical protein

W45um064G_at, putative protein

W195um010G_at, hypothetical protein
WB0um148G_at, conserved hypothetical Ustilago-specific protein
W55um154G_at, Biz1

C36um171G_at, putative protein

C70um086G_at, Mig2-4

C5um277G_at, hypothetical protein

CB5um086G _at, Mig2-5

W15um161G_at, related to Endoglucanase 1 precursor

Abbildung 20: Hierarchische Clusterung der strikt Bizl-abhiingigen Gene wihrend der
pathogenen Entwicklung. Gezeigt ist die hierarchische Cluster-Analyse (Eisen et al., 1998; Golub et
al., 1999) der strikt Bizl-abhingigen Gene wihrend der pathogenen Entwicklung. Es wurden mit
Hilfe von dChip die Gene herausgefiltert, die liber alle Bedingungen (5 dpi, 9 dpi, 13 dpi) hinweg eine
signifikante Anderung in ihrer Expression aufweisen (Li und Hung Wong, 2001; Li und Wong, 2003).
Solche Gene, die innerhalb eines Zeitpunktes nicht in allen biologischen Replikaten einen ,,Present
call aufwiesen, also statistisch signifikant nachweisbar waren, wurden manuell wieder entfernt. Bis
auf um02826 konnten alle strikt Bizl1-abhidngigen Gene wiedergefunden werden. Alle Gene zeigen in
der biotrophen Phase eine stirkere Expression als auf der Pflanzenoberfliche. Die relative
Expressionsstirke der Signale ist durch den im Bild dargestellten Farbcode gezeigt (Abb. 15)

Vergleicht man nun alle Gene, die nach einer Bizl-Uberexpression in axenischer
Kultur mehr als 2-fach induziert waren (129 Gene), mit den Genen, die eine
differentielle Regulation wéhrend der gesamten pathogenen Entwicklung in U. maydis
zeigten, konnten insgesamt 88 Gene identifiziert werden, die in beiden Datensitzen
differentiell reguliert waren. Eine Clusterung dieser Gene ist in Abb. 21 dargestellt.
Es lassen sich diverse Subcluster erkennen, die ihre maximale Expressionsstirke zu
verschieden Stadien der pathogenen Entwicklung aufwiesen. Hier findet sich ein

Subcluster von 4 Genen, die spezifisch im pathogenen SG200 auf der

* Hierbei handelt es sich um differentiell regulierte Probesets, da diese Analyse nur einen
Zwischenschritt darstellt.
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Pflanzenoberfliche eine maximale Expression zeigten, darunter auch polX. polX
kodiert fiir eine putative DNA-Polymerase X, und es konnte gezeigt werden, dass
polX ein frithes direkt b-reguliertes Gen ist, aber keine essentielle Rolle in der
pathogenen Entwicklung von U. maydis spielt (Brachmann et al., 2001).
Interessanterweise zeigte ein Subcluster von 3 koregulierten Genen, die fiir eine
putative Retikulin-Oxidase, einen putativen Glycerophosphoinositol-Transporter
(Gitl) und eine putative Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-3-phosphatase
(PTEN) kodieren, eine maximale Expression in FB1 auf der Pflanzenoberfliche.
Dieser Subcluster war also wihrend der pathogenen Entwicklung runterreguliert. Fiir
Gitlp in S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass das Protein Glycero-
phosphoinositol in die Zelle transportiert, und dass phosphat- oder inositol-
limitierende Bedingungen die GIT]-Transkription induzieren und die Gitlp-Aktivitit
erhohen konnen (Almaguer et al., 2004).

Den grofiten Subcluster bildete eine Gruppe von 45 Genen, die nach 5 Tagen
ihre stirkste Expression aufwiesen. Darunter fanden sich neben Adp2 verschiedene
Gene, die fiir putative hydrolytische Enzyme kodieren, wie beispielsweise eine Endo-
1,4-B-Xylanase, eine Alpha-L-Arabinofuranosidase und eine Endoglukanase. Die
grofite Untergruppe in diesem Cluster bildeten jedoch 31 Gene, die fiir sekretierte
Proteine kodieren. 19 dieser Proteine, darunter auch Pstl und Pst2, zeigen keine
Ahnlichkeit zu anderen Proteinen, die in Datenbanken hinterlegt sind (MUMDB).

In einem Subcluster, der zwischen 5 und 13 Tagen eine relativ gleichmaBige
Expression verzeichnete, fanden sich neben dem mig2-5 Gen (s.0.) noch weitere 3
koregulierte Gene die fiir sekretierte Ustilago maydis-spezifische Proteine kodieren.

Des Weiteren konnten Gene gefunden werden, die eine maximale Expression
erst gegen Ende der pathogenen Entwicklung aufzeigten, dazu gehoren beispielsweise
glo2, welches fiir die Glyoxaloxidase 2 kodiert, C90um087, eine putative FETS5-
Oxidase, ein Gen fiir eine putative Exochitinase (C/0umli63) und die zwei
Endoglukanasen eg// und Wi15umli61. Sowohl fiir glo2, als auch fiir eg/! ist bekannt,
dass sie im Hinblick auf die Pathogenitét in U. maydis keine Rolle spielen (Leuthner
et al., 2005; Schauwecker et al., 1995).

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass insgesamt 78 Gene identifiziert
werden konnten, die sowohl in der Bizl-Uberexpression induziert waren, als auch zu
verschiedenen  Zeitpunkten der pathogenen Entwicklung ein  erhohtes

Transkriptionslevel zeigten, wohingegen 10 Gene wiahrend der pathogenen
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Entwicklung niedriger oder &hnlich hoch exprimiert sind. An dieser Stelle ldsst sich
allerdings nur dariiber spekulieren, ob Biz1 fiir die Regulation dieser Gene notwendig

ist oder fiir einige nur eine ,,modulierende Rolle innehat.

W60um167G _at, putative prdem

C70um146G _: a, reiaed to Reticuline oxidase precursor
W93Lm14OG at, related to Phosphatidylinosital-3,4, 5-trisphosphate 3-phospha..
C110um056G._at, related to GIT1 - Glycerophosphoinosital transporter
W175:rmﬁG at, probable glutaminase A
C85um097G_at, probable High-affinity glucose transporter
C20um042G_at, conserved hyp(ﬂﬂlcal protein
C146um09B3G_at, hypothetical protein
W111um227G _at, related to syntaxin famiy member TLG1
hypothetical protein

C111um183G, a1 conserved hypothetical protein
C112um110G_at, conserved hypothetical Ustilago-specific protein
W55um154G_at, Biz1
C}i.m171G at, putative protein
C135um025G_at, probable PHOS - repressible alkaline phosphatase vacuolar
Wﬁm117G at, related to CDC33 - transiation initation factor elF4E
W105um030G_at, related to endo-1,4-beta- e
W80um148G _at, oorsaved hypothetical Ustilago-specific protein
WS50um196G_at, hypothetical protein
‘W45um171G_at, probable neutral amino acid permease

—T

W35um074G_¢ a related to alpha-L-arabinofurancsidase | precursor
CB5umM278G_at, hypothetical protein
‘WA5um0B4G_at, putative protein
C80um074G_at, hypothetical protein

at, conserved hypothetical protein
C150um119G_ al hypothetical mxsn
C25um157G_at, hypothetical protein
‘WA155um003G_at, probable SUC2 - invertase
W35um122G_at, Pst1
W182um119G_at, hypothetical protein
C15um220G_at, hypothetical protein
W37um122G_at, Pst2
W10um144G_at, hypothetical protein
C25um079G_at, conserved hypothetical protein
W11um267G _¢ a Mig2-6
WA45UMO54G_at, hypothetical protein
W195um010G_at, hypothetical protein
C56um060G_at, related to gamma-giutamyitransferase
W155um188G_at, related to Endoglucanase 1 precursor
C11um259G_at, related to Pectin lyase B precursor
‘W125um220G_at, conserved hypc(halcd protein
W20um178G_at, related to 5-carboxyvanillate decarboxylase
CB0um070G_at, hypc(halcd protein -

C145unOCXBG al related to cytochrome-c peroxidase precursor
C36uM179G_at, hypothetical protein

W40Lm1796 at, putative protein

C70um086G_at, Mig2-4

W45um108G_at, hypothetical protein

W15um161G_at, related to Erdogma'ese 1 precursor

C115u'n125G at, hypotheuca protein
W10um033G_at, related to neutral amino acid permease

—————

W140um005G_at, hypothetical protein

C5um277G_at, hypothetical protein

W110um165G_at, related to (hdine dehydrogenase
W125um090G_at, Glyoxaloxidase

W130um209G_at, putative pr(xen

C90um087G_at, related to FET5 - muiticopy oxidase
C15um277G_at, hypothetical protein

C35um283G_at, probable TRP2 - anthranilate synthase component |
C65um198G_at, Endoglucanase 1 precursor (egl)

C10um163G_at, putative exochitinase

T N N — —
5046 107 0202 0711 16 20

Abbildung 21: Hierarchische Clusterung der Bizl-induzierten Gene wiihrend der pathogenen Entwicklung. Gezeigt
ist die hierarchische Cluster-Analyse der Bizl-induzierten Gene wéhrend der gesamten pathogenen Entwicklung. Durch
Verwendung von dChip wurden die Gene herausgefiltert, die iiber alle Bedingungen (5 dpi, 9 dpi, 13 dpi) hinweg eine
signifikante Anderung in ihrer Expression aufweisen (Li und Hung Wong, 2001). Gene, die innerhalb eines Zeitpunktes
nicht in allen biologischen Replikaten einen ,,Present call“ aufwiesen, also statistisch signifikant nachweisbar waren,
wurden manuell wieder entfernt. Die hierbei identifizierten Gene wurden mit der Liste aller Bizl-induzierten Gene
(axenische Kultur) abgeglichen und anschliefend fiir eine hierarchische Clusterung verwendet (Golub et al., 1999; Eisen
et al., 1998). Es lassen sich diverse Subcluster erkennen, die ihre maximale Expressionsstirke zu verschiedenen Stadien
der pathogenen Entwicklung aufwiesen (Niheres sieche Text). Die relative Expressionsstarke ist durch den im Bild
dargestellten Farbcode gezeigt (Abb. 15)
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3 Diskussion

3.1 Auswahl der Stimme fiir die Transkriptom-Analyse auf der Pflanzenober-

flache

Zur Analyse der Gene, die wéhrend der pathogenen Entwicklung auf der
Pflanzenoberfliche induziert waren, wurden der nicht-pathogene, saprophytisch
wachsende Stamm FB1 und der solopathogene Stamm SG200 verwendet. SG200 ist
ein FB1-Derivat, enthélt aber zusétzlich eine kompatible bE1/bW2-Kombination und
das mfa2-Gen. Diese Modifikationen fithren dazu, dass SG200 ein pathogenes
Filament unabhéngig von einem Kreuzungspartner bilden kann (Bolker et al., 1995).
Dadurch, dass SG200 sowohl tber einen aktiven a-Locus, als auch einen aktiven b-
Locus verfligt, spiegelt er die Situation nach der Kreuzung von kompatiblen Sporidien
wider. Im Vergleich zur Kreuzung sollte jedoch bei Verwendung des solopathogenen
Stammes ein synchroneres Erfassen der Verdnderungen im Transkriptionsprofil auf
der Blattoberfliche moglich sein. Um eine Differenzierung in (1) Gene, die nur durch
einen aktiven a-Locus induziert werden, und (2) Gene, die sowohl durch den a-Locus
als auch durch den b-Locus induziert werden, zu ermoglichen, wurde als weitere
Kontrolle der Stamm SG2004b generiert und in die Analyse mit einbezogen. Die
Untersuchung strikt b-abhingiger Prozesse wire prinzipiell auch durch Verwendung
des Stammes CL13 moglich. CL13 ist &hnlich wie SG200 ebenfalls ein
solopathogener Stamm, der allerdings ausschlieBlich eine kompatible bEI1/bW2-
Kombination trigt. Im Gegensatz zu SG200 wird der a-Locus also nicht {iber ein
kompatibles Pheromon induziert. Da CL13 jedoch im Vergleich zu SG200 eine stark
reduzierte Virulenz aufweist (R. Kahmann, pers. Mitteilung), wurde er nicht in die

Untersuchungen mit einbezogen.
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3.2 b-regulierte Gene auf der Pflanzenoberfliche

Insgesamt wurden beim Vergleich der Transkriptome von SG200 und SG2004b
im Vergleich zu FB1 418 Gene identifiziert, die ihre Expression in Abhéngigkeit des
aktiven a-Paarungstyplocus allein oder beider Paarungstyploci (a und b) auf der
Blattoberflache um den Faktor > 2 verdndern. Von diesen waren 206 hoch- und 212
Gene runterreguliert. 91 Gene zeigten eine differentielle Regulation nur in SG20045,
sind demzufolge also wahrscheinlich spezifisch flir pheromonstimulierte Zellen auf
der Pflanzenoberfliche (Tabelle 6). Unter den Genen, die in SG2004b induziert
waren, befanden sich solche, fiir die zuvor schon eine a-abhédngige Induktion
beschrieben wurde. Hierzu zdhlen beispielsweise die Gene fiir den Pheromonrezeptor
Pral und das Pheromonvorlduferprotein Mfal (Hartmann et al., 1996; Urban et al.,
1996) oder den zentralen Transkriptionsfaktor der Pheromonantwort Prfl (Hartmann
et al., 1996). 184 Gene sind gleichermafien in SG20045 als auch in SG200 hoch-
bzw. runterreguliert, wohingegen 143 Gene nur in SG200 differentiell reguliert
waren. Der Befund, dass eine differentielle Regulation von mfal, pral und prfl in
SG200 nicht zu beobachten war, lasst die Schlussfolgerung zu, dass in diesem Stamm
die a-abhingige Regulation reprimiert ist. Die in SG200 difterentiell regulierten Gene
stellen somit hochstwahrscheinlich b-regulierte Gene dar. Fiir die Gene, die in
SG2004b und SG200 in &hnlicher Weise differentiell reguliert waren, kann sowohl

eine a-, als auch b-abhingige Regulation angenommen werden.

Tabelle 6: Differentielle Genregulation in SG200 und SG2004

a- und b-reguliert (SG200

Regulation a-reguliert (nur in SG2004b) b-reguliert (nur in SG200)
und SG20045)
>2 fach induziert 59 Gene 54 Gene 93 Gene
>2 fach reprimiert 32 Gene 130 Gene 50 Gene
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Wihrend des filamentdsen Wachstums auf der Pflanzenoberfliche kann eine Art
»Matrix“ beobachtet werden, welche die Filamente umgibt und zwischen den Hyphen
und der Pflanzenoberflidche abgelagert wird. Es wird vermutet, dass diese Matrix dem
Pilz eine bessere Anheftung an die Oberfliche ermdglicht (Snetselaar und Mims,
1993; K. Snetselaar, pers. Mitteilung). Interessanterweise kodieren 20 Gene, die in
SG2004b induziert waren, fiir Proteine, die keine Ahnlichkeit zu bereits bekannten
Proteinen in den Datenbanken aufweisen. Alle sind nach TargetP-Prognose
(Emanuelsson et al., 2000; MUMDB) sekretiert. Es ist vorstellbar, dass einige dieser
Proteine Bestandteil der zuvor beschriebenen Matrix sind, oder an deren Bildung
beteiligt sind und damit eine Rolle bei der Adhdsion der Konjugationshyphen spielen.

Des Weiteren fanden sich unter den in SG2004b induzierten Genen 5, die fiir
putativ zellwandabbauende Enzyme kodieren: drei Endoglukanasen (um02523,
um04816 und egll), eine Alpha-L-Arabinofuranosidase (um01829), und eine Endo-
1,4-B-Xylanase (um04422). Diese Enzyme konnten als Bestandteil der Matrix, welche
die Filamente bzw. Konjugationshyphen umgibt, die Adhésion unterstiitzen.
Ahnliches wird in Colletotrichum graminicola diskutiert. Hier erfolgt zwar die
Penetration iiber den Aufbau eines hohen Turgordruckes, es wird aber vermutet, dass
lytische Enzyme die Anheftung der Sporen an die Blattoberfldche und anschlieBende
Penetration unterstiitzen (Pascholati et al, 1993). An dieser Stelle kann jedoch
dariiber nur spekuliert werden, ob die auf der Blattoberflache beobachteten Filamente,
die durch SG2004b gebildet werden, Konjugationshyphen entsprechen, da fiir FB1
ebenfalls filamentdses Wachstum auf der Blattoberflache beobachtet werden konnte.
Es wire durchaus vorstellbar, dass die Filamentbildung in SG20045, wie auch in FB1
durch Faktoren wie Stickstoffmangel oder niedrigen pH-Wert induziert wird
(Kernkamp, 1939; Ruiz-Herrera et al., 1995).

