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1  Zusammenfassung

Im Verhéltnis zwischen Pflanzen und Mikroorganismen haben sich im Lauf der Evolu-
tion verschiedenartige Interaktionen herausgebildet. Es existieren mutalistische Symbi-
osen zu beiderseitigem nutzen ebenso wie parasitdre Interaktionen, in denen die Pflanze
als Nahrungsquelle ausgebeutet wird. Auch die Intensitat der Interaktionen unterschei-
det sich: Wahrend biotrophe Mikroorganismen in lebendem Pflanzengewebe wachsen
und sich ernédhren, téten nekrotrophe Mikroorganismen das Pflanzengewebe ab, bevor
sie sich von ihm erndhren. Hemibiotrophe Mikroorganismen wenden einen Teil ihres
Lebens eine biotrophe Strategie an, bevor sie zu einem nekrotrophen Lebensstil wech-
seln. Dabei haben sich sowohl bei mutualistischen als auch bei parasitdren Symbiosen
erstaunliche funktionelle Ahnlichkeiten sowohl in den auftretenden Strukturen zur Ko-
lonisierung ihres Wirtes, als auch im Aufrechterhalten der Interaktion herausgebildet.

Ein von Mikroorganismen benutztes Mittel ist die Sekretion von Effektoren, also Prote-
inen zur Manipulation des Wirtes. Auch in dem in dieser Arbeit betrachteten hemibio-
trophen Pathogen Magnaporthe oryzae sind zahlreiche Effektorproteine vorhanden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung, bei einem in meiner Diplomar-
beit durchgefiihrten Microarray gefundener, putativer Effektoren von M. oryzae. Da M.
oryzae in der Lage ist seinen Wirt Uber Blatter und Wurzeln zu infizieren, wurde in die-
sem ein Expressionsvergleich zwischen infiziertem Wurzel- und Blattgewebe durchge-
fuhrt. Aus in der Wurzelinfektion verstarkt exprimierten Genen wurden nach in silico
Untersuchung vier putative Effektorgene zur weiteren Charakterisierung ausgewahit.
Fur sie wurden Deletionskonstrukte hergestellt, um die Gene durch homologe Integrati-
on derselben ins Genom zu deletieren, was fir die beiden Gene Zf1 und Ntl1 gelang. Bei
Infektionsversuchen mit den Deletionsstammen zeigte die Deletion von Zfl und Ntl
keine erkennbaren Auswirkungen auf das Infektionsverhalten von M. oryzae. Durch
transiente Expression von GFP-Fusionsproteinen in Nicotiana benthamina und einer auf
dem yeast signal sequence trap basierenden Expression in Hefe wurde gezeigt, dass nur
Zf1, nicht aber Nt1 sekretiert wird. Beide Proteine wiesen bei einer Expression in As-
pergillus nidulans eine cytoplasmatische Lokalisation auf. Weiter wurden mit Hilfe des
yeast two hybrid-Systems nach Interaktionspartnern von ZF1 und Nt1 gesucht.

In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass die Deletion von Zf1 bzw. Ntl keinen
erkennbaren Einfluss auf die Virulenz von M. oryzae hat. Aullerdem konnte gezeigt
werden, dass es sich bei Zf1 um ein sekretiertes Protein handelt, fur das eine Effektorta-
tigkeit im Verlauf der Reisinfektion wahrscheinlich ist, wenngleich die genaue Funktion
noch unklar ist. Bei Nt1 hingegen fand in zwei heterologen Expressionssystemen keine
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Sekretion statt, wodurch auch eine Sekretion in M. oryzae sehr unwahrscheinlich ist, es
sich bei Nt1 also nicht um ein Effektorprotein handelt.
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2  Einleitung

2.1 Pflanzen und ihre Umwelt

Pflanzen sind als sessile Organismen in sehr stark von den Bedingungen ihrer Wachs-
tumsumgebung abhéngig. Wahrend mobile Organismen, wie die meisten Tiere, bei Be-
drohungen, Nahrungsmangel oder ahnlich unginstigen Umweltbedingungen den Ort
verlassen kdnnen, um sich bessere Lebensbedingungen zu suchen, besteht diese M0og-
lichkeit fur Pflanzen nicht. Sie missen sich mit den Lebensbedingungen des Ortes ihrer
Keimung und allen aufkommenden Bedrohungen auseinandersetzen, um tberleben zu
konnen. Dies fuhrte im Laufe der Evolution zu verschiedenen Anpassungen von Pflan-
zen an ihre Umwelt. Allgemeine Anpassungen von Pflanzen an ihre vorherrschende
Umwelt, wie die Ausbildung von Aerenchymen in sumpfigen Gebieten oder reduzierte
Blatter an trockenen Standorten, sollen hier nicht weiter betrachtet werden, da es sich
um allgemeine Spezialisierungen auf einen Lebensraum handelt, die in gleicher Form
auch bei mobilen Lebewesen vorkommen.

In der weiteren Betrachtung soll es besonders um die Reaktion auf die direkte Leben-
sumwelt einer Pflanze gehen. So hat eine Pflanze keinerlei Einfluss auf den Nahrstoff-
und Wassergehalt ihres Standortes. Um sich auch auf ndhrstoffarmem Untergrund be-
haupten zu kénnen, gehen sehr viele Pflanzen ,,Lebensgemeinschaften® mit anderen Or-
ganismen ein. Bei diesen mutualistischen Symbiosen handelt es sich um eine Zusam-
menarbeit zwischen einer Pflanze und einem Mikroorganismus zu beiderseitigem Nut-
zen. Allerdings sind Pflanzen nicht nur abiotischen Stressfaktoren ausgesetzt, sondern
naturlich auch biotischen. Dies konnen sowohl Fral3feinde wie Insekten oder herbivore
Wirbeltiere sein als auch pathogene Mikroorganismen wie Bakterien und Pilze.Vor die-
sen mussen sich Pflanzen bestmdglich schiitzen, um den durch sie angerichteten Scha-
den so gering wie mdglich zu halten. In den folgenden Kapiteln soll im Besonderen der
Fokus auf der Interaktionen von Pflanzen und Mikroorganismen liegen, und deren Ein-
fluss auf die Pflanze, sowie die Reaktionen der Pflanzen beschrieben werden.

2.1.1 Mutualistische Symbiosen zwischen Pflanzen und Mikroben

Wie schon erwéhnt, handelt es sich bei mutualistischen Symbiosen um eine Interaktion,
aus der beide Interaktionspartner einen Vorteil ziehen. Derartige Interaktionen gehen
Pflanzen sowohl mit pilzlichen als auch mit bakteriellen Partnern ein. Beispielhaft seien
hier drei Interaktionen erwéhnt, ndmlich die Ektomykorrhiza, die arbuskuldre Mykor-
rhiza als Beispiel einer Pilz- Pflanze Interaktion und die hauptséchlich bei Leguminosen
vorkommende Interaktion mit Rhizobien als Beispiel fir eine bakterielle Interaktion.



Einleitung 9

Gemeinsam ist diesen Symbiosen, dass sich die Partner dabei gegenseitig mit N&hrstof-
fen versorgen. Allerdings unterscheiden sich die Interaktionspartner sehr stark, da nicht
jede Pflanze alle diese Interaktionen eingehen kann. Die Interaktion mit Rhizobienbak-
terien ist zum Beispiel nur auf die Ordnung Fabales, und dort mit einer einzigen Aus-
nahme auf die Familie der Fabacae (auch als Leguminosae bezeichnet) beschrénkt (Ga-
ge, 2004). Dagegen koénnen 80 % aller Landpflanzen eine arbuskuldre Mykorrhiza
Symbiose eingehen (Strack et al., 2003), welche damit zu den meistverbreiteten mutua-
listischen Symbiosen zahlt. Was diese beiden Symbiosen jedoch gemeinsam haben ist,
im Gegensatz zu der erwahnten Ektomykorrhiza, die Tatsache, dass es sich dabei um
Endosymbiosen handelt. Aus diesem Grund sollen sie im Folgenden genauer beschrie-
ben und miteinander verglichen werden. Zuvor jedoch wird der Vollstandigkeit wegen
kurz auf die Ektomykorrhiza eingegangen.

Bei der Ektomykorrhiza handelt es sich um eine Symbiose zwischen Waldbaumen und
hauptsachlich Pilzen der Abteilung Basidiomycota, in geringerem Umfang auch der Ab-
teilungen Ascomycota und Zygomycota (Horton & Bruns, 2001; Anderson & Cairney,
2007). Wie oben schon erwéhnt handelt es sich dabei, wie auch der Name andeutet,
nicht um eine Endosymbiose. Der Pilzpartner dringt also nicht in die Wirtszellen ein,
sondern kolonisiert den Apoplasten zwischen epidermalen und korticalen Zellen. Er
umschlielt dabei die Wirtszellen mit einer stark verzweigten Struktur, welche als Har-
tigsches Netz bezeichnet wird (Anderson & Cairney, 2007). Die beiden Partner tau-
schen dabei Nahrstoffe aus. Der Pilz erhalt hauptséchlich Kohlenhydrate, wéahrend die
Pflanzen durch eine verbesserte Mineralienversorgung, insbesondere durch Stickstoff,
profitieren (Lopez et al., 2008; van Schdll et al., 2006).

Um eine wesentlich intimere Interaktion handelt es sich bei einer Endosymbiose, wobei
der Mikroorganismus in die Pflanzenzelle eindringt und in ihr existiert. Dabei zeigen
sich, trotz der sehr verschiedenen mikrobiellen Partner, verbliiffende Ubereinstimmun-
gen sowohl in der Kommunikation der Partner, der Ausbildung der Symbiose als auch
ihrer Regulierung.

Der Beginn jeder Beziehung liegt im Sich-Finden und Kennenlernen der Partner. Fir ihr
Gelingen ist eine ausreichende Kommunikation, sowie sich auf den Partner einzustellen,
extrem wichtig. Diese Aussagen haben, nicht nur mit Blick auf uns Menschen, wenig
Uberraschendes an sich, denn sie gelten in genau dem gleichen MaRe fiir den Beginn
einer mutualistischen Symbiose- und wie wir spéter noch sehen werden, nicht nur bei
mutualistischen sondern auch bei pathogene Interaktionen!

Die ersten Schritte dieses Findens und Kennenlernens werden mit Hilfe von sekretierten
chemischen Botenstoffen vollzogen. So dienen Pflanzen Flavonoide als chemische
Lockstoffe fir Rhizobien. In diesen wird durch die Wahrnehmung der Flavonoide die
Expression so genannter Nod-Gene eingeleitet (Hassan & Mathesius, 2012). Einige die-
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ser Nod-Gene sind verantwortlich fiir die Produktion so gennanter Nod-Faktoren. Bei
diesen handelt es sich um Lipochitooligosaccharide, welche in der Pflanze den Beginn
der Knollchenbildung auslésen (Ardourel et al., 1994; Spaink, 1995). Da der Fokus in
dieser Arbeit auf pilzlichen Mikroorganismen liegt, soll diese bakterielle Symbiose
nicht bis ins Detail besprochen werden. Der anschlieBende Verlauf der Symbiosenaus-
bildung ist in vielen Reviews, wie z.B. in lvanov et al., 2010 und Oldroyd et al., 2011,
sehr gut zusammengefasst. Neben den Nod-Faktoren mdchte ich nur auf zwei wichtige
Schritte im Verlauf der Interaktion kurz eingehen, welche groRe Ahnlichkeit zu pilzli-
chen Interaktionsstrukturen haben. Dies ist zum einen die Reaktion der Pflanze auf die
Gegenwart der Rhizobien, sowie die Art und Weise, wie die Bakterien sich in der
pflanzlichen Zelle, in einem so genannten Symbiosom, aufhalten.

In der Pflanze gibt es ein Set von Genen, die so genannten SYM-Gene, die fir eine
Ausbildung der Rhizobiensymbiose erforderlich sind, und zugleich auch eine essentielle
Funktion in der Ausbildung arbuskuldrer Mykorrhiza besitzen. Wie Kistner et al. 2005
publizierten, gibt es zum Beispiel in Lotus japonicus mindestens sieben SYM-Gene. Zu
einigen dieser in L. japonicus vorhandenen Gene wurden in weiteren Pflanzen ebenfalls
orthologe Gene gefunden, die dort auch die gleichen Funktionen erfiillen. So ist zum
Beispiel die Rezeptor dhnliche Kinase SYMRK (in Medicago truncatula als DMI2 und
in M. sativa als NORK bekannt) sowohl in der Ausbildung einer Rhizobien- wie auch
einer arbusculédren Mykorrhizasymbiose der Startpunkt eines gemeinsamen SYM-
Signalweges. Im Ablauf dieses Signalweges kommt es sowohl im Falle der Rhizobien-
als auch der Mycorrhizasymbiose zu einem so genannten Kalziumspiking, worunter os-
zillierende Anderungen der Kalziumkonzentration im Bereich des Zellkerns zu verste-
hen sind. Allerdings ist die Art der einzelnen Oszillationen als Reaktion auf Nod-
Faktoren eine andere als in Reaktion auf Mykorrhizapilze (Kosuta et al., 2008). Mutati-
onen dieser SYM-Gene fuhren dazu, dass die Pflanzen weder eine Kndllchen- noch eine
arbusculdare Mykorrhizasymbiose ausbilden konnen (Catoira et al., 2000; Kistner et al.,
2005). Dieser SYM-Signalweg wird aktiviert, nachdem die Pflanze Nod- Faktoren,
bzw. im Falle der arbuskul&dren Mykorrhiza, einen bislang hypothetischen so genannten
Myc-Faktor erkannt hat. Obwohl schon bekannt war, dass Pflanzen lange vor einem di-
rekten Kontakt zwischen Pilz und Wurzel auf dessen Gegenwart reagieren (Kosuta et
al., 2003; Kuhn et al. 2010), war doch nicht bekannt, welche der von diesem sekretier-
ten Molekule dafir verantwortlich sind, dass der SYM-Signalweg aktiviert wird. Im
Jahr 2011 konnten allerdings Maillet et al. zeigen, dass der arbusculdre Mycorrhizapilz
Glomus intraradices ebenfalls Lipochitooligosaccharide, hier ,,Myc-LCO* genannt, se-
kretiert, welche in Pflanzen zu einer Stimulierung des Wurzelwachstums, der Wurzel-
verzweigung und dadurch der Ausbildung der Symbiose fiihren. Maillet et al. konnten
auch zeigen, dass diese stimulierende Wirkung von oben erwéhnten SYM-Genen ab-
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hangig ist, aber in dem weiteren Verlauf des Signalweges einen mykorrhizaspezifischen
Verlauf nimmt.

Bei dem Wachstum innerhalb der Wirtszellen ergeben sich naturgemal deutliche Unter-
schiede, da es sich bei Rhizobien um einzellige Bakterien handelt, wahrend die Pilze der
Glomeromycota filamentds wachsende eukaryotische Organismen sind. Auch der Weg
auf dem die Mikroorganismen in die Wirtspflanzen gelangen und sich dort verbreiten
bzw. wachsen unterscheidet sich deutlich. Beiden ist aber gemein, dass die Wirtspflanze
im Voraus das Eindringen bzw. die Bewegung innerhalb der Pflanzenzellen vorbereitet,
und die Mikroorganismen in beiden Féllen nicht in das Cytoplasma der Wirtszelle ein-
dringen, sondern durch vom Wirt gebildete Membranen umschlossen sind. Wie wir spé-
ter noch sehen werden, ist dies eine Eigenschaft die sie mit sehr vielen pathogenen Or-
ganismen gemeinsam haben. Bei beiden Symbiosen ist der Ort der eigentlichen Symbi-
osomausbildung der innere Kortex der Wurzel.

So fuhrt ein durch Nod-Faktoren ausgeldstes Aufrollen von Wurzelhaaren zum Ein-
schlieen von Rhizobien. An dieser Stelle beginnt sich ein so genannter Infektions-
strang (engl. infection thread; It) auszubilden. Dieser wachst durch Spitzenwachstum
nach innen, wobei sich die Rhizobien darin faktisch noch aufl3erhalb der Wurzel befin-
den, da der It komplett mit einer Zellwand ausgekleidet ist. Innerhalb des It wachsen die
Rhizobien weiterhin und vermehren sich (Gage, 2004). Beim Ubergang von einer Zelle
in die darunter liegende wird die Zellwand lokal geschwacht. In der tieferliegenden Zel-
le wird zur Vorbereitung des Uberganges ein sogenannter preinfection thread (Pit) aus-
gebildet. Dabei handelt es sich um eine Cytoplasmabriicke, durch die nach dem Ein-
dringen des It dessen weiteres Wachstum erfolgt (van Brussel et al., 1992). Ist der It
schlieBlich in der Organanlage der Nodulierung im inneren Kortex angekommen, wer-
den die Bakterien in diese Zellen freigesetzt. Die Bakterien werden dazu von einer
Wirtsmembran, der Peribakteroidmembran (PBM), umschlossen und in das Cytoplasma
der Zelle abgegeben, wo sie sich anschlielfend in die endglltige symbiontisch aktive
Form des Bakteroids entwickeln und zusammen mit der PBM das Symbiosom bilden. In
diesem Bakteroid findet die Fixierung von Luftstickstoff statt, welcher als Ammonium
der Pflanze zur Verfligung gestellt wird, wéhrend diese die Bakterien mit Photosynthe-
seprodukten versorgt.

Bei der arbuskuldren Mykorrhiza (AM) erfolgt das erste Erkennen ebenfalls durch von
der Pflanze ausgesandte Stoffe. Fir diesen Fall zeigten Akiyama et al. (2005), dass Stri-
golactone fur ein starkes Verzweigen der Pilzhyphen verantwortlich sind, wodurch die
Wahrscheinlichkeit fir ein Zusammentreffen der Hyphen mit den Wurzeln deutlich er-
hoht wird. Nehmen die aus Sporen gekeimten Hyphen jedoch keinen Interaktionspartner
wahr, so stoppen sie das weitere Wachstum, das Protoplasma zieht sich mit den Zell-
kernen in die Spore zurtck und diese keimt zu einem spéteren Zeitpunkt erneut aus
(Requena et al. 2007). Wie Kuhn et al. (2010) deutlich zeigen konnten, reagiert der Pilz
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darauf ebenfalls mit der Ausschittung von Signalmolekiilen, die in der Pflanzenwurzel
noch vor dem direkten Kontakt zu einer veranderten Genexpression fuhren. Wie oben
schon erwahnt, zeigten Maillet et al. (2011), dass dabei Lipochitooligosaccharide eine
sehr wichtige Rolle spielen.

Ist der direkte Kontakt zwischen Wurzel und Hyphe hergestellt, beginnt diese mit der
Ausbildung von Penetrationsstrukturen, die Appressorien genannt werden. Die Pilzhy-
phen wachsen intrazellulér durch die Epidermis- und &ufReren Kortexzellen bis zu den
inneren Kortexzellen. Hierbei bildet sich in jeder Zelle vor dem Eindringen ein ,,Pré-
penetrations Apparat” (engl. prepenetration apparatus, PPA), wobei es sich um eine
Komponenten des Cytoskeletts und des endoplasmatischen Reticulums enthaltende int-
razellulare Anordnung des Wirts handelt (Genre et al., 2005; Genre et al., 2008). Der
PPA beinhaltet dariiber hinaus eine Cytoplasmabriicke, die den Weg des intrazellularen
Wachstums der Hyphe definiert. Im inneren Kortex angelangt, gibt es verschiedene
Madglichkeiten. In Medicago truncatula zum Beispiel, verlassen die Hyphen ihre Wirts-
zellen. Hier wachsen sie interzellulér, verzweigen sich und dringen anschlieBend in die
inneren Kortexzellen ein (Genre et al., 2008). In Daucus carrota dagegen wachsen die
Hyphen weiterhin intrazellular durch die inneren Kortexzellen (Genre et al., 2008). In
beiden Fallen bilden sie in den inneren Kortexzellen die, der Symbiose den Namen ge-
benden, typischen bdumchenartigen Arbuskel aus. Auch hier wird initial ein PPA aus-
gebildet, der sich allerdings durch z.B. eine VergrolRerung der Wirtszellkerne von der
Vorpenetrationsphase in den Epidermis- und dueren Cortexzellen unterscheidet (Genre
et al., 2008). Die intrazelluldren Hyphen sind dabei von einer pflanzlichen, so genannten
periarbuskuldaren Membran umgeben. Zwischen dieser und der pilzlichen Membran be-
findet sich der periarbuskuldre Raum. An dieser, die Arbuskel umgebenden Membran,
findet der Stoffaustausch zwischen Pilz und Pflanze statt, wobei der Pilz von der Pflan-
ze Kohlenhydrate erhélt (Pfeffer et al., 1999). 2011 konnten Helber et al. erstmals einen
pilzlichen Zuckertransporter Mst2 vorstellen, der eine wichtige Rolle in der Ausbildung
dieser Symbiose spielt. Die Pflanze erh&lt im Gegenzug von dem Pilz Mineralstoffe.
Dabei handelt es sich hauptsachlich um Phosphat (Harrison et al., 2002; Javot et al.
2007), ausserdem erhélt sie aber auch Stickstoff von dem Pilz, wie ein hauptsachlich in
arbuskulierten Zellen hochregulierter Ammoniumtransporter in Lotus japonicus nahe
legt (Giither et al., 2009).

Es gibt auch Hinweise darauf, dass eine AM-Symbiose flr die Pflanze noch weitere
Vorteile, wie eine erhdhte Resistenz gegen Pathogene (Liu et al.,, 2007; Campos-
Soriano et al., 2012) mit sich bringt.

2.1.2 Parasitare Symbiosen zwischen Pflanzen und Mikroben

Die bislang besprochenen Interaktionen zwischen Pflanzen und Mikroorganismen wa-
ren sowohl fir die Pflanze als auch den Mikroorganismus von Vorteil. Allerdings muss
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sich jede Pflanze auch mit zahlreichen Mikroorganismen auseinander setzen, die sie als
einfache Nahrungsquelle ausbeuten wollen, ohne sich dafiir zu revanchieren. Dies kon-
nen sowohl bakterielle, pilzliche als auch virale Pathogene sein. Um den Rahmen dieser
Arbeit nicht zu sprengen, werde ich mich im Folgenden nur auf pilzliche Pathogene
konzentrieren.

2.1.2.1 Arten von parasitaren Pflanzen-Mikroben-Interaktionen

Unter diesen gibt es drei grundsétzlich unterschiedliche Infektionstypen. Bei der ersten
handelt es sich um nekrotrophe Pathogene. Die Besonderheit von nekrotrophen Orga-
nismen ist, dass sie das Gewebe der Wirtspflanze, bevor sie es kolonisieren, durch Phy-
totoxine und/oder lytische Enzyme abtdéten, um sich anschlieBend von der toten Bio-
masse zu ernahren. Einen Uberblick tiber die nekrotrophe Lebensweise am Beispiel des
Grauschimmelféuleerregers Botrytis cinerea liefert zum Beispiel van Kann (2006). Da
es sich bei nekrotrophen allgemein um Organismen handelt, die nicht mehr mit leben-
dem Gewebe in Kontakt kommen, sondern dieses vor der Hyphenfront abtoten, sind
diese Pathogene oftmals nicht sehr wirtspezifisch. So ist zum Beispiel der oben erwahn-
te B. cinerea dazu in der Lage, mehr als 200 unterschiedliche Wirtsspezies zu infizieren.
Allerdings gibt es auch nekrotrophe Organismen, die eine weitaus geringere Anzahl an
potentiellen Wirtspflanzen besitzen und die wirtspezifische Toxine produzieren. Diese
Vielfalt nekrotropher Organismen und die unterschiedlichen Kolonisierungsweisen sind
ausfiihrlich z.B. in Laluk & Mengiste (2010) beschrieben.

Die zweite Gruppe von Pathogenen hat eine von der oben beschriebenen stark abwei-
chende Lebensweise. Diese Pathogene werden biotrophe Organismen genannt. lhre
zentrale Eigenschaft ist es, lebende Wirtszellen zu infizieren, in diesen zu wachsen und
sich von diesen zu ernahren, wobei sie nicht abgetttet werden.

Die dritte und letzte Gruppe kann als eine Art Zwischenform der ersten beiden betrach-
tet werden und wird hemibiotroph genannt. Hemibiotrophe Pathogene sind dadurch cha-
rakterisiert, dass sie die Wirtszellen mittels einer biotrophen Strategie infizieren. Nach
einer bestimmten Zeit, die von dem jeweiligen Pathogen abhdangt, andern sie ihre Stra-
tegie in eine nekrotrophe und beginnen damit die Wirtszellen abzut6ten.

Diese beiden letzten Organismengruppen sollen in dem folgenden Kapitel detaillierter
beschrieben werden. Aufgrund ihrer groRen Ubereinstimmungen werden sie zusammen
betrachtet. Dabei wird zuerst der gemeinsame biotrophe Lebensabschnitt thematisiert
werden und zum Schlul® kurz auf den Wandel zum nekrotrophen Lebensstil hemibio-
tropher Organismen eingegangen.
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Invasion, Beginn der Infektion Emahrung, Ausbreitung, WWachstum

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Einteilung von Pflanzen-Mikroben-Interaktionen und ih-
rer Merkmale.

2.1.2.2 (Hemi)biotrophe Pathogene

Die biotrophe Lebensweise ist dadurch definiert, dass der Mikroorganismus in lebenden
Wirtszellen wéchst und sich aus diesen heraus ernahrt (Schulze-Lefert & Panstruga,
2003). Dies trifft auch auf die schon weiter oben beschriebenen arbuskuléaren Mykorrhi-
zapilze zu. Tatséchlich sind auch diese obligat biotrophe Organismen, kénnen also nicht
ohne einen Symbiosepartner, von dem sie Kohlenhydrate erhalten, existieren. In ihrem
Fall ist die Interaktion allerdings in beiderseitigem Interesse, wéahrend es die biotrophen
Pathogene schaffen, in der Pflanze zu Uberleben und ihr zu schaden, ohne von ihr be-
kampft zu werden. Wie dies genau geschieht und welche Abwehrmalinahmen die Pflan-
zen treffen, soll zu einem spateren Zeitpunkt erlautert werden. Zuerst sollen hier die all-
gemeinen Charakteristika und die Infektionswege biotropher Pathogene vorgestellt
werden.