Von den 147 Genen, die in SG200 hochreguliert waren, kodieren 38 fiir putativ
sekretierte Proteine ohne Ahnlichkeit zu bereits bekannten Proteinen, von denen 18
bereits a-abhingig induziert sind (s.0.). Auch fiir die 5 zellwandabbauenden Enzyme
(s.0.) konnte eine Induktion im pathogenen b-abhidngigen Filament beobachtet
werden. Es ist nicht auszuschlieBen, dass auch solche Gene, die bereits a-induziert
sind und im b-abhénigen Filament ebenfalls exprimiert werden, Pathogenitéts- bzw.
Virulenzfaktoren darstellen. So ist durchaus vorstellbar, dass einige dieser
beschriebenen Proteine der Filamentanheftung dienen, zum Anderen konnten sie aber

auch wichtige Funktionen in der pathogenen Entwicklung von U. maydis erfiillen. Die
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in SG200 induzierten sekretierten Proteine konnten eine Rolle in der Anheftung der
Appressorien, bzw. wiahrend der Penetration spielen, oder aber auch an der Perzeption
putativer Pflanzensignale beteiligt sein. Auch eine Rolle in der Suppression der
Pflanzenabwehr ist denkbar.

Aus einigen pflanzenpathogenen Pilzen ist bekannt, dass fiir die Ausbildung von
Appressorien die Perzeption eines spezifischen Signals der Wirtspflanze notwendig
ist. Im Rostpilz Uromyces appendiculatus beispielsweise wird die Appressorien-
bildung durch die Oberflachenstruktur des Blattes induziert. Hier dient also die
physikalische Beschaffenheit des Blattes als Signal zur Appressorienbildung (Hoch et
al., 1987). Ahnliches ist fiir Magnaporthe grisea beschrieben, wo die Festigkeit und
die Hydrophobizitdt der Oberfldche eine wichtige Rolle in der Appressorienbildung
spielen (Jelitto et al., 1994; Lee und Dean, 1994). In Colletotrichum gloeosporioides
wird die Appressorienbildung tiiber die chemische Zusammensetzung des
Oberflaichenwachses induziert (Podila et al., 1993). Es wird diskutiert, dass fiir die
Ausbildung von Appressorien in U. maydis ebenfalls die Perzeption -eines
Pflanzensignals notwendig ist (zusammengefasst in Kahmann und Kdmper, 2004). Es
kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass einige der Pathogen-spezifisch
exprimierten Proteine an der Erkennung eines solchen Pflanzensignals beteiligt sind.

In U. maydis sind die Appressorien nur als Anschwellung der Hyphenspitze zu
erkennen, und das Appressorium wird vor der Penetration nicht durch ein Septum von
der Hyphe getrennt. Es gibt ebenfalls keinen Hinweis auf eine Melanisierung des
Appressoriums. Damit unterscheiden sich die U. maydis-Appressorien von den
Appressorien von M. grisea und C. graminicola, bei denen mittels eines hohen
Turgordruckes die Pflanzenoberfliche penetriert wird (de Jonge et al., 1997;
Bechinger ef al., 1999). In U. maydis hingegen wird eine Penetration basierend auf
der Sekretion von zellwandabbauenden Enzymen diskutiert. Unterstiitzt wird diese
Vermutung einerseits durch die im Gegensatz zu den Penetrationshyphen von M.
grisea und C. graminicola relativ breite penetrierende Hyphe, die von U. maydis
gebildet wird (Snetselaar und Mims, 1992; Snetselaar und Mims, 1993), und
andererseits durch die Beobachtung, dass nach erfolgter Penetration Zytoplasma
sowohl in Hyphen auf der Pflanzeoberfldche als auch im bereits penetrierten Filament
zu sehen ist (zusammengefasst in Kahmann und Kadmper, 2004; Schirawski et al.,
2005). Bei den Appressorien im engeren Sinne wird zur Hyphe eine Zellwand

ausgebildet. Es konnte daher sein, dass die in SG200 induzierten sekretierten Proteine
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eine Rolle in der Perzeption eines putativen Pflanzensignals spielen, oder als
Komponenten einer extrazelluliren Matrix in der Anheftung der Hyphen bzw.
Appressorien beteiligt sind. Auch eine Involvierung der induzierten lytischen Enzyme
an der Adhésion von Filamenten und Appressorien an der Blattoberfliche, sowie der
anschlieBenden Penetration ist nicht auszuschlieBen.

In der Analyse der Transkriptome von SG200 und SG2004b hatte sich gezeigt,
dass 54 Gene in beiden gleichermaBlen induziert waren (Tabelle 6). Es ist mdglich,
dass diese Regulation iiber den Transkriptionsfaktor Rbf1 ablduft. Rbfl nimmt in der
b-vermittelten Regulationskaskade eine zentrale Rolle ein, da ca. 90 % der b-
regulierten Gene in ihrer Expression abhéngig von Rbfl sind. Dies manifestiert sich
in rbfl-Deletionsmutanten in einen kompletten Verlust der Pathogenitét (J. Kdmper
und M. Scherer, pers. Mitteilung). rbf1 wird in axenischer Kultur sowohl durch a
(Eichhorn, 2004; K. Zarnack, pers. Mitteilung) als auch durch b induziert, und diese
Regulation konnte auch auf der Blattoberfliche beobachtet werden. Fiir eine Rbfl-
abhéngige Regulation der Gene, die auf der Blattoberflache sowohl in SG200 als auch
in SG2004b induziert sind, spricht der Befund aus DNA-Microarray-Analysen von
SG2004rbf1-Stammen, dass ca. 60 % dieser 54 Gene (Tabelle 6) nicht mehr reguliert
sind (M. Scherer, pers. Mitteilung).

Zellen, die mit kompatiblem Pheromon stimuliert werden, arretieren ihren
Zellzyklus in Vorbereitung auf die bevorstehende Zellfusion in der G2-Phase (Garcia-
Muse et al., 2003). Da eine Induktion von rbf1 ebenfalls zu einem Zellzyklusarrest in
der G2-Phase fiihrt (M. Scherer, und J. Pérez-Martin, pers. Mitteilung), konnte Rbf1l
sowohl bei der Etablierung des a- als auch des b-abhingigen Zellzyklusarrests eine
wichtige Rolle zukommen. Uber die Funktion, die Rbfl wihrend der
Pheromonantwort innehat, kann allerdings bislang nur spekuliert werden, da rbfI-
Deletionsstimme  keinen  sichtbaren Defekt in  der  Ausbildung von
Konjugationshyphen zeigen (J. Kédmper und M. Scherer, pers. Mitteilung). Es ist
bekannt, dass Rbfl die Expression von hdpl aktiviert, welches wiederum als
Repressor fiir das Gen des B-Typ-Zyklins Clb1 wirkt. Die Repression von c¢/b/ fiihrt
zu einem Zellzyklusarrest in der G2-Phase (J. Kédmper und C. Pothiratana, pers.
Mitteilung). hdpl zeigt wie rbfl auf der Blattoberfliche eine Induktion in SG20045
und SG200. Daher es ist durchaus vorstellbar, dass Rbfl und Hdpl in der

Aufrechterhaltung des Zellzyklusarrests in der G2-Phase wihrend der Transition von
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pheromon- zu b-induziertem G2-Zellzyklusarrest eine Rolle spielen konnte (I. Flor-

Parra und J. Pérez-Martin, pers. Mitteilung).

3.3 Regulation von bizl

Auf der Pflanzenoberfliche konnten insgesamt flinf b-abhingig induzierte
Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Hierbei zeigte sich, dass Adpl und rbfi
sowohl a- als b-abhingig induziert waren, wohingegen bizl, um02389 und hdp?2 eine
strikt b-abhingige Regulation aufwiesen. biz/ wurde auch in axenischer Kultur nur in
Stimmen mit einem aktiven bE/bW-Heterodimer nachgewiesen. Da eine bizl-
Expression weder in pheromonstimulierten Zellen (FBD12), noch in Zellen mit
konstitutiv aktiver Pheromonsignalkaskade (FB1Fuz7DD) detektierbar war, kann eine
a-abhédngige Expression ausgeschlossen werden.

Die bekannten, direkt b-regulierten Gene /ga2, polX, dik6 werden bereits etwa 1-2 h
nach b-Induktion exprimiert. Hieraus wurde geschlossen, dass die spét b-induzierten
Gene, u.a. egll und repl, wahrscheinlich indirekt durch das bE/bW-Heterodimer
reguliert werden (Brachmann et al., 2001; Romeis et al., 2000; Weinzierl, 2001).
Sowohl die spite Expression von bizl in AB31, als auch der Befund, dass die
Expression von bizI Rbfl-abhingig ist, spricht fiir eine solche indirekte Regulation
durch b. Microarray-Analysen zeigten jedoch, dass die Expression von rbfI nicht
hinreichend zu sein scheint, um eine biz/-Induktion in der Abwesenheit eines aktiven
bE/bW-Heterodimers zu ermoglichen (M. Scherer, pers. Mitteilung). Fiir die
Expression von biz/ scheint sowohl ein aktives bE/bW-Heterodimer, als auch Rbfl
notwendig zu sein, da weder b noch Rbf1 alleine fiir eine biz/-Induktion ausreichend
sind. Es wire moglich, dass b und Rbfl kooperativ an den biz/-Promoter binden und
die Transkription initiieren. In Saccharomyces cerevisiae binden Stel2p und Teclp
kooperativ an sogenannte FREs (filamentation and invasion response element), um
die Expression von Genen, die an haploidem invasivem Wachstum und an diploidem
pseudohyphalem Wachstum beteiligt sind, synergistisch zu initiieren (Madhani und
Fink, 1997). Zum anderen wire aber auch denkbar, dass Rbfl fiir die Induktion von
bizl einen weiteren Koaktivator bendtigt, der wiederum durch ein aktives bE/bW-

Heterodimer reguliert wird. Bislang sind keine Rbfl-Bindestellen bekannt
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(M. Scherer und J. Kémper, pers. Mitteilung), jedoch lassen sich im Promotor von
bizl zwei putative b-Bindestellen identifizieren (Abb. 22), die allerdings im Vergleich
zu den beiden b-Bindestellen von fib52 und /ga2 mit -1651 und -1802 relativ weit
stromaufwérts vom postulierten Translationsstartpunkt entfernt liegen. Allerdings ist
das divergent zu bizl liegende Gen um02550 mit 3386 bp im Vergleich zu anderen
U. maydis Genen {iiberdurchschnittlich weit entfernt; da dieses Gen auch nicht b-
reguliert ist (M. Scherer, pers. Mitteilung), kénnten die b-Bindestellen funktionelle
cis-Elemente im biz/-Promotor darstellen. Weitere Analysen wie beispielsweise
Promotor-Deletionen oder Gelretardationsexperimente mit dem biz/-Promoter und
Rbfl bzw. einem bE-bW-Fusionsprotein (Romeis et al, 2000) sind allerdings

notwendig, um einen niheren Einblick in die Regulation von biz/ zu erhalten.

frb52 555 GIAIA
lga2 455 CA
biz1_yg54 G
biz1 1590 TG

Abbildung 22: Alignment putativer b-Bindestellen. Gezeigt ist das Alignment putativer b-
Bindestellen im biz/-Promoter mit den b-Bindestellen der Promotoren aus /ga2 und fib52 (Romeis et
al., 2000; Brachmann et al. 2001). Die Zahlen geben die relative Position zum Translationsstartpunkt
an. Grau hinterlegt sind identische Nukleotide.

3.4 bizl kodiert fiir einen potentiellen Transkriptionsfaktor

Bizl enthilt laut PSORT-Prognose eine NLS im N-terminalen Teil zwischen
Aminosdure 145 und 150. Ubereinstimmend mit dieser Voraussage konnte fiir Bizl
mit Hilfe eines funktionellen Bizl::eGFP-Fusionsproteins eine Lokalisierung im
Zellkern gezeigt werden (Vranes et al., 2006). Des Weiteren enthédlt Bizl zwei C,H;-
Zinkfingerdoménen, die zu den héufigsten DNA-Bindemotiven in Eukaryoten
gehoren (zusammengefasst in Papworth et al, 2006). Wéihrend die zweite
Zinkfingerdoméne Zf2 der Zinkfinger-Konsensussequenz CX;4CX;,HX;5.sH
entspricht (Jacobs, 1992), fehlt im Loop der ersten Doméne Zf1 zwischen den beiden

Cysteinen eine Aminosdure. Die Zinkfingerdoméne, bestehend aus zwei [-
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Faltblattern und einer a-Helix, faltet sich in Gegenwart eines Zinkions zu einer
kompakten Struktur. Dabei wird das Zinkion (Zn*") zwischen den konservierten
Cystein- und Histidinresten gebunden (Frankel et al., 1987; Lee et al., 1989; Pavletich
und Pabo, 1991). Die C,H,-Zinkfingerdoméne wurde erstmalig in dem Trans-
kriptionsfaktor TFIIIA aus Xenopus laevis beschrieben (Miller et al., 1985), der fiir
die Regulation der Transkription der 5S ribosomalen RNA Gene verantwortlich ist
(zusammengefasst in Shastry, 1996). Es ist eine Vielzahl an C,H;-
Transkriptionsfaktoren bekannt, die an der Regulation wichtiger Differenzierungs-
und Wachstumsprozesse beteiligt sind. Hierzu zdhlen in erster Linie die C,H,-
Zinkfinger der Spl- und Kiriippel-dhnlichen Transkriptionsfaktoren, die sich in
verschiedenen Spezies wie beispielsweise Caenorhabditis elegans, Xenopus laevis,
Drosophila melanogaster, der Maus, oder dem Menschen finden lassen. So wird
beispielsweise Spl in murinen Zellen ubiquitidr exprimiert, und die Deletion dieses
Gens fithrt zu gravierenden morphologischen Defekten in der frithen
Embryonalentwicklung (Marin ef al., 1997). Im Gegensatz hierzu zeigen KLF1 und
KLF2 eine gewebe- bzw. zellspezifische Expression. KLF1 spielt eine Rolle wahrend
der Erythropoese (Nuez et al., 1995; Perkins et al., 1995), wahrend KLF2 spezifisch
an der T-Zellinaktivierung beteiligt ist (Kuo et al, 1997). Neben den C,H;-
Zinkfingerdoménen enthélt Bizl auch eine glutaminreiche Doméne, die, wie von Spl
oder Octl bekannt ist (Escher ef al.,, 2000), Transkriptionsaktivierung vermitteln
konnte. Die glutaminreiche Sequenz aus Spl interagiert mit Komponenten des
Transkriptionsfaktors TAFII130, um die Transkription zu initiieren (Gill et al., 1994).
In der Literatur lassen sich nur wenige Beispiele finden, in denen
Transkriptionsfaktoren als Regulatoren der Pathogenitit bzw. Virulenz in
phytopathogenen Pilzen beschrieben wurden. In Fusarium oxysporum wird die
Virulenz durch PacC, einem konservierten C,H,-Transkriptionsfaktor, der an der pH-
abhingigen Gen-Regulation beteiligt ist, reguliert. Eine Deletion von pacC fiihrte zu
einer geringen, aber signifikanten Steigerung der Virulenz. Daher nimmt man an, dass
PacC Gene reprimiert, die durch ein saures Milieu induziert werden und eine wichtige
Rolle fiir die Pathogenitit spielen (Caracuel ef al., 2003). In Claviceps purpurea ist
der CREB-édhnliche bZIP-Transkriptionsfaktor CPTF1 an der Regulation der
oxidativen Stressantwort beteiligt. Eine Deletion von CPTF1 fiihrt zu reduzierter
Virulenz (Nathues et al., 2004). Interessanterweise ist in M. grisea Mstl2, ein Stel2-

homologer  Transkriptionsfaktor, essentiell fiir die Penetration. mstl2-
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Deletionsmutanten sind zwar in der Lage, Appressorien zu bilden, jedoch kdnnen sie
keine Penetrations- oder Infektionshyphen ausbilden (Park et al., 2002).

Die Funktion von Bizl kann mit keinem der erwidhnten Transkriptionsfaktoren
korreliert werden. So =zeigen etwa mstl/2-Mutanten, dhnlich wie bizl-
Deletionsmutanten, einen Defekt bei der Penetration, jedoch ist die Appressorien-
bildung im Gegensatz zu biz/-Deletionsmutanten nicht beeintrichtigt. Bizl scheint
also, anders als Mst12 sowohl in der Regulation der Appressorienbildung als auch in
der Regulation der Penetration und dem anschlieBenden invasiven Wachstum eine

entscheidende Rolle zu spielen.

3.5 Bizl und die Zellzykluskontrolle

Die Deletion von biz/ fithrt zu einer drastischen Reduktion der
Appressorienbildung; die Hyphen konnen zwar die Pflanzenoberfliche noch
penetrieren, jedoch ist invasives Wachstum und in planta Proliferation in Abizl-
Stdimmen nicht zu beobachten.

Die Differenzierung des Zellzyklus-arretierten Filaments auf der Blattober-
fliche zu Appressorien stellt einen komplexen Prozess dar. Sie geht einher mit
Anderung der Wachstumsrichtung um 90° und der anschlieBenden Aufhebung des
Zellzyklusarrests nach erfolgter Penetration (Banuett und Herskowitz, 1996;
Snetselaar und Mims, 1992). Neben der Perzeption eines putativen Pflanzensignals
(zusammengefasst in Kahmann und Kémper, 2004) scheint eine fein abgestimmte
Regulation des Zellzyklus wéhrend der morphologischen Verdnderungen in der
pathogenen Entwicklung eine wichtige Rolle zu spielen (J. Pérez-Martin, pers.
Mitteilung). Es ist bekannt, dass in der Regulation des Zellzyklus in U. maydis,
dhnlich wie in anderen Eukaryoten, Cyclin-abhédngige Protein-Kinasen (Cdk, cyclin-
dependent protein kinase) Schliisselkomponenten darstellen. Wéhrend ein Komplex
aus Cdkl und dem B-Typ Zyklin Clbl fiir die G1/S- und G2/M-Transition
erforderlich ist, ist der Komplex Cdkl-Clb2 fiir die G2/M-Transition spezifisch
(Garcia-Muse et al., 2004). Aus neueren Studien ist bekannt, dass sowohl
Verdnderungen am Transkriptionslevel, als auch Verdnderungen der Abbaurate

mitotischer Zykline dazu fiihren konnen, dass U. maydis nicht mehr in der Lage ist,
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die Pflanze zu infizieren (Garcia-Muse et al., 2004; Castillo-Lluva et al., 2004;
Castillo-Lluva und Pérez-Martin, 2005).

In Arbeiten von Ignacio Flor-Parra und José Pérez-Martin konnte gezeigt
werden, dass eine Uberexpression von Bizl die Expression des B-Typ Zyklins Clbl
reprimiert, und somit zu einem Zellzyklusarrest in der G2-Phase fiihrt. Somit wurde
Bizl als neuer Regulator des Zellzyklus in U. maydis beschrieben (Vranes$ et al.,
2006). Es wurde zunidchst postuliert, dass der Pathogenititsverlust in bizl-
Deletionsstimmen auf die Bizl-abhidngige Regulation von Clbl zuriickgefiihrt
werden konnte. Konsistent mit dieser Annahme war die Beobachtung, dass
SG2004biz1-Stimme wihrend des filamentosen Wachstums mehr als einen Zellkern
pro Hyphe aufwiesen, was fiir einen Defekt in der Fahigkeit den Zellzyklus zu
arretieren sprach (VraneS et al, 2006). Jedoch konnte in weiterfiihrenden
Experimenten gezeigt werden, dass die Bizl-abhéngige Regulation von CIlb1 nicht fiir
den Pathogenitétsverlust in biz/-Deletionsstimmen verantwortlich ist (Vranes ef al.,
2006). Dies legt die Vermutung nahe, dass andere durch Bizl-regulierte Gene eine
essentielle Rolle in der pathogenen Entwicklung haben.

In dieser Arbeit wurden durch DNA-Microarray-Analysen 129 Gene
identifiziert, die durch eine Bizl-Uberexpression induziert waren. 42 von diesen
Genen zeigten ebenfalls eine Induktion in SG200 auf der Pflanzenoberflidche. Dieses
Ergebnis ldsst vermuten, dass Bizl fiir die Regulation dieser Gene verantwortlich ist.
Um diese Hypothese experimentell zu verifizieren, wurde eine Transkriptom-Analyse
eines SG2004bizI-Stammes auf der Pflanzenoberfliche durchgefiihrt. Hierbei
konnten 15 strikt Bizl-abhidngige Gene identifiziert werden, deren Expression
signifikant reduziert war und auf einem vergleichbaren Niveau wie im nicht
pathogenen Stamm FBI1 lag. Dieses Ergebnis ldsst die Annahme zu, dass Bizl sowohl
notwendig, als auch hinreichend fiir die Expression dieser 15 Gene ist. Fiir die Gene,
die zwar in der Biz1-Uberexpression induziert waren, jedoch keine Reduktion in ihrer
Expression in SG2004biz! auf der Pflanzenoberfliche zeigten, kdnnte ein weiterer
Regulator postuliert werden. Es darf aber auch nicht auBBer Acht gelassen werden, dass
eine starke Bizl-Uberexpression dazu fiihren kann, dass Gene induziert werden, die
unter physiologischen Bedingungen nicht hochreguliert sind. Fiir 4 Gene, die in
SG2004biz1 auf der Pflanzenoberfldche in ihrer Expression reduziert sind, aber keine

Induktion in der Bizl-Uberexpression zeigten, ist durchaus vorstellbar, dass
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beispielsweise ein weiterer Koaktivator oder ein Pflanzensignal notwendig ist, um die
Expression dieser Gene zu induzieren.

Nachdem die Zellzyklusregulation durch Biz1 nicht direkt mit dem Verlust der
Pathogenitét in 4bizl-Stimmen korreliert werden konnte (Vranes et al., 2006), lag die
Vermutung nahe, dass die Apathogenitit der biz/-Deletionsstimme auf dem Verlust
der Regulation der in dieser Arbeit beschriebenen strikt Bizl-abhingigen Gene
beruht. Von den 15 strikt Bizl-abhidngigen Genen kodiert eines fiir eine putative
Endoglukanase und 14 fiir Proteine ohne bekannte Funktion. Von diesen haben 12
keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen, die in Datenbanken hinterlegt sind
(Tabelle 4; siche Ergebnisteil). Durch eine systematische Deletionsanalyse konnte
pstl identifiziert werden, dessen Deletion zu einem #hnlichen Phénotyp wie die
Deletion von bizl fiihrt. psti-Deletionsstimme sind zwar noch in der Lage,
Appressorien zu bilden, bleiben aber ebenfalls kurz nach der Penetration stecken und
zeigen keine Proliferation in der Pflanze. Im Rahmen dieser Arbeit konnte aus
zeitlichen Griinden nicht gekldrt werden, ob die Deletion von pst/, wie im Fall von
bizl, zu einer Reduktion der Appressorienanzahl fiihrt. An dieser Stelle muss
angemerkt werden, dass basierend auf der Genomannotation der MUMDB pst/ als ein
ORF annotiert ist und als solcher deletiert wurde. Durch die Sequenzierung eines
3" cDNA-Fragments zeigte sich jedoch, dass es sich bei pst/ hochstwahrscheinlich
um zwei offene Leserahmen handelt (im folgenden Text als pst/ und pst2 bezeichnet;
Abb. 19). Um herauszufinden, welches der beiden pst-Gene eine Rolle wihrend der
pathogenen Entwicklung hat, ist es zunéchst erforderlich, beide putativen ORFs
anhand von cDNA-Sequenzen zu verifizieren, und dann gegebenenfalls einzeln zu
deletieren. Es ist vorstellbar, dass bereits die Deletion eines der beiden pst-Gene
ausreichend ist, um einen Verlust der Pathogenitdt herbeizufiihren, oder aber dass pst/
und pst2 redundante Funktionen besitzen. Diese Arbeiten wurden aus Zeitgriinden
jedoch noch nicht durchgefiihrt.

Uber die Rolle der iibrigen strikt Bizl-abhingigen Gene wihrend der
pathogenen Entwicklung kann momentan nur spekuliert werden. Es ist durchaus
vorstellbar, dass sie Aufgaben, wie bereits diskutiert, bei der Anheftung der Filamente
auf der Blattoberfliche oder Funktionen wéahrend der Penetration tibernechmen, diese
jedoch fiir U. maydis nicht essentiell sind oder unter den Gewéchshaus- und

Infektionsbedingungen nicht relevant sind. Einige der strikt Biz1-abhidngig regulierten
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Gene weisen Sequenzédhnlichkeiten zu anderen U. maydis Proteinen auf (Tabelle 4),
wodurch eine redundante Funktion nicht ausgeschlossen werden kann.

Nach der neuen Annotation kodiert ps¢t/ wahrscheinlich fiir ein Protein mit
511 AS und pst2 fiir ein Protein mit 418 AS. Fiir beide wird durch TargetP
(Emanuelsson et al., 2000; MUMDB) vorausgesagt, dass sie sekretiert werden. Durch
die neue Annotation war die Verwendung eines bereits bestehenden pstl.:egfp-
Konstruktes zur Lokalisierung des Pstl-Proteins hinfillig geworden, so dass die Se-
kretion der Pst-Proteine bislang leider nicht experimentell verifiziert werden konnte.
Beide pst-Gene sind sowohl auf der Pflanzenoberfliche als auch wihrend der
gesamten biotrophen Phase exprimiert. Basierend auf diesem Befund erscheint es
wahrscheinlich, dass Pstl und Pst2 nicht nur wahrend der Penetration und des
initialen invasiven Wachstums eine essentielle Rolle spielen, sondern dass sie auch in
spiteren Entwicklungsprozessen in der Pflanze eine wichtige Funktion haben
konnten. So kdnnten sie beispielsweise an Prozessen wie der Pilz-Pflanze-Interaktion
bzw. Kommunikation, oder aber auch an der Unterdriickung der Pflanzenabwehr
beteiligt sein. Es wird diskutiert, dass einige sekretierte Proteine aus Rostpilzen oder
Oomyceten in Pflanzenzellen transportiert werden (Armstrong et al., 2005; Dodds et
al., 2004; Rehmany et al, 2005). Im Gegensatz zu diesen Organismen, die
spezialisierte Infektionsstrukturen, sogenannte Haustorien, besitzen, um den
Austausch von Nihrstoffen und Proteinen zu gewihrleisten (Birch et al, 2006;
Mendgen und Hahn, 2002), hat U. maydis eine stark ausgeprigte Wirt-Parasit-
Grenzfliche wihrend des intrazelluldren Wachstums. Es wird angenommen, dass der
enge Kontakt zwischen Pathogen und Wirts-Plasmamembran eine Grundvoraus-
setzung flir den Austausch von Proteinen darstellt (Kédmper et al., 2006; Snetselaar
und Mims, 1994). Interessanterweise wurde kiirzlich mit gas/ ein weiteres Gen
beschrieben, das eine Funktion bei der Proteinsekretion hat und eine wichtige Rolle in
der sexuellen Entwicklung von U. maydis spielt (Schirawski et al., 2005). gasl
kodiert fiir die katalytische o-Untereinheit der Glucosidase II und lokalisiert im
endoplasmatischen Retikulum, wo sie an der Prozessierung von N-glykosylierten
Proteinen beteiligt ist. Es wird angenommen, dass Glukosidasen eine zentrale Rolle in
der Kontrolle der Proteinfaltung von Glykoproteinen spielen (Helenius und Aebi,
2001). Ahnlich wie bizI- und pstl/pst2-Deletionsstimme zeigen auch gasi-

Deletionsmutanten keinen offensichtlichen Phénotyp im Bezug auf das Wachstum
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unter axenischen Bedingungen, arretieren jedoch ihr Wachstum in der pathogenen
Entwicklung kurz nach der Penetration der Blattoberflache (Schirawski et al., 2005).
Es wird spekuliert, dass Gasl spezifisch fiir die Etablierung dieser Wirt-Parasit-
Grenzfliche benotigt wird, und dass eine fehlerhafte Glykosylierung von Proteinen
die Ausbildung dieser Grenzfldche verhindern konnte (Schirawski et al., 2005). Es ist
durchaus vorstellbar, dass pst/ und pst2 eine essentielle Funktion in der Etablierung
der Wirt-Parasit-Grenzfldche haben, bzw. Bestandteil dieser sind und hier Aufgaben
in der Pilz-Pflanze-Interaktion iibernehmen.

Bislang ist unbekannt, wie U. maydis wihrend seines biotrophen Wachstums
in der Pflanze die pflanzlichen Abwehrmechanismen umgeht bzw. unterdriickt. Es ist
vorstellbar, dass pst/ und pst2 hierbei eine Rolle spielen konnten. Pflanzen besitzen
sowohl konstitutive als auch induzierbare Mechanismen, um Pathogene abzuwehren.
Um die Pflanze erfolgreich zu kolonisieren, miissen vom Pathogen morphologische
Barrieren wie Zellwidnde und Wachsschichten, aber auch Sekunddrmetabolite und
antimikrobielle Proteine {iberwunden werden. Zu den konstitutiven Mechanismen
gehoren beispielsweise chemische antimikrobielle Substanzen wie Saponine, die in
aktiver Form und teilweise in hohen Konzentrationen in unbeschéidigten
Pflanzenzellen vorkommen. Hingegen liegen zyanogene Glykoside oder
Glukosinolate in nicht-aktivierter Form in der Zelle vor und werden nach
Pathogeninvasion aktiviert (zusammengefasst in Osbourn, 1996).

Bei der induzierten Abwehr wird das Pathogen anhand von Elizitoren, auch
PAMPs (pathogen-associated molecular pattern) genannt, erkannt. Hierzu zéhlen
beispielsweise bakterielle Lipopolysaccharide (Newman et al.,, 2002), pilzliche
Xylanasen und Invertasen (Basse et al, 1993; Enkerli et al, 1999), oder
Abbauprodukte der pilzlichen Zellwand, wie Chitin (Ito et al, 1997; Peck et al.,
2001). Die induzierte Abwehrreaktion kann in der Induktion von PR-Proteinen
(pathogenesis-related; wie Chitinasen, Glukanasen, oder Proteinasen), in der
Akkumulation von antimikrobiellen Proteinen (Defensinen) bzw. Sekundér-
metaboliten (Phytoalexinen), oder in der Anhdufung reaktiver Sauerstoffspezies
bestehen (zusammengefalt in Niirnberger et al., 2004). Fir Fusarium oxysporum
konnte gezeigt werden, dass das Chitin der Zellwand durch eine Glykoproteinschicht
maskiert wird (Schoffelmeer et al., 1999), wodurch die pilzliche Zellwand vor einem
Angriff pflanzlicher Chitinasen geschiitzt werden konnte. Durchaus vorstellbar ist,

dass sekretierte Proteine in U. maydis eine dhnliche Funktion {ibernehmen und so den
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Pilz vor der Pflanzenabwehr schiitzen. Hierbei konnten pst/ und pst2 wichtige
Komponenten, beispielsweise als Strukturproteine in der Vernetzung dieser
Schutzschicht, darstellen. Eine Proteinschutzschicht konnte aber auch dazu genutzt
werden, um dem Pilz als eine Art ,,Tarnkappe“ zu dienen. Dies konnte eine
Erkennung des Pilzes durch die Pflanze génzlich unterbinden und so eine
Pflanzenabwehrreaktion vermeiden.

Aus Cladosporium fulvum ist bekannt, dass wihrend der Infektion
verschiedene Proteine in den Apoplasten der Pflanzen sekretiert werden und diese als
Elizitoren in kompatiblen Reaktionen die Pflanzenabwehr induzieren kénnen. Fiir den
Avirulenzfaktor Avr4, der eine Chitinbindedoméne besitzt, konnten ,,virulente* Allele
identifiziert und charakterisiert werden. Diese modifizierten Avr4-Varianten besitzen
noch ihre Chitinbindefdhigkeit, induzieren aber keine Pflanzenabwehrreaktion mehr.
Daher wird diskutiert, dass ihre Funktion in der Pathogenitit darin besteht, die
Pilzzellwand vor pflanzlichen Chitinasen zu schiitzen (van den Burg ef al., 2004; van
den Burg et al., 2003).