Das erste Problem vor dem ein biotropher pathogener Mikroorganismus steht, wenn er
eine Pflanze infizieren will, ist die zu durchdringende Zellwand. Er kann nicht, wie nek-
rotrophe Organismen, im Uberschuss Toxine oder lytische Enzyme ausschitten, da er
sonst die Wirtszelle beschédigen oder gar toten wirde. Dies bedeutete aber ebenfalls
den eigenen Tod oder zumindest Stillstand des Wachstums. Auf der anderen Seite muss
er in die Zelle eindringen, da sich vor allem die obligat biotrophen Pathogene nur auf
diese Weise erndhren konnen. Aus diesem Grund haben biotrophe Organismen sehr
ausgeklugelte Infektionsstrukturen und -strategien entwickelt. Prinzipiell sind drei Mdg-
lichkeiten gegeben, auf welchem Weg biotrophe Pilze in ihren Wirt eindringen kénnen.
So konnen sie in den Interzellularbereich des Wirtsgewebes eindringen und darin wach-
sen. Dafir konnen sie entweder natiirlich vorhandene Offnungen des Wirtes nutzen, wie
die Stomata, oder zwischen zwei Pflanzenzellen in diesen eindringen. In beiden Féllen
wachsen die Pilze aber zuerst in dem Interzellularbereich des Gewebes und dringen erst
zu einem spéteren Zeitpunkt in die Wirtszellen ein. Die letzte Mdglichkeit ist es, direkt
durch die Zellwand in eine Epidermiszelle einzudringen. Da sich die beiden ersten
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Madglichkeiten nur minimal unterscheiden, werden sie im weiteren Verlauf zusammen
untersucht.

Die Rostpilze, bei denen es sich um obligat biotrophe Pflanzenpathogene handelt, drin-
gen meist zuerst in den Interzellularraum der Wirte ein, bevor sie intrazellular wachsen.
In der dikaryotischen Phase von Uromyces fabae beispielsweise, dringt dieser in den
Interzellularraum seiner Wirtspflanze, der Ackerbohne Vicia faba, ein, indem er ein
Appressorium Uber einem Stoma bildet (Mendgen & Hahn, 2002). Bei Appressorien
handelt es sich um spezielle Infektionsstrukturen von symbiontischen Pilzen, mit Hilfe
derer diese in das Gewebe ihrer Wirte eindringen konnen. Fir die Penetration werden
von den verschiedenen Pathogenen unterschiedliche Strategien verwendet. So konnte
fir Magnaporthe oryzae zum Beispiel festgestellt werden, dass die Appressorien dazu
in der Lage sind, einen enormen Turgordruck von 8 MPa aufzubauen und damit die
Zellwand zu durchdringen (Howard et al., 1991). Fir den echten Mehltau Erisyphe
graminis konnten Pryce-Jones et al. (1999) feststellen, dass die Appressorien einen me-
chanischen Druck von 2-4 MPa in Kombination mit verschiedenen Enzymen fur die
Penetration verwenden. Fur den oben erwdhnten U. fabae konnten Rauscher et al.
(1994) feststellen, dass im Anschluss an die Appressorienbildung und im Verlauf des
interzellularen Wachstums extrazellulare Proteasen gebildet werden, die in der Lage
sind, Zellwénde lokal aufzubrechen

Fur den Rostpilz Puccinia graminis wurde gezeigt, dass eine Kombination von chemi-
schen und topographischen Signalen daftir notwendig ist, die Appressorienbildung auf
einem Stoma auszulésen (Collins et al., 2001). In Mendgen und Hahn (2002) ist das
weitere Wachstum des Dikaryons von U. fabae nach dem Durchwachsen des Stoma
sehr gut zusammengefasst. Der Pilz beginnt mit einem interzelluldaren Wachstum, das in
der Ausbildung einer sogenannten Haustorienmutterzelle miindet. Von dieser Haustori-
enmutterzelle dringt eine Hyphe in eine Wirtszelle ein und formt dort ein Haustorium.
Bei diesem Haustorium handelt es sich um eine Struktur, die eine sehr groRe Ahnlich-
keit mit dem zuvor schon beschriebenen Arbuskel der AM-Pilze aufweist. Wie dieser ist
das Haustorium ebenfalls komplett von einer Wirtsmembran umschlossen, die extrah-
austorielle Membran (EHM). Auf diese folgt dann eine sogenannte extrahaustorielle
Matrix, die ebenfalls von dem Wirt gebildet wird. Beide Komponenten, Matrix und
EHM, haben strukturelle Auffalligkeiten. So ist bei der extrahaustoriellen Matrix zu se-
hen, dass sie meist reich an Polysacchariden und Glycoproteinen ist, die im allgemeinen
in der priméren Zellwand von Pflanzenzellen zu finden sind, zum Beispiel Pektine, Xy-
loglucan, Arabinogalactanproteine und andere Glycoproteine. In Mehltaupilzen, welche
ebenfalls Haustorien ausbilden, sind diese Zellwandbestandteile jedoch nicht zu finden
(O"Connel & Panstruga, 2006).

Auch die EHM besitzt eine andere Struktur und einen anderen Aufbau als die normale
Zellmembran der Pflanzenzellen. So ist die EHM der Mehltaupilze dicker und enthélt
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weniger integrale Membranproteine als die normale Zellmembran. In Rostpilzen konnte
auch festgestellt werden, dass die EHM weniger Sterole enthalt und viele membrange-
bundene Proteine nicht in ihr vorkommen (O"Connel & Panstruga, 2006; Koh et al.,
2005). In der pflanzlichen EHM um Uromyces fabae wurde dartiber hinaus ein Fehlen
an ATPase-Aktivitat festgestellt, was darauf hindeutet, dass die Wirtszelle keine Kon-
trolle mehr Gber den Molekilfluss nach auBen hat (Voegele, 2006; O"Connel & Pans-
truga, 2006).

Wie die Arbuskel in der AM-Symbiose scheinen auch die Haustorien der Ort des Stoff-
austausches zwischen Wirt und Parasit. So konnte ein moglicher haustoriumspezifischer
Aminosdauretransporter in U. fabae gefunden werden. Dabei handelt es sich um einen
vermutlichen H*-Symporter, welcher einen Protonengradienten zum Co-Transport der
Aminosduren nutzt (Hahn et al., 1997). Dies wurde sehr gut dazu passen, dass ebenfalls
in U. fabae eine um ein vielfaches hohere ATPase Aktivitat in Haustorien gefunden
wurde (Struck et al., 1996). Voegele et al. (2001) konnten erstmals den Gluco-
se/Fructose Transporter HXT1 identifizieren, der mittels Immunofluoreszenz exklusiv
in Haustorien festgestellt wurde. Bei diesem handelt es sich ebenfalls um einen H*-
Symporter. Darlber hinaus konnte 2006, ebenfalls in U. fabae, eine pilzliche Invertase
gefunden werden, die spezifisch in Haustorien auftritt. Diese Invertase, so wird vermu-
tet, konnte als Substratlieferant fur HXT1 fungieren (Voegele et al., 2006). Dies sind
also deutliche Hinweise darauf, dass es zu einem Fluss von Nahrstoffen aus der Pflanze
hin zu dem Pilz im Bereich der Haustorien kommt.

Neben der oben beschriebenen Art der biotrophen Infektion mit Umweg tber den Inter-
zellularraum, kénnen natirlich auch direkt Epidermiszellen infiziert werden. Diesen di-
rekten Weg schlagen als Beispiel fiir obligate biotrophe Pathogene die Mehltaupilze ein
(Pryce-Jones et al., 1999). Nach dem Eindringen in die Wirtszelle bilden auch sie, wie
die Rostpilze, hier ein Haustorium und erndhren sich aus diesem (Manners & Gay,
1982). Allerdings infizieren auch die hemibiotrophen Pathogene Colletotrichum linde-
muthianum sowie M. oryzae ihre jeweiligen Wirte, die Gartenbohne (Phaseolus vulga-
ris) bzw. den Reis (Oryza sativa), auf diese Weise. Beide benutzen dafiir Appressorien,
die eine melanisierte Zellwand besitzen. Da es sich bei M. oryzae um den Hauptprota-
gonisten dieser Arbeit handelt, soll er zu einem spéateren Zeitpunkt detailliert bespro-
chen werden. Beiden hemibiotrophen Organismen ist gemein, dass sie direkt nach der
Penetration in einer biotrophen Phase intrazelluldr wachsen. Dabei bilden sie aber nicht
wie die meisten obligaten biotrophen Pathogene ein Haustorium aus, sondern sie
durchwachsen die Wirtszellen mit so genannten invasiven Hyphen. Diese Hyphen besit-
zen ebenfalls die typisch biotrophe Eigenschaft, dass sie von einer Wirtsmembran direkt
umschlossen sind. Wahrend die Infektionshyphen von C. lindemuthianum von einer
Matrix dhnlich der extrahaustoriellen Matrix umgeben sein sollen (Mendgen& Hahn,
2002), ist dies bei M. oryzae nicht der Fall (Kankanala et al., 2007). Bei C. lindemuthi-



Einleitung 17

anum dauert die biotrophe Phase ca. zwei bis drei Tage. Danach schaltet der Pilz auf
nekrotrophes Wachstum um, wobei er diinnere sekunddre Hyphen ausbildet, die eine
Vielzahl an Depolymerasen wie Polygalacturonase, Pektinlyasen und Proteinasen aus-
schitten. Diese verdauen die Zellwande der Pflanzenzellen bevor die Hyphen eindrin-
gen und setzen so deren Nahrstoffe frei (Miinch et al., 2008). Im Gegensatz dazu schal-
tet M. oryzae nicht generell in eine nekrotrophe Phase um, sondern hier scheint jede
neue Zellinfektion auf biotrophem Wege zu erfolgen. Erst wenn die infizierte Zelle mit
invasiven Hyphen ausgefillt ist und diese in eine benachbarte Zelle weiterwachsen,
schalten die Hyphen in der zuerst infizierten Zelle um und t6ten diese ab (Kankanala et
al., 2007).

2.1.3 Wettristen zwischen Pflanze und Mikroorganismus

Wie wir bei der Besprechung der mutualistischen Symbiosen schon gesehen haben, sind
Pflanzen auf keinen Fall als passive Verfolgte zu sehen, sondern als aktive Teilnehmer
an den Symbiosen. Im Fall der mutualistischen Symbiosen zeigt sich dies durch das
chemische Anlocken der Symbionten, die Kommunikation mit diesem, das Bereithalten
symbiosespezifischer Regulationswege, sowie das Aktivieren symbiosespezifischer Ge-
nexpression. In diesem Fall sind die Pflanzen natirlich an einem Gelingen der Interakti-
on interessiert, da es ihnen zu vielféaltigem Vorteil gereicht. Im Fall der parasitéren In-
teraktionen dagegen setzen die Pflanzen alles daran, diese Interaktion gar nicht erst ent-
stehen zu lassen oder, sofern dies nicht zu verhindern war, diese so schnell wie moglich
zu erkennen und wieder zu beenden.

Genre et al. (2009) verglichen den bei arbuskuléarer Mykorrhiza auftretenden PPA mit
einer bei Pathogenen oft beobachteten Cytoplasmaaggregation im Vorfeld des Eindrin-
gens an der Kontaktstelle. Diese fuhrt bei Pathogenen zu Akkumulationen des endop-
lasmatischen Retikulums und Zellwandablagerungen und so zu einer ersten Abwehr. In
Pflanzen, die zum Beispiel eine Mutation in einem der bereits erwéhnten SYM- Gene,
DMI3, besitzen, kann sich diese Cytoplasmaaggregation bei einer Infektion mit Colle-
totrichum trifolii nicht ausbilden (Genre et al., 2009). Genre et al. schlossen daraus, dass
eine solche Cytoplasmaaggregation als Reaktion auf einen pilzlichen Interaktionspartner
zu werten sei, und entweder zur Korridorbildung fiir einen Symbionten flihrt, oder eben
ein erster Schritt zur Abwehr eines Pathogens ist. Pflanzen haben insgesamt eine zwei-
stufige Abwehr entwickelt, in deren letzter Konsequenz sie sogar den selbst induzierten
lokalen Zelltod einsetzen, was anders formuliert den Selbstmord eigener Zellen bedeu-
tet, um die Ausbreitung von Pathogenen zu verhindern. Hierzu ist wichtig zu sehen,
dass Pflanzen keine speziellen Immunabwehrzellen, wie es bei Tieren ublich ist, besit-
zen, sondern dass jede einzelne Zelle dazu in der Lage ist, sich selbst zu verteidigen.
Von solchen Infektionsstellen gehen auch systemische Signale aus, die die restlichen
Zellen der Pflanze in Alarmbereitschaft versetzen.
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Die erste Hurde, die ein potentielles Pathogen zu Gberwinden hat, liegt natrlich in dem
Aufbau der Pflanzengewebe und —zellen. Die Epidermis von Pflanzen ist von einer stark
hydrophoben Cuticula iberzogen, wahrend jede einzelne Zelle von einer stabilen Zell-
wand umschlossen ist. Ausserdem halten Pflanzenzellen eine Anzahl an antimikrobiel-
len Stoffen, sowohl Proteine als auch Sekundérmetabolite, vorratig, mit denen sie Pa-
thogene bekampfen kdnnen (Heath, 2000). Dies sind schon Hindernisse, die so man-
chen potentiellen Angreifer daran hindern, eine erfolgreiche Interaktion zu beginnen.
Sie sind jedoch passiv und nicht gegen spezifische Organismen gerichtet, sondern die-
nen einem Grundschutz der Pflanze, um mdglichst wenige Pathogene Uberhaupt zuzu-
lassen. In der ersten Stufe der aktiven Abwehr erkennen Pflanzen typische pathogenab-
hangige molekulare Muster (engl. pathogen associated molecular patterns; PAMPS)
(Jones & Dangl, 2006; Zipfel, 2008). Diese Molekiile sind allerdings nicht nur fir Pa-
thogene spezifisch, sondern sind typisch fur ganze Gruppen von Mikroorganismen. Aus
diesem Grund wird auch haufig von MAMPs (microbe associated molecular pattern)
anstelle von PAMPs gesprochen. Auf Seite der Pflanzen gibt es Mustererkennungsre-
zeptoren, sogenannte Pattern Recognition Receptors (PRR) auf der Zelloberflache, die
diese MAMPs erkennen kdnnen (Jones & Dangl, 2006; Zipfel, 2008). Die beiden be-
kanntesten MAMPs sind Flagellin, aus dem die Flagellen beweglicher Bakterien aufge-
baut sind, und Chitin, welches den Hauptbestandteil von Pilzzellwanden ausmacht. Es
konnte gezeigt werden, dass ein besonders konservierter Bereich im N-Terminus des
Flagellins, als flg22 bezeichnet, als Auslser fir eine Immunantwort ausreichend ist
(Felix et al., 1999). Im Jahr 2006 konnte in Arabidopsis thaliana der entsprechende
PRR FLS2 gefunden werden (Chinchilla et al., 2006). In Reis konnte ein spezifisch Chi-
tin erkennender PRR gefunden werden. Bei diesem LysM-Motif enthaltendem CEBIP
(Chitin elicitor binding protein) genannten Membranprotein konnte durch RNAI basier-
tens herunterregulieren gezeigt werden, dass es eine Schlisselrolle in der Erkennung
von Chitin als MAMP spielt (Kaku et al., 2006). Eine durch PAMPs ausgel6ste Immu-
nitat wird als PAMP triggered immunity (PTI) bezeichnet. Diese PTI beinhaltet eine
Genexpressionsénderung, die Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen und die Ver-
starkung von Zellwandstrukturen, z.B. durch die Einlagerung von Kallose (Zipfel,
2008).

Wirde diese PTI immer funktionieren wie sie soll, so gébe es schon aufgrund der oben
erwahnten MAMPs weder bakterielle noch pilzliche Pflanzenpathogene. Allerdings ha-
ben erfolgreiche Pathogene Wege gefunden, dieses grundlegende Erkennungssystem
auszutricksen bzw. zu unterdriicken. Im Fall pilzlicher Pathogene konnte fiir die beiden
Rostpilze Puccinia graminis und U. fabae sowie fiir den hemibiotrophen C. lindemuthi-
anum nachgewiesen werden, dass die intrazelluldren Strukturen in ihrer Zellwand Chi-
tosan, ein Chitinderivat, eingelagert haben anstatt Chitin (ElGuedarri et al., 2002).
ElGuedarri et al. vermuteten, dass dies dazu dient, der Zersetzung der eindringenden
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Hyphen durch in der Pflanzenzelle vorliegende Chitinasen entgegenzuwirken. Daruiber
hinaus kann so auch einer verstarkenden Immunantwort durch die, bei der Zersetzung
entstehenden, l6slichen Chitinbruchstiicke als PAMP entgegengewirkt werden. Neben
dem Verandern der die Pflanzenabwehr auslosenden Oberflachenstrukturen, haben Pa-
thogene noch eine andere Strategie entwickelt, um diese erste Stufe der Abwehr zu
uberwinden. So konnte in dem biotrophen Tomatenpathogen Cladosporium fulvum ein
sekretiertes chitinbindendes Protein AVR4 gefunden werden. Fir dieses Protein wurde
gezeigt, dass es spezifisch an Chitin bindet, dass es dieses dadurch vor einer Hydrolyse
durch Chitinasen schitzt, und dass schlieRlich eine AVR4 Expression in Arabidopsis
thaliana zu einer verstarkten Virulenz mehrerer pilzlicher nicht aber bakterieller Patho-
gene flhrt (van den Burg et al., 2006; van Esse et al.. 2007). Dieses Protein scheint also
eindeutig daflr verantwortlich zu sein, das Pathogen vor einer Pflanzenabwehr zu
schitzen. Ahnlich verhalt es sich bei dem ebenfalls in C. fulvum entdeckten Protein
Ecp6. Dabei handelt es sich um ein eine LysM-Domane enthaltendes Protein, dass von
den Hyphen freigesetzte Chitinoligosaccharide bindet, um dadurch eine PTI zu unter-
binden (de Jonge et al., 2010). In M. oryzae konnte ebenfalls ein sekretiertes LysM-
Doménen Protein Slpl gefunden werden, das um die invasiven Hyphen akkumuliert ist,
dort Chitin bindet und die pflanzliche PTI unterdriickt (Mentlak et al., 2012). Dieses
Slp1 scheint also in Konkurenz mit dem ebenfalls LysM-Doménen enthaltenden Reis-
PRR CEBIP Chitinfragmente zu binden, wodurch sie nicht mehr von diesem erkannt
werden konnen und eine Immunantwort ausbleibt.

Diese von den Pathogenen sekretierten Proteine werden Effektoren genannt. Sie dienen
dazu, die pflanzliche Abwehr zu unterdriicken, so dass es den Pathogenen trotzdem er-
maoglicht wird, eine Symbiose zu etablieren. Nach dem von Jones und Dangl (2006)
publizierten zigzag Modell fiihrt diese durch Effektoren ausgel6ste Unterdriickung der
PTI zu einer so genannten effektor-triggered susceptibility (ETS), also einer durch Ef-
fektoren ausgelosten Anfélligkeit der Pflanzen. Allerdings ist das Repertoir an Ab-
wehrmalinahmen der Pflanze dadurch noch lange nicht ausgeschopft.

In einer zweiten Verteidigungslinie entwickelten Pflanzen die Mdéglichkeit, die von den
Pathogenen sekretierten Effektoren zu erkennen. Dies ist eine hochspezifische Abwehr,
die sich gegen einzelne Pathogene richtet, die oft auch nur von einzelnen Pflanzenlinien
gegen einzelne pathogene Stdmme ausgebildet wird. Dafiir sind sogenannte Resistenz-
gene (R-Gene) verantwortlich. Von diesen R- Genen gibt es acht unterschiedliche Klas-
sen, wobei die grofite Klasse aus Genen mit einer nucleotide binding side (NBS) und
einer leucine rich repeats Domane (LRR) bestehen (Zhang et al., 2012). Ist ein Effektor
durch ein R- Protein entdeckt, wird eine effector triggered immunity (ETI), also eine
durch Effektoren ausgel6ste Immunantwort, induziert (Jones & Dangl, 2006). Die
dadurch eingeleiteten Abwehrmalinahmen sind eine starkere Form der PTI und beinhal-
ten zum Beispiel Verstarkung von Zellwénden, die Produktion von antimikrobiellen
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Phytoalexinen und Sekundarmetaboliten, PR-Proteinen (pathogenesis related protein)
und schliellich eine Hypersensitive Response, worunter der oben angesprochene Zell-
selbstmord zu verstehen ist. Dadurch soll die weitere Ausbreitung des Pathogens ver-
hindert werden (Zipfel, 2008; Glazebrook, 2005; Heath 2000). Solche erkannten Ef-
fektoren werden als AVR-Proteine (Avirulenzproteine) bezeichnet. Es gibt verschiedene
Modelle, wie diese Interaktionen, die zu einer Resistenz flihren, ablaufen. In dem gene
for gene Ansatz ist jedem AVR-Protein ein entsprechendes R- Protein zugeordnet, das
es erkennt (Keen, 1990). In dem guard Modell dagegen ,,beschiitzt” ein R- Protein meh-
rere eventuell durch Effektoren attackierte Wirtsproteine. Werden diese durch Ef-
fektoren verandert, wird dies durch das R- Protein festgestellt und eine ETI eingeleitet
(Dangl & Jones 2001). Dieses Modell hat den Vorteil, dass ein R-Protein verschiedene
Effektoren ausschalten kann und so im Verhaltnis weniger R-Gene notwendig wéren.
Dartiber hinaus gibt es Indizien fir ein weiteres Modell, welches als decoy Modell be-
zeichnet wird. Dem liegt zugrunde, dass Effektoren oftmals multiple Ziele in der Pflan-
ze haben, die teilweise aber keinen Einfluss auf die Virulenz haben. Diese Effektorziele
sollen der Pflanze als Effektorfalle dienen, um Pathogene zu erkennen (van der Hoorn
& Kamoun, 2008; Zhang et al., 2012).

Um nochmals auf das oben erwéhnte Beispiel des C. fulvum Effektors AVR4 einzuge-
hen, so zeigt der Name, dass es sich dabei um einen solchen erkannten Effektor handelt.
Das bedeutet also, dass Stdimme, die dieses AVR4 besitzen, Tomatenpflanzen nicht in-
fizieren kdnnen, welche das entsprechende Cf4 R-Protein haben. Allerdings kann durch
einzelne Punktmutationen in der Gensequenz des AVR4 diese Abwehr schon wieder
umgangen werden (Joosten et al., 1997).

Auf diese Weise ist es ein ewiges Wettriisten zwischen Mikroben und Pflanzen um mit
neuen bzw. verdnderten Effektoren die ETI zu verhindern, welche dann wieder durch
neue bzw. veranderte R-Gene erkannt werden mussen.

Effektoren sind ein weit verbreitetes Phanomen bei mit Pflanzen interagierenden Sym-
bionten. Dariiber hinaus handelt es sich nicht nur um Proteine, welche, wie die oben be-
schriebenen Effektoren, im Apoplasten an pilzliche Molekule binden, um diese zu tar-
nen. In der Interaktion von U. fabae mit V. faba wurde 2005 ein von dem Pilz stam-
mendes Protein mit Kernlokalisierugssequenz (NLS) in der Wirtszelle und dort auch in
dem Zellkern nachgewiesen (Kemen et al., 2005). 2010 konnten Rafiqgi et al. die Ef-
fektorproteine AvrM und AvrL567 des Flachsrostpilzes Melampsora lini durch Immu-
nolokalisation in Wirtszellen nachweisen. Dariiber hinaus konnte auch gezeigt werden,
dass diese Effektoren, vermittelt durch einen N-terminalen Translokationsteil, unabhéan-
gig von der Gegenwart des Pathogens in die Wirtszellen eindringen kénnen. Im Jahr
2011 konnten Djamei et al. in dem biotrophen Maispathogen Ustilago maydis das Ef-
fektorprotein Cmul identifizieren. Dieses Protein hat Ahnlichkeiten zu einer Choris-
matmutase und greift in den Wirtszellen in den Shikimat-Syntheseweg ein. Dabei lenkt
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es die Synthese weg von der Salicylsdureproduktion, welche ein Schlisselhormon in der
Pflanzenabwehr ist. Ebenfalls im Jahr 2011 konnten Kloppholz et al. erstmals ein Ef-
fektorprotein eines arbuskularen Mycorrhizapilzes présentieren. Dieses Protein SP7
wird von dem Pilz sekretiert, von den Pflanzenzellen aufgenommen und dort in den
Zellkern dirigiert, wo es mit dem Wirtstranskriptionsfaktor ERF19 interagiert und so
zum Aufbau der biotrophen Symbiose beitragt. Die Ergebnisse zeigen aullerdem, dass
SP7 ohne weiteres Zutun des Pilzes selbststandig in die Pflanzenzelle eindringt. Auch in
dieser mutualistischen Symbiose macht die Gegenwart von Effektoren eindeutig Sinn.
In den ersten Anfangsphasen der AM-Symbiose werden in Wirtspflanzen dhnliche Ab-
wehrmalinahmen eingeleitet, wie sie auch in parasitaren Symbiosen auftauchen (Garcia-
Garrido & Ocampo, 2002). Auf diese erste Reaktion der Pflanze muss der Pilz wiede-
rum reagieren um sie in die ,,richtigen Bahnen* zu lenken. Auch in dem weiteren Ver-
lauf der Interaktion muss es fur deren Zustandekommen zu einer standigen Beeinflus-
sung des Wirtes kommen. Deren Sinn lasst sich hier wohl weniger als ein Tarnen, Ver-
stecken und Uberrumpeln des Wirtes wie bei Pathogenen, sondern eher als eine Art
Kommunikation mit dem Wirt, die ein Gelingen der Symbiose gewahrleistet, bezeich-
nen. Dies scheint jedoch ein rein rhetorischer und wertender Unterschied zu sein, da die
grundlegenden Verhalten und Mechanismen bei Pathogenen und mutualistischen Sym-
bionten offensichtlich gleich sind.