Eine weitere Moglichkeit fiir sekretierte Proteine, den Pilz vor einer
Abwehrreaktion der Pflanze zu schiitzen, bestiinde in der aktiven Suppression der
Pflanzenabwehr. In der Aktivierung der adaptiven Pflanzenabwehr spielen
Signaltransduktionskaskaden eine wichtige Rolle (zusammengefasst in Innes, 2001;
Tena et al., 2001). So werden beispielsweise in Nicotiana tabacum zwei MAPK
(SIPK und WIPK) iiber eine MAPK-Kaskade durch verschiedene Elizitoren aktiviert
(Zhang et al., 1998). In Oryza sativa ist fir die MAPK BWMKI1 bekannt, dass sie
ebenfalls durch pilzliche Elizitoren aktiviert wird und die Transkription verschiedener
PR-Gene durch die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors OSEREBP1 vermittelt
(Cheong et al., 2003). Pst1 und Pst2 kdnnten Rezeptoren solcher Kaskaden blockieren
oder aktiv in der Pflanzenzelle Schliisselkomponenten solcher Signaltransduktions-

kaskaden hemmen.
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3.6 Rolle von Bizl wihrend der pathogenen Entwicklung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Bizl in der frithen
pathogenen Entwicklung von U. maydis eine essentielle Rolle spielt. Hier kontrolliert
Bizl Prozesse wie die Regulation des Zellzyklus (Vranes et al., 2006) und die
Appressorienausbildung. Der Verlust der pst/- und pst2- Regulation scheint fiir den in
bizl-Deletionsstimmen beobachteten Defekt in der Pathogenitit verantwortlich zu
sein. Da biz] wihrend der gesamten biotrophen Phase exprimiert wird, ist es jedoch
wahrscheinlich, dass dies nicht die einzige Funktion von Bizl ist. Wéhrend der
gesamten pathogenen Entwicklung konnten 78 Bizl-abhingige Gene identifiziert
werden, die in verschiedenen Gruppen geclustert waren, und die ihre maximale
Expressionsstirke zu verschiedenen Stadien der pathogenen Entwicklung aufwiesen.
Dieser Befund spricht dafiir, dass Bizl zu verschiedenen Zeitpunkten der pathogenen
Entwicklung distinkte Aufgaben iibernehmen koénnte. Die Annotation dieser Gene
lasst jedoch keine eindeutige Aussage iiber ihre Funktion und deren Bedeutung fiir
das biotrophe Wachstum von U. maydis zu, da viele fiir potentiell sekretierte Proteine
kodieren, die keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen aus Datenbanken aufweisen
(s. Ergebnisteil). Es kdnnte sein, dass einige dieser Proteine nicht nur in bereits vorher
diskutierten Prozessen wie Perzeption eines Pflanzensignals, Anheftung von
Filamenten oder Suppression der Pflanzenabwehr eine Rolle spielen, sondern auch in
spateren Entwicklungsstadien, beispielsweise an der Tumorinduktion, beteiligt sind.
Im Genom von U. maydis lassen sich durch eine Kombination von SignalP- und
ProtComp-Vorhersagen 416 Gene identifizieren, die fiir sekretierte Proteine kodieren.
301 von diesen kann keine Funktion zugewiesen werden, und von diesen zeigt rund
die Hilfte (179) keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen. Interessanterweise sind
14,4 % aller sekretierten Proteine in Clustern von 3 bis 26 Genen organisiert
(R. Kahmann und T. Brefort, pers. Mitteilung; Kémper et al., 2006). Der groite Teil
dieser Gene zeigt eine spezifische Induktion wihrend der pathogenen Entwicklung (5,
9, 13 dpi; Daten nicht gezeigt). Eine systematische Deletionsanalyse hat ergeben, dass
6 der Cluster relevant fiir die pathogene Entwicklung sind. Eine Deletionsmutante ist
hypervirulent, wohingegen fiinf Deletionsmutanten zu verschiedenen Stadien
blockiert sind; eine Mutante davon, dhnlich wie die biz/-Mutante, bereits kurz nach

der Penetration (R. Kahmann und T. Brefort, pers. Mitteilung; Kdmper et al., 2006).
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Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse haben gezeigt, dass Bizl ein
neuer essentieller Regulator der pathogenen Entwicklung in U. maydis ist. Bizl
scheint nicht nur an Prozessen in der frithen Infektionsphase, wie Appressorien-
bildung, Penetration und in planta Proliferation beteiligt zu sein, sondern kdnnte auch
in spiteren Entwicklungsstadien wichtige Aufgaben innehaben. Konsistent mit dieser
Vermutung ist der Befund, dass Bizl-regulierte Gene nicht nur auf der
Pflanzenoberfliche induziert sind, sondern ihre Expressionsmaxima zu verschiedenen
Zeitpunkten der pathogenen Entwicklung aufweisen. Dies ldsst es wahrscheinlich
erscheinen, dass Bizl in verschiedenen Stadien an spezifischen Prozessen, wie
beispielsweise Suppression der Pflanzenabwehr oder Tumorinduktion, beteiligt sein
konnte.

Mit pstl und pst2 sind Bizl-Zielgene identifiziert worden, deren Deletion zu
einem dhnlichen Phinotyp wie die biz/-Deletion fiihrt. Es erscheint wahrscheinlich,
dass der Verlust der psti- und pst2- Regulation fiir den in biz/-Deletionsstimmen
beobachteten Defekt in der Pathogenitit verantwortlich ist. Durch eine
Uberexpression der pst/- und pst2-Gene konnte untersucht werden, ob die
Uberexpression ausreichend wire, um den Defekt in der Pathogenitit von bizl-
Deletionsstimmen zu beheben. Die Funktion der pst/ und pst2-Gene konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht weiter charakterisiert werden. So miissen im Rahmen
zukiinftiger Studien Pstl/Pst2::GFP-Fusionsproteine verwendet werden, um die
subzelluldre Lokalisation oder eine mogliche Sekretion in den Apoplasten der Pflanze
ndher zu untersuchen.

Wihrend der pathogenen bzw. biotrophen Entwicklungphase von U. maydis scheinen
sekretierte Proteine wichtige Aufgaben zu iibernehmen. Die weitere Charakterisierung
dieser sekretierten Proteine konnte einen entscheidenden Beitrag zum Versténdnis der

biotrophen Lebensweise von U. maydis leisten.
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4 Material und Methoden

4.1 Material und Bezugsquellen

4.1.1 Medien, Losungen, Enzyme und Kits

Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien
waren p. a. Qualitdt und wurden von den Firmen
Ambion, Sigma-Aldrich, Merck, Fluka, Riedel-de-
Haén, Gerbu, Seakem, Duchefa, Difco, Serva,
BioRad, Amersham, Pharmacia, Invitrogen und
Carl-Roth bezogen; Fiir weitere Einzelheiten siehe
(Brachmann, 2001).

Puffer und Losungen

Standard-Puffer und Loésungen wurden nach
Ausubel et al. (1987) und Sambrook et al. (1989)
hergestellt. Spezielle Puffer und Losungen sind
unter den jeweiligen Methoden aufgefiihrt sein.

Medien

Fir die Kultivierung von E. coli wurden dYT-
Fliissigmendium und YT-Festmedium verwendet
(Ausubel et al, 1987, Sambrook et al., 1989).
Ampicillin wurde in einer Konzentration von
100 pg/ml eingesetzt.

Fir die Kultivierung von U. maydis wurden
folgende Medien verwendet, die wenn nicht anders
angegeben, 5 min bei 121 °C autoklaviert wurden.

CM-Medium

(Banuett und Herskowitz, 1989; Holliday, 1974):
1,5 g NH4;NO;

2,5 g Casamino Acids

0,5 g DNA

1 g Yeast Extract

10 ml Vitamin-Losung (s.unten)

62,5 ml Salz-Losung (s.unten)

1 ml Spurenelement-Losung (s.unten)

20 g Bacto Agar (fiir Platten)

mit H,O auf 980 ml aufgefiillt, pH-Wert auf 7,0
mit NaOH eingestell und autoklaviert.

nach dem Autoklavieren:

20 ml 50% (w/v) Glukose-Losung (f.c. 1% CM-
Glc) bzw. 40 ml 25% Arabinose-Losung (f.c. 1%
CM-Ara).

YEPS,-Medium, modifiziert nach (Tsukuda et
al., 1988):

10 g Yeast Extract

10 g Pepton

10 g Saccharose

mit H,O auf 1 | aufgefiillt

NM-Medium (Holliday, 1974):

62,5 ml Salz-Losung (s. unten)

3 g KNO;

mit H,O auf 980 ml aufgefiillt pH-Wert auf 7,0
mit NaOH eingestellt und autoklaviert.

nach dem Autoklavieren:

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

Array-Minimalmedium (Scherer et al., 2006):
62,5 ml Salz-Losung (s. unten)

30 mM L-Glutamin

mit H,O auf 980 ml aufgefiillt pH-Wert auf 7,0
mit NaOH eingestellt und sterilfiltriert.

nach dem Sterilfiltrieren:

20 ml 50% (w/v) Glukose-Losung (f.c. 1%)
bzw. 40 ml 25% Arabinose-Losung (f.c. 1%)

Salz-Loésung (Holliday, 1974):
16 g KH,PO,,

4 g Na,SO,

8 g KCl

4 g MgS0O,4x 7 H,O

1,32 g CaCl, x 2 H,O

8 ml Spurenelement-Losung

mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und sterilfiltriert

Spurenelement-Losung (Holliday, 1974):
60 mg H;BO;

140 mg MnCl, x 4 H,O

400 mg ZnCl,

40 mg NaMoO, x 2 H,O

100 mg FeCl; x 6 H,O

40 mg CuSO, x 5 H,O
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Mit H,O auf 1 I aufgefiillt und sterilfiltriert

Vitamin-Losung (Holliday, 1974):

100 mg Thiamin

50 mg Riboflavin

50 mg Pyridoxin

200 mg Calciumpantothenat

500 mg p-Aminobenzoesdure

200 mg Nikotinsdure

200 mg Cholinchlorid

1000 mg myo-Inositol

Mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und sterilfiltriert

Regenerationsagar (Schulz et al., 1990):
a) Top-Agar:
1,5% (w/v) Bacto-Agar
1 M Sorbitol
in YEPS-Medium (s. oben)
b) Bottom-Agar:
wie a), zusdtzlich 400 pg/ml Hygromyzin
oder 4 pg/ml Carboxin

NSY-Glycerin (Einfriermedium):
8 g Nutrient Broth

1 g Yeast Extract

5 g Saccharose

800 ml 87% (v/v) Glycerin

mit H,O auf 1 1 aufgefiillt

Enzyme

Restriktionsenzyme wurden von NEB Biolabs
bezogen, alle iibrigen Enzyme von Roche mit
Ausnahme der reversen Transkriptasen von
(Invitrogen), der Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase (NEB) und Taq DNA-Polymerase
(Laborprédparation).

Verwendete Kits und sonstiges Material

RNeasy Kit (Qiagen) zur Préparation hochreiner
Gesamt-RNA, QiaQuick PCR Purification Kit
(Qiagen) zur Aufreinigung von PCR-Produkten,
JETquick Plasmid Miniprep Kit (Genomed) zur
Praparation hochreiner Plasmid-DNA, JETquick
General DNA Clean-Up Kit (Genomed) zur
Aufreinigung ~ von
Sequenzierung, TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen)

Plasmiden vor der

zur Klonierung von PCR-Produkten, GeneRacer Kit
(Invitrogen), BioArray-HighYield-RNA Transcript
Labelling Kit (Enzo), MEGAscript T7-HighYield
Transcription Kit (Ambion), GeneChip Expression

3’-Amplification Two-Cycle cDNA Synthesis Kit
(Affymetrix),  SuperScript® III  First-Strand
Synthesis  SuperMix (Invitrogen), Platinum®
SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen),
NEBlot Kit (NEB Biolabs) zur radioaktiven
Markierung von DNA-Fragmenten, BigDye Kit
(ABI) zur fluoreszenzmarkierten Sequenzierung,
Microspin S-200 und S-300 Sdulen (Amersham
Pharmacia Biotech) zur Aufreinigung von
radioaktiv markierten DNA-Sonden. Weiteres
verwendetes Material ist unter den jeweiligen
Methoden beschrieben.

4.1.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-
Biotech AG synthetisiert. Die Nukleotidsequenz ist
jeweils vom 5’-Ende in Richtung 3’-Ende ange-
geben.

Folgende Oligonukleotide dienten zur
Amplifikation der linken (Ib) und der rechten (rb)
Flanken zur Konstruktion von Deletionskonstrukten
nach Kdmper (2004); Details siche Abschnitt

Deletion des b-Paarungstyplocus:

Lbl

GAAGCTAGCGG AAAAGTGGGTGAG
Rb2
CCGTAGTTGTGCGAGAGCAGAGG

Deletion von bizl:

piz2_1bl

CTGCATGTTCGGACGCCAAC

piz2_1b2
GTTGGCCTGAGTGGCCCAAGCACACTGGCC
CTCG

piz2_lbn

CAATGGGCATGTGCTCTTG

piz2_rbl

GAGGCTGACTGAGCTGGAC

piz2_rb2
GTTGGCCATCTAGGCCGCTGACTCGACTGC
CTGC

piz2_rbn

GAAGGGCGTTGAAGGATG

Deletion von ¢36umli71:

C36uml171_lbl
GCTCTTCATGCTCGTATTCC
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C36uml71 _1b2
GTTGGCCATCTAGGCCCTTGACTGAGCTTTC
TAG

C36uml71_lbn

GCACGGTACTTGCCATGC

C36uml171 _1bl

TTCGTTTCGGCAGAACTGAC

C36uml171 _rb2
GTTGGCCTGAGTGGCCATCACAACCTGCGC
ATGTATC

C36uml71_rbn

TTGGGAGGTTGCGACTTAC

Deletion von C80um074:

C80um074 1bl

GATCGCCACTGATTACATCC

C80um074 _1b2
GTTGGCCATCTAGGCCCTTGACTAGGATCG
AGAGC

C80um074 lbn

TCGCGGATCTGATTGAGTG

C80um074 rbl
GCGGATACAACATGGTATGTGG
C80um074 rb2
GTTGGCCTGAGTGGCCTTGGATTTCTCCCTA
TTCAGCTTC

C80um074 rbn

GGTCTCCGTCTCATTCTCAG

Deltion von C90um210:

C90um210_1bl

TCGTCTTCCTCGCCTTTATG

C90um210 1b2
GTTGGCCATCTAGGCCTGTGCTTGATTTTGC
CTCG

C90um210 _lbn

GTGAGATGCAAGCGTCAAAG

C90um210_rbl

TGTGAGATGGTGGTAGACAG

C90um210 rb2
GTTGGCCTGAGTGGCCTCTTTCAACTCGTTC
TTGAC

C90um210_rbn

GGGATGACTGGGAAAGAAAC

Deletion von W125um220:
WI125um220 _Ibl
GACCGACAGGTTCTTCAC

W125um220 1b2
GTTGGCCATCTAGGCCGAGATGGAAGGATC
AGAG

W125um220_Ibn
ACCTCGGTCTGACACTATAC
W125um220 rbl
GCATCACGGAATGACTTAGG
W125um220_rb2
GTTGGCCTGAGTGGCCGAGACGCGAGGCTC
ATGC

W125um220_rbn
GCTCCATCTGTGGTTCAGTTC

Deletion von W15umli61:

Wl5uml61 Ibl

GGAACTGCTACAGGATTG

Wi5uml61 1b2
GTTGGCCATCTAGGCCCTTGAAGTAAGAAG
AAGAAG

W15uml161 lbn

ACGGGTGTCGATACACGAG

Wl15uml161 1bl

ATGCGCTTACCTTTGTGC

W15uml161 rb2
GTTGGCCTGAGTGGCCGACGCTTGCAGCTT
TTTAAC

W15uml161 rbn

TGTATTCCGCTTGCTTGC

Deletion von W195um010 und W200um010:
W195um010_1Ibl

CGTCGGCAAGTCTACAAAC

W195um010_1b2
GTTGGCCATCTAGGCCGTCGATTGCTGATCT
GAATTG

W195um010_1Ibn

CAGCTTCGCGTTCATGTC

W195um010_rb1

TCGACGAGCTGCTGGTAAG

W195um010_rb2
GTTGGCCTGAGTGGCCTCAGTCTCCTATTCT
CGAC

W195um010_rbn

TCGGAGTAGTCAGAAGTC

Deletion von pstI:
W35uml122 Ibl
GCTCGTAGAGGCCATACAC
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W35uml122 1b2
GTTGGCCATCTAGGCCGACTGCAGCTGGAG
AATC

W35uml122 lbn

CGTCCCTCCTTCACACTTG

W35uml122 rbl

TCATTAGGTCGGCTGATGTC

W35um122 rb2
GTTGGCCTGAGTGGCCTGGTATCGTAATTG
GCAAC

W35uml122_rbn

GTTCGACCTGAGTCAATTCC

Deletion von W80um148:

W80um148 Ibl

GTAAGTGAGCCGAACAAC

W80um148 1b2
GTTGGCCATCTAGGCCGGTGAAAAAAGGGA
GTTG

W80um148_lbn

CGTCTCTTCAGCGAGTACC

W80um148_rbl

TACATTGCGACTGGAGAC

W80um148 rb2
GTTGGCCTGAGTGGCCACGCTCCATTCGTG
ATTG

W80um148 rbn

ATTCGGTGCTTGCCATCTAC

Deletion von C5um277:

C5um277_1bl
CCAGTGAATGGTGACCCTTATG
C5um277_1b2
GTTGGCCATCTAGGCCTCTTCACGATTCTAG
GGC

C5um277_lbn

ATGTCTGGCAAGTCCCTAAC

C5um277_1bl

TAGAGCGGCAAGCTAGTG

C5um277_1b2
GTTGGCCTGAGTGGCCTTACCCAAAAATGC
CGCTTC

C5um277_rbn

CCCGAGAGCTGAAATAAGTC

Deletion von C65um278:
C65um278 1bl
CTCACTCTTGTCGCTACTTG

C65um278_1b2
GTTGGCCATCTAGGCCCGGTGTGCGTATGT
GTCG

C65um278_lbn

CTTGCTACCCGAGTTGAC

C65um278 rbl

GAAGTGCGTCTCTTCTGG

C65um278 rb2
GTTGGCCTGAGTGGCCGCTAAGTGCTCTTGT
ACTAAC

C65um278_rbn

CATCGTATCTGTCGCTCAAC

Diese Oligonukleotide fithren die angegebenen
Restriktionsstellen ein. Sie wurden zur Klonierung
des biz1-ORFs in pRU11 verwendet:

piz2-Ndel
GTTGATCATATGTCGATGCTTAGCACACG
piz2-Notl
GTTAGCGGCCGCTTACCAACGACGGCTGGT
G

Folgende Oligonukleotide liegen im biz/-Locus
und wurden zur Sequenzierung des biz/-ORFs
verwendet:

Seq-riz1-1
GGCATACGCAGACACAACAC
Seq-riz1-2
GATCCACACTGCCAAGACTC
Seq-riz1-3
TTACCGCCAACGCTCAATAC
Seq-riz1-4
ACATTGTGGGCGTAGATCGG

Diese Oligonukleotide wurden in Kombination mit
dem GeneRACER-Kit (Invitrogen) zur Herstellung
der pst1-3’-cDNA verwendet:

W35um122-gsp-3
TCGACGGCTATCCTCAAGGCGCAGATCC
W35um122-gsp-3n
GCAGGGCGCTGCTGGTCAAGATCCTTC
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Diese Oligonukleotide wurden fiir die Real-Time-
PCR verwendet:

fiir bizl:

Rt-riz1-F3
GGATCAGCCAAATGATGGACAG
Rt-riz1-R3
TACTCTCGCATCTCTTCCACTC

flir pst1:

pstl-rt-F
ACTCATCACGGCCATCTACC
pstl-rt-R
GTCCATTGGCACCAGTATCG

fiir ppi:

Rt-ppi-F2
ACATCGTCAAGGCTATCG
Rt-ppiR2
AAAGAACACCGGACTTGG

Weitere Oligonukleotide

REV24
TTCACACAGGAAACAGCTATGACC

Zur Sequenzierung verwendetes Oligonukleotid;
liegt neben dem Polylinker von pCR2.1-Topo

U. maydis Stimme

UNI24
ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG

Zur Sequenzierung verwendetes Oligonukleotid,
liegt neben dem Polylinker von pCR2.1-Topo

4.1.3 Stimme

E. coli-Stimme

Fir sdmtliche Klonierungen wurde der Stamm
DHS5a (Hanahan, 1985) verwendet, bei dem es sich
um ein Derivat des E. coli-Stammes K12 mit
folgenden genetischen Markern handelt: F', endAl,
hsdR, hsdM, supd4, thi-1, gyrAl, gyrA96, relAl,
recAl, lacZ AM15. Fiir die Klonierung von PCR-
Amplifikaten in pCR-TOPO mit dem TOPO-TA
Klonierungs-Kit (Invitrogen) wurde teilweise der
Stamm TOP10 (Invitrogen) benutzt, ebenfalls ein
E. coli K12 Derivat mit dem Genotyp: F, mcrA,
A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80lacZAM15, AlacX74,
deoR, recAl, araD139, A(ara-leu)7697, galU,
galK, rpsL(Str®), endA1, nupG.

Maisvarietiiten (Zea mays spec.)
Fiir alle Pflanzeninfektionen wurde die Maisvarietét

Early Golden Bantam (Olds Seed Company,
Madison, Wisconsin, USA) verwendet.

Die Stdimme in Tabelle 7 dienten in dieser Arbeit als Ausgangs- und/oder Teststimme, die in Tabelle 8
aufgefiihrten Stimme wurden in dieser Arbeit hergestellt. Wenn nicht anders vermerkt, wurden in allen
Staimmen homologe Rekombinationsereignisse durch Southern-Analyse bestitigt.

Tabelle 7: Ausgangstimme

Stamm Genotyp Resistenz Referenz

FB1 al bl - (Banuett und Herskowitz, 1989)
FB2 a2 b2 - (Banuett und Herskowitz, 1989)
FBDI11 ala2 blb2 - (Banuett und Herskowitz, 1989)
FBDI12-3 al a2 bl bl - (Banuett und Herskowitz, 1989)
AB31 a2 Pygi:bW2 Prgi:DEI Phleo® (Brachmann et al., 2001)

AB32 a2 Pergi:bW2 Py 1:DE2 Phleo® (Brachmann et al., 2001)
SG200 al mfa2 bW2 bE1 Phleo® (Bolker et al., 1995)
SG2004rbf1 al mfa2 bW2 bEI Arbfl Phleo®, Hyg® (M. Scherer, pers. Mitteilung)
FB1P,,:fuz7DD al bl ip"[Pcrgl fuz7DD]ip®  Cbx"® (Miiller et al., 2003)
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Tabelle 8: In dieser Arbeit hergestellt Stimme

Stamm Genotyp Resistenz Ausgangstamm
SG2004b al mfa2 AbW?2 AbEI Phleo®, Hyg" SG200
SG2004biz1 al mfa2 bW2 bEI Abizl Phleo®, Hyg" SG200
SG200-CFP' al mfa2 bW2 bEI P, cfp Phleo® Cbx" SG200
SG200-YFP? al mfa2 bW2 bEI P.yfp Phleo® Cbx® SG200
SG2004bizI-CFP? al mfa2 bW2 bEI Abizl P,,.:cfp Phleo®, Hyg®, Cbx®  SG2004biz]
SG2004bizI-YFP* al mfa2 bW2 bEI Abizl P,,.:yfp Phleo®, Hyg®, Cbx®  SG2004biz]
AB32Pcrgl:bizl a2 Pyt :bW2 Popgi:bE2 Ppgyibizl Phleo® Cbx" AB32
SG2004pstI’ al mfa2 bW2 bEI Apstl Phleo®, Hyg" SG200
SG2004C36um171 al mfa2 bW2 bEI AC36uml71 Phleo®, Hyg" SG200
SG2004C65um278 al mfa2 bW2 bE1 AC65um278 Phleo®, Hyg" SG200
SG2004C80um074 al mfa2 bW2 bE1 AC80um074 Phleo®, Hyg® SG200
SG2004C90um210 al mfa2 bW2 bEI AC90um210 Phleo®, Hyg" SG200
SG2004W125um220 al mfa2 bW2 bEI AW125um220 Phleo®, Hyg" SG200
SG2004W15umli61 al mfa2 bW2 bEI AWI15um161 Phleo®, Hyg" SG200
SG2004W195/W200um010°  al mfa2 bW2 bEI AWI195/W200um010  Phleo®, Hyg" SG200
SG2004W80um148 al mfa2 bW2 bEI AWS0um148 Phleo®, Hyg® SG200
SG2004C5um277 al mfa2 bW2 bE1 AC5um277 Phleo”, Hyg" SG200

' Fiir die Erstellung dieser Stimme wurden die Plasmide pOMA-CFP bzw. pOMA-YFP verwendet. Die Integration der mit Sspl

linerarisierten Plasmide in den ip-Locus wurde nicht durch Southern-Blot-Analyse bestétigt.

* Doppeldeletion von pstI und pst2
¢ Doppeldeletionsstamm (#195um010 und W200um010)

4.1.4 Plasmide und
Plasmidkonstruktionen

Samtliche Plasmide tragen eine Ampicillin-
Resistenzkassette zur Selektion in E. coli. Alle
Klonierungsschritte wurden durch Restriktions-
analyse Uberpriift, alle eingebrachten PCR-Ampli-

fikate wurden sequenziert.
Ausgangsplasmide
Klonierungsvektoren

pCR2.1-TOPO (Invitrogen)

Spezielle Vektoren fiir das Arbeiten in/mit U.
maydis

pBS-hhn (Kémper, 2004)

Enthélt eine 1.884 bp Hygromyzin-Resistenzkas-
sette als Sfil-Fragment. Das hph-Gen wird dabei
von dem Asp70-Promotor und dem nos-Terminator
flankiert.

PCR-ADb (Kimper, 2004)
Enthilt das Deletionskonstrukt fiir den b-Paarungs-
typlocus

pOY (Weber et al., 2003)
Enthélt das yfp-Gen unter der Kontrolle des otef-
Promotors.

pOC (Weber et al., 2003)
Enthélt das c¢fp-Gen unter der Kontrolle des ofef-
Promotors.

pOMA-sgfp-KP (K. Papenfort, pers. Mitteilung)
Basiert auf dem Vektor pCU4 (Loubradou et al.,
2001). Ist ein Derivat des Vektors pOMA-sgfp
(Ladendorf, 2003). Enthélt das sgfp-Gen unter der
Kontrolle des oma-Promotors und des nos-
sowie eine Carboxin-
Notl-Restriktionsschnitt-
stelle im Riickgrat von pOMA-sgfp-KP wurde
deletiert.

Terminators,
Resistenzkassette.  Die
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pRU11-KP (K. Papenfort, pers. Mitteilung)
Dieses Derivat von pRUI11 enthdlt das gfp-Gen
unter der Kontrolle des crg/-Promoters und des
nos-Terminators, sowie eine Carboxin-Resistenz.
Die Notl-Restriktionsschnittstelle im Riickgrat
wurde deletiert.

4.1.5 In dieser Arbeit hergestellte
Plasmide

pCR2.1-Topo-bizl
Dieses pCR2.1-Topo-Derivat dient der Erzeugung
von pRUI11Pcrgl:bizl. Es enthélt den bizI-ORF der
mit den Oligonukleotiden piz2-Not und piz2-Nde
amplifiziert wurde.

pRU11Pcrgl:bizl

Enthélt den biz/-ORF unter der Kontrolle des crgl-
Promotors und des nos-Terminators, sowie eine
Carboxin-Resistenzkassette. Zur Konstruktion von
pRU11Pcrgl:bizl wurde pCR2.1-Topo-bizl in
einem Ansatz mit Ndel und BssSI geschnitten und
ein 511 bp Fragment durch Gelelektrophorese

isoliert. In einem anderen Ansatz wurde der gleiche
Vektor mit Not/ und BssSI restringiert und ein 1846
bp Fragment durch Gelelektrophorese isoliert.
Beide Fragmente wurden in den mit Ndel und Notl
geoffneten Vektor pRU11-KP ligiert.

pOMA-CFP

Dieser Vektor enthdlt das c¢fp-Gen unter der
Kontrolle des oma-Promotors. Zur Konstruktion
von pOMA-CFP wurde pOC mit Xmal und Notl
geschnitten und ein 742 bp Fragment durch
Gelelektrophorese isoliert. Dieses Fragment wurde
in den Xmal und Nofl gedffneten Vektor pPOMA-
sgfp-KP ligiert.

pOMA-YFP

Dieser Vektor enthdlt das yfp-Gen unter der
Kontrolle des oma-Promotors. Zur Konstruktion
von pOMA-YFP wurde pOY mit Xmal und Notl
geschnitten und ein 742 bp Fragment durch
Gelelektrophorese isoliert. Dieses Fragment wurde
in den Xmal und Nofl gedffneten Vektor pPOMA-
sgfp-KP ligiert.
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4.2 Mikrobiologische, zellbiologische und genetische Methoden

4.2.1 Escherichia coli

Kultivierung von E. coli

E. coli-Stamme wurden entweder als Schiittel-
kulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien unter
aeroben Bedingungen bei 37°C kultiviert.
YT-Amp
Festmedien angeimpft. Die bei -80°C gelagerten

Ubernachtkulturen wurden von

Glycerinkulturen wurden vor weiteren Arbeiten
immer zuerst auf YT-Amp  Festmedien
ausgestrichen.

Bestimmung der Zelldichte bei E. coli

Die Zelldichte von Fliissigkulturen wurde
photometrisch in einem Novospec II Photometer
(Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine
lineare Abhéngigkeit sicherzustellen, wurden fiir
die Messung der ODgy die Kulturen durch
entsprechende  Verdiinnung auf einen Wert
unterhalb von 0,8 verdiinnt. Als Nullwert wurde die
ODyop des jeweiligen Kulturmediums verwendet.
ODgg0 = 1,0 entspricht etwa 10° Zellen/ml.

RbCI-Transformation von E. coli

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Cohen et al.
(1972).  Zur  Herstellung
kompetenter Bakterienzellen wurden 100 ml LB-
Medium, dem je 10mM MgCl, und MgSO,
zugesetzt war, mit 1ml einer frischen DHS5a-

transformations-

Ubemachtkultur angeimpft und bis zu einer
ODggo = 0,5 bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugieren fiir 15 min bei
3.000 Upm und 4°C (Heraeus Varifuge 3.0R)
pelletiert und in 33 ml eiskalter RFI1-Ldsung
resuspendiert. Nach 30 bis 60 min Inkubation auf
Eis wurden die Zellen erneut abzentrifugiert (15
min, 3.000 Upm, 4°C, Heraeus Varifuge 3.0R), der
Uberstand abgenommen, die Zellen in 5ml
eiskalter RF2-Losung resuspendiert und 15 min
inkubiert. Die Zellsuspension wurde zu je 100 pl
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis
aufgetaut, jeweils 50 pl mit 10 pl Plasmidlésung
(1-5 ng Plasmid) bzw. Ligationsansatz versetzt und

15 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock
von 2 min bei 42°C wurde der Transformations-
Ansatz zur phénotypischen Expression der durch
das eingebrachte Plasmid vermittelten
Antibiotikaresistenz mit 800 ul dYT-Medium
versetzt und 30 min bei 500 Upm und 37°C in
einem Eppendorf-Wirmeblock inkubiert. 200 pl
des Transformations-Ansatzes wurde auf YT-
Platten mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Auf diese Weise
konnte eine Transformationsrate von
10° Transformanten pro 1 pg eingesetzter Plasmid-
DNA erreicht werden

RF1-Losung:

100 mM RbCl

50 mM MnCl; x 4 H,O

30 mM K-Acetat

10 mM CacCl, x 2 H,0

15% (v/v) Glycerin

in HyOpig.

mit Essigsdure auf pH 5,8 einstellen und
sterilfiltrieren

RF2-Losung:

10 mM MOPS

10 mM RbCl

75 mM CaCl, x 2 H,O

15% (v/v) Glycerin

in HyOpig,

mit NaOH auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrieren

4.2.2 Ustilago maydis

Kultivierung von U. maydis

U. maydis-Staimme wurden entweder als
Schiittelkulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien
unter aeroben Bedingungen bei 28°C kultiviert,
sofern nicht anders vermerkt. Ubernachtkulturen
wurden von Kulturen auf Festmedien, die weniger
als einen Monat bei 4°C gelagert wurden,
angeimpft. Die  bei -80°C
Glycerinkulturen wurden vor weiteren Arbeiten

gelagerten
immer zuerst auf Festmedien ausgestrichen.
Bestimmung der Zelldichte bei U. maydis

Die Zelldichte von Fliissigkulturen wurde
photometrisch in einem Novospec II Photometer
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(Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine
lineare Abhédngigkeit sicherzustellen, wurden fiir
die Messung der ODgy die Kulturen durch
entsprechende  Verdiinnung auf einen Wert
unterhalb von 0,8 verdiinnt. Als Nullwert wurde die
ODyoo des jeweiligen Kulturmediums verwendet.
ODggo = 1,0 entspricht etwa 1-5 x 107 Zellen/ml.

Induktion von Stimmen

Die Stdamme wurden aus Vorkultur in
Flissigmedium angeimpft, das reprimierende
Bedingungen bot (im Fall des crg/-Promotors
Glukose als einzige Kohlenstoffquelle) und bis zu
ODggo = 0,5 bei 28°C und 200 Upm inkubiert. Die
Zellen wurden darauthin abzentrifugiert
(3.000 Upm, 5 min, 28°C, Heraeus Multifuge 4
KR), der Uberstand abgenommen und die Zellen im
gleichen Volumen H,Oyy resuspendiert. Nach
nochmaliger Pelletierung (3.000 Upm, 5 min, 28°C,
Heraeus Multifuge 4 KR) wurden die Zellen in
Fliissigmedium resuspendiert, das induzierende
Bedingungen bot (im Fall des crg/-Promotors
Arabinose als einzige Kohlenstoffquelle). Die
Kulturen wurden bei 28°C und 200 Upm fiir die
erforderliche Zeit inkubiert. Fiir die Pobenentnahme
wurden jeweils 50 ml Kultur in 50 ml-Réhrchen
(Greiner) abzentrifugiert (3.000 Upm, 5 min, 28°C,
Heraeus Multifuge 4 KR), der Uberstand dekantiert
und die Zellpellets in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei —80°C gelagert.

Transformation von U. maydis

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Schulz et al.
(1990) und Gillissen et al. (1992). Von einer auf
Platte wachsenden Kultur wurde eine 4 ml YEPS-
Fliissigkultur angesetzt und fiir 8-10 h bei 28°C
geschiittelt. Diese Vorkultur wurde anschliessend
1/300 in 50 ml frischem YEPS;-Medium verdiinnt
und bei 28°C bis zu einer Zelldichte von 1-2 x 10’
Zellen/ml (bis maximal ODgy = 1,0) geschiittelt.
Nach Erreichen des optimalen Zelltiters wurden die
Zellen durch Zentrifugieren (3.200 Upm, 10 min,
4°C, Heracus Varifuge 3.0R) geerntet, einmal mit
25 ml SCS gewaschen und in 2 ml SCS mit 2,5 bis
5 mg/ml Novozym resuspendiert. Die in diesem
Puffer bei
Protoplastierung kann mikroskopisch verfolgt

Raumtemperatur ablaufende
werden, da die zigarrenformigen Zellen nach Lyse
der Zellwand eine kugelige Form einnehmen. Nach
vollstandiger Protoplastierung (5-15 min) wurden

10 ml SCS zugegeben und die Protoplasten durch
10miniitige Zentrifugation bei 2.300 Upm (4°C,
Heraeus Varifuge 3.0R) pelletiert. Um das
Novozym vollstdndig zu entfernen, wurde dieser
Waschgang dreimal wiederholt. Anschliessend
wurde mit 10 ml STC gewaschen und das Pellet
danach in einem Volumen von 0,5 ml eiskaltem
STC  aufgenommen. Die so behandelten
Protoplasten konnen 3-4 h auf Eis oder aliquotiert
bei -80°C mehrere Monate aufbewahrt werden.

Zur integrativen Transformation wurden 50 pl
Protoplasten mit 1-5 pl linearisierter Plasmid-DNA
(ca. 5 pg) und 1 pl Heparin-Losung fiir 10 min auf
Eis inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml STC/PEG
folgte eine weitere Inkubation von 15 min auf Eis.
Anschliessend wurde der gesamte
Transformationsansatz auf einer kurz zuvor mit
Top-Agar iiberschichteten Regenerationsagarplatte
ausgestrichen. Nach 2 bis 5 Tagen Inkubation bei
28°C wurden die gewachsenen Kolonien mit
Zahnstochern auf Antibiotikum-haltigen PD-
Platten, vereinzelt.

SCS:

20 mM Na-Citrat, pH 5,8
1 M Sorbitol

in H,Oy;q, sterilfiltriert

STC:

10 mM Tris-Cl, pH 7,5
100 mM CacCl,

1 M Sorbitol

in H,Oy;q, sterilfiltriert

STC/PEG:
15 ml STC
10 g PEG4000

Test auf filamentoses Wachstum

U. maydis-Stimme wurden von Platte in YEPS-
Fliissigmedium inokuliert. Bei 28°C wurden die
Zellen bis zu einer ODgg, von 0,5-1,0 inkubiert. Die
Zellen wurden geerntet (Zentrifugieren bei 3.500
Upm fiir 7 min bei RT in der Heraeus Varifuge
3.0R) und das Pellet anschliessend in H,O;4 so
aufgenommen, dass die Zelldichte bei etwa
ODygp = 5,0 lag. Von jedem Ansatz wurden 6 pl auf
eine CM-CC-Platte getropft. Die Platte wurde fiir
24 h bei 21°C unter Luftabschluss inkubiert.
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Test auf filamentoses Wachstum auf der
Maispflanze

Zur Untersuchung des filamentdsen Wachstums auf
der Maispflanze und der Ausbildung von
Infektionsstrukturen
wurden Maispflanzen mittels  Spritzinfektion
infiziert. Nach 16 h, 24 h und 48 h wurde dann ein
Stiick von der Blattspreite des dritten Blatts, das
unterhalb der Durchstichstelle lag, ausgeschnitten
und mit einer Rasierklinge in kleine Stiicke
geschnitten. Die Blattstiicke wurden 1 min in einer

Appressorien-dhnlichen

1:100-Verdiinnung einer Calcofluorfarbeldsung
(Stammlsung: 10 mg/ml in DMSO; Fluorescent
Brightener 28; Sigma) gelegt und danach zweimal
mit Wasser gewaschen. Die Préparate wurden
anschlieBend in einem Tropfen Wasser unter UV-
Licht im Fluoreszenz-Mikroskop (Axiophot,
ZEISS) untersucht.

Mikroskopie und Bildverarbeitung

Die zellmorphologische Betrachtung von U. maydis
erfolgte an einem Lichtmikroskop (Axiophot,
ZEISS) mittels Nomarski-Optik. Fiir DIC-
Mikroskopie und Fluorszenz-Mikroskopie wurde
ein 100faches Plan-Apochromat Objektiv (ZEISS)
mit 1,4 numerischer Apertur verwendet. 8 ul der
entsprechenden Kultur, bzw. des fixierten Préparats
wurden zur Analyse auf Objekttriger getropft. Fiir
die Betrachtung und photographische
Dokumentation sind Zelldichten von etwa 2,5 x 10°
Zellen/ml ideal, die Kulturen sollten entsprechend
verdiinnt werden. Fiir die Fluoreszenz-Mikroskopie
wurden Filter mit folgendem Anregungs- und
Emissionsspektrum  eingesetzt: DAPI-Farbung,
365 nm und >397 nm; CFP 436 nm und 460-
500 nm, YFP 500 nm und 535 nm, Rhodamin 546
nm und >590 nm. Digitale Aufnahmen mit einer
hochauflésenden CCD-Kamera (C4742-25, Hama-
matsu) wurden mit dem Programm IMAGE PRO
PLUS (Media Cybernetics) nachbearbeitet (Bild-
ausschnitt, Kontrastverstarkung) und als TIFF-
Dateien fiir die weitere Bearbeitung in den
Programmen PHOTOSHOP 6.0 (Adobe) und CANVAS
7.0 (Deneba) abgespeichert.

Test auf Pathogenitit

Bei dem hier verwendeten Test handelt es sich um
eine Spritzinfektion, bei der 200-250 ul der
entsprechenden Pilzsuspension in das Innere des
Blattwirtels von 7 Tage alten Maispflanzen der

Maisvarietit Early Golden Bantam injiziert wurden.
Die Stamme wurden in YEPS-Fliissigmedium bis
zu einer ODgp=0,8 angezogen und durch
Zentrifugation (3000 Upm, 5 min, RT Heraeus
Multifuge 4KR) geerntet. Das Zell-Pellet wurde
anschlieBend im urspriinglichen Volumen in H,0
aufgenommen und erneut zentrifugiert
Zentrifugation (3000 Upm, 5 min, RT Heraeus
Multifuge 4KR). AnschlieBend wurden die Zellen
in Wasser aufgenommen (ODgp=3,0).

Koninfektionsstudien

Fir Koinfektionsstudien wurde zunédchst so
verfahren wie in Kapitel ,,Test auf Pathogenitét™
beschrieben. Jedoch wurden die Zellpellets fiir
Koinfektionsstudien in Wasser (ODgyp=1,0) auf-
genommen und anschlieBend wurde die Zellzahl
mittels einer Neubauer Zdhlkammer iiberpriift und
gef. auf eine gleiche Zellzahl eingestellt. Zusitzlich
wurde das Verhiltnis der gemischten Stimme am
Fluoreszenzmikroskop anhand des spezifischen
Fluoreszenzsignals (CFP- bzw. YFP-Fluoreszenz-
signal) tiberpriift.

Fixierung von Zellen

Zellen wurden durch Zugabe von 10%iger
Formaldehyd-Losung bis zu einer Endkonzentration
von 1% direkt zum Medium fixiert. Nach 30 min
Inkubation auf einem Drehrad (Eppendorf) wurden
die Zellen pelletiert (3.000 Upm, 5 min, RT,
Heraeus Biofuge 15), zweimal mit PBS gewaschen,
in PBS aufgenommen und bis zur weiteren
Bearbeitung bei 4°C gelagert.

DAPI-Firbung

Etwa 500 pl fixierte Zellen in PBS wurden
pelletiert (3.000 Upm, 5 min, RT, Heracus Biofuge
15) und in 200 pul HyOpg aufgenommen. Diese
Zellsuspension wurde auf ein mit Polylysin
beschichtetes Deckglas gegeben und 10 min bei RT
inkubiert. Anschliessend wurde das Deckglas mit
den Zellen nach unten fiir kurze Zeit in eine
Petrischale mit PBS gelegt (Waschschritt). Das
Deckglas wurde abgetropft, so dass ca. 10 pl am
Deckglas verblieben. 10 pl einer DAPI-Losung
(Sigma D-9542) wurden in eine Petrischale mit
10 ml PBS gegeben, das Deckglas mit den Zellen
nach unten auf die Fliissigkeit gelegt und so fiir
10 min bei 60°C inkubiert. Nach einem weiteren
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Waschschritt (10 min in PBS) wurde das Deckglas
abgetropft und auf einen Objekttriger gelegt.

WGA-Férbung

Etwa 500 pl fixierte Zellen in PBS (pH 7,2)
wurden mit 5 pl einer WGA-TRITC Stammldsung
(Sigma, 2 mg/ml) versetzt und 15 Minuten bei RT
auf einem Drehrad inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen
(Pelletierung bei 3.000 Upm, 5 min, RT, Heraeus
Biofuge 15) und in PBS aufgenommen und
eingebettet in 2%  Low-melting  Agarose
mikroskopiert.

Chlorazol Black E-Fiarbung

Ein, zwei und drei Tage nach der Pflanzeninfektion
wurden die Blitter ca. 1 cm unter der
Injektionsstelle abgeschnitten. Es folgte eine
Entfirbung der Blattschnitte UN in 100% Ethanol.
Sie wurden einmal in H,Oyy gewaschen und
anschliefend mindestens eine Stunde bei 90°C in
10%-iger KOH inkubiert (max. 6 Stunden). Ab hier

ist Vorsicht geboten, da die Préparate instabil
werden. Danach wurde die KOH-Ldsung vorsichtig
abpipettiert und die Chlorazol Black E -Losung
aufpipettiert. Es folgte eine Inkubation UN bei
60°C und danach die Entnahme der Firbelosung.
Die Préparate kdnnen in 50% Glycerin aufbewahrt
werden. Danach in Glycerin mikroskopieren.

Chlorazol Black E-Losung:
0,03% f. c. Chlorazol (Sigma) in H,Oy;q, Glycerin
und Milchsdure im Mischverhaltnis 1:1:1

Calcofluor White-Firbung

20-50 pl Zellen (auch on planta) wurden mit einer
1:100-Verdiinnung einer Calcofluorfarbelosung
(Sammlosung: 10 mg/ml in DMSO) iiberschichtet.
Die Prédparate wurden zwei Minuten bei RT
inkubiert und anschlieBend einmal mit H,0
gewaschen. Danach mikroskopieren.
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4.3 Molekularbiologische Standard-Methoden

Standardtechniken, wie beispielsweise Aufreini-
gung, Féllung und elektophoretische Auftrennung
von DNA, oder Klonierungstechniken sind bei
Ausubel et al. (1987) Sambrook et al. (1989)
ausfiihrlicher beschrieben. Die Konzentration von
Nukleinsduren wurde photometrisch bestimmt. Bei
einer Schichtdicke von 1 cm entspricht ODyg = 1
einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger
DNA, 33 pg/ml einzelstringiger DNA, bzw.
40 pg/ml RNA.

Als MaB fiir die Reinheit der Desoxyribo-
nukleinsduren diente der Quotient aus Ajg zu Asgg.
Fiir reine DNA und RNA sollte er bei etwa 1,8
liegen. Niedrigere Werte weisen auf Verun-
reinigungen mit Proteinen hin, héhere Werte auf
Verunreinigungen mit Salzen oder Zuckern. Die
Messungen erfolgten in einem BioSpec UV-
Spektralphotometer (Amersham) bzw. NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop-Technolo-

gies).

4.3.1 Isolierung von Nukleinsiuren

Priparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung erfolgte durch "Lyse durch Kochen"
nach Sambrook et al. (1989). 1,5ml einer
E. coli-Ubernachtkultur wurden pelletiert (13.000
Upm, 30 sec, RT, Heracus Biofuge 15). Das
Zellpellet wurde in 300 pul STET resuspendiert,
nach Zugabe von 20 pl Lysozym-Losung kriftig
geschiittelt und anschliessend 40 sec bei 95°C in
einem Eppendorf-Heizblock inkubiert. Die lysierten
Zellen und die denaturierte genomische DNA
wurden 15 min bei 13.000 Upm abzentrifugiert
(Heraeus Biofuge 15) und danach mit einem
sterilen Zahnstocher aus der wissrigen Ldsung
entfernt. Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte
durch Féllung mit 40 pul 3 M Na-Acetat, pH 5,3 und
400 pl Isopropanol bei RT fiir 5 min und
anschliessender Zentrifugation fiir 5 min bei
13.000 Upm (Heraeus Biofuge 15). Das Pellet
wurde mit 70% Ethanol gewaschen und nach
Trocknen in 200 pl TE-Puffer mit 20 pg/ml RNase
A aufgenommen. Mit dieser Methode gelang es
routineméssig, aus 1,5ml Ubernachtkultur etwa
50 pg Plasmid-DNA zu isolieren.

STET:

50 mM Tris-Cl, pH 8,0
50 mM Na,-EDTA

8% (w/v) Saccharose
5% (v/v) Triton X-100
in HyOpjg,

Lysozym-Losung:

10 mg/ml Lysozym

10 mM Tris-Cl, pH 8,0
in HyOpig.

DNA-Isolierung aus U. maydis

Diese Methode ist modifiziert nach Hoffman und
Winston, (1987). Dabei wurden 1,5ml einer
Ubernachtkultur in YEPS, -Fliissigmedium wurden
zusammen mit 0,3 g Glasperlen in einem 2 ml
Eppendorf-Reaktionsgefiss pelletiert (13.000 Upm,
30 sec, RT, Heraeus Biofuge 15), der Uberstand
abgegossen und das Pellet in 400 ul Ustilago-
Lysispuffer und 400 pl TE-Phenol/Chloroform
aufgenommen. Die Proben wurden fiir 10 min auf
einem Vibrax-VXR Schiittler (IKA) geschiittelt.
Nach Phasentrennung (13.000 Upm, 5 min, RT,
Heraeus Biofuge 15) wurden 400 ul des Uberstands
in ein neues Eppendorf-Geféss iiberfiihrt und mit
I ml Ethanol gefillt. Nach Zentrifugation
(13.000 Upm, 30 sec, RT, Heraeus Biofuge 15)
wurde das Pellet in 50 pl TE mit 20 ng/ml RNAse
A aufgenommen, bei 50°C resuspendiert und bei
-20°C aufbewahrt.

Ustilago-Lysispuffer:

50 mM Tris-Cl, pH 7,5

50 mM Na,-EDTA

1% (w/v) SDS

in HyOpg,

TE-Phenol/Chloroform:

Mischung aus gleichen Teilen Phenol (mit TE-
Puffer dquilibriert) und Chloroform

RNA-Isolierung nach Trizol-Methode

Diese Methode orientiert sich am Protokoll der
Firma Invitrogen und wurde zur Priparation von
Gesamt-RNA aus Pilzkulturen, die in Fliissig-
medium  (A) oder auf aktivkohlehaltigen
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Festmedien (B) gewachsen waren, sowie zur
Isolierung von Gesamt-RNA aus infiziertem Pflan-
zenmaterial (C), verwendet:

(A; C) Isolierung von Gesamt-RNA aus Pilz-
kulturen die in Fliissigmedium gewachsen waren,
sowie aus infiziertem Pflanzenmaterial: Auf das
tiefgefrorenes Zellpellet, bzw. das mit Hilfe von
flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
gemdrserte Tumormaterial (~250 mg), wurde 1 ml
Trizol pipettiert, dieser Ansatz kurz gevortext und
nach Zugabe von ca. 0,3 g Glasperlen (150212
microns; Sigma) anschliessend fiir 5 min auf einer
Retsch-Kugelmiihle bei 30 Hz aufgeschlossen, bzw.
homogenisiert. Nach Inkubation bei RT fiir 15 min
wurden 200 pl Chloroform zugegeben. Die Ansétze
wurden anschliessend kurz gevortext und 2 min bei
RT inkubiert. Nach Zentrifugation (13.000 Upm,
4°C, 15min, Beckmann Avanti30 Zentrifuge)
wurde die wiéssrige Phase abgenommen, in ein
frisches Reaktionsgefdf} iiberfiihrt und nach Zugabe
von 500 pl Isopropanol 10 min bei RT gefillt. Nach
einer erneuten Zentrifugation (13.000 Upm, 4°C,
10 min, Beckmann Avanti30 Zentrifuge) wurde die
pelletierte RNA mit 70% Ethanol gewaschen und
erneut zentrifugiert (7.500 g, 4°C, 5 min,
Beckmann Avanti30 Zentrifuge). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet fiir 5 min bei RT
getrocknet, anschliessend in 100 pl Rnase-freien-
H,0 aufgenommen und bei 55°C resuspendiert.
Eine Quantitits- und Qualitétskontrolle erfolgte
durch photometerische Messung am NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer, sowie eine Analyse
auf einem Agilent 2100-Bioanalyzer®. Details zum
Agilent 2100-Bioanalyzer® siche Herstellerangaben
bzw. Herstellerprotokoll.