Ziel intensiver Forschungsarbeit, ist die Frage wie ein Effektor an seine Wirkstelle
kommt. Fir apoplastische Effektoren ist dies recht einfach zu erkléaren, da ein reines
Sekretieren des Proteins ausreicht. Wie allerdings gelangen Effektoren, die ihre Wir-
kung in den Wirtszellen entfalten, dort hin?

In den oben beschriebenen Beispielen der M. lini Effektoren AvrM und AvrL 567 (Ra-
figi et al., 2010) sowie SP7 in G. intraradices (Kloppholz et al., 2011) konnte gezeigt
werden, dass die Effektoren auch ohne die Gegenwart von Pilzstrukturen in die Pflan-
zenzellen eindringen. Dies setzt voraus, dass diese Effektoren in ihrer Sequenz alle fir
ein solches Eindringen notwendige Information enthalten. In Oomyceten konnte in etli-
chen Effektoren ein konserviertes N-terminales RXLR-Motif, manchmal gefolgt von
einem dEER-Motif, gefunden werden. Fir den Phytophtora infestans Effektor Avr3a
(Whisson et al., 2007) sowie den P. sojae Effektor Avrlb (Dou et al., 2008) konnte
durch Mutationen in den RXLR-und dEER-Motifen gezeigt werden, dass diese fiir den
Transport der Effektoren in die Wirtszellen notwendig sind. Dariiber hinaus konnten
Dou et al. zusétzlich zeigen, dass dies auch in Abwesenheit des Pathogens geschieht.
Kale et al. zeigten 2010 starke Hinweise darauf, dass diese Aufnahme in die Wirtszelle
durch Endozytose erfolgt. Sie konnten sowohl fir Avrlb- als auch AvrL567-GFP-
Fusionsproteine kleine, vesikeldhnliche, Strukturen beim Eindringen in Wirtszellen be-
obachteten. Dariiber hinaus konnte mit Hilfe von die Endozytose blockierenden Rea-
genzien die Aufnahme der Effektoren verhindert werden. Ahnliche Endozytose nahele-
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gende Membranstrukturen sahen auch Mims et al., 2002 bei Ultrastrukturuntersuchun-
gen von Haustorien des Rostpilzes Puccinia hemerocallidis. In M. oryzae wurden endo-
plasmatisches Retikulum (ER) &hnliche Strukturen und Vesikel um invasive Hyphen
herum beobachtet (Kankanala et al., 2007), wéhrend, wie oben schon beschrieben, Teile
des ER auch bei arbusculédren Mycorhizzasymbiosen ein Bestandteil des PPA sowie des
direkten Umfelds von Arbuskeln sind (Genre et al., 2008).

Wie genau die Translokation solcher RXLR-Effektoren funktioniert, wird allerdings
noch heftig diskutiert. So publizierten Kale et al. (2010), dass das RXLR-Motiv des Ef-
fektorproteins Avrlb mit Phosphatidyl-inositol-3-phosphat (PI3P) auf der Wirtszell-
membran interagiert und so das Eindringen der Effektoren in die Pflanzenzelle ermdg-
licht. Dartiber hinaus entdeckten Kale et al. auch in den pilzlichen Effektoren AvrL567,
Avr2 (Fuarium oxysporum) sowie AvrLm6 (Leptospheria maculans) N- terminale Be-
reiche fir den Zelleintritt. Aus diesen entwickelten sie ein erweitertes RXLR-&hnliches
Motiv, das allgemein in vielen pilzlichen Effektoren gefunden werden kénne um diesen
zum Zelleintritt zu verhelfen. 2011 allerdings veroffentlichten Yaeno et al., dass die In-
teraktion desselben Avrlb sowie des Avr3a mit PI3P nicht mit Hilfe des RXLR-Motivs
stattfinde, sondern mittels der C-terminalen Effektordoméne. Da aber sowohl bei Avr3a
als auch Avrlb das RXLR-Motiv notwendig und ausreichend sind, wirde dies einer
Rolle der PI3P-Bindung in der Effektoraufnahme entgegensprechen. Dartiber hinaus
besitzen einige der bislang gefundenen intrazelluldaren Effektoren, unter anderem die
oben erwéhnten Cmul und SP7, das von Kale et al. vorgeschlagene erweiterte RXLR-
Motiv nicht (Rafigi et al., 2012). Noch komplizierter wird es dadurch, dass es weitere
diskutierte, konservierte Sequenzen gibt, wie z.B. ein N-terminales Motiv, das in Mehl-
taupilzen vorkommt (Godfrey et al., 2010), die mdglicherweise flr eine Translokation
von Effektoren in Pflanzenzellen notwendig sind. Somit kann auf die Frage, wie Ef-
fektoren tatséchlich in die Wirtszellen gelangen, bislang noch keine abschlieRende
Antwort gegeben werden.

2.2 Magnaporthe oryzae- ein vielschichtiger Pilz

2.2.1 Bedeutung von M. oryzae

Bei M. oryzae handelt es sich um einen filamenttsen, haploiden, heterothallischen As-
comyeceten, der unter anderem Reis (Oryza sativa) infiziert und dort den Reisbrand ver-
ursacht. Aufgrund dieser Krankheit gehen jahrlich 10%-30% der Reisernte verloren,
was ausreichen wiirde, um mehr als 60 Millionen Menschen ein Jahr lang zu ernéhren
(Skamnioti & Gurr, 2009). Dariiber hinaus ist M. oryzae aber auch noch in der Lage
mehrere andere Wirte, wie zum Beispiel Hirse (Eleusine coracana, Setaria ssp.), Gerste
(Hordeum vulgare), Weizen (Triticum aestivum), Mais (Zea mays) und andere Graser
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zu infizieren (Couch & Kohn, 2002; Zellerhof et al., 2006). Dieser Pilz ist also sowohl
unter wirtschaftlichen wie auch erndhrungspolitischen Gesichtspunkten von entschei-
dender Bedeutung.

Bei allen bisher angesprochenen Arten handelt es sich um monokotyle Pflanzen. Wie
Park et al. (2009) berichteten, sind mindestens zwei reispathogene Stamme von M. o-
ryzae allerdings auch dazu in der Lage, die dikotyle Pflanze Arabidopsis thaliana zu
infizieren. In diesem Fall scheint der Pilz nicht zwingend die bei der Infektion von Reis
verwendeten Penetrationsstrukturen (siehe Kapitel 2.2.2) zurtickzugreifen, sondern sich
hauptséchlich auf die Sekretion von Phytotoxinen zu stutzen. Park et al. sehen in diesem
System die Mdglichkeit, die Antwort von monokotylen und dikotylen Pflanzen auf das-
selbe Pathogen zu vergleichen.

M. oryzae ist aber auch innerhalb der gleichen Wirtsart sehr variabel in der Infektions-
strategie. So konnte neben der weithin bekannten Infektion von oberirdischen Pflanzen-
teilen, insbesondere der Blatter, durch Appressorien ein zweiter Infektionsweg durch die
Wurzel entdeckt werden (Sesma & Osbourne, 2004). Durch die Fahigkeit beide Infekti-
onswege zu verwenden, kann dieser Pilz als Modell zum Vergleich von Infektionen der
Blatter und der Wurzel genutzt werden, wie zum Beispiel der Suche nach konservierten
Schlisselgenen fir die einzelnen Infektionswege.

Ein groler Vorteil von M. oryzae als Modellorganismus ist es, dass der Pilz leicht in
Kultur gehalten werden kann, dass er sich genetisch verédndern lasst und dass sein Ge-
nom sequenziert ist (Dean et al., 2005; Caracuel-Rios & Talbot, 2007). Da in verglei-
chenden Genomanalysen festgestellt wurde, dass verschiedene infektionsrelevante Pro-
teinfamilien in phytopathogenen Pilzen konserviert sind, spricht die leichte Handhabung
und genetische Veranderbarkeit des hemibiotrophen M. oryzae fir ihn als wissenschaft-
lichen Modellorganismus. Dies insbesondere, da obligat biotrophe Pathogene aufgrund
ihrer Lebensweise nur sehr schwer in Kultur zu halten und zu untersuchen sind. Wie
Guimil et al. (2005) in einer vergleichenden Transkriptomanalyse und auch Heupel et
al. (2009) anhand des orthologen Genpaares Erl1l aus M. oryzae und Ginl aus Glomus
intraradices feststellten, 1&sst sich diese Konservierung von infektionsrelevanten Genen
auch auf mutualistische Symbionten wie arbuskuldre Mykorrhizapilze ausdehnen, was
die mdgliche Bedeutung von M. oryzae als Modell flir Pflanzen-Mikrobeninteraktionen
noch weiter ausdehnt.

2.2.2 Ablauf der Infektion

Wie oben schon erwéhnt, ist M. oryzae in der Lage, sowohl oberirdische Pflanzenteile,
als auch die Pflanzenwurzeln zu infizieren. Die Infektion von Bléttern erfolgt durch auf
dem Luftweg transportierte Sporen. Landen diese, so heften sie sich mit einer Art Kleb-
stoff an die Oberflache (Hamer et al., 1988), beginnen auszukeimen und an der Spitze
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dieses Keimschlauch eine spezielle Infektionsstruktur, ein Appressorium, zu bilden. In
diesem Appressorium wird ein enormer Turgor aufgebaut, welcher zum Durchbrechen
der pflanzlichen Zellwand benutzt wird (Howard et al., 1991). Fir den Aufbau dieses
Druckes wird in dem Appressorium Glycerol eingelagert (de Jong et al., 1997), zu des-
sen Synthese Autophagozytoseprozesse in dem Konidium notwendig sind (Veneault-
Fourrey et al., 2006; Liu et al. 2007). In die Zellwand von Appressorien ist Melanin
eingelagert, welches als Diffusionsbarriere fir Glycerol dient, so dass dieses nicht ent-
weichen kann, wéhrend von aufien Wasser zustromt, wodurch Druck aufgebaut wird.
An der Unterseite der Appressorien befindet sich eine anfangs zellwandfreie Pore, die
spater von Zellwandmaterial Uberlagert wird und an der sich der Penetrationskeil zum
Durchbrechen der Zellwand bildet. Um diese Pore herum fanden Dagdas et al. (2012)
ein Aktinnetzwerk, das durch Septine organisiert und mit der Membran verbunden wird.
Dieses Netzwerk soll der Stabilisierung und als Diffusionsbarriere dienen.

Ist die Pflanzenoberflache dann durchbrochen, wéchst eine primére invasive Hyphe in
die Pflanzenzelle ein. Aus ihr entwickelt sich anschlieRend eine sekundare invasive Hy-
phe mit einer meist stark aufgebldhten Morphologie (Kankanala et al., 2007). In dieser
Phase wachsen die Hyphen in einer typischen biotrophen Art und Weise wie Kankanala
et al. zeigen konnten. So werden die Hyphen von einer pflanzlichen extra invasive Hy-
phen Membran (EIHM) umgeben und die pflanzliche Zelle ist intakt und am Leben. In
dieser Phase sekretiert der Pilz ein ganzes Arsenal an Effektoren in die pflanzliche Zel-
le. So konnten Mosquera et al. (2009) vier biotrophie assoziierte Proteine (BAS1-4)
vorstellen, die in die Zelle sekretiert werden. Durch Fusion der BAS-Proteine mit fluo-
reszenten Proteinen konnte die Lokalisation dieser Proteine in der Zelle gezeigt werden.
BAS 1 und 2 treten in einem speziellen Komplex, dem ,,biotrophic interphacial com-
plex* (BIC) auf, der von Khang et al. (2010) genauer untersucht wurde. BAS3-
Fluoreszenz konnte im Cytoplasma der Zelle gezeigt werden, wahrend BAS4 die inva-
sive Hyphe ummantelte. Khang et al. waren in der Lage zu zeigen, dass sowohl dieses
BASL1 als auch ein weiteres Effektorprotein PWL2 im Cytoplasma der Pflanzenzelle
auftrat und von dort in (noch) nicht infizierte Nachbarzellen gelangte. Bei diesem BIC
handelt es sich um eine lokale Struktur, in der Effektoren akkumulieren. Dieser bildet
sich an der priméren invasiven Hyphe und wandert bei deren weiterem Wachstum an
die Seite der sich entwickelnden sekunddren Hyphe, wo er verbleibt (Khang et al.,
2010).

Insgesamt wurden bislang 15 M. oryzae Effektoren gefunden, wovon 9 als AVR-
Proteine wirken, und somit zu einer Resistenz der Wirtspflanze gegen den sie sekretie-
renden Pilz fuhren, sofern die infizierte Reispflanze das entsprechende R-Gen besitzt
(Liu et al., 2013). Die ersten entdeckten Effektoren waren die beiden PWL1 und das
oben schon erwadhnte PWL2 (Kang et al., 1995; Sweigard et al., 1995). PWL steht hier
flr prevents infection of weeping love gras, was also bedeutet, dass Stamme, die diesen
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Effektor besitzen, nicht in der Lage sind dieses gebogene Liebesgras (Eragrostis curvu-
la) zu infizieren. Auf eine Infektion von Reis haben diese Proteine aber keine negative
Auswirkung. Ein weiteres sehr bekanntes AVR-Protein ist AVR1-CO39. Obwohl es
schon seit langer Zeit bekannt ist und seine Lage auf Chromosom 1 auf ein 1,6 kB
Fragment eingeschrankt werden konnte, gelang es erst 2012 Ribot et al. endgultig das
Gen zu bestimmen und dazu auch zu zeigen, dass es sich um ein in das Cytoplasma der
Pflanzenzelle sekretiertes Protein handelt. Ein etwas exotisches AVR-Protein ist ACEL,
da es sich bei dem Protein um eine im Cytoplasma von Appressorien lokalisierte Syn-
thetase handelt. Die Avirulenzreaktion wird hier nicht von dem Protein selbst ausgelost,
sondern von einem von diesem produzierten Sekundarmetaboliten (Bohnert et al.,
2004). Neben einigen anderen AVR-Proteinen und schon besprochenen Effektoren sind
die beiden neuesten Mitglieder der M. oryzae Effektorenfamilie der oben schon erwahn-
te Slpl (Mentlak et al., 2012), der allerdings extrazellulér als ,,Chitinfanger fungiert
(siehe S. 24), sowie das Protein MC69 (Saitoh et al., 2012).

Nach ca. 32-36 Stunden Wachstum in der infizierten Zelle beginnen die Hyphen, eben-
falls biotroph, in die Nachbarzellen einzuwachsen. Dabei werden héchst wahrscheinlich
die Plasmodesmen der Pflanzenzelle zum Durchwachsen der Zellwand verwendet
(Kankanala et al., 2007). Nachdem eine neue Zelle infiziert wurde, scheinen die in der
alten Zelle verbleibenden Hyphen auf eine nekrotrophe Lebensweise umzuschalten und
die Zelle zu t6ten (Kankanala et al., 2007).

Neben diesem schon sehr lange bekannten Infektionsweg konnten Sesma & Osbourne
(2004) einen weiteren Weg der Infektion durch M. oryzae tber die Wurzeln der Wirts-
pflanze beschreiben. Dabei gelang es ihnen, Infektionsstrukturen zu zeigen, die sich
deutlich von den Strukturen der Blattinfektion unterscheiden. So werden hier keine Ap-
pressorien zur Penetration eingesetzt, sondern Hyphopodien. Dabei handelt es sich um
Hyphenschwellungen, welche sowohl an Keimschlauchen als auch an vegetativem My-
cel gebildet werden kdnnen. Sesma & Osbourne konnten auch zeigen, dass fir die In-
fektion von Wurzeln kein hoher Turgordruck notwendig ist. Diese Nachweise gelangen
durch die Verwendung von Stdmmen mit infektionsrelevanten Mutationen wie einer
cpka-Mutante (unféhig, Appressorien auszubilden) und einer buff-Mutante (keine Mela-
ninsynthese), die trotzdem zu einer Infektion tber die Wurzel in der Lage waren. Im
Rahmen meiner Diplomarbeit wurde ein Microarray zum Vergleich des Transkriptoms
von infiziertem Blattgewebe und Wurzelgewebe durchgefiihrt. Dabei konnte festgestellt
werden, dass 30 % der ersten 100 wahrend der Wurzelinfektion starker exprimierten
Gene zellwandabbauende Enzyme waren. Dies stellt moglicherweise einen Hinweis auf
die Art und Weise der Penetration in diesem Fall dar. Sesma & Osbourne konnten eben-
falls zeigen, dass fir die Wurzelinfektion ein Gen essentiell ist, welches ein homologes
Gen zu FOWL1 aus Fusarium oxysporum, einem typischen Wurzelpathogen, ist. Mit Hil-
fe von GFP- exprimierenden M. oryzae- Stdammen konnten sie auch zeigen, dass der
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Pilz nach der Infektion in den Zentralzylinder und von dort in die oberirdischen Teile
der Pflanze wachst, wo er die typischen Symptome hervorruft. Dufresne & Osbourne
zeigten schon 2001, dass es auch Gene wie die MAP- Kinase pmk1 gibt, die sowohl fur
die Blatt- als auch die Wurzelinfektion wichtig sind. In Abbildung 1.2 sind die Abl&ufe
der moglichen Infektionswege durch Blatt und Wurzel dargestellt.

Zyklus Blattinfektion

Zyklus Wurzelinfektion

Abb. 1.2: Infektionswege und Lebenszyklen von M.oryzae. Zu sehen sind der Zyklus der Blattinfek-
tion sowie der Zyklus der Wurzelinfektion. Von Lé&sionen auf einem Blatt (1) freigesetzte Sporen
kénnen andere Pflanzen auf zwei Wegen infizieren: entweder eine Spore landet auf einem Wirts-
blatt (2), oder sie landet auf der Erde, keimt aus (5) und infiziert einen Wirt durch die Wurzel.
Keimt die Spore auf einem Blatt, bildet sie ein Appressorium, (3) welches mit Hilfe von Turgor-
druck die Oberflache durchbricht. In den Pflanzenzellen wachsen invasive Hyphen (4), diese wach-
sen in benachbarte Zellen, toten die verlassenen Zellen ab und bilden so Lé&sionen, von denen er-
neut Sporen ausgehen (1). Treffen Hyphen in der Erde auf Wurzeln, bilden sie dort Hyphopodien,
was Infektionsstrukturen ohne den Einsatz von Druck sind, und kolonisieren die Wurzel (6). In-
nerhalb des Zentralzylinders wachsen Hyphen in oberirdische Pflanzenteile (7) und bilden dort
wieder die typischen Symptome des Reis brandes aus (1).

2.3 Ziel der Arbeit

Seit einiger Zeit stehen Effektorproteine im Fokus der wissenschaftlichen Untersuchung
von Pflanzen-Mikroben-Interaktionen. Insbesondere fur biotrophe und hemibiotrophe
pathogene Mikroorganismen wurde festgestellt, dass die Sekretion solcher Proteine eine
sehr grofRe Rolle fir das Zustandekommen der Infektion spielt. In dem reispathogenen
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Pilz Magnaporthe oryzae wurde bislang hauptsachlich die Infektion von Wirtspflanzen
Uber das Blattgewebe untersucht. Allerdings ist dieser Organismus ebenfalls in der La-
ge, seine Wirtspflanzen Uber deren Wurzelsystem zu infizieren, jedoch existieren hierzu
weit weniger Untersuchungen als zur Blattinfektion. Diese beiden Themenfelder sollen
im Rahmen dieser Arbeit zusammengefuhrt werden.

Wahrend meiner Diplomarbeit wurde ein Microarray mit dem Ziel durchgefiihrt, Gene
von M. oryzae zu finden, welche wahrend der Wurzelinfektion stérker exprimiert sind
als wahrend der Blattinfektion. Aus diesen sollen in dieser Arbeit nach einer in silico
Analyse gezielt Gene ausgesucht werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit fur Ef-
fektorproteine kodieren. Sie sollen daraufhin untersucht werden, ob es sich dabei wirk-
lich um Effektoren handeln kann und ob sie einen Einfluss auf die Infektitsitat des Pa-
thogens haben. Dies soll durch gezielte Deletion der Gene und anschlieRende Infekti-
onsversuche mit den mutierten Stdmmen, durch Charakterisierung der Proteine hinsicht-
lich ihrer Sekretion, Lokalisierung und der Suche nach mdglichen Interaktionspartnern
durchgefuhrt werden.

Auf diese Weise konnten neue Erkenntnisse Gber mogliche Effektoren wahrend der
Wurzelinfektion sowie Uber den Infektionsweg von M. oryzae gewonnen werden. So
kdnnte nicht nur ein besseres Verstandnis der Infektionsmechanismen von M. oryzae,
sondern von Interaktionen zwischen Pflanzen und pathogenen Pilzen allgemein erhalten
werden. Durch ein besseres Verstandnis dieser Infektionsprozesse konnte auch die
Grundlage zu effektiveren Methoden fur den Schutz von Kulturpflanzen in der Land-
wirtschaft gelegt werden.
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3 Material

3.1 Organismen

3.1.1 Magnaporthe oryzae

In dieser Arbeit wurden mehrere M. oryzae Stdimme verwendet. Zur Amplifikation der
homologen Flanken fir die Knockout Konstrukte wurden der Wildtypstamm Guy 11
sowie der Stamm 70-15 verwendet, welches auch der Laborstamm ist, dessen Sequenz
durch das Broadinstitute veroffentlicht wurde. Er wurde durch zahlreiche Riickkreuzun-
gen mit dem Wildtypisolat guy 11 entwickelt. Diesen Stamm erhielt ich freundlicher-
weise von Herrn Thines vom ,,Institut fiir Biotechnologie und Wirkstoff- Forschung*
(ibwf) in Kaiserslautern. Anhand der Datenbank des Broadinstitutes wurden die ent-
sprechenden Flanken fiir die Klonierung der Knockout Konstrukte ermittelt.

Fur die anschlieBenden Knockout Versuche wurde der Stamm AKu80 verwendet (Vill-
alba et al., 2008). Dabei handelt es sich um einen Wildtypstamm, bei dem das Ku80-
Gen, welches essentiell fiir das nicht homologe end joining von Doppelstrangbriichen
ist, ausgeschaltet wurde. So soll sich die Wahrscheinlichkeit eines gezielten Genaustau-
sches durch homologe Rekombination deutlich erhéhen.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit ein GFP-markierter M. oryzae-Stamm der auf dem
Wildtyp Guy 11 basiert verwendet. Dabei handelt es sich um einen Stamm, der in sei-
nem Verhalten und seiner Morphologie dem Wildtyp entspricht, aber mit dem Green
Fluorescent Protein (GFP) unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors transfor-
miert ist. Dieses wird im Cytoplasma des Pilzgewebes exprimiert und fluoresziert unter
Anregung durch Licht der Wellenldnge 490 nm grin.

Alle Stdmme sind als Glycerolstock am Institut vorhanden und werden dort bei -80°C
gelagert. Sie wurden auf CM (complete medium) -Agarmedium bei 28°C in Dunkelheit
kultiviert. Nach dem ersten Animpfen einer CM- Agarplatte aus dem Glycerolstock,
wurde von diesen Platten Mycel auf neue Platten Uberimpft. Jeweils nach ungefahr zwei
Monaten wurde wieder eine frische Kultur aus dem Glycerolstock angeimpft.

Konidien wurden zwischen 10 und 15 Tagen nach der Inokulation geerntet. Hierzu
wurde eine definierte Mycelflache einer Kolonie mit einem sterilen Zahnstocher abge-
kratzt und in einer entsprechenden Menge sterilem destilliertem Wasser (dH,0) resus-
pendiert. Meist wurden ca. 4 cm? Mycel und 1 ml dH,O gewahlt, was aber je nach den
Eigenschaften der Kolonie, gewtinschter Sporenkonzentration und benétigter Suspensi-
onsmenge variieren konnte. Dieses Gemisch wurde anschlieend durch Glaswolle fil-
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triert, wodurch die Konidien von dem Mycel getrennt wurden. Im Anschluss wurde mit
Hilfe einer ,,Neubauer improved®“- Zahlkammer die Konzentration der Sporensuspensi-
on bestimmt. Lag die Konzentration héher als gewunscht, wurde sie entsprechend ver-
dunnt. War sie zu gering, wurden die Konidien abzentrifugiert (4 min., 13000 rpm) und
in einer entsprechend geringeren Menge dH-0 resuspendiert.

3.1.2 Oryza sativa

Fur die Infektionsversuche wurde das Oryza sativa L ssp. indica Kultivar CO39 ver-
wendet. Die Samen wurden vom Botanischen Garten der Universitat Karlsruhe bezo-
gen. Sie wurden vor dem Verwenden zuerst oberflachensterilisiert. Dazu wurden sie
eine Minute mit 70% Ethanol behandelt, dreimal mit sterilem dH,O gewaschen, 10 Mi-
nuten mit Natrium- Hypochlorid (2%) inkubiert und nochmals dreimal mit dH,O gewa-
schen.

Die sterilisierten Samen wurden auf Wasseragarplatten gegeben und fiir mindestens
zwei Tage bei 4°C gelagert. Zur Keimung wurden die Platten bei 25°C bei Tag- Nacht
Rhythmus (16 Stunden Licht, 8 Stunden Dunkelheit) in einem Pflanzenwachstums-
schrank inkubiert. Die Keimlinge wurden nach 3-4 Tagen fiir die Versuche verwendet.

Fur die Sprayinokulation mit Sporensuspension (Blattinfektionsversuche) wurden Reis-
pflanzen in einem Alter von ca. 3 Wochen verwendet. Die Keimlinge wurden, nach ei-
ner Vorbehandlung wie der oben beschriebenen, in ein Gemisch aus Bausand und Ver-
miculite oder handelsubliche Blumenerde eingepflanzt. Sie wurden 1-2 mal in der Wo-
che, je nach Bedarf, mit Yoshidaldsung gegossen und bei einem Tag/Nacht Rhythmus
von 16 Stunden Licht und 8 Stunden Dunkelheit aufgezogen.

3.1.3 Allium cepa

Die Zwiebelschaleninfektionen wurden mit handelstiblichen Speisezwiebeln durchge-
fuhrt, die in einem normalen Supermarkt eingekauft wurden.

3.1.4 Escherichia coli

Alle verwendeten E. coli wurden in Flussigkultur bei 37°C und 200 rpm bzw. auf Plat-
ten bei 37°C in/auf LB- Medium mit den entsprechenden Antibiotika inkubiert.

e Topl0

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

Eigenschaften: Streptomycinresistent (50 mg/L).Geeignet fur blue / white Screening

e Xllblue
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Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB
laclqZAM15 Tn10 (Tetr)]

Eigenschaften: Tetracyclinresistent (25 mg/L).Geeignet fiir blue / white screening.

e Machl

Genotyp: ArecA1398 endA1 tonA ®80AlacM15 AlacX74 hsdR(rk” mk")

Eigenschaften: wahrscheinlich der am schnellsten wachsende, chemisch kompetente
E. coli Stamm derzeit (Verdopplungszeit ca. 50 min.).

e DB3.1
Genotyp: F- gyrA462 endA1 ginV44 A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB)
aral4 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtl1

Eigenschaften: Streptomycin resistent (50 mg/L). Durch eine Mutation in der Gy-
rase (gyrA462) konnen Plasmide, die das ccdB_Gen enthalten,
Kloniert werden

3.1.5 Agrobacterium rhizogenes

Um hairy roots von Medicago truncatula zu erhalten, wurde der A. rhizogenes- Stamm
ARqual (Referenz: Quandt et al., 1993) verwendet In diesen wurden durch Elekt-
rotransformation die gewiinschten Plasmide transformiert.

Ri- Plasmid: Ri- Plasmid: pRiA4b
Genotyp: wt, SM®
Phanotyp: Onc+, SMR, Biotypll (Keane et al., 1970)

Eigenschaften: Streptomycinresistenz (600mg/l), Derivat des Wildtyps R1000, Derivat
des Wiltyps A4T (Moore et al., 1979)

Kultiviert wurden die A. rhizogenes vor der Transformation auf/in LB Medium mit
Streptinomycin als Selektionsmarker (600 pg/ml) bei 28°C, und nach der Transformati-
on auf LB- Medium mit Streptinomycin und dem entsprechenden Selektionsantibioti-
kum des Plasmids.

3.1.6 Agrobacterium thumefaciens

Fir die transiente Transformation von Nicotiana benthamiana wurde der A. tumefaciens
Stamm GV3101/pMP90 (Referenz: Koncz & Schell, 1986) verwendet.

Ti- Plasmid: pMP90 (pTiC58 AT-DNA), Gm~,
Genotyp: C58, Rif*
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Phénotyp: Nopalin+, Gentamycinresistent (40ug/ml), Rifampicinresistent (100pg/ml)

Kultiviert wurden die A. thumefaciens ebenfalls auf/in LB- Medium bei 28°C mit
40ug/ml Gentamycin im Medium plus dem entsprechenden Antibiotikum zur Selektion
nach dem transformierten Plasmid.

3.1.7 Saccharomyces cervisiae

Hefen wurden, sofern sie untransformiert waren, auf/in YPDA- Medium bei 37°C inku-
biert. In Flussigkultur wurden sie bei 220 rpm geschittelt. Transformierte Hefestimme
wurden auf/in SD- Medium inkubiert, dem die entsprechenden Aminosduren zur Selek-
tion fehlen. Transformierte Y12321- Zellen kénnen zur Selektion auch auf Saccharose-
Medium angezogen werden.

e Y12321
Genotyp: BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; lys2DO0; ura3DO0; YIL162w::kanMX4

e AHI109

Genotyp: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2 : :GALLUAS-GALITATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE?2,
URA3 ::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ, MEL1

e Y187
Genotyp: Mata; ura3-52; his3-200, ade2-101; trp1-901; leu2-3, 112; gal4a;
met—; gal80a; URAS3 : : GALIUASGAL1TATA-lacZ; MEL1

Die beiden Stamme AH109 und Y187 sind Teil des Matchmaker™ Library
Construction and Screening Kit, wahrend der Y12321 Stamm von dem European
Saccharomyces cerevisiae Archive for functional Analysis stammt.

3.1.8 Medicago truncatula

Zum Erhalt von hairy roots wurde das M. truncatula Kultivar Jemalong A17 verwendet.
Die hairy roots wurden auf M- Medium inkubiert.

3.1.9 Aspergillus nidulans

In dieser Arbeit wurde der Stamm RMSO11 (Referenz Stringer et al., 1991) verwendet.
Er wurde bei 37° C auf MM- Medium mit den Auxotrophiemarkern pyro und paba an-
gezogen.

Genotyp: pabaAl, yA2, argB::trpC_B; veAl, trpC801
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3.2  Verbrauchsmaterial und Gerate

3.2.1 Benutzte Kits

Tabelle 1: In dieser Arbeit benutzte Kits

innuPrep Plant RNA Kit Analytik Jena AG, 07745 Jena, Deutsch-
land

TOPO TA Cloning Kit (mit pCR® 2.1 | Invitrogen GmbH, 76131 Karlsruhe,
TOPO® Vektor) Deutschland

Zymoclean™ Gel recovery Kit Hiss Diagnostics GmbH, 79106 Freiburg,
Deutschland

Matchmaker™ Library Construction & | Takara Bio Europe/Clontech, Saint —
Screening Kit Germain-en-Laye, France:630445

PCR DIG Probe Synthesis Kit Roche Diagnostics GmbH, 68305 Mann-
heim, Deutschland

pENTR™/ D-TOPO® Cloning Kit Invitrogen GmbH, 76131 Karlsruhe,
Deutschland

Gateway® LR- Clonase® Il Enzyme Mix | Invitrogen GmbH, 76131 Karlsruhe,
Deutschland

3.2.2 Medien

Alle Medien wurden mit destilliertem Wasser angesetzt und zum Sterilisieren autokla-
viert. Wenn nicht anders beschrieben, wurden fir Festmedien 1,5% Agar verwendet.
Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren, direkt vor dem Giel3en, der Platten bei ca.
50°C zugegeben. Diese hitzeempfindlichen Zugaben wurden zuvor steril filtriert (Po-
rendurchmesser 0,45 pm).

e LB- Medium: Kultur von Bakterien

10 g Trypton, 10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt

Auf 1 | auffallen, pH auf 7 einstellen, autoklavieren.

e SOC- Medium: Verwendet bei der Transformation von Bakterien
5 g Hefeextrakt, 20 g Trypton, 0,584 g NaCl, 0,186 g KClI,

Auf 1 | auffallen mit dH,0, pH auf 7 einstellen, autoklavieren.
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e modifiziertes Fahraeus Medium: verwendet fir Wurzelinfektionen

Tabelle 2: modifiziertes Fahraeus- Medium

Stock Endkonzentration
Macroelemente
Calciumchlorid CaCl, 09M 0,9 mM
Magnesiumsulfat MgSO, 05M 0,5 mM
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, 0,7M 0,7 mM
Di-Natriumhydrogenphosphat Na,HPO, 04 M 0,8 mM
Eisencitrat 20 mM 20 uM
Ammoniumnitrat NHANO; 1M 0,5 mM
Microelemente
Manganchlorid MnCl, 1 mg/mi 100 pg/l
Kupfersulfat CuSO, 1 mg/mi 100 pg/l
Zinkchlorid ZnCl, 1 mg/mi 100 pg/l
Borséaure H3BO3 1 mg/mi 100 pg/l
Natriummolybdat Na,MoO, 1 mg/mi 100 pg/l
Agar 15 g/

Der pH Wert wurde auf 7,5 eingestellt.

Fur die Kultivierung von Reiskeimlingen in Petrischalen wurde das Fahraeusmedium in
leicht schrég stehende Petrischalen gegossen. Auf diese Weise war in der einen Halfte
der Petrischale eine grolRere Menge Medium (der Bereich fir die Wurzeln), wéhrend in
der anderen sehr wenig war (der Bereich des Sprosses).

e CM-Medium: zum Kultivieren von M. oryzae

50 ml 20x Nitratsalze (siehe Losungen), 1 ml Spurenelemente (siehe Losungen), 1 ml
Vitaminlosung (siehe Losungen), 10 g D-Glucose, 2 g Pepton, 1 g Hefeextrakt, 1 g Cas-

einhydrolysat

Es wurde mit 1 | dH,O aufgefillt und der pH Wert auf 6,5 eingestellt.

e Wasseragar: Zum Keimen der Reissamen

Destilliertes Wasser mit 0,6% Agar, autoklaviert

e YPDA- Medium: Zur Kultivierung von Hefe
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20 g Pepton, 10 g Hefeextrakt, 0,003 % Adenin

Auf 1 | aufflllen, den pH auf 6,5 einstellen, zum GieRRen von Platten werden zusatzlich
20 g /l Agar eingewogen. Nach dem Autoklavieren werden 2% Glucose hinzugefigt (20
g Glucose in 50 ml dH,0O gel0st, steril filtriert) und im Fall von Agarplatten diese nach
kurzem Ruhren gegossen.

e SD- Medium: Zur Kultivierung von Hefe
6,7 g Hefeminimalmedium ohne Aminosduren, 100 ml 100x LTHA- Dropoutlésung

Je nach Hefestamm werden die entsprechenden Volumina an nétigen Aminosaurelo-
sungen zugesetzt, auf 1 | aufgefllt und der pH-Wert auf 5,8 eingestellt. Nach dem Au-
toklavieren werden 2% Glucose hinzugefigt (20 g in 50 ml dH,0 gelost, steril filtriert)
und im Fall von Agarplatten, diese nach kurzem Riihren gegossen.

e Saccharose- Selektionsmedium: Zur Selektion im Verlauf des ,,yeast signal se-
guence traps‘

10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton, 20 g Saccharose. pH bei 6,2 einstellen und anschliel}end
20 g Agar zugeben. Auf 1 | auffiillen und autoklavieren.

e M+S - Medium: Kultivieren von transformierten M. truncatula hairy roots

Tabelle 3: Zusammensetzung von M+S-Medium

Element Endkonzentration Stammldsung Far1l
Makroelemente 25 ml
KNO; 80 mg/I 3,249/l

MgSO,4 *7H,0 731 mg/l 29,24 g/l

KCI 65 mg/l 2,6 g/l

KH,PO, 4,8 mg/l 48 mg/l 100 mi
Ca(NOs), 288 mg/| 1152 g/l 2,5ml
Na-FeEDTA 8 mgl/l 3,29/ 2,5ml
Mikroelemente 1ml
MnCl, *4H,0 6 mg/l 6 g/l

H3;BO3 1,5 mg/l 1,59/

ZnSQO,4 *7 H,0 2,65 mg/l 2,65 g/l

andere Elemente 100ul
Na;MoQO4 *2H,0 0,0024 mg/I 0,0024 g/100 ml
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CuSO, *5H,0 0,13 mg/I 0,13 g/100 mi

Vitamine 10 ml
Glycin 3 mg/l 0,39/l

Myoinositol 50 mg/I 59/l

Nicotinséure 0,5 mg/l 50 mg/l

Piridoxin HCI 0,1 mg/l 10 mg/I

Thiamin HCI 0,1 mg/l 10 mg/I

Saccharose 10g

e AS- Medium: acetosyringonhaltiges Medium, zur Inkubation im Verlauf einer Nico-
tiana benthamiana Transformation durch A. tumefaciens.

10mM MES- KOH (pH 5,6), 10 mM MgCl,, 150 uM Acetosyringon

3.2.3 Losungen
e 10 x TAE Puffer (pH 8,5)

Fur 5 I: 242g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 37,29 Na,EDTA* 2 H,O in 4,5 |
dH,0. 57 ml Eisessig zugeben und mit dH,0 auf 5 | aufflllen.

e 10x TE- Puffer

100 ml 1M Tris- Puffer (pH8) und 20 ml 0,5 M Na,EDTA (pH8) zu 880 ml dH,O ge-
ben, autoklavieren.

e LoOsungen fur die Plasmidpréparation aus E. coli
Ldsung I: 50 mM Tris- HCI pH 7,5; 10 mM EDTA, 100 pug/ml RNAse A
Losungll: 0,2 M NaOH, 1% SDS

Losung I11: 75 ml Stocklésung, 175 ml dH,0 (Stockldsung: 60 ml 5M KAcetat, 11,5 ml
Eisessig, 28,5 ml dH,0)

e 20x Nitratsalze: 120 g NaNOj
10,4 g KCI
10,4 g MgSO,4 *7H,0
Mit doppelt destilliertem Wasser auf 1 Liter auffullen, autoklavieren.

e Spurenelemente: 2,2 g ZnSO4 *7H,0
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1,1 g H3sBO;

0,5 g MnCl, *6H,0
0,17 g CoCl, *6H,0
0,16 g CuSO4 *5H,0
0,15 g Na,MoO,4 *2H,0
59 Na,EDTA

Alle Komponenten wurden in dieser Reihenfolge zu 80 ml doppelt destilliertem Wasser
gegeben. Die Losung wurde danach aufgekocht, auf 60°C abkihlen gelassen und der
pH- Wert mit KOH auf 6,5 eingestellt. Wieder auf Raumtemperatur abgekuhlt, wurde
mit doppelt destilliertem Wasser auf 100ml aufgefullt.

e Yoshida- N&hrlosung

Tabelle 4. Makro- und Mikroelemente der Yoshida-Ldsung

Makroelemente

NaH,PO,4 *2H,0 40,3 g/l
K2SO, 71,4 g/l
CaCl2 88,6 g/l
MgSO; *7H,0 324 g/l
NH4NO3 91,4 g/l

Mikroelemente

MnClI;, *4H,0 1500 mg/I
(NH4)sM070,4 *4H,0 74 mgl/l
H3BO, 934 mg/l
ZnS0O,4 *7H,0 35 mg/l
CuS0O4 *5H,0 31 mg/l
FeCl; *6H,0 7700 mg/I
Citrat-Monohydrat 11,9 g/l

Die Yoshida- Makroelemente wurden einzeln geldst und autoklaviert. Von diesen
Stammlésungen wurde jeweils 1 ml fur 1 | Yoshida- Losung verwendet.
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Die Mikroelemente wurden ebenfalls getrennt geldst, mit 50 ml konzentrierter Schwe-
felsdure gemischt und anschlieBend auf 1 | mit destilliertem Wasser aufgefillt. Zum
Schluss wurden 1,25 ml dieser Stammlésung fiir einen Liter Yoshida- Losung verwen-
det.

e Vitaminldsung: 0,01 g Biotin

0,01 g Pyridoxin

0,01 g Thiamin

0,01 g Riboflavin

0,01 g p-Aminobenzoesédure

0,01 g Nikotinsdure

Mit doppelt destilliertem Wasser auf 100 ml auffillen.
e DEPC- Wasser: 1 ml DEPC pro 1 | dH,0.

Uber Nacht riihren, autoklavieren.
e LWHA- Dropout Lésung (10x)

Tabelle 6: Bestandteile der LWHA- Dropout L6sung zur Herstellung von SD- Medium

Chemikalie Konzentration
L- Arginin- HCI 200 mg

L- Isoleucin 300 mg

L- Lysin- HCI 300 mg

L- Methionin 200 mg

L- Phenylalanin 500 mg

L- Threonin 2000 mg
L-Tyrosin 300 mg

L- Uracil 200 mg

L- valin 1500 mg

In 1 1 dH,0O losen, autoklavieren und bei 4°C lagern.
e L- Adenin Stammldsung (100x)
20/l L- Adenin- Hemisulfat werden in dH,O geldst, autoklaviert und bei 4 ° C gelagert.

e L- Histidin Stammldsung (100x)
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2 g/l L- Histidin HCI Monohydrat werden in dH,O gel6st, autoklaviert und bei 4°C ge-
lagert.

e L- Leucin Stammldsung (100x)

10 g/l L- Leucin werden in dH,0O gel6st, autoklaviert und bei 4 °C gelagert.

e L- Tryptophan Stammlésung (100x)

2 g/l L Tryptophan werden in dH,O geldst, autoklaviert und bei 4 °C gelagert.
o Denaturierungspuffer fir Southern Blot

0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl

e Neutralisierungspuffer fir Southern Blot

0,5 M Tris- HCI, pH7,5, 1,5 M NaCl.

e DIG- Standard Hybridisierungspuffer fir Southern Blot

125 ml 20x SSC, 0,5 g N- laurylsarcosine, 1ml 10% SDS, 50 ml 10x Blockierlsung,
auf 500 ml auffillen

e 10x Blockierlosung fir Southern Blot
10% Blockierragenz (Roche) in Puffer 1 fir Southern Blot
e Waschlésung fir Southern Blot

Fur 2x Waschldsung 100ml 20x SSC (25 ml fur 0,5X), 10 ml 10% SDS, auf 1l mit
dH,O auffiillen

e 20x SSC
3 M NaCl, 0,3 M NaCitrat
e Puffer 1 fir Southern Blot

100 mM Maleinséaure, 150 mM NaCl, pH mit NaOH- Platzchen auf ca. 6,7 einstellen
und dann mit 10 M NaOH wieder auf einen endgultige pH von 7,5.

e Waschpuffer fur Southern Blot

Puffer 1 mit 0,3% Tween 20

e Puffer 2 fir Southern Blot

Puffer 1 mit 1% Blockierreagenz

e DIG- Antikdrperlosung fur Southern Blot
Puffer 2 mit 5ul/ 50 ml DIG- Antikdrpern

e AP-Puffer fir Southern Blot
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100mM Tris- HCI, pH9,5, 100mM NaCl, 50mM MgCl,
e  MMR- Medium fir Asperillus- Transformation

10 ml Salzlésung, 0,5 ml Spurenelemente, 171 g Saccharose, 7,5 g Agar, auffillen auf 1
| und ph 6,8. Nach autoklavieren 50 ml 10x Glucose (200g/l) und 5 ml 100x Ammoni-
umtartrat (9,2g/ 100ml) zugeben.

e Losung 2 fur Aspergillus- Transformation

Fur 50 ml:14,9 g MgSO,* 7H20, 1,8 ml 0,2 M NayHPO,, 0,7 ml 0,2 M NaH,PO,, pH
5,5, steril filtrieren

e Losung 5 fur Aspergillus- Transformation

Fur 100 ml: 10,9 g 0,6 M Sorbitol, 10 ml 0,1 M Tris- HCI, pH 7,5, autoklavieren
e Losung 6 fur Aspergillus- Transformation

Fur 100 ml: 18,22 g 1 M Sorbitol, 1 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5, autoklavieren

e Losung 7 fur Aspergillus- Transformation

Fur 100 ml: 18,22 g 1 M Sorbitol, 1 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5, 1 ml 1 M CaCl,, autokla-
vieren

e Losung 8 fur Aspergillus- Transformation

Fur 50 ml: 30 g PEG 4000, 0,5 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5, 0,5 ml 1 M CaCl,, autoklavie-
ren

3.2.4 Chemikalien

Alle im Weiteren nicht extra aufgefiihrten Chemikalien wurden bei den Firmen Carl
Roth GmbH & Co (Karlsruhe), Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen), peglLab
Biotechnologie GmbH (Erlangen), Merck KGaA (Darmstadt) und AppliChem GmbH
(Darmstadt) erworben.

RNA- Extraktion und cDNA- Synthese:

RNAse OUT: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e 25mM EDTA: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e 10 X DNAse | Reaction buffer: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

o DNAse | Amplification grade: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e SuperScript reverse Transcriptase: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e oligo dT —Primer: Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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e 5X First strand buffer: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e 0,1 M Dithiothreitol (DTT): Invitrogen GmbH, Karlsruhe
PCR:

e dNTPs: pegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

o Pfu DNA- Polymerase: Fermentas, Burlington, Kanada

e Phusion High Fidelity DNA- Polymerase: New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main

Enzyme, die nicht Bestandteil eines Kits waren:

¢ Restriktionsendonucleasen: New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Fermentas, Burlington, Kanada

e T4- DNA Ligase: New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

e Antarctic Phosphatase: New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

e Glucanex 100G: Novozymes, Bagsvaerd, Danemark

Southern Blot

e DIG- Antikorper: Anti digoxigenin AP Fab Fragments, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim

e Chemiluminescence Substrate: CDP- Star, Roche Diagnostics GmbH Mannheim

¢ Blocking reagent, Roche Diagnostics GmbH Mannheim

3.2.5 Gerate

e Mikroskop: Zeiss AxioVision Imager. Z1 mit Kamera Zeiss AxioCam MRm,
Zeiss, Gottingen

e Fluoreszenz- Binokkular: Zeiss Lumar. V12 Stereo, Zeiss, Gottingen
e Konfokalmikroskop: Leica TCS SP5
e Pflanzenwachstumsschrank: Binder KBW 400, Binder, Tuttlingen

e Brutschrank fir M. oryzae und Agrobakterien : Typ BE 80, Memmert GmbH +
Co. KG, Schwabach

e Z&hlkammer: Neubauer improved, Brand GmbH + CO KG, Wertheim
e Zentrifuge: Spectrafuge 24 D, Labnet international, Woodbridge, USA
e Kuhlzentrifuge: Eppendorf 5403, Eppendorf AG, Hamburg

e Gelelektrophoresekammer: Mupid®- exU, Advance co. Ltd, Tokyo, Japan
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e Geldokumentation: Darkroom- CN 3000, Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell

e Photometer: ND 1000 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies, Wilmington
USA

e PCR- Maschine: Biometra Tpersonal, Biometra GmbH Gottingen

3.2.6 Verbrauchsmaterial

Alle im Weiteren nicht aufgefiihrten Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen
Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe), A. Hartenstein Laborbedarf GmbH (Wirzburg),
Sarstedt AG & Co (NUmbrecht) bezogen.

e Cellophan : Cellophan, Papier Brinkmann GmbH, Minster

e Fuji Film medical XRay Film Super RX 100 NIF

3.2.7 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Eurofins MWG GmbH, Erlangen bezogen.

Tabelle 3.1: verwendete Primer, die Schmelztemperatur ist fiir den Gesamtprimer und in
Klammer ohne eventuell angehangte Restriktionsschnittstellen und &hnliches angege-

ben.

Name Sequenz Lénge Tm °C

KO- Konstrukte

08230downfw2pac gtgttaattaagacagcaacaaggagcacac 31 bp 65,5 (59,4)

08230downrevl,6kb cgtacctgtcagcaatcagc 20bp 59,4

08230KOnesFW cttgggcaaaatgtggtttaaactg 25bp 59,7

08230upRevASC ggcgcgcecgttgagaagtcgaaaagaaagaact 33bp 70,7 (58,1)

05504upFw1,9kb cacggagcggagcctaaac 19bp 61

05504uprevl cacggcctgagtggcecgttggcgaattggaatgecttg | 38bp 77 (60,3)

05504 KOdown FW gtgggccatctaggcccgcagctaagaatagag- 41bp 73,4 (58,1)
ttaaatac

05504 KOdown Rev catgcagcactgtcaatctttgc 23bp 60,6

10244 KOupFW tttggacctctttgtggcttcc 22bp 60,3
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10244uprevASCl cacggcgcgccctacattcatccagtcgttgcaaa 35bp 74,2 (58,1)
10244 downFW3Pac | gtgttaattaagaatggcaacagtcggaggac 32bp 66,9 (61,8)
10244 down rev2kb ttagttgtacgtggaccggaag 22bp 60,3
14156upFW aggaccccggacatttttcaac 22bp 60,3
14156uprevAsc cacggcgcgccttgaggagagaagataaaagggaag | 36bp 74 (59,7)
14156downFWPac gtgttaattaatactaaatggctggcgcaacc 32bp 65,6 (59,8)
14156downRev2 gcaagggttgaattgtgggac 21bp 59,8
pCGFP- Konstrukte

082300RF+SPFW caccatgcagatcttcaagattgttcagg 29bp 65,3 (59,7)
08230 ORF-SP FW ctceeecgeeccggcecaa 17bp 73 (64,8)
08230 ORF REV cgaccacagttcgtgatgatcgc 23bp 64,2
05505 ORF+SP FW caccatgcagctctcatccgtctttc 26bp 66,4 (60,3)
05504 ORF-SP Fw caccatgcaggcagcttcgctttctc 26bp 68 (58,8)
05504 ORF REV agcaagctcctcgcaaaagg 20bp 59,4
05504SP Rev agctgcctgggtgacagac 19bp 61

10244 ORF+SP FW caccatgaagtcggcaatcatcctc 25bp 64,6 (57,9)
10244 ORF- SP FW caccatgtcgcceegtgeccgec 22bp 71,4 (61,5)
10244 ORF Rev ggccttggtcatcttgtcec 20bp 61,4
14156 ORF +SP FW caccatgaagtcctctttgttttatctcaccttc 34bp 67,1 (61)
14156 ORF —-SP FW caccatggcacccggaaagcctgg 24bp 69,6 (60)
14156 ORF Rev tcetcgggtggeggcatt 18bp 60,5

ysst- Konstrukte

pyst2 08230FW EcoRI | cagaattcatgcagatcttcaagattgttcagg 33bp 65,8 (59,7)
pyst2 08230 Rev Notl | gtgcggccgcaagcegatcatcacgaactgtgg 32bp 74,6 (59,8)
05504ystFwEco cagaattcatgcagctctcatccgtctttc 30bp 66,8 (60,3)
05504ystRevNot gtgcggccgcaaagcaagcetcectcgcaaaagg 32bp 74,6 (59,4)
y2h- Konstrukte

08230y2hFw Ndel gtgcatatgctccccgecccggecaa 26bp 72,7 (64,8)
08230 y2hRev EcoRI | cacgaattcgcgatcatcacgaactgtggtcg 32bp 70,8 (64,2)
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05504y2hFW Ndel gtgcatatgcaggcagcttcgctttctc 28bp 68 (58,8)
05504y2hRev EcoRlI cacgaattcctaagcaagctcctcgcaaaag 31bp 68,2 (60,3)

Zur Herstellung der Konstrukte fir die Aspergillus- Transformation wurden die Primer
zur Amplifikation des ORF mit Signalpeptid der pCGFP Konstrukte nochmals verwen-
det.

3.2.8 Verwendete Plasmide

pCR2.1/ TOPO

Beschreibung: Vektor zur TOPO TA Klonierung tiber 3°A- Uberhénge. Klonierung von
PCR- Produkten.

Selektion: Blau- WeiR- Selektion, Ampicillinresistenz, Kanamycinresistenz

Quelle: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

PENTR/D-TOPO

Beschreibung: Entry- Vektor fir Gateway Klonierungen, direktionales Klonieren von
blunt end PCR- Produkten

Selektion: Kanamycinresistenz
Quelle: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

pYST2

Beschreibung: Vektor zur C-terminalen Fusion der suc2- Invertase ohne Signalpeptid
fiir yeast signal sequence trap. Der enthaltene Promotor und Terminator
stammen jeweils von der Alkoholdehydrogenase.