(B) Isolierung von Gesamt-RNA aus Pilzkulturen,
die auf aktivkohlehaltigen Festmedien gewachsen
waren. Die folgenden Angaben beziehen sich auf
1 g Pilzmaterial. Auf das in fliissigem Stickstoff
tiefgerorene und zu feinem Pulver gemorserte
Pilzmaterial wurde 10 ml Trizol gegeben, gut
gemischt und fiir 10 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden 2 ml Chloroform zugesetzt
und der Ansatz gut gemischt und 2 min bei RT
inkubiert. Hiernach wurden die Proben bei
8.500 Upm in einer Biofuge-stratos (Heraeus) bei
4 °C fiir 15 min zentrifugiert. Die oberen wissrige
Phase wurde abgenommen und mit 5 ml

Isopropanol versetzt, gut gemischt und bei RT fiir
10 min inkubiert. Das Pelletieren der RNA erfolgte
durch Zentrifugation in einer Biofuge-stratos
(Heraeus) bei 8.500 Upm. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 70% Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert (Biofuge-
Stratos Heraeus, 10 min, 4 °C bei 8.500 Upm).
Nach Trocknung der RNA wurde das RNA-Pellet
in 100 pl Rnase-freiem-H,0 aufgenommen. Eine
Quantitdts- und Qualitdtskontrolle erfolgte durch
photometerische Messung am NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer, sowie eine Analyse auf einem
Agilent 2100-Bioanalyzer®. Details zum Agilent
2100-Bioanalyzer® siehe Herstellerangaben bzw.
Herstellerprotokoll.

RNA-Isolierung aus pilzlichem Material von der
Blattoberfliche (Latex-Methode)

Diese Methode dient der RNA-Isolierung aus
pilzlichem Material von der Blattoberfliche.
Infizierte Blétter (i. d. R. das innerste dritte Blatt)
wurden ca. 2-3 cm unterhalb der Injektionsstelle
abgeschnitten  und  mittels  doppelseitigem
Klebeband (Scotch-Pressure Sensitive Tape) auf
einem Objekttrager fixiert. AnschlieBend wurde ein
diinner Film aus fliissigem Latex (R.A.H. Limited,
Fantasy  Liquid Latex, Orion-Fachgeschéft
Marburg) mittels einer 10 pl Pipettenspitze
aufgebracht und mit einem Haartrockner (Kaltstufe)
1-2 min lang getrocknet. Die Latexschicht wurde
mit einer Pinzette vorsichtig abgezogen und in
flissigem Stickstoff eingefroren. Fiir einen Ansatz
wurde Material von 6-8 Pflanzen zusam-
mengegeben. Das mit Hilfe von flissigem
Stickstoff zu einem feinen Pulver gemorserte
Latexmaterial wurde zusammen mit 1 ml RLT-
Puffer + BMercaptoethanol ~ (RNeasy  Mini-Kit,
Qiagen) in ein 2 ml Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Nach
Zugabe von ca. 0,3 g Glasperlen (0,35-0,45 um)
wurden die Proben mit Hilfe einer Schwingmiihle
(MM200; Retsch) homogenisiert (5 min, 30 Hz).
Der Uberstand wurde nach Sminiitiger Zentri-
fugation bei RT und 13.000 Upm (Biofuge;
Heraeus) in ein neues Reaktionsgefdl iiberfithrt und
das 0,5 fache Volumen an 100% Ethanol zugesetzt.
Die weitere Aufreinigung der RNA folgt ab hier
dem RNeasy Mini Kit-Protokoll (Qiagen) zur
Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenzellen
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und filamentosen Pilzen. Alle weiteren Einzelheiten
gehen aus dem Herstellerprotokoll hervor.

4.3.2 Auftrennung und Nachweis von
Nukleinsauren

Transfer von DNA (Southern-Blot)

Diese Methode ist modifiziert nach Southern,
(1975). Der Transfer der aufgetrennten DNA-
Fragmente aus einem Agarosegel auf eine
Nylonmembran erfolgte durch Kapillar-Blot.
Hierbei wird die Transfer-Losung (0,4 M NaOH)
aus einem Pufferreservoir iiber Kapillarkréfte durch
das Gel hindurch in einen auf dem Gel platzierten
Stapel Papierhandtiicher gesaugt. Die DNA-
Fragmente werden durch den Pufferstrom aus dem
Gel eluiert und binden an die dariiberliegende
Nylonmembran (Hybond-N", Amersham Pharmacia
Biotech). Vor dem Transfer wurde das Agarosegel
fir 15 min in 0,25 M HCI inkubiert, um einen Teil
der Purine abzuspalten, damit ein Transfer grosser
DNA-Fragmente erleichtert wird. Anschliessend
wurde das Gel fiir 15 min in 0,4 M NaOH inkubiert.
Der Kapillar-Blot erfolgte in der Regel iiber Nacht,
mindestens aber fiir 4 h.

Spezifischer Nachweis immobilisierter Nuklein-
sduren

Die Hybond-N'-Membranen (Amersham
Pharmacia Biotech) wurden zur Absittigung der
unspezifischen Bindungsstellen mit Hybridisie-
rungspuffer fiir 20 min bei 60°C préinkubiert. Nach
Wechsel der Hybridisierungslosung wurde die bei
95°C fir 5 min denaturierte radioaktive
Hybridisierungsprobe zugegeben (Endkonzentra-
tion etwa 10° cpm/ml). Spezifische Hybridisierung
erfolgte bei 60°C iiber Nacht. Die Filter wurden
zweimal je 15 min bei 60°C mit Waschpuffer
gewaschen. Schliesslich wurden die Filter in
Plastikfolie eingeschweisst und in Kassetten fiir den
STORMS840
Dynamics) exponiert. Nach 12 bis 24 Stunden

Phosphorimager (Molecular
wurden die strahlungssensitiven "Screens" der
Kassetten im Phosphoimager eingelesen und mit
dem Computerprogramm IMAGEQUANT (Molecular
Dynamics) bearbeitet.

Hybridisierungspuffer:
50 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0

50 mM PIPES
100 mM NaCl

1 mM Na,-EDTA
5% (w/v) SDS

in HyOpig.

Waschpuffer:
1x SSC

0,1% (w/v) SDS
in HyOpig,

4.3.3 Sequenz- und Strukturanalyse

Sequenzierung von DNA

DNA wurde mit einem ABI 377 Sequenzierautomat
von Perkin Elmer sequenziert. Vor der
automatischen Sequenzierung wurde die DNA mit
dem JETquick-Kit (Genomed) aufgereinigt. Die
Sequenzreaktion wurde mit 35 Zyklen und unter
Verwendung des BigDye-Kits nach Angabe des
Herstellers (ABI) durchgefiihrt. Das Prinzip
entspricht der Didesoxy-Methode nach (Sanger et
al., 1992). In den Reaktionsansatz werden ddNTPs
gegeben, durch deren Einbau ein Kettenabbruch
erfolgt. Die verschiedenen Basen sind mit
unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen mar-
kiert. Nach der Sequenzreaktion wurde die DNA
gefillt. Das getrocknete Pellet wurde in 4 pl
Formamid mit 25 mM Na,-EDTA, pH 8,0 auf-
genommen und 5 min bei 95°C aufgekocht. Ein
1,5 ul Aliquot wurde anschliessend auf das Gel
aufgetragen. Die Banden wurden nach der Auf-
trennung in einem Sequenzgel und Anregung durch
einen Laser von einer Photozelle detektiert. Die
erhaltenen Daten wurden mit den Programmen
SEQUENCENAVIGATOR ® oder SEQUENCHERY ausge-
wertet.

Sequenz- und Strukturanalyse

SEQUENCENAVIGATOR 1.0.1 (ABI) zur
Bearbeitung von Sequenz-Rohdaten und zum
Vergleich von DNA-Sequenzen.

SEQUENCHER 4.1 (Genecodes) zur Bearbeitung
von Sequenz-Rohdaten und zum Vergleich von
DNA-Sequenzen.

DNA-STRIDER 1.3 (Douglas, 1995) zur Erstellung
und zur Bearbeitung von Plasmid- und
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genomischen Sequenzen; wichtig vor allem zur
Vorbereitung von Klonierungsschritten.

BLAST2 (Altschul ef al.,, 1990; Altschul et al.,
1997; Gish und States, 1993) zur Identifikation
dhnlicher Proteine oder DNA-Sequenzen in den
offentlichen Datenbanken.

SMART (Schultz et al., 1998) zur Identifikation
konservierter Doménen in Proteinen, bzw. zur
Identifikation von Proteinen mit &hnlichen
Doménen oder dhnlicher Doménenstruktur.

PSORT2 (Nakai und Horton, 1999) zur Vorhersage
der subzelluldren Lokalisierung von Proteinen.
PFAM (Sonnhammer et al., 1997) zur Vorhersage
konservierter Proteindoménen bzw. zur
Identifikation von Proteinen mit &hnlichen
Doménen oder dhnlicher Doménenstruktur.
CLusTALW  (Eddy, 1995) und CLUSTALX
(Heringa, 1999) zum Vergleich mehrerer Protein-
oder DNA-Sequenzen.

SEQVU 1.0.1 (The Garvan Institute of Medical
Research, Sidney) zur Nachbearbeitung von
Sequenz-Alignments

CLONEMANAGER (Version 7 und Version §; Sci Ed
Central) zur Erstellung und Bearbeitung von
Plasmid- und genomischen Sequenzen, zum
erstellen von Primern und zeichnen von genetischen
Karten.

4.3.4 PCR-Techniken

Standard-PCR-Ansiitze

Die Methode ist modifiziert nach Innis et al.
(1990). Ein typischer PCR-Ansatz enthielt etwa
10 ng Template-DNA, die beiden Oligonukleotide
in einer Endkonzentration von 1 uM, dNTPs in
einer Endkonzentration von 200 uM (d. h. je
200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) in PCR-
Puffer. StandardméBig wurden die Reaktionen in
einem Volumen von 50pul mit Hot-Start
durchgefiihrt, Zur
Kontaminationen wurden Pipettenspitzen mit

Vermeidung von

Filtereinsatz benutzt. Bei Verwendung der
aufgefiihrten Oligonukleotide und einer Amplifika-
tlange von unter 1 kb sah ein typisches Protokoll
folgendermalien aus:

Denaturierung bei 94°C fiir 2 min, Zugabe von 1-2
U Taq Dna-Polymerase (Hot-Start), Denaturierung
bei 94°C fiir 1 min, 30 Zyklen mit jeweils 30 sec

Denaturierung bei 94°C, 1 min Annealing bei 65°C
und 1,5 min Elongation bei 72°C, mit einer
abschliefenden Elongationsphase von 5 min bei
72°C. Bei Benutzung anderer Oligonukleotide oder
der Herstellung langerer Amplifikate musste die
Hybridisierungstemperatur bzw. Elongationszeit
entsprechend angepasst werden. Die Reaktionen
erfolgten im Thermocycler (PTC 100 oder PTC
200, MJ Research).

PCR-Ansdtze mit der Phusion™ High-Fidelity
DNA Polymerase erfolgten nach Angaben des
Herstellerprotokols.
PCR-Generierung von Gen-Deletions-
Konstrukten fiir U. maydis

Mit dieser Methode (Kdmper, 2004) konnen gezielt
offene Leserahmen von Genen bekannter Sequenz
in U. maydis deletiert werden. Man bedient sich
herbei des Mechanismus der homologen
Rekombination iiber die angrenzenden
genomischen Flanken. Eine Klonierung der
Fragmente ist dabei nicht notwendig. Prinzipiell
erfolgt eine PCR-Amplifikation des 5'- und 3'-
gelegenen Bereichs des zu deletierenden Gens. Die
Fragmente haben dabei etwa eine Lange von 1 kb.
Uber geeignete PCR-Primer werden an den dem
offenen Leseraster zugewandten Enden der
Amplifikate  Sfil-Restriktionsschnittstellen  ein-
gebracht. Nach Restriktion der PCR-Produkte wird
iber die asymmetrischen  Sfil-Restriktions-
schnittstellen eine Sfil-geschnittene Hygromyzin-
Resistenzkassette aus pBS-hhn direkt zwischen die
amplifizierten Flanken ligiert. Mit einer weiteren
PCR mit den jeweiligen AuBenprimern fiir die
Flanken wird das komplette Deletionskonstrukt
amplifiziert, aufgereinigt und fiir die Trans-
formation in U. maydis verwendet. Fiir alle PCR-
Amplifikation wurde Phusion™ High-Fidelity
DNA Polymerase nach Herstellerprotokoll ver-
wendet. Alle Anderungen im Bezug auf den in
(Kéamper, 2004) publizierten Ablauf sind im
folgenden dargestellt.

PCR-Amplifikation der Flanken:

Amplifikation der linken Flanke (left border: 1b):
Ein AuBenprimer Ibl und ein Innenprimer 1b2 mit
Sfil-Restriktionsschnittstelle werden zusammen mit
genomischer DNA von U. maydis als Matrize in
einer PCR-Reaktion eingesetzt. Die Produkte
werden auf einem Agarosegel iiberpriift und das
gewlinschten DNA-Fragment, d. h. die linke (also
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5'-) genomische Flanke des zu deletierenden Gens,
iber QiaQuick PCR Purification Sdulen (Qiagen)
aufgereinigt.

Amplifikation der rechten Flanke (right border: rb):
Ein AuBlenprimer rbl und ein Innenprimer rb2 mit
Sfil-Restriktionsschnittstelle werden zusammen mit
genomischer DNA von U. maydis als Matrize in
PCR-Reaktion eingesetzt. Die Produkte werden auf
einem Agarosegel tiberpriift und das gewiinschten
DNA-Fragment, d. h. die rechte (also 3'-)
genomische Flanke des zu deletierenden Gens, iiber
QiaQuick PCR Purification Séulen (Qiagen)
aufgereinigt.

Fiir die PCR wurden Bedingungen gewihlt, die sich
aus den Parametern des Herstellerprotokolls und
der Primer ergeben (i.d.R. 15 s/kb Extensionszeit,
30-35 Zyklen).

Die eluierten Flanken wurden anschlieend mit Sfil
nachgeschnitten. (20 Units; 2 h, 50°C,
Gesamtvolumen: 20-50 pl). Hiernach folgte eine
Aufreinigung der restingierten Flanken {iber
QiaQuick PCR Purification MinElute-Séulen
(Qiagen).

Ligation des Gendeletionskonstruktes:

0,2 pg jeder Flanke, 0,2 pg Hyg-Kassette (mit Sfil
aus pBS-hhn isoliert; Lange: 1884 bp) wurden in
20 pl Endvolumen bei RT in 5 min mit der Quick-
Ligase (NEB) ligiert. Im AnschluB hieran wurde
das Ligationsprodukt (insgesamt ca. 4 kb) iiber ein
Agarosegel aufgetrennt, ausgeschnitten und mittels
MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen) eluiert.

PCR mit Nested-Primern (Ibn und rbn) zur
Amplifikation des Deletionskonstrukts:

Fir die Standard-Amplifikation des Deletions-
konstrukts wurden 1-2 pl der aufgereinigten
Ligationsbande und die Nested-Primer lbn und rbn
verwendet. Die Amplifikation wurde in einem
Agarosegel iiberpriift und die PCR-Reaktion iiber
QiaQuick PCR Purification Séulen (Qiagen)
aufgereinigt.

Von dem aufgereinigten PCR-Produkt wurden je 10
ul (etwa 1-3 pg) fiir die Transformationen von U.
maydis verwendet.

DNasel-Behandlung und Reverse Transkription
(fiir Real-Time-PCR)

Fiir die reverse Transkription wurde zunidchst die
isolierte Gesamt-RNA mit der Turbo DNase I
(Ambion) behandelt, um eventuell noch vorhandene
DNA-Kontaminationen zu entfernen. Hierbei
wurde nach Herstellerprotokoll — vorgegangen
(Einzelheiten siehe Herstellerprotokoll TURBO
DNA-free™-Kit).

Fir die Reverse Transkription wurde das
SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix-
Kit von der Firma Invitrogen nach Hersteller-
protokoll verwendet. Fiir die reverse Transkription
von Gesamt-RNA, die aus Pilzkulturen und
Tumormaterial extrahiert wurde, wurden 0,5-1 pg
DNase-behandelter RNA eingesetzt und zusammen
mit Oligo(dT)20-Primern, den entsprechenden
Puffern und Enzymgemischen (Details, siche
Herstellerprotokoll) fiir die Erststrang-cDNA-
Synthese bei 50°C fiir 50 min inkubiert. Die
synthetisierte cDNA wurde mit RNase-freiem H,0
1:5 verdiinnt und bei —20°C gelagert. Fiir Gesamt-
RNA, die aus
Pflanzenoberflache isoliert wurde, wurden 10-50 ng
Gesamt-RNA eingesetzt und bei 50°C fiir 50 min
inkubiert. Die synthetisierte c¢DNA  wurde
unverdiinnt eingesetzt.

Pilzmaterial  von der

Real-Time-PCR

Real-time PCR wurden mit Hilfe des Platinum
SYBR Green qPCR SuperMix-UDG-Kit der Firma
Invitrogen nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Fir die PCR Reaktion wurden 5 pl der synthe-
tisierten ¢cDNA eingesetzt (s.0.). Als Referenz-
farbstoff wurde Fluorescein (1 pl einer 1 puM-
Stammlosung/50 pl-Reaktionsansatz) der Firma
Biorad eingesetzt. Die Reaktionen erfolgten auf
einem Bio-Rad-iCycler-System unter der Ver-
wendung des folgendes Programms:

95°C fiir 2 min, 45 Zyklen fiir 30 s bei 95°C, 30 s
bei 62°C und 30 s bei 72°C.

Im AnschluB hieran wurde die Spezifitit der
Amplifikation anhand einer Schmelzkurve am Bio-
Rad-iCycler-System iiberpriift. Zur Kalkulation des
des CT-Wert (Threshold Cycle), der den Wert bzw.
Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz zum
ersten Mal signifikant iiber die Hintergrund-
fluoreszens steigt, wurde die BioRad-Software
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Version 3.0a verwendet. Die Berechnung der
relativen Expressionswerte erfolgte mit dem
Program Bio-Rad Gene Expression Macro der
Firma Biorad. Hierbei diente das konstitutiv
exprimierte Gen ppi (peptidylprolyl isomerase) als
Kontrolle.

Techniken zur Bestimmung von mRNA-Enden

Fiir die Bestimmung des 3’-Endes von pst/ wurde
das GeneRACER Kit (Invitrogen) verwendet. Als
,Matritze“ diente hierbei Gesamt-RNA, die aus
dem Stamm-AB32Pcrgl:bizl nach crgl-Induktion
(5 h) isoliert wurde. Die Gesamt-RNA wurde zu-
néchst iiber RNeasy-Séaulen (Qiagen) aufgereinigt
und die cDNA und anschlieBende Amplifikation
nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die PCR-
Produkte wurden iiber QiaQuick PCR Purification
Sdulen (Qiagen) aufgereinigt, in pCR2.1-TOPO
kloniert und sequenziert.

4.4 Transkriptom-Analyse

Wachstumsbedingungen

Alle Stimme, von denen Expressionsanalysen
durchgefiihrt wurden, wurden dafiir ausschlie8lich
in Arrayminimalmedium angezogen (s. 4.1.1). Die
Staimme wurden wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben
kultiviert und induziert.

Fiir die Expressionsanalysen von der Pflanzen-
oberfliche und den Tumorstadien wurden Mais-
pflanzen mit den entsprechenden Stimme wie in
Kapitel 4.2.2 beschrieben infiziert und in einer
Phytokammer (Conviron; Model EI5) unter
Verwendung des folgenden Programms inkubiert:

Uhrzeit T [°C] MHAC HPSOD
0:00 20 0 0
6:00 20 0 0
6:30 28 2 2
21:30 28 1 1
21:31 24 0 0
22:00 20 0 0
23:59 20 0 0

Pflanzeninfektionen wurden stets gegen 18 Uhr
durchgefiihrt. Die Proben wurden nach 16 h, 24 h,
5 dpi, 9 dpi, 13 dpi entnommen.

RNA-Isolierung:
Siche Kapitel 4.3.1

RNA-Aufreinigung nach RNeasy-Protokoll

100 pl geloste RNA wurde mit 350 pl Puffer RLT
und 250 pl 100% EtOH gemischt. Dieser Ansatz
wurde auf eine RNeasy-Séule pipettiert und fiir
15sec bei 10.000 Upm, RT zentrifugiert. Nach
Zugabe von 500 pl Puffer RPE wurde die Sdule
erneut fiir 15 sec bei 10.000 Upm, RT zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde einmal wiederholt bei 2 min,
10.000 Upm. Anschlieend wurde die Sdule erneut
zentrifugiert. Zur Elution der RNA wurden 30 pl
RNase-freies Wasser (Ambion) auf die Matrix
pipettiert und die Séule fiir I min bei 10.000 Upm
zentrifugiert. Das  Eluat wurde fiir eine
Wiederholung dieses Schrittes eingesetzt. Diese
Methode orientiert sich am Protokoll der Firma
Qiagen; die genaue Zusammensetzung der
verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

cDNA-Synthese nach dem Affymetrix-Protokoll
Alle nachfolgenden Schritte der Ein-Schritt-
Amplifikation und Zwei-Schritt-Amplifikation sind
im ,,GeneChip® Expression Analysis Technical
Manual” der Firma Affymetrix ndher beschrieben.
Soweit nicht anders angegeben, wurde nach
Herstellerprotokol vorgegangen.

Ein-Schritt-Amplifikation (Alternatives Proto-
koll zur Ein-Schritt-Amplifikation)

Dieses Protokoll wurde zur Transkriptom-Analyse
der Stimme AB32Pcrgl:bizl und AB32 ver-
wendet. Da aus Pilzkulturen, die in Arrayminimal-
medium kultiviert wurden, geniigend Gesamt-RNA
isoliert werden kann, ist eine Zwei-Schritt-Ampli-
fikation nicht notwendig.

Zur Synthese eines cDNA-Erststranges wurden
5ung gereinigte RNA (nach photometrischer
Konzentrationsbestimmung) und 100 pmol T7(dT)-
Primer in einem Volumen von 20 pl fiir 10 min bei
70°C inkubiert. Nach Abzentrifugieren wurde der
Ansatz auf Eis gestellt, mit 4 pl 5x Erststrang-
puffer, 2 ul 0,1 M DTT und 1 pl 10 mM dNTP-Mix
versetzt und fiir 2 min bei 42°C inkubiert. Nach
Zugabe von 2 ul SuperScript II RT (Gibco) wurde
die Mischung fiir 1 h bei 50°C inkubiert.

Zur Zweitstrangsynthese wurde der oben be-
schriebene Ansatz mit 91 ul H,O, 30 pl 5 x Zweit-
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strangpuffer, 3 pl 10 mM dNTP-Mix, 1 pl E. coli-
DNA-Ligase (10 U/ml), 4 pl E. coli-DNA-
Polymerasel und 1 pl E. coli-RNaseH versetzt und
fiir 2 h bei 16°C inkubiert. Anschliessend wurden
2 pl T4-DNA-Polymerase zugegeben, der Ansatz
fiir weitere 5 min bei 16°C inkubiert und die
Reaktion mit 10 pl 0,5 M EDTA gestoppt. Diese
Methode orientiert sich an den Protokollen der
Firmen Affymetrix und Invitrogen; die genaue
Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus
dem jeweiligen Protokoll hervor.

cDNA-Aufreinigung

600 ul cDNA-Bindepuffer wurden zu 162 pl cDNA
gegeben, der Ansatz kurz gevortext und auf eine
cDNA-Reinigungsséule aufgetragen. Nach
Zentrifugation fir 1 min bei 10.000 Upm, RT
wurde die Sdule mit 750 pl cDNA-Waschpuffer
gewaschen und erneut fiir 1 min bei 10.000 Upm,
RT zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluates
wurde die Séule fiir 5 min bei 13.000 Upm, RT
zentrifugiert. Die Elution der cDNA erfolgte mit
14 ul  cDNA-Elutionspuffer und einminiitige
Zentrifugation bei 13.000 Upm, RT. Eine
Qualitdtskontrolle der cDNA erfolgte auf einem
Agilent  2100-Bioanalyzer® Diese Methode
orientiert sich am Protokoll der Firma Qiagen; die
genaue Zusammensetzung der verwendeten Puffer
geht aus dem Protokoll hervor.

cRNA-Synthese — in vitro-Transkription

Die in vitro-Transkription erfolgte mit dem
BioArray-HighYield-RNA Transcript Labelling Kit
(Enzo). Dabei wurde die Gesamtmenge der
verfiigbaren cDNA (12 pl) mit 4 pl 10x HY-Puffer,
4 pl 10x Biotin-markierter Ribonukleotide, 4 pl 10x
DTT, 4 pl 10x RNase-Inhibitoren und 2 pl 20x T7-
RNA-Polymerase in einem Gesamtvolumen von
40 pul versetzt. Die Komponenten wurden kurz
gevortext, abzentrifugiert und anschliefend bei
37°C fiir 16 h inkubiert. Nach jeweils 30 min wurde
der Ansatz bei 750 Upm fiir 30 sec geschiittelt.
Diese Methode orientiert sich am Protokoll der
Firma Enzo; die genaue Zusammensetzung der
verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

cRNA-Aufreinigung

60 pl H,O wurden zum Gesamtvolumen der in
vitro-Transkriptions-Reaktion pipettiert und fiir
3 sec gevortext. Der Ansatz wurde mit 350 pl IVT-

cRNA-Bindepuffer versetzt und erneut fiir 3 sec
gevortext. AnschlieBend wurden 250 pl 100%
EtOH zugegeben und die Losung durch Pipettieren
gemischt. Dieser Ansatz wurde auf IVT-cRNA-
Séulen aufgetragen und fiir 15 sec bei 10.000 Upm,
RT zentrifugiert. Nach Zugabe von 500 ul IVT-
cRNA-Waschpuffer wurden die Sdulen erneut fiir
15 sec bei 10.000 Upm, RT zentrifugiert. Es
wurden dann 500 ul 80% EtOH zugegeben und die
Sdule erneut fir 15 sec bei 10.000 Upm, RT
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluates wurde
die Sédule fir 5 min bei 13.000 Upm, RT
zentrifugiert. Zur Elution der cRNA wurden 11 ul
H,O auf die Matrix pipettiert, die Séule fiir 1 min
bei RT inkubiert, fiir I min bei 13.000 Upm, RT
zentrifugiert, erneut mit 10 pl H,O versetzt, erneut
fiir 1 min bei RT inkubiert und fiir 1 min bei 13.000
Upm, RT zentrifugiert. Eine Qualitdtskontrolle der
cRNA erfolgte auf einem Agilent 2100-
Bioanalyzer® und durch photometrische Messung.
Diese Methode orientiert sich am Protokoll der
Firma Qiagen; die genaue Zusammensetzung der
verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

cRNA-Fragmentierung

20png  cRNA  wurden fiir eine cRNA-
Fragmentierungsreaktion eingesetzt, die sich am
Protokoll der Firma Affymetrix orientiert. 20 pug
cRNA wurden dafiir mit 8 ul Mg* -haltigem 5x
Fragmentations-Puffer und H,O in einem Gesamt-
volumen von 40 pl gemischt. Dieser Ansatz wurde
35 min bei 94°C inkubiert und anschlieBend auf Eis
gehalten. Eine Qualitdtskontrolle der fragmentierten
cRNA erfolgte auf einem Agilent 2100-
Bioanalyzer®. Diese Methode orientiert sich am
Protokoll der Firma Affymetrix; die genaue Zusam-
mensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem
Protokoll hervor.

Zwei-Schritt-Amplifikation

Dieses Protokoll wurde zur Transkriptom-Analyse
der Stamme FB1, SG200, SG2004b, SG2004biz],
die auf der Pflanzenoberfldche inkubiert wurden,
verwendet. Des Weiteren wurde dieses Protokoll
fiir die Expressionsstudien der Tumorstadien 5 dpi,
9 dpi und 13 dpi verwendet. Hierbei wurde
folgende Modifizierung des Protokolls vorgenom-
men: Im Anschluf an die Zweit-Strang cDNA-
Synthese der zweiten Runde wurde die in vitro-
Transkription mit dem BioArray-HighYield-RNA
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Transcript Labelling Kit (Enzo) vorgenommen (s.
Abschnitt cRNA-Synthese — in vitro-Transkrip-
tion). Alle weiteren Einzelheiten gehen aus dem
Protokoll hervor.

Array-Hybridisierung

15 pg fragmentierte cRNA wurden mit 5 pl
Kontrolloligo B2, 15 pl 20x Hybridisierungs-
kontrollen, 3 pl Heringssperma-DNA (10 mg/ml),
3 ul BSA und 150 pl 2x Hybridisierungpuffer in
einem Gesamtvolumen von 300 pl gemischt. Dieser
Cocktail wurde fiir 5 min bei 99°C erhitzt, dann fiir
5min bei 45°C inkubiert und 5 min bei 13.000
Upm, RT abzentrifugiert. 200 pl davon wurden in
den Microchip pipettiert, der zuvor mit 200 pl Ix
Hybridisierungspuffer bei 45°C fir 10 min
dquilibriert worden war. Nach VerschlieBen der
Chip-Septen mit Klebeband wurde der Chip bei
45°C und 60 Upm fiir 16-18 h hybridisiert. Diese
Methode orientiert sich am Protokoll der Firma
Affymetrix; die genaue Zusammensetzung der
verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

Array-Detektionsreaktionen

Nach der Hybridisierung wurde der Chip entleert
und mit 300 ul Waschpuffer A befiillt. Die
Nachweisreaktionen wurden mit einem SAPE-Mix,
bestehend aus 300 pl 2x MES-Puffer, 24 ul BSA
(50 mg/ml) und 6 pl Streptavidin-Phycoerythrin
(1 mgl/ml) in einem Gesamtvolumen von 600 pl,
sowie einer Antikdrper-Mischung, bestehend aus
300 pl 2x MES-Puffer, 24 ul BSA (50 mg/ml) und
6 ul  Ziegen-IgG (10 mgl/ml) und 3,6 pl
biotinylierterm Antikorper (0,5 mg/ml) in einem
Gesamtvolumen von 600 pl durchgefiihrt. Es wurde
das EuGE-WS2v4-Programm fiir sémtliche Wasch-
und Detektionsschritte verwendet. Diese Methode
orientiert sich am Protokoll der Firma Affymetrix;
die genaue Zusammensetzung der verwendeten
Puffer geht aus dem jeweiligen Protokoll hervor.

Datenanalyse

Nach AbschluB der Wasch- und Markierungs-
schritte wurden die Arrays mit Hilfe -eines
GeneArray Scanners (Agilent/Affymetrix) bzw.
eines Affymetrix GeneChip Scanners (Affymetrix)
eingelesen. Das resultierende Bild wurde zunichst
durch Verwendung des Programms AFFYMETRIX
MICROARRAY SUITE 5.0 (Affymetrix) ausgewertet,
normalisiert und die Expressionswerte kalkuliert.

Eine Auswertung der Transkriptom-Vergleiche
wurde mit Hilfe des Programm dChip 2004 (Li und
Hung Wong, 2001) durchgefiihrt.

Bei der vergleichenden Analyse der experimen-
tellen Arrays mit den Kontrollarrays wurden Gene
herausgefiltert, die mindestens zweifach hoch- oder
runterreguliert waren. Bei der Berechnung der
faktoriellen Verdnderung der Genexpression wurde
ein Vetrauensinterwall von 90 % (,lower
confidence bound of fold change®) vorgegeben,
welches unter anderem den Standardfehler der
Expressionswerte beriicksichtigt und eine eher
konservative Beurteilung der faktoriellen Ver-
anderung darstellt (Li und Hung Wong, 2001).
Diese Kriterien wurden angewandt auf die
vergleichende Analyse von FB1/SG200 (16 h und
24 h), FB1/ SG2004b und AB32/AB32Pcrgl:bizl.
Fiir die Cluster-Analyse der Biz1-abhingigen Gene
auf der Pflanzenoberfliche wurden solche Gene
gefiltert, die iiber alle Bedingungen (SG200 16 h,
SG2004bizI 16 h) hinweg eine signifikante
Variation in ihrer Expression aufwiesen. Hierbei
wurden die Parameter so gewdhlt, dass der Quotient
aus Standardabweichung und Mittelwert der
Expressionswerte  eines  Gens  lber  alle
Bedingungen hinweg grofler als 0,5 und kleiner als
10 war. Dabei mufiten die Gene zusétzlich in > 49
% der verwendeten Arrays einen ,Present Call*
aufweisen (Li und Hung Wong, 2001; Li und
Wong, 2003). Die hieraus resultierende Liste wurde
anschliefend flir eine hierarchische Clusterung
verwendet. Hierbei wurde zusétzlich FB1 16 h in
die Clusteranalyse miteinbezogen (Li und Hung
Wong, 2001; Li und Wong, 2003)

Fir die Analyse der Gene, die wéhrend der
pathogenen  Entwicklung, also  auf der
Pflanzenoberflache (FB1 und SG200) und zu den
drei untersuchten Zeitpunkten 5 dpi, 9 dpi und 13
dpi in der Pflanze differentiell reguliert waren,
wurden Gene herausgefiltert, die {iber alle
Bedingungen hinweg eine signifikante Variation in
ihrer Expression zeigten. Hierbei wurden die
Parameter so gewihlt, dass der Quotient aus
Standardabweichung und  Mittelwert  des
Expressionswertes  eines  Gens  iber alle
Bedingungen hinweg grofler war als 0,5 und kleiner
als 10 (Li und Hung Wong, 2001; Li und Wong,
2003). Solche Gene, die innerhalb eines
Zeitpunktes nicht in allen biologischen Replikaten
einen “Present Call“ aufwiesen, also statistisch
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signifikant nachweisbar waren, wurden manuell
wieder entfernt.
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