Resistenz: Auxotrophiemarker Leucin in Hefe, Ampicilinresistenz in E. coli
Quelle: J.K.C. Rose, Cornell Universitat Ithaca

pCGFP- RR

Beschreibung: Gatewayvektor zur C-terminalen eGFP- Fusion. Agrobakterien
vermittelte Transformation von Pflanzen. p35S Promoter und T35S
Terminator zur Expression des Fusionsproteins in Pflanzen. Expression
von dsRED unter dem Pubqg10 Ubiquitinpromotor.

Selektion: Spektinomycin/Streptinomycinresistenz in Bakterien, Kanamycinresistenz in
Pflanzen.
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Quelle: Kuhn et al., 2010
pSK-Tox-mRFP

Beschreibung: Gatewayvektor zur C-terminalen Fusion von mRFP unter Kontrolle des
ToxA Promotors. Zur Transformation von M. oryzae. Die Basta-
Resistenzkassette zur Selektion in M. oryzae ist unter der Kontrolle des
Tryptophan C Promotors.

Selektion: Spektinomycin/ Streptinomyciresistenz in Bakterien, Phosphinotricin- Ace-
tyl- Transferase vermittelte Resistenz gegen Glufosinat (Bastaresistenz) in
M. oryzae

Quelle: S. Kloppholz, Molecular Phytopathology Department, KIT Karlsruhe
pGBKT7

Beschreibung: Vektor des Yeast two Hybrid Systems. N- terminale Fusion der Gal4
Bindedomane. Unter der Kontrolle des PADH1- Promotors. Enthélt c-
myc Tag

Selektion: Kanamycinresistenz in E. coli, Auxotrophiemarker Tryptophan in Hefe.
Quelle: Takara Bio/ Clontech

pGADTY?

Beschreibung: Vektor des Yeast two Hybrid Systems. N- terminale Fusion der Gal4
Aktivierungsdoméne. Unter der Kontrolle des PADH1- Promotors.
Enthélt den HA- Tag.

Selektion: Ampicillinresistenz in E. coli. Auxotrophiemarker Leucin in Hefe.
Quelle: Takara Bio/ Clontech

pMT-sGFP

Beschreibung: Gatewayvektor zur C- terminalen GFP Fusion. Unter der Kontrolle des
alcA- Promotors. Zur Transformation von Aspergillus nidulans.

Selektion: Ampicillinresistenz in E. coli. Auxotrophiemarker ArgininB zur Selektion in
A. nidulans.

Quelle: Toews et al., 2004
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4 Methoden

4.1 Infektion von Reiswurzeln (CO39) mit M. oryzae

4.1.1 Infektion durch vegetative Hyphen

Fur dieses Infektionsverfahren wurde auf eine Fahraeus- Schragagarplatte Cellophan so
aufgelegt, dass es knapp den Bereich, in dem die Wurzeln liegen sollten, bedeckte. Mit
einer Impfose wurde von einer M. oryzae- Kolonie etwas Material abgekratzt, Uber das
Cellophan gerieben und so die Platte teilweise mit M. oryzae inokuliert. Das Cellophan
hatte die Funktion zu verhindern, dass das Mycel in den Agar hinein und damit weg von
der Wurzel wuchs. Anschlielend wurden die Platten bei 28°C fur 3-4 Tage inkubiert,
bis sich ein erkennbares Mycel entwickelt hatte.

Nun wurden die Reiskeimlinge mit den Wurzeln nach unten auf die Fahraeusplatte ge-
geben. Dabei war darauf zu achten, dass die Wurzeln méglichst groflachig auf dem
Pilzmycel auflagen. Waren die Keimlinge auf der Platte wurden sie aufrecht in einem
Lichtschrank bei 25°C und einem Tag/ Nacht Rhythmus von 8h/16h inkubiert. Nach 3,
7, und 10 Tagen wurden die Wurzeln bewertet und fotographiert. Nach 10 Tagen wurde
der Versuch abgebrochen, die Wurzeln gezahlt, vermessen und nochmals im ganzen
ohne Agar fotographiert, um den Infektionsgrad besser bestimmen zu kénnen.

Abb. 4.1: Ansatz der Wurzelinfektion mit vegetativen Hyphen. Links zu sehen: Frisch aufgelegte
Keimlinge, die Wurzeln liegen auf Cellophan mit M. oryzae Mycel. Rechts: Nach 3 Tagen Inkuba-
tion, der Pfeil markiert eine deutliche Braunfarbung einer Wurzel aufgrund einer Infektion.
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4.2 Blattinfektionen mit M. oryzae

4.2.1 Blattinfektion von Reis durch M. oryzae

Fur die Blattinfektionen wurden ca. 3 Wochen alte Reispflanzen verwendet. Diese wur-
den in einem Gemisch aus Sand und Vermiculite angezogen und mit Yoshida- N&hrl6-
sung gegossen. Sie wuchsen bei einem Tag/Nacht Rhythmus von 8 h hell und 16 h dun-
kel.

Fur die Infektion wurden 15 ml einer Sporensuspension mit einer Konzentration von
10° Sporen/ ml benétigt. Dazu wurde zuerst eine Sporensuspension von 2-3 Kolonien
des gewiinschten Stammes hergestellt. Hierfur wurden auf die Kolonien 10 ml steriles
dH,0 gegeben und mit einem Drigalsky- Spatel das Mycel abgekratzt. Diese Flissigkeit
wurde anschliefend durch 2 Lagen Miracloth in ein 50 ml Falcon filtriert, um das My-
cel von den Konidien zu separieren. Diese Sporensuspension wurde 10 Minuten bei
3000 rpm zentrifugiert. Im Anschlu® wurden die Sporen in einer geringeren Menge an
dH,O resuspendiert, gezdhlt und berechnet, welches VVolumen dieser Suspension not-
wendig war, um 15 ml der gewiinschten Konzentration zu erhalten. Dieses Volumen
wurde im Anschluss in ein 15 ml Falcon gegeben, auf 15 ml mit 0,25 % Gelatinelésung
aufgefiillt und wurde mit einer Pumpspriihflasche auf die Blatter der Pflanzen gespriiht.
Die Pflanzen waren dafir in eine durchsichtige Plastiktlte (Gefrierbeutel) gestellt wor-
den und anschlieBend verschlossen. Sie wurden in einem 25°C Lichtschrank mit Tag/
Nacht Rhythmus 8 h/16 h gestellt. Nach 24 h wurden sie nochmals mit Wasser bespriht
und fur weitere 3 Tage inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Blé&tter einzeln betrachtet
und fotographiert.

4.2.2 Infektion der Epidermis von Zwiebelschalen mit M. oryzae

Eine hier etablierte Methode, typische Blattinfektionsstrukturen von M. oryzae zu erhal-
ten, ist die Infektion von Zwiebelschalen (Allium cepa). Wird auf die hydrophobe Seite
einer Zwiebelschalenepidermis (ZSE) eine Sporensuspension gegeben, so erfolgt eine
Infektion der Epidermiszellen, die der Infektion in Reisblattern exakt gleicht. Der Vor-
teil dieser Methode gegenliber einer Infektion in Reis ist die einfache und schnelle
Handhabung sowie das konstant gute Ergebnis der Infektion.

Préparation der ZSE: Die Zwiebel wird zuerst halbiert und anschlieRend Spalten der
gewunschten Breite (ca. 2 cm) von ihr abgeschnitten, die sich zum Zentrum hin verjin-
gen (wie Tortenstlicke). Die einzelnen Schichten dieser Zwiebelspalten kdnnen abge-
trennt werden und jeweils an der Innenseite die ZSE mit einer Pinzette abgezogen wer-
den.

In dem Standardprotokoll des Instituts werden die ZSE fiir 10 min. in Chloroform gege-
ben, 4-mal mit dH,O gewaschen und schlieBlich in dH,O wieder entfaltet. Dabei drehen
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sich die ZSE mit der hydrophoben Seite nach oben und schwimmen auf der Wasser-
oberflache. Sie werden in die bendtigte GrolRe geschnitten und auf einen Objekttréager
gegeben. Diese werden in einer Feuchtekammer inokuliert und inkubiert.

In dieser Arbeit wurde ein modifiziertes Protokoll verwendet, bei dem der Chloroform-
schritt entfiel. Die ZSE wurden direkt in Wasser gegeben, geschnitten und auf Objekt-
trager gezogen. Danach kamen sie, wie in dem Originalprotokoll, in die Feuchtekammer
(Abbildung 4.2). Die Feuchtekammer besteht aus einer verschlieRbaren Plastikdose
(siehe Abbildung 4.2), in der ein doppelter Boden eingelegt werden kann. Zuerst wird
etwas Wasser in die Schissel gegeben, dann der ebenfalls aus Plastik bestehende Ein-
satz hineingesetzt. Auf diesen gelochten Boden werden die Objekttrager mit den Zwie-
belschalen gelegt. Wird der Deckel geschlossen, kann so die fiir eine erfolgreiche Infek-
tion notwendige hohe Luftfeuchtigkeit erhalten bleiben.

Die Zwiebelschalen wurden mit einer M. oryzae Konidiensuspension inokuliert. Diese
Sporensuspension wurde wie in 3.1.1 beschrieben hergestellt. Als Konzentration wur-
den ungefahr 1x 10* Sporen/ ml gewahlt. VVon dieser Suspension wurde auf jede ZSE
ein Tropfen von 100 pl gegeben, so dass im Endeffekt auf jede Zwiebelschale 1000
Sporen kommen. Da es sich dabei um die hydrophobe Oberflache der Epidermis han-
delt, bleibt dieser Tropfen in sehr kompakter Form erhalten und zerfliel3t bei vorsichti-
ger Handhabung der Feuchtekammer nicht.

Abb. 4.2: Feuchtekammer, darin liegen Objekttrager mit infizierter Zwiebelschalenepidermis

Die Zwiebelschalen wurden bei 28 °C inkubiert. Die Dauer der Inkubation richtete sich
nach der gewiinschten Infektionsphase.
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4.2.3 Test auf Appressorienbildung

Zum Testen der Knockout- Stamme auf die Fahigkeit Appressorien auszubilden wur-
den, wie oben beschrieben, Zwiebelschalenepidermistests durchgefuhrt. Es wurden pro
Stamm drei unabhéngige Zwiebelh&utchen inokuliert. Die Zwiebelhdutchen wurden
nach 24 Stunden Inkubation bei 28°C mikroskopiert und jeweils 100 Sporen, sowie die
Anzahl der von diesen Sporen gebildeten Appressorien gezahlt.

4.3 Transformation von M. truncatula mit A. rhizogenes- hairy root-
Produktion

Bei Agrobacterium rhizogenes handelt es sich um ein gram negatives Bodenbakterium,
das dazu in der Lage ist, Pflanzen durch Wunden zu infizieren. Dabei dienen von der
Wunde abgesonderte Stoffe, wie zum Beispiel Acetosyringon, als Lockstoffe. Genau
wie Agrobacterium tumefaciens ist auch A. rhizogenes dazu in der Lage, eigene DNA in
die Pflanzenzellen zu schleusen und diese dort exprimieren zu lassen. Diese DNA liegt
in den Bakterien auf einem Plasmid, dem Ti- Plasmid (beziehungsweise Ri- Plasmid in
A. rhizogenes). Von diesem Plasmid wird aber nur die so genannte T- DNA in die
Pflanze transportiert. Die originale T- DNA enthalt Gene fur eine Tumorinduktion
durch Auxinproduktion und fiir die Opinsynthese bei A. tumefaciens. Bei A. rhizogenes
enthélt sie Gene fir die Wurzelinduktion durch verstérkte Auxinsensivitat sowie fur die
Synthese von Opinen (Gelvin, 2009). Diese Opine werden dann von der Pflanze produ-
ziert und dienen den Bakterien als Nahrungsquelle. Der von A. tumefaciens produzierte
unorganisiert wachsende Tumor wird als Wurzelhalsgalle bezeichnet, wahrend A. rhi-
zogenes ,,hairy roots®, eine Uberproduktion von Adventivwurzeln, produziert.

Da die Bakterien immer den Bereich der T-DNA in die Pflanze transferieren, egal wel-
cher Art die darin enthaltenen Gene sind, werden diese Organismen sehr erfolgreich zur
Transformation von Pflanzen und auch Pilzen eingesetzt.

4.3.1 Sterilisieren von M. truncatula Samen

Zur Sterilisierung von M. truncatula Samen werden diese in konzentrierter Schwefel-
séure inkubiert. Nach einiger Zeit bilden sich auf der Oberflache der Samen schwarze
Punkte. Sind auf den Samen im Durchschnitt finf Punkte pro Samen (ca. 15- 30 min) zu
sehen, wird die Inkubation der Samen durch Abnehmen der Sdure und dreimaliges Wa-
schen der Samen abgebrochen. Die Samen kommen auf Wasseragarplatten und werden
flr eine Nacht in 4°C inkubiert. Zur Keimung werden sie 16- 20 Stunden in 28°C bei
Dunkelheit inkubiert.
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4.3.2 Transformation von M. truncatula Keimlingen

Zur Transformation von M. truncatula wurde folgendes Protokoll angewendet: Die ste-
rilen Keimlinge wurden nach der Keimung (16- 20 Stunden bei 28°C in Dunkelheit)
von der Wasseragarplatte genommen und ihre Wurzeln mit einem sterilen Skalpell ca. 3
mm hinter der Spitze gekappt. Agrobakterien wurden frisch auf einer LB- Agarplatte
mit 600 pg/ml Streptomycin und 100 pg/ml Spectinomycin ausplattiert und bei 28°C
inkubiert. Nach 1-2 Tagen, je nach dem wie gut die Bakterien wuchsen, wurden sie fiir
die Infektion verwendet. Die verletzten Reiswurzeln wurden Uber die A. rhizogenes Ko-
lonien gestrichen, so dass diese auf die Schnittstelle gelangten. AnschlieBend wurden
immer 5 Keimlinge, wie in 4.1.1 beschrieben, auf eine Fahraeus- Schragagarplatte ge-
setzt.

Die infizierten Pflanzen wurden fir eine Woche bei 20°C aufrecht stehend gelagert.
Danach kamen sie bei 25°C in den Pflanzenwachstumsschrank. In regelmafigen Ab-
stdnden wurden die Wurzeln unter dem Fluoreszenzbinokular auf eine dsRed- Fluores-
zenz hin Uberprdft.

Fluoreszierende Wurzeln wurden mit einem sterilen Skalpell geschnitten und auf M-
Medium mit 10 g/l Saccharose und 400 mg/l Augmentin tbertragen, um die Agrobakte-
rien abzutdten. Diese Konzentration wurde schrittweise auf 200 mg/l und 100 mg/I re-
duziert werden.

4.4 Transiente Transformation von Nicotiana benthamiana Blattern
mit A. tumefaciens

Fur die Transformation von N. benthamiana Blattern mit A. tumefaciens wird ein Proto-
koll von Voinnet et al. (2003) angewendet. Die transformierten Agrobakterien werden
auf einer LB- Platte mit 40 pg/ml Gentamycin und dem entsprechenden Selektionsanti-
biotikums des Plasmids ausgestrichen. Nach 2 Tagen bei 28°C werden von dieser Platte
5 ml LB- Flissigmedium mit denselben Antibiotika angeimpft und tber Nacht bei 28°C
und 200 rpm inkubiert.\Von dieser Flussigkultur werden am nachsten Morgen 1 ml ent-
nommen, um 4 ml LB-Flissigmedium (s.0.) neu zu inokkulieren. Diese werden an-
schlielend 4 Stunden bei 28°C unter Schutteln inkubiert. Von dieser Kultur wird eine
1:10 Verdinnung in AS-Medium hergestellt und die ODgyo gemessen. Die Originalkul-
tur wird anschlielend auf eine OD von 0,7- 0,8 mit AS- Medium verdiinnt. Es wird eine
1:1 Mischung aus Bakterien mit dem transformierten Plasmid, sowie aus dem, auf glei-
che Weise vorbehandelten Stamm, K5A018 hergestellt. Dieser K5A018 exprimiert das
p19 Protein, welches zur Unterdriickung von wirtsinduziertem Gensilencing dient. Die-
se Mischung wird anschliellend fiir 2-4 Stunden auf Eis inkubiert und anschlieend mit
Hilfe einer Spritze ohne Nadel an der Unterseite der Tabakblatter in die Interzellular-
rdume des Blattes injeziert. Dazu wird an der Oberseite des Blattes mit einem Finger ein
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leichter Gegendruck erzeugt, so dass die Offnung der Spritze auf der Blattunterflache
fest aufliegt, und die Suspension dann vorsichtig in das Blatt gedriickt wird. Die Bléatter
wurden nach 3 und 5 Tagen mikroskopisch untersucht. Fir die Injektion werden 4- 6
Wochen alte Pflanzen von N. benthamiana verwendet.

Abb. 4.3: Inokulation von N. benthamiana Blattern. Die A. tumefaciens Suspension wurde mit Hilfe
einer Spritze ohne Kantle an der Unterseite der Blatter durch die Stomata in den Interzellular-
raum injeziert.

4.5 Molekularbiologische Methoden

4.5.1 Transformation chemisch kompetenter E. coli

Fur die Transformation von E. coli werden entweder erworbene chemisch kompetente
E. coli nach Protokoll verwendet, oder selbst chemisch kompetent gemachte Zellen be-
nutzt. Zur Selbstherstellung von kompetenten Zellen wird ein CaCl, basiertes Protokoll
verwendet. 100 ml LB- Flissigmedium mit entsprechendem Antibiotikum werden mit
einer Kolonie von einer frisch ausgestrichenen Platte angeimpft. Dies wird iber Nacht
bei 37° C und 200 rpm inkubiert. Am n&chsten Morgen werden 500 ml LB- Flussigme-
dium mit der Ubernachtkultur auf eine ODgog von 0,2 angeimpft und bei 20- 25 °C und
180 rpm bis zu einer ODgy von 0,6 inkubiert. Nach 10 mintiger Inkubation auf Eis
werden die Zellen 20 Minuten bei 3200 g und 4°C abzentrifugiert, der Uberstand ver-
worfen und das Pellet in 100 ml eiskaltem TB- Puffer resuspendiert. Nach erneuter In-
kubation auf Eis (10 min.) werden die Zellen bei 4 °C 10 Minuten mit 3200 g zentrifu-
giert. Das Pellet wird in 10 ml TB- Puffer + 7% DMSO aufgenommen, die Zellsupensi-
on zu 100ul aliquotiert und diese Aliquote sofort in flissigem Stickstoff eingefroren.
Fur die Transformation werden zu 100 pl auf Eis aufgetauten E. coli die gewdnschte
Menge an Plasmid gegeben. Nach 30 Minuten auf Eis erfolgt ein Hitzeschock bei 42°C
von 30 Sekunden bis 1 Minute. Die Zellen kommen sofort auf Eis und es werden 500 pl
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SOC- Medium zugegeben. AnschlieRend werden die Zellen fiir 1 Stunde bei 37°C und
200 rpm inkubiert, danach kurz zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
der Restfllssigkeit resuspendiert. Davon werden 50 pl auf eine LB- Agarplatte mit dem
Selektionsantibiotikum des transformierten Plasmids gegeben.

4.5.2 Herstellung und Transformation von elektrokompetenten Agrobakterien

Zur Herstellung von elektrokompetenten Agrobakterien werden zuerst 3 ml LB- Medi-
um mit dem entsprechenden Antibiotikum mit einer Kolonie der Agrobakterien ange-
impft. Dies wird uber Nacht bei 28°C und Schitteln inkubiert. Am néchsten Morgen
werden 2 ml der Kultur zu 500 ml LB- Flissigmedium mit Antibiotikum gegeben und
bei 28 °C unter Schitteln bis zu einer ODggo von 0,5- 0,6 inkubiert. Nach 15 Minuten
Inkubation auf Eis werden die Zellen bei 4°C mit 5000 rpm 10 Minuten abzentrifugiert.
Das Pellet wird zuerst in 500 ml bidest. H,O resuspendiert, woraufhin der obige Zentri-
fugationsschritt wiederholt wird. Nun wird das Pellet in 10 ml 10% Glycerin resuspen-
diert, um anschlieBend erneut wie oben abzentrifugiert zu werden. Zum Schluss wird
das Pellet in 3 ml 10% Glycerin resuspendiert und dann in 50 pl Aliquots in flissigem
Stickstoff eingefroren.

Zur Transformation wird die gewilnschte Menge an Plasmid mit auf Eis aufgetauten
Agrobakterien vermischt und diese in eine eisgekihlte Elektoporationskiivette gegeben.
Diese wird in den Elektroporator gegeben (bei 200 €, 25uF fiir 5 msec eine Spannung
von 2 kV angelegt) und direkt nach der Auslésung des Pulses 500 pl SOC- Medium da-
zugegeben. Die Zellen werden fur 2 Stunden bei 28°C und 200 rpm inkubiert. VVon die-
ser Kultur werden schlieRlich 50 ul auf eine LB- Platte mit den entsprechenden Antibio-
tika ausplattiert.

45.3 Transformation von S. cerevisiae

Fur die Transformation wurde eine Kolonie einer frischen Platte in 50 ml YPDA- Medi-
um angeimpft und Gber Nacht bei 30°C und 220 rpm inkubiert. Mit dieser Kultur wur-
den am né&chsten Morgen 300 ml YPDA- Medium bis zu einer ODgy 0,2- 0,3 ange-
impft. Anschlielend wurde die Kultur bei 30°C und 220 rpm bis zu einer ODgq 0,4- 0,6
wachsen gelassen, danach die Zellen abzentrifugiert (1000g, 5 min.) und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde anschlieBend in 1x TE- Puffer resuspendiert, woraufhin die
Zellen wieder wie oben abzentrifugiert wurden und der Uberstand verworfen wurde.
Das Pellet wurde anschlieBend in 1XTE/IXLiAc resuspendiert. Zur Vorbereitung der
Plasmid- DNA wurde eine Hering Test Carrier DNA (2 mg/ml) 20 Minuten lang aufge-
kocht und 50 pl davon zu der entsprechenden Menge an Plasmid (gewtnscht sind 1 pg
Plasmid) gegeben (in einem 1,5 ml EppendorfgefaR). Fir Co- Transformationen zweier
Plasmide wurden 1 pg je Plasmid eingesetzt. Zu diesem Transformationsansatz wurden
100 pl Hefen gegeben, kurz gevortext und anschlieRend 600 pul PEG/ LiAc Losung zu-
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gegeben. Diese Losung wurde nach nochmaligem Vortexen bei 30 °C und 220 rpm fur
30 Minuten inkubiert und anschlieRend 70 pl DMSO zugefiigt. Nun erfolgte ein 15
minutiger Hitzeschock bei 42°C, wonach die Zellen nach 2 minitiger Inkubation auf Eis
fiir 5 Sekunden bei 13000 rpm abzentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen werden in 500 pl TE resuspendiert. Von diesen wurden je 100 pl unver-
dunnt, 1/10, 1/100, und 1/1000 verdiinnt auf SD- Medium ohne die entsprechenden Se-
lektionsmarker ausplattiert. Die Platten wurden bei 30 °C mehrere Tage inkubiert bis
Kolonien gewachsen sind.

4.5.4 Plasmidisolation aus E. coli- Miniprap

Fur die Plasmidisolation aus E. coli wurde ein Verfahren, basierend auf der alkalischen
Lyse von Zellen, angewendet. E. coli Kolonien wurden in 3 ml LB- Medium mit ent-
sprechenden Antibiotika angeimpft und tiber Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Bei
der Verwendung von Machl Zellen (Invitrogen) fur die Klonierungen verringerte sich
dieser Inkubationsschritt auf ca. 6 Stunden, die restlichen Schritte waren jedoch iden-
tisch. Am néachsten Morgen wurden 2 ml dieser Kultur in einem 2 ml Eppi abzentrifu-
giert (5 Minuten, 13000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 200 pl L6-
sung | resuspendiert. Anschlieend wurden 200 pl Losung Il zugegeben (alkalische Ly-
se) und nach mehrmaligem Invertieren mit 200 pl Lésung 11 neutralisiert. Im Anschluss
wurden in einem 20- miniltigen Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm die Zelltrimmer
aus der Losung pelletiert. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal
uberfihrt und hier 500 pl 100% Isopropanol zugegeben. Nach mehrmaligem Invertieren
wurde die Losung 10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert und anschlieRend der Uber-
stand verworfen. Das Pellet wurde mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen und nach 5 Mi-
nuten Zentrifugation bei 13000 rpm der Uberstand entfernt und das Pellet getrocknet.
Zur Losung der Plasmid- DNA wurden 50 pl TE- Puffer zugegeben und das Pellet fur 2
Minuten bei 68°C gel0st.

4.5.5 Klonierung von PCR- Produkten in pCR2.1- TOPO

Die Klonierung in den Topovektor erfolgte nach Herstellerangaben (TOPO T/A Clon-
ing Kit), allerdings nur mit 0,5 pl Topovektor pro Reaktion. Die Inkubationszeit betrug
25 Minuten. Sollte ein PCR- Produkt ohne 3"A- Uberhdnge (z.B. durch Phusion-
Polymerase erzeugt) kloniert werden, so wurden direkt im AnschluB an die eigentliche
PCR in einem zusétzlichen Schritt fir 10 Minuten bei 72°C 0,5 pl Tag- Polymerase zu-
gegeben um diese A- Uberhange zu ergéanzen.

45.6 Klonierung in pENTR/D-TOPO

Die Klonierung wurde geméal den Herstellervorgaben durchgefiihrt, allerdings nur mit
0,5 ul pENTR Vektor. Die Inkubationszeit betrug 25 Minuten.
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4.5.7 Ligation von DNA- Fragmenten mittels T4- Ligase

Standardligationen wurden in einem Volumen von 10 pl angesetzt. Das molare Verhalt-
nis von Vektor zu Insert wurde mit 3:1 gewahlt. Zu 50 oder 100 ng Vektor wurden ent-
sprechende Mengen Insert, berechnet nach der Gleichung

[(ng Vektor* kB Insert) / kB Vektor] * 1/3 (molares Verhdltnis Insert zu Vektor) = ng Insert

zugegeben. Dazu kamen je 10 pl AnsatzgroRe 1 ul T4- Ligase-Puffer der benétigten
Menge dH,O (je nach Volumen von Vektor bzw. Insert) und 1 pl T4- Ligase. Die Reak-
tion erfolgte bei 16°C tber Nacht.

4.5.8 Gateway- Klonierungen

Klonierungen mit Hilfe des Gatway L/R Clonase Il Enzym Mix wurden nach den An-
weisungen des Herstellers durchgefuhrt.

4.5.9 Fallung von DNA

Zur Fallung von DNA wurden der DNA- Losung das 3fache VVolumen an 100% Ethanol
sowie 1/10 des Volumens an 3 M Natriumacetat (pH 4,8) zugegeben. Nach mehrmali-
gem Invertieren wurde die Losung bei Raumtemperatur fur 15 Minuten inkubiert. An-
schlieBend wurde die geféllte DNA bei 13000 rpm fir 15 Minuten abzentrifugiert. Das
Pellet wird mit 500ul 70 % Ethanol gewaschen und anschliefend 5 Minuten bei 13000
rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet getrocknet. Zum L6-
sen des Pellet werden je nach Verwendung entweder TE- Puffer oder dH,O zugegeben
und 2 Minuten bei 68°C inkubiert.

4.5.10 Restriktionsverdau

Fir einen Restriktionsverdau werden je nach dem Verwendungszweck unterschiedliche
Volumina und DNA- Konzentrationen eingesetzt. Insgesamt gilt: Je 10 pl Verdauansatz
werden 1 pl des passenden 10x Puffers verwendet. Je nach Menge der eingesetzten
DNA und der Verdaugeschwindigkeit (units/ml) eines Enzyms berechnet sich die Men-
ge an zugesetztem Enzym. Schliellich muss anhand der bendtigten VVolumina das Vo-
lumen an dH,O berechnet werden, welches zum Auffullen des Ansatzes benétigt wird.
Ist der Ansatz fertig, wird er bei der fiir das benutzte Enzym optimalen Temperatur in-
kubiert. Die Inkubationszeit richtet sich ebenfalls nach Verwendungszweck und Enzym,
ein Standardverdau erfolgte jedoch fur 1 Stunde.

45.11 Extraktion von RNA

Eine RNA- Extraktion erfolgte mit dem innuPrep Plant RNA Kit. Der erste Schritt der
RNA- Extraktion war der Zellaufschluss. Dieser erfolgte unter flussigem Stickstoff in
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einem vorgekihlten Morser. Die pflanzlichen Materialien wurden intensiv mit dem Pi-
still zerrieben, bis sie nur noch ein feines Pulver waren, das keine groben Bestandteile
mehr enthielt. Dabei war von entscheidender Bedeutung, dass das Material niemals auf-
taut. So sollte verhindert werden, dass die RNA durch frei gewordene RNAsen degra-
diert wurde. Das Pulver wurde anschlieBend in vorgekihlte Eppendorfreaktionsgefalie
gegeben und, solange die restlichen Proben gemdrsert wurden, in einem mit flissigem
Stickstoff gekuhlten Aluminiumblock gelagert. Waren alle Proben derartig vorbereitet,
wurde die Extraktion nach dem Protokoll der Herstellerfirma durchgefihrt. Die RNA
wurde schliellich in 30 pl RNAse freiem Wasser eluiert und es wurden 0,3 pl RNAse
OUT zugegeben. Zur Kontrolle der RNA- Qualitat wurde ein 2 pl Aliguot zur Konzent-
rationsbestimmung an einem NanoDrop-Photometer, sowie entweder 5 pl fiir eine Gel-
elektrophorese oder 1,8 pl fiir eine Bioanalyzer- Analyse abgenommen. Mit Hilfe des
NanoDrop- Photometers konnte die Konzentration der RNA bestimmt werden, aller-
dings gab dies keinen Aufschluss darlber, ob die RNA intakt war oder abgebaut.

Ein intaktes RNA- Extrakt muss bei einer Gelelektrophorese zwei klare Banden erge-
ben. Die erste Bande besteht aus der 28S rRNA, wahrend die zweite aus der 18S rRNA
besteht. Das Intensitatsverhaltnis zwischen den beiden Banden sollte ungefahr 2: 1 be-
tragen. War die 18S rRNA- Bande wesentlich intensiver oder gar keine Bande erkenn-
bar, war die RNA degradiert.

Die RNA wurde sofort anschlielend an die Extraktion bei -80 °C eingefroren, um ein
Degradieren zu verhindern

4.5.12 cDNA- Synthese

Bei cDNA handelt es sich um DNA, die durch reverse Transkriptase aus RNA syntheti-
siert wurde. Durch den Einsatz von oligo- dTPrimern wird speziell nur die mRNA, die
einen Poly- A Schwanz enthélt, in cDNA umgeschrieben. Mit Hilfe dieser Methode
konnen also die in einem bestimmten Stadium exprimierten Gene untersucht werden.

Fir die cDNA Synthese wurde wie in 4.5.11 beschrieben extrahierte RNA eingesetzt.
Die bendtigte Menge an RNA betrug 1 pg RNA in 8 pl VVolumen, was einer Mindest-
konzentration von 125 ng/ul entspricht. War die Konzentration des RNA- Extraktes ho-
her, so wurde entsprechend weniger davon verwendet und mit DEPC- Wasser auf 8yl
aufgefillt. Zu jedem RNA- Ansatz wurde jeweils 1 pl 10x DNAse | Puffer und DNAse
I gegeben. Anschliefend wurde die RNA 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert,
um eventuelle Verunreinigungen durch genomische DNA zu verdauen. Um zu kontrol-
lieren, dass wirklich keine genomische DNA die RNA verunreinigte, wurde eine Test-
PCR mit einem Primer eines Haushaltsgens (Aktin) durchgefiihrt. In dieser Zeit wurde
die RNA bei -80°C aufbewahrt.
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War die PCR negativ, also keine genomische DNA darin, dann wurde mit der restlichen
RNA wie folgt weiter verfahren. Es wurde pro Ansatz 1pl 25 mM EDTA zugegeben
und fir 10 Minuten auf 65°C erhitzt um die DNAse zu inaktivieren. AnschlieRend ka-
men jeweils 1 pl oligo dT- Primer und 10 mM dNTP’s dazu. Es wurde fir 5 Minuten
wieder auf 65° C erhitzt und die ReaktionsgefaRe anschlieBend fiir mindestens eine Mi-
nute auf Eis gestellt. AnschlieBend kamen 4 pl 5x First Strand Puffer, 1ul DTT, 1l
RNAse OUT, und 1 ul Superskript Il reverse Transkriptase hinzu. Diese Losung wurde
fur 1 Stunde bei 42°C inkubiert und dann 10 Minuten auf 70°C erwérmt. Um zu testen,
ob die Synthese der cDNA funktioniert hatte, wurde wieder eine Test- PCR mit dem
Aktin-Primer durchgefiihrt. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

4.5.13 Extraktion von genomischer DNA aus Magnaporthe oryzae

Fur die Extraktion von genomischer DNA aus M. oryzae musste zuerst eine Flussigkul-
tur in flissigem Komplettmedium (CM) angelegt werden. In eine Petrischale wurden ca.
15 ml CM- Medium gegeben. Von einer M. oryzae Kolonie wurde mit einer Impfose
etwas Mycel abgekratzt und dem Flissigmedium hinzugefugt. Diese Kultur wurde ca. 2
Tage bei 28°C ohne zu schiitteln inkubiert. Waren aus den urspriinglichen Mycelsti-
cken kleine Kolonien angewachsen, wurden diese weiterverarbeitet. Das Flissigmedium
wurde abfiltriert und so das Mycel gewonnen. Dieses wurde auf Kiichenpapier kurz
abgetrocknet und anschlieBend unter flissigem Stickstoff gemdrsert. Dabei wurde ein
mit flussigem Stickstoff vorgekuhlter Morser benutzt und das gefrorene Mycel darin zu
einem feinen Pulver zerrieben. Dieses Mycel wurde in einem 2 ml Eppendorf- Cup mit
750 ul Extraktionspuffer versetzt und 30 Minuten bei 65°C inkubiert. AnschlieRend
wurden 375 pl 5 M Kaliumacetat dazugegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der
Ansatz wurde fiir 20 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein neu-
es Eppendorf- Cup gegeben. Zu dem Uberstand wurden 800 pl Isopropanol hinzugefiigt
und er wurde bei Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert. Nach einem weiteren 10-
minitigen Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm wurde der Uberstand entfernt und das
Pellet mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen. Nach erneutem 3- minutigem Zentrifugieren
wurde das Pellet an der Luft getrocknet. Nach dem Trocknen wurde das Pellet in 50 pl
1x TE-Puffer resuspendiert und die Losung eine Stunde bei 37°C mit 1 pul DNase freier
RNase verdaut. Zur Kontrolle der Extraktion wurden 5 pl des Extraktes in ein 1% Aga-
rosegel geladen.

Die DNA- Losung wurde bei 4°C aufbewahrt.

4.5.14 PCR- Polymerase Chain Reaction

Die PCR ist inzwischen eine Standardmethode der modernen Molekularbiologie, mit
der DNA in vitro vervielfaltigt werden kann. Eine PCR verlauft in 3 Schritten:
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1. Aufschmelzen der DNA- Doppelstrange

In diesem Schritt werden mit groRer Hitze die Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen den einzelnen Basenpaaren der beiden Teilstrange geldst. Dies ist die Voraus-
setzung, damit anschlieRend die Primer an die Einzelstrange binden kénnen und der
Vervielféaltigungsprozess beginnen kann.

2. Annealing

In diesem Schritt binden die Primer an die nun einzelstrangige DNA. Als Annealin-
gtemperatur wird eine Temperatur gewéhlt, die ungeféhr im Bereich der Schmelz-
temperatur der eingesetzten Primer liegt. So soll verhindert werden, dass die Primer
unspezifisch an andere Sequenzen binden, was bei zu niedrigen Temperaturen der
Fall wére. Wird die Temperatur allerdings zu hoch gewahlt, dann kénnen die Primer
auch an ihrer spezifischen Bindestelle nicht mehr binden. Die Schmelztemperatur
der Primer hangt von ihrer Lange, also der Anzahl an Basen, sowie von ihrem GC-
Gehalt ab. Diese Faktoren sind deshalb bei dem Design der Primer zu bericksichti-
gen.

3. Elongation

In diesem Schritt bindet die eingesetzte DNA- Polymerase (z.B. die Taq- Polymera-
se) und synthetisiert im Anschluss an die Primer einen komplementaren DNA-
Strang. Die Lange dieses Schrittes hangt von der zu erwartenden Lange des Ampli-
kons sowie von der verwendeten Polymerase ab. Die Tag- Polymerase ist etwa in
der Lage, ein 1 Kilobasenpaare (kB) langes Stiick in ca. einer Minute zu amplifizie-
ren, wohingegen die Phusion- Polymerase fir das gleiche Stiick nur ungefahr 30 Se-
kunden braucht.

Eine Standardreaktion mit Tag- Polymerase folgte diesem Schema:
1) 95°C fir 3 Minuten

2) 95°C fir 30 Sekunden

3) Tm der Primer fiir 30 Sekunden

4) 72°C fur 1Minute pro kB des PCR- Produktes

5) 72°C fur 10 Minuten

Die Schritte 2-4 werden jeweils in mehreren Zyklen wiederholt, wobei in dieser Arbeit
in der Regel 30 bzw. 35 Zyklen gefahren wurden.

4.5.15 Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese handelt es sich um eine einfache Methode, um ein Gemisch
von verschieden langer DNA oder RNA der L&nge nach zu sortieren. Dies erfolgt mit
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Hilfe eines angelegten elektrischen Stroms, der die negativ geladenen Nukleinsauren zu
der positiven Kathode hin zieht. Dabei missen sie durch ein Agarosegel wandern, in
dessen Gitterstruktur die langen Molekdile langsamer vorankommen als die kleinen. So
sammeln sich Strange gleicher Lange in Banden innerhalb des Gels. Diese Banden kon-
nen durch ein Inkubieren des Gels in einer Ethidiumbromidlésung sichtbar gemacht
werden. Das Ethidiumbromid interkaliert zwischen Basen der Nukleinséduren und kann
dann durch Anregung mit UV- Licht sichtbar gemacht werden (Fluoreszenz).

Je nach der Lange der aufgetragenen Nukleinsaurenfragmente wird die Agarose ver-
schieden stark konzentriert. Als Faustregel gilt dabei, je kiirzer das Fragment, desto ho-
her die Agarosekonzentration. In dieser Arbeit wurde DNA je nach der GroRe in 1%
Agarosegelen (z.B. genomische DNA, lange PCR- Fragmente), 1 -2% Agarose (kurze
PCR- Fragmente, Restriktionsverdaue) und RNA in 1,2% Agarosegelen (in Anlehnung
an Protokolle fur denaturierende RNA- Gele) aufgetrennt. Gele fir Southern Blots wur-
den generell mit einer Konzentration von 0,8 % Agarose hergestellt. Als Spannung
wurden fir DNA 135V und fur RNA sowie Southern Blots110V angelegt. Zum Herstel-
len der Agarosegele wie auch als Puffer fiir die Elektrophoresekammern wurde 0,5 fa-
cher TAE- Puffer verwendet.

Als DNA- Leiter zum Ermitteln der Produktlange von DNA- Banden wurde jeweils die
2 Log DNA- Ladder von New England Biolabs verwendet.

Mass (ng) Kilobasas

40 100 -
40 B0
48 60~
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32 4.0
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Abb. 4.4: Die in dieser Arbeit benutzte DNA-
Leiter 2 Log DNA- Ladder.
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4.5.16 Herstellen der Knockout- Konstrukte zur Transformation von M. oryzae

Fur die Herstellung der Knockout- Konstrukte wurden jeweils 2,5 kB Sequenzen up-
stream und downstream des zu deletierenden Gens verwendet. Diese Sequenzen wurden
aus der Datenbank des Broadinstitutes entnommen. Mit Hilfe dieser Sequenzen wurden
Primer zur Amplifikation einer upstream und einer downstream Flanke generiert. An
das 3'Ende der upstream sowie an das 5 Ende der downstream Flanke wurden mit den
Primern Sfil- Schnittstellen angehangt, um die Flanke im Anschluss an die Selektions-
markerkassetten ligieren zu konnen. In zwei Féllen war dies nicht moglich, da sich eine
Sfil- Schnittstelle innerhalb der Flanken befand. In diesem Fall wurden an die upstream
3'Flanke eine Pacl- Schnittstelle und an die downstream 5 Flanke eine Ascl- Schnitt-
stelle angehdngt. Da es sich bei einigen Flanken sehr schwierig gestaltete sie zu amplifi-
zieren, wurden in diesen Féllen die &uReren Primer in 500 Bp Schritten so lange nach
innen verschoben, bis die PCR gelang.

Die einzelnen Flanken wurden jeweils in den TOPO- Vektor kloniert. Zum Zusammen-
stellen des gesamten Konstruktes wurden die upstream Flanke mit Kpnl und Sfil/ Pacl
und die downstream Flanke mit Sfil/Ascl und Notl ausgeschnitten. Gleichzeitig wurde
ein TOPO- Vektor mit Kpnl und Notl verdaut. Die verdauten Ansétze wurden durch
Gelelektrophorese aufgetrennt, die Banden der richtigen GroRe ausgeschnitten und die
DNA mit Hilfe des Zymoclean DNA- Extraktionskits aus dem Gel extrahiert. Diese
einzelnen Fragmente wurden im Anschluss in einem Ligationsschritt, zusammen mit der
Resistenzmarkerkassette (die ebenfalls upstream und downstream die korrespondieren-
den Sfil- bzw. Pacl/Ascl- Schnittstellen besaR) ligiert. Die Ligation wurde am néchsten
Tag in E. coli transformiert und dann aus gewachsenen Kolonien das enthaltene Plasmid
isoliert und durch Restriktionsverdau tberpriift. Vollstdndige Konstrukte wurden durch
PCR amplifiziert und fur Protoplastentransformationen eingesetzt.

Struktur der fertig gestellten Konstrukte: alle fur die Transformation verwendeten Kon-
strukte enthielten eine Hygromycinresistenz- Kassette (aus dem Plasmid pfV8, Villalba
et al., 2008). Der Umfang der daran ligierten endgultigen Flanken betrégt:

MGG 08230: upstream: 2,5 kB; downstream: 1,6 kB
MGG 05504: upstream: 1,9 kB; downstream: 2,5 kB
MGG 10244: upstream: 2,5 kB; downstream: 2 kB
MGG 14156: upstream: 2,5 kB; downstream: 2 kB

4.5.17 Transformation von M. oryzae Protoplasten

Die Transformation von M. oryzae Protoplasten wurde nach einem Protokoll abgeleitet
von Villalba et al. (2008) durchgefinhrt.
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Herstellen der Protoplasten

Um die Protoplasten herzustellen, wird eine Flissigkultur in 100 ml CM- Medium her-
gestellt. Dazu wird mit einer Impfése Mycel einer Kolonie abgenommen und damit das
Medium angeimpft. Diese Kultur wird fur 48 h unter leichtem Schutteln bei ca. 26°C
inkubiert. Die gewachsenen Mycelkugeln werden steril entnommen, mit einem Skalpell
in Kleine Stlicke zerteilt und mit diesen erneut 50 ml CM- Flussigmedium inokkuliert.
Diese Kultur anschlieBend fur 16 h bei 26 °C und ca. 100 rpm inkubieren. Nach 16 h
wird das Mycel mittels steriler Filtration durch Miracloth in einem Porzelantrichter ge-
sammelt, mit 200 ml Waschlésung gewaschen und mit einem sterilen Spatel 0,5 g My-
cel in ein 50 ml Falcon gegeben. Dazu werden 10 ml steriles osmotic medium mit
Glucanex hinzugefugt. Es werden 4 Anséatze vorbereitet, die anschlieRend fir 3 h bei 26
°C und 110 rpm inkubiert werden. In dieser Zeit werden durch das Glucanex die Zell-
wénde verdaut und die Protoplasten gebildet. Sind bei einer mikroskopischen Kontrolle
genugend Protoplasten zu erkennen, werden diese durch sterile Filtration durch Mi-
racloth von dem restlichen Mycel getrennt und in neuen 50 ml Falcon gesammelt. Die
Protoplasten werden bei 3500 rpm fir 10 Minuten bei 4°C pelletiert. Der Uberstand
wird verworfen und das Pellet in 20 ml kaltem STC vorsichtig resuspendiert. Die L6-
sung wird nun fiir eine Minute bei 1000 rpm zentrifugiert und dann der Uberstand von 2
Falcons in einem neuen gesammelt. In diesem Schritt sollen noch vorhandene Mycel-
reste entfernt werden. Der Uberstand wird erneut zentrifugiert (15 Minuten, 3500 rpm, 4
°C), der Uberstand vorsichtig abgekippt und das Pellet anschlieBend vorsichtig in 2,5 ml
kaltem STC gelost. Die Losungen werden kombiniert, in einer Zahlkammer wird die
Anzahl an Protoplasten bestimmt und diese auf eine Konzentration von 5 * 10’ Protop-
lasten / ml eingestellt. Diese wurden entweder direkt fur eine Transformation verwendet
oder in 600 ml Aliquots bei — 80°C gelagert.

Transformation der Protoplasten

200 pl der hergestellten Protoplastenlésung wurden auf Eis aufgetaut. Zur Transforma-
tion wurden ca. 3 ug DNA eingesetzt. Das entsprechende Volumen wurde mit sterilem
dH20 auf 20 pl aufgefillt und dann 20 pl STC zugegeben. Zu dieser, in einem 15 ml
Falcon vorbereiteten DNA, wurden die frischen oder aufgetauten Protoplasten gegeben,
vorsichtig durchmischt und dann fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden 1 ml einer 60 %igen PEG- 4000 Ldsung in 0,6 M Sorbitol und 10 mM MOPS
hinzu gegeben. Durch leichtes Rollen wurde es durchmischt und fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden 3 ml TB3 Flissigmedium zugegeben.
Nun wurden die Transformationen je nach der verwendeten Resistenzmarkerkassette
unterschiedlich weiter behandelt. War die eingesetzte Resistenzkassette eine Hygromy-
cinresistenz, so wurden nach 2 h Inkubation mit langsamer Bewegung auf einem Tumb-
ler bei Raumtemperatur die Protoplasten bei 3500 rpm 10 Minuten abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgegossen (nicht komplett um das Pellet nicht zu verlie-
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ren) und dann die Flussigkeit mit TB3 fllssig auf 1 ml aufgefullt. Zu je 4-5 ml 47°C
warmem TB3- TOP- Agar werden 330 ul der Protoplasten gegeben und nach kurzem
Invertieren sofort auf vorbereitete vorgewédrmte Selektionsplatten gegossen. Diese wur-
den flr 5-7 Tage bei 28°C inkubiert, gewachsene Kolonien gepickt und erneut auf Se-
lektionsmedium und CM- Agar inokuliert und die Kolonien anschliefend fur weitere
Untersuchungen verwendet.

Im Unterschied zu dem oben beschriebenen Verfahren, wurden die Protoplasten bei ei-
ner Transformation mit einem die BASTA- Resistenzkassette enthaltenden Konstrukt
nicht nur 2 h sondern 16 h auf einem Tumbler inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde
wie oben weiter verfahren, allerdings wurden die Protoplasten auf SW- Basta Selekti-
onsplatten gegossen.

Verwendete Medien und Lésungen:

Waschlgsung: 0,6 M KCL- Losung, autoklavieren mit sterilem Na- Puffer (5 m1/500ml)
versetzen. Na- Puffer: 8ml 1M Na,HPO, + 92 ml 1M NaH,PO, , pH bei 5,8.

Osmotisches Medium mit Glucanex: 10 ml KCI- Na- Puffer mit 0,5 g Glucanex, pH mit
20% KOH auf 6 einstellen, steril filtrieren.

STC : 200g/l Saccharose, 50 mM Tris- HCI pH 7,5, 50 mM CaCl, *2 H,0O
TB3: 200¢g/l Saccharose, 3 g/l Hefeextrakt, fir Top- Agar + 5 g/l Difco Agar

Hygromycinselektionsmedium: 200g Saccharose, 1g NH;NOj3, 2g Hefeextrakt, 20 ml
(KH,PO4 10 g/500 ml, pH5 mit 10M NaOH), 10 ml (MgSO4* 7H,0 5 ¢g/100 ml), 10 ml
(CaCly*2H,0 1 g/100 ml), I1ml (FeSO4*7H,0 0,4 g/500 ml), 1ml (ZnSO4*7H20 7,9 g,
CuSO,4* 5H,0 0,6 g, H3BO3 0,1 g, MnSO,*H,0 0,2 g, NaMo,* 2H,0 0,14 g flr 1 1), 15
o/l Agar, auf 1 | auffiillen, pH mit Na,HPO, auf 5,5- 5,8 einstellen, autoklavieren. Nach
dem Autoklavieren 240 pg/ml Hygromycin zugeben und Platten gielRen.

BASTA- Selektionsmedium: 1,6 g Hefeminimalmedium ohne Aminosduren, 2 g As-
parragin, 1 g NH4;NOg3, 10 g Glukose auf 1 | auffillen, pH 6, 15 g/l Agar, autoklavieren.
Nach dem Autoklavieren 40 pg/ml Glufosinolat (BASTA) zugeben und Platten gieRRen.

4.5.18 Southern Blot

Verdau und Gelelektrophorese

In Restriktionsverdauen fir Southern Blot wurden 50 pug gDNA in 50 pl Volumen ein-
gesetzt. Die Verdaue wurden Uber Nacht durchgefiihrt. Am néchsten Morgen wurden
zuerst 5 ml des Verdaus in ein 1% Testgel geladen, und sofern die DNA gut verdaut
war, der Rest des Ansatzes in ein 0,8% Gel, das bei 110 V fur ca. 90 Minuten lief gela-
den. Das Gel wurde im Ethidiumbromid- Bad gefarbt, die Markerbanden markiert und
anschlieRend fiir 30 Minuten denaturiert. Danach wurde es fiir 45 Minuten in Neutrali-
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sierungslosung ebenfalls unter Schitteln inkubiert und schlieBlich zwei Mal fir 5 Minu-
ten in 2x SSC gewaschen.

Blotten :

Filterpapiere und Membran wurden auf die Grol3e des Gels zugeschnitten und mit 2x
SSC angefeuchtet. Auf ein Filterpapier, beide Enden in 20x SSC, wurde das Gel gelegt
und darauf die Membran. Nun wurden weitere Filterpapiere und schliellich zugeschnit-
tene Papierhandtiicher gelegt und beschwert. Der Transfer der DNA auf die Membran
erfolgte Gber Nacht. Am néchsten Morgen erfolgte der Abbau, die Membran wird in
einem UV- Stratalinker bei 120 kJ crossgelinkt und in Filterpapier verpackt aufbewahrt.

Hybridisieren:

Zum Hybridisieren wurden DIG gelabelte PCR Sonden (Roche, PCR DIG Probe Syn-
thesis Kit) mit genspezifischen Primern nach Anweisung des Herstellers verwendet.
Diese PCR- Produkte wurden in 50 ml Prahybridisierungspuffer gegeben und in dieser
Konzentration verwendet. Die Prahybridisierung der Membran wurde bei 68°C fur 2 h
in einem Hybridisierungsofen durchgefiihrt. Die Sondenlésung wurde in einem Wasser-
bad fir 10 Minuten aufgekocht, und nach der Prahybridisierung in das Hybridisierungs-
rohrchen gegeben und ber Nacht bei 68°C hybridisiert.

Waschen:

Am néchsten Morgen wurde die Membran 2 mal fir 5 Minuten in 2x Waschlésung bei
Raumtemperatur und anschlieBend 2 mal fur 15 Minuten in 0,5x Waschlésung bei der
Hybridisierungstemperatur gewaschen. Daraufhin wurde die Membran in Waschpuffer
fir 5 Minuten inkubiert. Danach wurde die Membran zur Blockierung fir 30 Minuten
bis 1 Stunde in Puffer 2 gegeben und schlielich dieser wieder abgenommen und fiir 30
Minuten die Antikorper in Puffer 2 verdinnt zugegeben. Nach zweimaligen 15 mindti-
gen Waschschritten mit Waschpuffer wurde 5 Minuten mit AP- Puffer inkubiert. Nun
wurde die Membran fur 5 Minuten mit dem Substrat der alkalischen Phosphatase CSPD
(5l in 500l AP- Puffer verdlnnt) inkubiert. Die Membran wurde fur 10 Minuten ei-
nem Rontgenfilm ausgesetzt und je nach Signalstéarke fiir eine zweite Aufnahme die Zeit
festgesetzt.

4.5.19 Transformation von A. nidulans

In dieser Arbeit wurde der A. nidulans Stamm RMSO11 verwendet, der zum Wachstum
eine Zugabe von p- Aminobenzoesdure (PABA) und Arginin in das Medium bendtigt
(siehe 3.1.9). Das fur die Transformation verwendete Plasmid pMT- sGFP verleiht den
Transformanten wieder die Fahigkeit zur Argininsynthese, so dass dem Medium nach
der Transformation nur noch PABA zugesetzt wurde.
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Herstellung der Protoplasten

300 ml MM- Medium + PABA +Arginin wurden mit einer Kolonie des Stammes
RMSO11 angeimpft und die Kultur bei 30°C lber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag
wurde die Kultur durch steriles Miracloth filtriert und und mit sterilem dH,O gewa-
schen. Ca. 1 g des Mycels wurde mit einem sterilen Spatel in einen 50 ml Falcon mit 10
ml vorgekihlter Losung 2 gegeben. Dazu wurden 200 mg Glucanex gegeben, gevortext
und fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Dies wurde bei 30°C und 120 rpm fiir 1,5 Stunden
inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle auf das Vorhandensein von Protoplasten,
wurde die Losung mit 10 ml vorgekihlter Losung 5 uberschichtet, anschlielend bei 4°C
und 5000 rpm fir 15 Minuten zentrifugiert. Nach diesem Zentrifugationsschritt ist an
der Phasengrenze eine Bande zu erkennen, die die Protoplasten enthélt. Diese wird mit
einer Pipette abgenommen und in ein neues vorgekihltes 50 ml Falcon gegeben (auf
Eis). Zu dieser Suspension wird das doppelte Volumen an Ldsung 6 hinzugeftigt und
erneut bei 4°C, 5000 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
die Protoplasten wurden in 1 ml Lésung 6 resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsge-
falk gegeben. Hierin wurden sie wieder bei 4°C, 5000 rpm fur 15 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgeschiittet, das Pellet in der Restfliissigkeit gelost und 200 pl
vorgekihlte Losung 7 zugegeben.

Transformation

Fur die Transformation wurden ca. 10 pug DNA eingesetzt. Diese wurde in einem Volu-
men von 10 pl mit 40 pl Losung 7 zu einem Endvolumen von 50 pl gemischt. Zu den
Protoplasten in einem 15 ml Falcon wurden 50 pl Lésung 8 (enthalt PEG) gegeben und
dann die DNA- Losung. Nach kurzem Mischen wurde fir 20 Minuten auf Eis inkubiert
und schliel3lich erneut 1 ml Lésung 8 zugegeben und flr 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Mit vorgekihlter Losung 7 wurde auf 5 ml aufgeftllt, 10 ml MMR- Top Agar
zugegeben und auf MMR- Selektionsplatten gegossen. Diese wurden fiir ca. 3 Tage bei
37°C inkubiert. Transformanten wurden erneut auf MM- Medium + PABA gepickt. Von
diesen wurden Sporen in 450 pl MM- Fliissigmedium mit Glucose bzw. Threonin oder
Glycerol bei 28°C uber Nacht inokuliert und die gekeimten Sporen mikroskopiert.

4.5.20 Far in silico Untersuchungen verwendete Internetdatenbanken

Fur die Auswertung der Ergebnisse wurden folgende frei zugénglichen Internetdaten-
banken verwendet:

Die Sequenzen der Gene sowie der homologen Flanken fiir die KO- Konstrukte wurden
ermittelt mit:

Magnaporthe grisea Database des BROAD Instituts, auf der die Genomsequenzen mit
eventuellen Annotationen vorliegen.
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http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/magnaporthe grisea/MultiHome.html

Die Magnaporthe grisea/ Oryza sativa interaction database MGOS. Hier kdnnen eben-
falls die Genomsequenzen mit teils weitergehenden Informationen eingesehen werden.
So sind hier auch Ergebnisse friiherer veroffentlichter M. oryzae/ O. sativa- Agilent-
Microarrays hinterlegt.

http://www.mgosdb.org/perl/gene/index.cqi

Die Proteinsequenzen wurden weiter auf Homologien zu anderen bekannten Proteinen,
sowie auf bekannte Proteinmotife, Signalpeptide und ihre wahrscheinliche Lokalisation
innerhalb der Zelle hin untersucht. Hierzu wurden folgende Datenbanken verwendet.

NCBI Blast search zur Suche homologer Proteine:

http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/Blast.cqi

Zur Suche nach Proteinmotifen: Sanger Institute, SMART und Motif Scan

http://pfam.sanger.ac.uk/search?tab=searchSequenceBlock

http://smart.embl-heidelberg.de/

http://myhits.ish-sib.ch/cgi-bin/motif scan

Zur Suche nach Signalpeptiden: SignalP

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

Zur Suche nach Repeats: RADAR

http://www.ebi.ac.uk/Tools/Radar/index.html

Die wahrscheinliche Lokalisation innerhalb der Zelle wurde mit PSORT Il ermittelt.

http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form2.html

4.6 Yeast signal sequence trap

Durch diese Methode kdnnen relativ einfach Proteine, die ein funktionierendes Signal-
peptid enthalten, gefunden werden. Es kann aber auch Uberpruft werden, ob ein be-
stimmtes Protein sekretiert wird oder nicht. Die in dieser Arbeit verwendete Methode
basiert auf Lee et al. (2006).

Die Methode basiert auf einem einfachen Mechanismus. Damit Hefen auf einem Medi-
um mit reiner Saccharose als Kohlenstoffquelle wachsen kdnnen, missen sie eine Inver-
tase sekretieren. Dieses Enzym katalysiert die Spaltung von Saccharose in Fructose und
Glukose, welche dann von der Hefe verstoffwechselt werden kénnen. Ein Hefestamm,
welcher keine Invertase mehr besitzt, ist nicht zu Wachstum auf Saccharosemedium f&-
hig. Dieser Umstand wird hier ausgenutzt, indem ein Stamm dessen Invertase suc2 aus-
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geschaltet wurde, mit Plasmiden welche suc2 enthalten transformiert wird. Das auf dem
Plasmid vorhandene suc2- Gen enthélt allerdings kein Signalpeptid mehr. Wird jedoch
ein Protein, das ein Signalpeptid enthalt, vor die Invertase fusioniert, so kann diese qua-
si im Schlepptau des Proteins ebenfalls wieder sekretiert werden. Nur Zellen, welche ein
solches Plasmid mit Fusionsprotein mit Signalpeptid besitzen, kénnen auf Saccharose-
medium wachsen. Hefen jedoch ohne Plasmid, bzw. deren Plasmid ein Fusionsprotein
ohne Signalpeptid enthalt, kdnnen nicht wachsen. Auf diese Weise kénnen, mit den ent-
sprechenden Vektoren, entweder ganze cDNA- Banken nach Proteinen mit Signalpeptid
untersucht werden oder, wie in dieser Arbeit, einzelne Proteine auf die Funktionsfahig-
keit eines vermuteten Signalpeptids tGberprift werden.

4.6.1 Durchfihrung des yeast signal sequence trap

Fur die Klonierung der Konstrukte wurde der ORF des Zielproteins aus cDNA amplifi-
ziert, wobei er mit in die Primer integrierte EcoRI und Notl Schnittstellen versehen
wurde. Das PCR- Produkt wurde zuerst in den pCR® 2.1 TOPO® Vektor kloniert. Hie-
raus wurde das Insert durch Restriktionsverdau ausgeschnitten und dann durch T4- Li-
gation in den Vektor pYST2 kloniert. Das so erhaltene Plasmid wurde anschlief3end se-
quenziert um zu gewahrleisten, dass sich der ORF fehlerfrei und in frame zu der suc2
Invertase in dem Plasmid befindet.

Das Plasmid wurde anschlieBend in den HefestammY 12321 transformiert (wie in 4.5.3
beschrieben) und auf SD- Medium ohne Leucin sowie auf Saccharose- Selektionsmedi-
um ausplattiert. Nach 3-5 Tagen wurden die Platten auf Kolonien tberpruift.

4.7  Yeast two Hybrid Analyse (y2h)

4.7.1 Allgemeines zu der Methode

Bei dieser Methode wird der Transkriptionsfaktor Gal 4 aus der Hefe S. cerevisiae ein-
gesetzt, um eine Interaktion zwischen zwei Proteinen nachzuweisen. Hierbei wird aus-
genutzt, dass es sich bei diesem Transkriptionsfaktor um ein modular aufgebautes Pro-
tein handelt. Er ist unterteilt in eine Bindungsdomé&ne und eine Transaktivierungsdoma-
ne. Nur wenn diese Doménen zusammenarbeiten, kann Gal 4 sowohl an die DNA bin-
den als auch deren Transkription starten. In dem y2h- System wurden diese Doménen
getrennt in zwei unterschiedliche Vektoren kloniert. An sie werden die zu untersuchen-
den Proteine fusioniert. Werden dann beide Plasmide gleichzeitig in einer Hefezelle ex-
primiert, so kommen bei einer tatsdchlichen Interaktion der Proteine die Binde- und die
Aktivierungsdoméne wieder in rdumliche N&he zueinander. Diese rdumliche Nahe
reicht aus, um die Funktionsfahigkeit des Gal 4 wieder herzustellen und so die Tran-
skription der durch ihn kontrollierten Gene einzuleiten. Das Protein, fiir welches ein In-
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teraktionspartner gefunden werden soll, wird als Bait- Protein bezeichnet, wéhrend die
Proteine, die als mogliche Interaktionspartner dienen, als Prey- Proteine bezeichnet
werden. Als Markergene werden die durch Gal 4 kontrollierten Gene Ade2, His3, Mell
und lacZ verwendet. Dabei handelt es sich um ein Gen des Adeninstoffwechsels (Ade2),
ein Gen des Histidinstoffwechsels (His3) sowie eine a- Galactosidase (Mell) und eine
B- Galactosidase (lacZ), die eine Farbreaktion bei Zugabe des entsprechenden Substra-
tes ausldsen.

4.7.2 Durchfihrung des y2h- Screen

Die Durchfihrung des y2h- Screens erfolgte genau wie in dem Protokoll des
,Matchmaker™ Library Construction & Screening Kit*“ von Clontech beschrieben. Um
die Bait- Konstrukte herzustellen wurden die zu testenden Proteine ohne Signalpeptid
Kloniert. Sie wurden gegen eine cDNA- Bank aus mit M. oryzae infizierten Reisblattern
und Wurzeln getestet, die im Verlauf der Batchelorarbeit von Jasmin Gotzenberger her-
gestellt wurde.

4.7.3 Expressionstest des Bait- Konstruktes durch Western Blot
Zusammensetzung der Acrylamidgele:

Sammelgel: 4,35 ml dH20, 750 pl 1Mtris- HCI pH6,8, 60 pl 10% SDS, 60 pl 10%
APS, 6 ul TEMED

Trenngel: 4,4 ml dH20, 3 ml 40% Acrylamid. 100 pl 10% SDS, 100 pl 10% APS, 5 pl
TEMED

Die Proteinextraktion aus Hefe wurde durchgefiihrt, wie in dem Protokoll ,,Preparation
of yeast Protein extracts*“ von Clontech beschrieben. Zur Durchfuhrung der Gelelektro-
phorese wurde das Mini PROTEAN Tetra Cell System von BioRad benutzt. Die Auf-
trennung im Sammelgel wurde mit einer Spannung von 60 V durchgefiihrt, wahrend
nach dem Erreichen des Trenngels 150 V angelegt wurden.

Die Proteine wurden iber Nacht bei 4° C und mit einer angelegten Spannung von 30 V
auf eine Nitrozellulosemembran ubertragen. Nach Abschluss des Ubertrags wurde die
Membran in einem ersten Schritt in einer 5%igen Milchpulverlosung in 1xPBST fur 1 h
blockiert. AnschlieBend wurde sie dreimal fir 5 Minuten in 1XPBST gewaschen und
dann mit einer Antikorperlosung (1x PBST mit 2,5% Milchpulver + 1:3000 c-myc An-
tikorper) fur 1 h inkubiert. Nach erneutem dreimaligem 5- minltigem Waschen in
1xPBST wurde der sekundare Antikorper, ebenfalls in 2,5 % Milchpulver in 1xPBST,
zugegeben und fur 1 h inkubiert, dann wieder dreimal 5 Minuten gewaschen in 1x
PBST. Zur Detektion wurden 1 ml Lésung A (50 ml 0,1 M Tris- HCI pH®6,8, 12,5 mg
Luminol), 100 pl Lésung B(11 mg Hydroxicoumarinsaure in 10 ml DMSO) und 0,5 pl
H.0O, auf die Membran gegeben.
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4.7.4 X- a- Galactosidase Test

Fiir den X a- Gal Test wurde eine Kolonie in 500 pl dH20 suspendiert und 50 ul dieser
Losung auf Platten gegeben, die 20 ng/ml X a- Gal enthielten. Diese wurden daraufhin
bei 30 °C fur 3-5 Tage inkubiert. Die Intesitat der Blaufarbung einer Kolonie zeigt die
Stéarke der Interaktion an.
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5 Ergebnisse

Wahrend meiner Diplomarbeit fuhrte ich in Kooperation mit Dr. Karsten Andresen und
PD Dr. Eckhard Thines vom IBWF der Universitat Kaiserslautern einen Microarray
durch, in dem mit M. oryzae infiziertes Blattgewebe mit infiziertem Wurzelgewebe ver-
glichen wurde. Als Ergebnis dieses Transkriptionsvergleiches konnten mehr als 900
Gene gefunden werden, die wéhrend der Wurzelinfektion starker exprimiert waren, als
wahrend der Blattinfektion. Aus diesen Genen wurden durch in silico-Analysen der ers-
ten 100 Gene mit Hilfe mehrerer Datenbanken 13 sekretierte und wahrend der Infektion
induzierte Gene ausgewahlt, deren Genexpression durch Real Time PCR im Vergleich
von vegetativem Mycel, Sporen, infiziertem Blattgewebe und infiziertem Wurzelgewe-
be nochmals Uberprift wurde. Hieraus ergaben sich vier vielversprechende Kandidaten,
die ausgewdhlt wurden, um sie weiter zu untersuchen. Dazu sollten die Gene durch ho-
mologe Integration eines Knockout-Konstruktes ausgeschaltet werden, um ihren Ein-
fluss auf die Infektionsfahigkeit von M. oryzae zu ermitteln. Zusétzlich sollten die Pro-
teine im Anschluss hinsichtlich ihrer mdglichen Effektorfunktion néher charakterisiert
werden.

Ausgewahlt wurde ein Gen mit der Identifikationsnummer MGG 08230, das in dem Ar-
ray wahrend der Wurzelinfektion 25-fach hoher exprimiert war. In der Real Time PCR
zeigte sich, dass das Gen sowohl wahrend der Wurzelinfektion (8000-fach) als auch
wahrend der Blattinfektion (1190-fach) sehr viel hoher exprimiert war, als in vegetati-
vem Mycel. Das zweite Gen, mit der Identifikationsnummer MGG 05504, war in dem
Array in infiziertem Wurzelgewebe 25 mal starker als in Blattgewebe induziert. Durch
Real Time PCR konnte gezeigt werden, dass es in infiziertem Wurzelgewebe 51-fach
starker exprimiert wurde als in vegetativem Mycel. Das dritte ausgewahlte Gen, MGG
10244, hatte im Vergleich von Wurzel- und Blattinfektion eine 34 mal héhere Expressi-
on wahrend der Wurzelinfektion, und war in den infizierten Wurzeln 34 mal starker in-
duziert als in Mycel. Das letzte Gen schlielich, MGG 14156, war durch den Array er-
mittelt worden, in dem es 19 mal héher in Wurzelgewebe induziert war. In der Real Ti-
me PCR konnte zwar keine verstarkte Expression festgestellt werden, aufgrund der inte-
ressanten Nudix-Hydrolase Domane, die es enthélt, wurde jedoch auch dieses Gen fiir
weitere Experimente ausgewéhlt. Diese Domane ist deshalb interessant, da fiir ein Nu-
dix-Hydrolase Protein gezeigt wurde, dass es ein negativer Regulator der Pflanzenab-
wehr in Arabidopsis thaliana ist (Ge et al., 2007). Ist dieses A. thaliana Gen NudT7 au-
Ber Funktion, so flhrt dies dazu, dass die Pflanzenabwehr sowohl auf Pathogene als
auch nicht Pathogene hypersensibel reagiert (Ge et al., 2007). Im Verlauf der Arbeit
verstérkte sich diese Einschdtzung noch, da in Phytophtora sojae ein Nudix- Hydrolase
Effektor Avr3b (Dong et al., 2011) sowie zum Ende der Arbeit ein weiterer Nudix-
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A Crariatre foldcharze Beschreibnms des Crts
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Abb. 5.1: Auswahl der in dieser Arbeit untersuchten Gene. In einem Microarray zum Vergleich
von mit M.oryzae infiziertem Blattgewebe mit infiziertem Wurzelgewebe wurden 100, wéhrend der
Wourzelinfektion induzierte Gene, in silico Gberprift. In Tabelle A sind die aus diesen ersten 100
Genen der Microarray-Ergebnisse ausgesuchten Gene, welche in einer Real Time- PCR nochmals
getestet wurden, dargestellt und beschrieben. B: Genexpressionsanalyse in infizierten Wurzeln und
Zwiebelepidermis, sowie in Sporen im Vergleich zu vegetativem Mycel. Fir weitere Untersuchun-
gen wurden die mit * markierten Gene ausgewahlt.

Hydrolase Effektor CtNudix in Colletrotrichum truncatum (Bhadauria et al., 2013) pu-
bliziert wurden. Auf diese Publikationen, sowie die genauen Griinde fur die Auswahl
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aller vier untersuchten Gene, wird allerdings in dem Diskussionsteil dieser Arbeit (Ka-
pitel 6.1) noch ausfiihrlich eingegangen werden.

5.1 insilico-Untersuchung

5.1.1 Struktur der ausgewdahlten Gene

Bei allen vier ausgesuchten Genen handelt es sich um Proteine mit einem vorhergesag-
ten Signalpeptid (Datenbank SignalP). Das bedeutet also, dass alle vier vermutlich sek-
retiert werden und damit mogliche Kandidaten fir Effektorproteine sind.

Fur das Genprodukt des Gens mit der Identifikationsnummer MGG 08230 konnte ermit-
telt werden, dass es sich um ein Protein mit 133 Aminosauren handelt. Das Signalpeptid
umfasst die Aminosauren 1-19, wahrend die Aminoséuren 91-114 eine klassische Zink-
Finger Doméne (C,H,) umfassen. Im Folgenden soll dieses Gen aufgrund der Zink-
Finger Domane als Zf1 bezeichnet werden. Von Aminosaure 77-97 besitzt es auRerdem
eine Inhibitor of apoptosis Doméne. Die Lokalisierung in der Zelle wurde von der
PSORTII-Datenbank mit einer Wahrscheinlichkeit von 35% als Kernlokalisierung, 22%
cytoplasmatisch und 17% extrazellular angegeben. In der Sequenz des Proteins konnte
allerdings keine explizite Kernlokalisierungssequenz gefunden werden. Die genomische
Nukleotidsequenz des Gens enthalt keine Introns.

Bei dem Genprodukt des Gens MGG 05504 handelt es sich um ein 101 Aminosduren
langes Protein, dessen Aminosduren 1-19 als Signalpeptid identifiziert wurden. Fir die-
ses Protein ist von Aminosaure 48-91 eine Nukleotidylyltransferase- Domane vorherge-
sagt, weshalb es im Weiteren als Ntl bezeichnet wird. In einer ersten in silico-
Untersuchung konnte in der Sequenz eine schwache Homologie zu einer GASA-
Doméne entdeckt werden. GASA-Doménen Proteine wurden zuerst in Arabidopsis
thaliana gefunden, es handelt sich dabei um durch Giberelinséure stimulierte Gene
(Roxrud et al. 2007). Aus der englischen Ubersetzung dieses Namens leitet sich auch
die Abklrzung GASA-Doméne ab (gibberellic acid stimulated arabidopsis gene). Dabei
wirde es sich natlrlich um ein sehr interesantes Gen handeln, da sich die Frage stellt,
wozu ein pflanzenpathogener Pilz ein durch das Pflanzenhormon Gibberelinsdure indu-
ziertes Gen besitzt. Diese Domédne war mit ein Grund, warum dieses Gen ausgewéhlt
wurde. Allerdings wurde diese Domane bei einer spater durchgefuhrten weiteren Da-
tenbankanalyse nicht mehr angezeigt. Fir die Lokalisierung des Proteins wurde mit ei-
ner Wahrscheinlichkeit von 44% eine extrazellulare Lokalisierung, mit 22% eine Kern-
lokalisierung, mit ebenfalls 22% eine Lokalisierung in Mitochondrien und mit 11% eine
cytoplasmatische Lokalisierung vorhergesagt. Laut der PSORTII-Datenbank konnte in
der Sequenz des Proteins zwischen den Aminosduren 53 und 57 zwei vermutete klassi-
sche Kernlokalisierungssequenzen gefunden werden. Bei einer Blastanalyse wurden
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homologe hypothetische Proteine in Verticillium sp. und Colletotrichum sp. gefunden.
Die genomische Sequenz dieses Proteins enthdlt ein 90 Basenpaare langes Intron.

Die Untersuchung des Gens MGG 10244 ergab ein Protein mit 127 Aminosauren. Die
ersten 17 Aminosauren seiner Sequenz wurden als Signalpeptid identifiziert. Weiterhin
sind in der Sequenz zwei jeweils 49 Aminosduren lange, fast perfekte Repeats enthalten.
Daruber hinaus konnten keine funktionalen Domanen gefunden werden. In einem
Blastp wurde eine schwache Ahnlichkeit zu hypothetischen Proteinen aus Colletotri-
chum higginsianum und Phytophtora savastanoi gefunden. Auf’erdem wurde in dem
NCBI-Blastp eine 45% Ubereinstimmung zu einem sialic acid binding Ig like Lectin
Siglec7 festgestellt. Aufgrund der Struktur wird dieses Protein weiterhin als Llrl (ste-
hend fir Englisch: lectin like repeat containing genel) bezeichnet. Die Lokalisierung
ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 55% extrazellular und nur mit je 11% cytoplasma-
tisch, in der Vakuole, den Mitochondrien oder dem ER zu vermuten. In der genomi-
schen Sequenz dieses Proteins ist kein Intron vorhanden.

MGG 14156, das vierte ausgewdhlte Gen, ist ein 156 Aminosauren langes Protein, des-
sen Aminosauren 1-18 als Signalpeptid identifiziert wurden. Es enthalt eine von Ami-
noséure 32-132 reichende Nudix-Hydrolase Doméne, weshalb es zukinftig als Nudl
bezeichnet wird. Das Protein lokalisiert in Zellen mit 44% Wahrscheinlichkeit extrazel-
lulér, mit 33% im Cytoplasma und mit 22% in der Vakuole. Die genomische Sequenz
dieses Proteins enthalt ein 59 Basenpaare langes Intron.

A B

133 As 101 As

B
[ 7 1 E

14 Damane  C,H, Doméne Mt Damane

C D
127 As 156 Ag
Repeat 1 Repeat 2 Mudix hydrolase Doméne

Abb. 5.2: Durch in silico-Analysen in verschiedenen Datenbanken ermittelte Proteinstruktur der
ausgewdahlten Gene. A: Zf1; B: Nt1; C: LIrl; D: Nudl. Abkurzungen: As: Aminosauren; lA: inhi-
bitor of Apoptosis; C,H,: klassische Zink-Finger Domane; Nt: Nukleotidylyltransferase Doméne
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5.2 Ergebnisse der Deletionsversuche von Zf1, Nt1, LIrl und Nud1l

Fur alle vier Gene wurden nach dem in Kapitel 4.5.16 dargestellten Methode Knockout-
Konstrukte hergestellt. Dies gestaltete sich sehr zeitaufwendig, weil schon in dem ersten
Schritt, der Amplifikation der homologen Flanken, teils grofle Schwierigkeiten auftra-
ten. Da fir die homologe Rekombination in M. oryzae relativ groRe homologe Flanken
von 1 kB Lénge oder dartiber sinnvoll sind, mussten diese Flanken in entsprechender
Lénge via PCR amplifiziert werden. Um die Rekombination zu vereinfachen, wurde zu
Beginn geplant, Flanken von 2,5 kB einzusetzen. Wie in Abbildung 5.3 zu sehen ist,
konnte allerdings bei vier der acht Flanken kein Amplikon dieser Lange erhalten wer-
den. So musste stiickweise die Lange der Flanke reduziert werden, bis sie erfolgreich
amplifiziert werden konnte. Auch die anschlieBenden Klonierungen der Konstrukte ge-
langen jeweils erst nach mehrfach wiederholten Versuchen und dem Testen von ver-
schiedenen Klonierungsstrategien. In Abbildung 5.3 sind die endgiiltigen Konstrukte
mit den L&ngen der einzelnen homologen Flanken sowie den fiir die Klonierung ver-
wendeten Restriktionsendonucleasen fir alle vier Gene schematisch dargestellt.

Z1 Ascl Pacl

upstream Flanke HygB- Kassette downstreamn Flanke
Nt1 Sl Sl

upstreamn Flanke HygB- Kassette downstream Flanke
Nud1 Ascl Pacl
upstream Flanke HygB-Kassette  downstream Flanke

Lir1 Ascl Pacl

upstreamn Flanke HygB- Kassette downstreamn Flanke

Abb. 5.3: Aufbau der zum Deletieren der einzelnen Gene verwendeten Konstrukte. Die unter-
schiedlichen Langen der homologen Flanken sind durch schrittweises Verkirzen der Flanke ent-
standen, bis eine Amplifikation durch PCR erreicht werden konnte.

Als die Konstrukte vorlagen, wurden sie durch Protoplastentransformation in den M.
oryzae Stamm AKu80 transformiert. Im Anschluss wurden die auf den Selektionsplatten
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gewachsenen Kolonien in einem ersten Schritt durch eine PCR zur Amplifikation des
offenen Leserahmens (engl. open reading frame ORF) der Gene getestet. Diese PCR
wurde mit aus den Kolonien extrahierter gDNA durchgefiihrt. Nur in Féllen einer nega-
tiven PCR, also eines fehlenden ORF, wurde im Anschluss die richtige Integration des
Konstruktes durch einen Southern Blot berpriift.

Fur zwei der untersuchten Gene konnten durch einen Southern Blot bestatigte Ko- Mu-
tanten hergestellt werden. Diese beiden Gene waren Zf1 und Ntl. Fur Zf1 konnte trotz
haufiger wiederholter Transformationen nur eine einzige Ko-Mutante (Zf1-6) erhalten
werden. Fir Nt1 konnten dagegen bei einer einzigen Transformation drei unabhangige
Ko-Mutanten (ANtl-1, ANt1-5, ANt1-6) erzielt werden. Um die mdglichen Transfor-
manten durch einen Southern Blot zu testen, wurden aus der Datenbank des Broadinsti-
tutes die Sequenz der DNA upstream und downstream der homologen Flanken auf mog-
liche Restriktionsschnittstellen abgesucht. Es sollte moglichst ein Restriktionsenzym
verwendet werden, das sowohl in dem Konstrukt schneidet, als auch in der DNA auf3er-
halb des Konstruktes. So sollte sichergestellt werden, dass dieses Konstrukt am richti-
gen Locus im Genom und auch nur einmal in das Genom integriert wurde, und es sich
folglich um eine reine Deletion des Zielgenes handelt. Fir das Gen Zf1 wurde einmal
mit dem Restriktionsenzym EcoRI sowie mit dem Enzym BamHI verdaut. Flr beide
Enzyme gibt es jeweils eine Schnittstelle in der Hygromycinresistenzkassette. ECoRI
besitzt eine weitere Schnittstelle downstream aufRerhalb des Konstruktes, wahrend die
zweite BamHI Schnittstelle in der downstream-Flanke liegt. Als Sonde wurde ein 740
bp langes Fragment der Downflanke amplifiziert. Die erwarteten FragmentgréRen der
Knockout-Stamme liegen fur die EcoRI verdaute DNA bei 3,5 kB und fiir die BamHI
verdaute DNA bei 3 kB. In Wildtypstammen sind fur beide Enzyme eine Schnittstelle
upstream des Bereichs der homologen upstream-Flanke vorhanden. Die zweite Schnitt-
stelle liegt im Falle von EcoRI downstream des Bereichs der homologen downstream-
Flanke, wéhrend die BamHI Schnittstelle wieder in der downstream-Flanke liegt. So
werden in der Wildtypsituation flr beide Enzyme Fragmentgroen von ungefahr 7 kB
(EcoRl: 6,9 kB, BamHI: 7,2 kB) erwartet.

Um die drei vermuteten Knockout-Stamme des Nt1 Gens zu testen, wurde genomische
DNA dieser Kolonien mit EcoRI verdaut. Flr dieses Enzym sind sowohl eine Schnitt-
stelle in der Hygromycinkassette als auch eine upstream des Bereichs der homologen
upstream-Flanke vorhanden, so dass im Falle eines richtig integrierten Konstruktes ein
2,6 kB grolRes Fragment erwartet wird. In Wildtyp-DNA wird dagegen ein 13 kB groRes
Fragment erwartet. Als Sonde wurde in diesem Fall ein 270 bp langes PCR-Amplifikat
innerhalb der upstream-Flanke verwendet.
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EcoRl verdaut BamHI verdaut EcoRl verdaut

10kB

gkB
6kB
4kB

3KB 3kB

2kB 2kB

Guyll AKuBD Zfl-6 Guyll AKuBO Zf1-B ANtI7 ANH-E  ANH-1  AKuSD

Abb. 5.4: Southern Blots zur Verifizierung der homologen Integration der Knockout-Konstrukte.
A) Zf1 Knockout: In den ersten beiden Spuren ist jeweils die Wildtypsituation zu sehen, wéhrend
die dritte Spur den Knockout zeigt. In der Wildtyp-DNA sind in beiden Féllen Banden bei ca. 7 kB
zu sehen. Die Banden des Zf1 Knockouts liegen ebenfalls bei den erwarteten 3,5 kB (EcoRlI) sowie 3
kB (BamHI), und es ist keine weitere Bande eines mehrfach oder ektopisch integrierten Konstruk-
tes zu sehen. B) Auch im Fall des Nt1 Knockouts sind bei allen 3 Mutanten die erwartete Frag-
mentgroRe von ca. 2,6 kB erkennbar, wéhrend in der Wildtyp-DNA nur ein Fragment oberhalb 10
kB zu sehen ist. Es sind ebenfalls keine weiteren Banden vorhanden.

Wie in Abb. 5.4 zu sehen ist, bestétigen die Ergebnisse der Southern Blots eine homo-
loge Integration der Konstrukte. Es sind neben den Banden mit der erwarteten Frag-
mentldnge keine weiteren Banden sichtbar, so dass eine Mehrfachintegration ausge-

schlossen werden kann. Dies zeigt, dass es sich bei den Transformanten um Stamme mit
einer Deletion des Zielgenes handelt.

Fur die beiden anderen Gene konnte trotz etlicher Versuche kein bestatigter Knock-out
erreicht werden. Bei den Versuchen das Lektin-adhnliche, Repeats enthaltende, Gen Llrl
zu deletieren, gab es eine Kolonie, welche in einer PCR gegen den ORF ein negatives
Ergebnis zeigte. Dieser Stamm hatte also offensichtlich den LIr1-ORF verloren. Aller-
dings zeigte sich bei der Uberpriifung durch einen Southern Blot, dass diese Integration
nicht wie gewiinscht erfolgt sein konnte, da ein nicht zu erklarendes Bandenmuster auf-
trat. Da so keine klar durch das Ausschalten dieses Gens hervorgerufene Phanotypisie-
rung zu gewahrleisten war, wurde nicht mit diesem Stamm weitergearbeitet. Im weite-
ren Verlauf der Arbeiten traten bedauerlicherweise keine weiteren moglichen Ko-
Mutanten mehr auf. Insgesamt wurden mehr als 160 Kolonien, die mit diesem Ko-
Konstrukt transformiert waren, ohne einen einzigen Erfolg gescreent. Dieses Gen wurde
aus diesem Grund, mit Ausnahme einer Lokalisierung zum Vergleich mit Zf1 und Ntl
(siehe 5.4.), nicht naher charakterisiert.

Bei den Versuchen, das eine Nudix-Hydolase Domane enthaltende Gen Nudl auszu-
schalten, wuchs nach den einzelnen Transformationen jeweils nur eine geringe Anzahl
mdoglicher Mutanten. Da die geringe Anzahl an Transformanten verdachtig erschien,
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wurden die Sequenzen der up- und downstream Flanken nochmals genauer Gberprift,
um maogliche Fehler auszuschlieRen. In diesem Verlauf konnte festgestellt werden, dass
es ein exaktes Duplikat zu diesem Gen gibt. Nudl liegt auf Chromosom IV, wéahrend
das exakt sequenzgleiche MGG 14344 auf Chromosom | liegt (MGOS-Database). Es
stimmt nicht nur der ORF beider Gene exakt tiberein, sondern eine Analyse der umlie-
genden Sequenz mit Hilfe der Broadinstitute-Datenbank ergab, dass upstream der Gene
mindestens 2 kB Ubereinstimmen und downstream die ersten 491 Basenpaare identisch
sind. Hier liegt also eine groRRere Duplikation der Sequenz im Genom vor. Dies kann
zwar nicht erkl&ren, warum es bei den Transformationen zu einer schlechten Transfor-
mationsrate kam, allerdings macht es den Erfolg der gewéhlten Knockout-Strategie flr
dieses Gen insgesamt fraglich. Es erscheint durchaus wahrscheinlich, dass die Verdopp-
lung zu einer funktionellen Redundanz flhrt. Ein Doppel-Knockout mit diesem Kon-
strukt hingegen erscheint aufgrund der Unterschiede im Bereich der Downstreamse-
quenz, noch dazu mit den in dieser Arbeit gemachten Erfahrungen uber die Effizienz
von Gen-Knockouts in M. oryzae, als sehr unwahrscheinlich. Da dies leider erst zu ei-
nem sehr spéten Zeitpunkt dieser Arbeit festgestellt wurde, konnte eine Ersatzstrategie
zum Ausschalten dieses Gens nicht mehr praktisch umgesetzt werden. Mogliche Ansat-
ze hierzu werden im Diskussionteil vorgestellt werden. Wie LIrl wurde dieses Gen als
vergleichendes Beispiel in den Lokalisierungsexperimenten eingesetzt.

5.3 Phéanotypisierung der Zf1- und Ntl- Deletionsstamme

Sowohl der AZf1-Stamm, als auch die drei ANt1-Deletionsstdimme zeigten im normalen
Wuchs auf CM-Medium im Vergleich zu den Wildtypstammen keine Auffalligkeiten.
Auch bei der Konidienbildung konnten im Verlauf der Experimente keine auffalligen
Unterschiede festgestellt werden. Da die Gene aufgrund einer verstarkten Expression
wéhrend der Infektion von pflanzlichen Geweben ausgewahlt wurden, sollte getestet
werden, ob es ein verdndertes Infektionsverhalten der Ko-Stdmme gab. Dazu wurden
der Verlauf von Wurzelinfektionen, von Blattinfektionen und die Appressorienbildung
getestet und mit von Wildtypstdmmen infizierten Pflanzen verglichen.

5.3.1 Phanotypisierung der Wurzelinfektion

Wurzelinfektionen wurden wie in 4.1. beschrieben durchgefihrt. Es wurden zwei Serien
durchgefuhrt, die jeweils aus drei Ansatzen bestanden. Jeder Ansatz wiederum bestand
aus je drei Fahrdusagar-Platten inokuliert mit den Wildtypen Guy11 und AKu80 sowie
der Knockout-Stamme A4Zf1 und ANt1. Auf jede Platte wurden vier Reiskeimlinge ge-
legt.

In der ersten Serie wurden von den drei 4N¢/-Stdmmen nur der Stamm ANt1-1 verwen-
det. Nach 10 Tagen wurden die Keimlinge von der Platte genommen, fotografiert und
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einige Wurzelparameter bestimmt. Es wurde als Erstes der optische Eindruck der Infek-
tionsintensitat, welcher sich durch die Ausdehnung, wie auch durch die Intensitat der
Braunfarbung der infizierten Wurzeln ergab, bestimmt. In der ersten Serie wurde die
Lange der Keimwurzel (die erste Wurzel des Keimlings, welche zu Beginn des Versu-
ches auf das Pilzmycel gegeben wurde) und deren Anzahl an Lateralwurzeln bestimmt.
Daruber hinaus wurde die Gesamtanzahl der Wurzeln des Keimlings gezahlt. Da sich
im Verlauf dieser Serie zeigte, dass das Zahlen der Lateralwurzeln nahezu unméglich
und mit sehr groRen Schwankungen, auch innerhalb eines Stammes, verbunden war,
wurde in der zweiten Serie darauf verzichtet. Dies lag daran, dass die sehr feinen Late-
ralwurzeln auf der Platte wegen des Mycels nicht zu erkennen waren, bei der Abnahme
der Wurzeln aber mit diesem verklebten, teils auch abgerissen wurden und somit nicht
reproduzierbar sicher gezahlt werden konnten. Stattdessen wurden in der zweiten Serie
neben der Lange der Keimwurzel auch die Gesamtlange aller Wurzeln, sowie wieder
die Gesamtanzahl der Wurzeln bestimmt. In dieser Serie wurden ebenfalls die in Serie
eins nicht getesteten Ko-Stamme ANt1-6 und ANt1-7 miteinbezogen. Durch den Ver-
gleich der Infektionsintensitdt und der bestimmten Wurzelparameter der infizierten
Pflanzen sollte festgestellt werden, ob wahrend der Wurzelinfektion Unterschiede zwi-
schen den mit Wildtypen und den mit Knockout-Stammen infizierten Wurzeln zu sehen
waren.

In Abbildung 5.5 sind Fotos infizierter Pflanzen gezeigt. Um die Bandbreite der Infekti-
onen innerhalb eines Stammes, sowie den Vergleich zwischen den mit verschiedenen
Stammen infizierten Wurzeln darzustellen, wurde jeweils die am stérksten infizierte
Platte (also vier Pflanzen, die innerhalb einer einzelnen Platte wuchsen) und die am
schwachsten infizierte Platte eines Stammes ausgewéhlt. Diese sind in zwei Blocken
dargestellt und konnen so verglichen werden. Fir den optischen Vergleich wurden alle
Pflanzen, aus beiden Serien herangezogen.

Wie in Abbildung 5.5 zu sehen ist, zeigte sich bei der Betrachtung der infizierten Wur-
zeln, dass alle Stdmme in gleichem Mal} dazu in der Lage sind, die Wurzeln von Reis-
pflanzen zu infizieren. Es konnte kein eindeutiger Unterschied bezlglich der ausgel6s-
ten Infektionssymptomen auf Wurzeln zwischen den einzelnen Stammen festgestellt
werden. Bei allen Stdmmen gab es Wurzeln, die groRflachige, relativ dunkle Braunfar-
bungen aufwiesen, ebenso wie Wurzeln, die nur sehr schwache Lé&sionen in kleinen
Teilbereichen der Wurzeln hatten. Auch beim Verhaltnis von stark infizierten zu schwa-
cher infizierten Wurzeln konnte im Verlauf der Serien kein Unterschied zwischen den
verschiedenen Stammen festgestellt werden. Die Anzahl der insgesamt betrachteten
Pflanzen betrug fiir die einzelnen Stamme: AKu80: n= 70, Guyll: n= 53, AZf1-6: n=
68, ANt1-1: n= 49, ANt1-6: n= 47, ANt1-7: n=33.
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Abb.5.5: Mit den 4Zf1- und ANt1-Stammen infizierte Reiswurzeln. Die Wurzelinfektion mit vegeta-
tivem Mycel wurde nach 10 Tagen fotografiert. In A sind jeweils die Pflanzchen mit den starksten
Infektiossymptomen dargestellt. In B sind die Pflanzchen mit den schwéchsten Infektionssympto-
men dargestellt, rechts daneben zum Vergleich ein Bild mit nicht infizierten Reispflanzen. Es ist zu
sehen, dass es zu keinen deutlichen Unterschieden in der Infektionsausbildung zwischen den unter-
schiedlichen Stammen kommt. In A sind bei allen infizierten Wurzeln deutliche, groe Bereiche der
einzelnen Wurzeln einnehmende Lasionen zu erkennen, wéhrend in B nur schwache, Teilbereiche
einzelner Wurzeln einehmende, Braunfarbungen zu sehen sind. Ein eindeutiger Unterschied zwi-
schen den mit Wildtypen und den Knockout-Stammen infizierten Wurzeln ist nicht zu erkennen.

Zusétzlich zur Betrachtung der Infektionssymptome wurden die Wurzeln vermessen,
um etwaige Einflisse der infizierenden Stdamme auf die Wurzelmorphologie zu erken-
nen. Dies geschah aus dem Grund, da die Infektion mit M. oryzae oft zu einer Verande-
rung der Wurzelmorphologie fuhrt: Die Wurzeln sind kirzer, der Wurzelballen insge-
samt erscheint kleiner und verkiimmerter.

Waéhrend der ersten Serie der Infektionsversuche wurde fiir die mit den Wildtypen
Guyll und AKu80 infizierten Pflanzen eine durchschnittliche L&nge der Primarwurzel
von 4,9 und 5,4 cm festgestellt. Der AZf1-6 Stamm war mit einer durchschnittlichen
Lange von 5,0 cm zwischen den Wildtypen gelegen, wéhrend der Stamm ANtl-1 mit
5,6 cm etwas langere Wurzeln besaR. Auch beim Betrachten der Wurzeln entstand der
Eindruck, dass die Wurzeln des ANt1-1 Stammes oftmals besser ausgeprégt waren. Al-
lerdings ist die Varianz zwischen den beiden Wildtypen mit 0,5 cm deutlich groRer als
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die 0,2 cm, welche die Pimarwurzel des Knockout-Stammes im Durchschnitt langer wa-
ren, als der Wildtyp AKu80.

Bei der Gesamtzahl der spro3burtigen Wurzeln lagen alle untersuchten Stamme sehr
nahe beieinander. Mit Guy11 infizierte Wurzeln hatten im Durchschnitt 10,15 Wurzeln,
wéhrend mit AKu80 infizierte Stimme 9,85 Wurzeln besaRen. AZf1-6 infizierte Pflan-
zen hatten 9,73 Wurzeln, wahrend die mit ANt1-1 infizierten Pflanzen mit 10,03 Wur-
zeln im Mittelfeld lagen. Insgesamt hatten also die AZf1-6 infizierten Pflanzen die we-
nigsten Wurzeln, lagen allerdings mit gut 0,1 Wurzeln im Durchschnitt weniger nur
knapp hinter dem AKu80 Wildtypen.

Lange der Primirwurzel Anzahl der sprokbiirtigen Wurzeln
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T
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Abb. 5.6: Morphologie der mit AZfl und ANt infizierten Reiswurzeln in der 1. Infektionsserie.
Gemessen bzw. gezahlt wurden die Lange der infizierten Priméarwurzel (A), die Anzahl an sprof3-
blrtigen Wurzeln, (B) sowie die Anzahl an Lateralwurzeln der infizierten Primarwurzel(C). A: Die
Waurzellange mit AZf1-6 infizierter Reispflanzen lag zwischen den L&ngen, die fir die beiden Wild-
typen bestimmt wurden. Die Wurzellinge der ANt1-1 infizierten Pflanzen war um 0,2 cm langer als
mit AKu80 infizierte Wurzeln. B: Die Anzahl an sprof3blrtigen Wurzeln war nahezu identisch. C:
Die Anzahl der Lateralwurzeln variierte sehr stark. Die Fehlerbalken geben die Standardabwei-
chung an. Die Anzahl der in Serie 1 ausgezahlten Pflanzen betragt: Guyll: n= 30, AKu80: n= 26,
AZf1-6: n=33, ANtl-1: n=27.

Wie oben schon erwahnt, wurde auch die Anzahl der Lateralwurzeln der infizierten
Primarwurzel bestimmt. Allerdings kdnnen diese Daten nicht als aussagekraftig be-
zeichnet werden, da die Differenz zwischen den mit Wildtypen infizierten Pflanzen
schon bei 10 Seitenwurzeln lag (bei durchschnittlich gezahlten 10-20 Wurzeln), und die
Fehlerbalken der Standardabweichung (siehe Abb. 5.6) teils sehr groR sind. Die Anzahl
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der in dieser Serie gemessenen Pflanzen lag bei Guyl11: n= 30, AKu80: n= 26, AZf1-6:
n=33, ANtl-1: n=27.

Im Verlauf der zweiten Serie wurden fir die beiden Wildtypen Wurzellangen von 8,54
cm bei mit Guyll bzw 7,67 cm bei mit AKu80 infizierten Primdrwurzeln gemessen.
Die Lange der mit AZf1-6 infizierten Wurzeln war mit 7,18 cm kirzer als die AKu80
Wourzeln. In dieser Serie wurden neben der ANt1-1 Mutante auch noch die beiden weite-
ren Transformanten ANt1-6 und ANt1-7 getestet. Die ANt1-1 Mutante hatte wieder die
langsten Primarwurzeln mit durchschnittlich 8,73 cm. Allerdings galt dies flr die beiden
anderen ANt1 Mutanten nicht. ANt/-6 lag mit einer L&nge der infizierten Wurzeln von
7,45 cm sogar noch unter der Lange der AKu80 infizierten Wurzeln, wahrend ANt1-7
infizierte Wurzeln mit einer Lange von 8,24 cm zwischen AKu80 und Guyll anzusie-
deln sind. In dieser Serie waren also die mit AZf1-6 infizierten Wurzeln am kirzesten
(in Serie eins im Mittelfeld zwischen den beiden Wildtypen), wahrend die ANt1-1 Wur-
zeln erneut am langsten waren. Allerdings waren die Wurzeln der beiden anderen
ANt1-Mutanten deutlich kirzer als ANt1-1 und im Bereich der Wildtypen. Was hier
insbesondere aufféllt ist, dass die Wurzeln insgesamt deutlich langer waren als in Serie
eins. Dieses Phanomen ist durchweg zu beobachten, egal mit welchem M. oryzae
Stamm infiziert wurde. So lagen die Wurzellangen in Serie eins zwischen 4,9 und 5,6
cm. In Serie zwei hingegen waren Langen zwischen 7,13 und 8,7 cm zu verzeichnen.
Da die Versuchsdurchfiihrung absolut identisch war und ebenfalls die gleiche Reisvarie-
tat CO39 verwendet wurde, lasst sich dies nicht erklaren. Da dies aber alle Reispflanzen
betraf, ungeachtet der Stamme, mit denen diese infiziert wurden, und in parallel mitge-
fuhrten Negativkontrollen (exakt gleich behandelte Pflanzen ohne Pilzinokulation) die-
selbe Tendenz festgestellt wurde, ist dies wohl auf einen unbekannten Faktor zuriickzu-
fuhren, der aber die Versuchsdurchfiihrung nicht beeintréchtigt, weil er sich jeweils in
gleichem Mal3e auswirkte.

Fir die Gesamtlange aller Wurzeln, die hier anstatt der Anzahl an Lateralwurzeln be-
stimmt wurde, waren die Ergebnisse nahezu identisch zu den Ergebnissen der Primar-
wurzellange. Dies liegt daran, dass in der tUberwiegenden Zahl der Félle die infizierte
Primérwurzel die langste Wurzel war.

Die Anzahl der sprof3birtigen Wurzeln lag wieder bei allen Gruppen sehr dicht zusam-
men. So hatten die mit den Wildtypen Guyl1l und AKu80 infizierten Pflanzen durch-
schnittlich 10,39 bzw. 10,09 Wurzeln. AZf1-6 infizierte Pflanzen hatten 10,11 Wurzeln,
wéhrend der Durchschnitt bei ANtl1-1 Mutanten exakt bei 10 liegt. Die in dieser Serie
erstmals ermittelten ANt1-6 und ANt1-7 Transformanten lagen mit einer Wurzelanzahl
der infizierten Pflanzen von 9,73 und 9,88 etwas niedriger. Insgesamt ist in dieser Serie
zu verzeichnen, dass die AZf1-6 infizierten Wurzeln im Gegensatz zu Serie eins nicht
die geringste Anzahl an sprof3birtigen Wurzeln aufweisen, sondern fast identisch mit
dem AKu80 Wildtypen sind.
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Die Anzahl der in Serie 2 ausgewerteten Pflanzen lag bei: Guy11l: n= 23, AKu80: n=44,
AZf1: n=35, ANt1-1: n=22, ANt1-6: n=47, ANt1-7: n=33.

Lange der Primarswarzel Anzahl der sproft birtigen Warzeln
Aoz Bz
10 10 E +
o i
=
g 6 g i
=
4 4
2 1 2
o o
Guyll &Ku0  AZA-6 AN ANI-G &HIT Guyll  AkUED AZHE  AMI-T AMIE AMIT
Gesamtlénge der sproftbitigen Wurzeln
C12
0
d I
E &

Guyll AkKuBD A6 AMT-T AMTE AMI-T

Abb. 5.7: Morphologie der mit AZfl und ANtl1 infizierten Reiswurzeln in Serie 2. Gemessen bzw.
gezahlt wurden die Lange der infizierten Primérwurzel (A), die Anzahl der sprof3blrtigen Wurzeln
(B) und die Lange des Wurzelballens insgesamt (C). A: Die mit AZf1-6 infizierten Wurzeln waren
in dieser Serie die kirzesten Wurzeln, wahrend die mit ANt1-1 infizierten Wurzeln am langsten
waren. Die beiden anderen Ntl-Transformanten waren jedoch deutlich kirzer. B: Die Anzahl der
Wourzeln war bei allen fast identisch. C: Die Gesamtlange aller Wurzeln einer Pflanze unterscheidet
sich nur unwesentlich von der Lange der infizierten Priméarwurzel, das Verhéltnis der Stamme zu-
einander ist wie in A. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Die Anzahl der in Serie
2 ausgewerteten Pflanzen lag bei: Guy1l: n=23, AKu80: n=44, AZf1: n= 35, ANtl1-1: n= 22, ANt1-6:
n= 47, ANtl1-7: n=33.

Betrachtet man beide Serien zusammen, so ist kein signifikanter Unterschied zwischen
den mit einem Wildtyp oder den mit einem Ko-Stamm infizierten Wurzeln erkennbar.
Zwar hatten in beiden Serien Pflanzen, die mit ANt1-1 infiziert wurden, die langsten
Wurzeln. Dies wurde durch die beiden anderen ANt/-Mutanten allerdings nicht besta-
tigt.
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5.3.2 Phanotypisierung der Blattinfektion

5.3.2.1 Auswirkung auf die Appressorienbildung und die Friihphase der Infektion

Neben der Wurzelinfektion wurde auch getestet, ob die Knockout-Stdamme einen Phano-
typ wahrend der Blattinfektion aufweisen. Dazu wurde als erster Schritt Gberpruft, ob
die Knockout-Stdamme ein unterschiedliches Verhalten bei der Appressorienbildung
zeigen. Dabei handelt es sich um die erste sichtbare Infektionsstruktur, und eine Beein-
trachtigung der Appressorienbildung wirde natiirlich den weiteren Verlauf der Blattin-
fektion massiv beeintréchtigen. Diese Appressorienbildung wurde zuerst auf einer
klnstlichen Folie getestet, welche eine hydrophobe Oberflache besitzt und fur die Aus-
bildung von Appressorien ausreichen sollte. Allerdings waren die Ergebnisse auf dieser
Folie nicht konstant. So konnten in ein und derselben Probe Areale entdeckt werden, in
denen fast alle Sporen Appressorien bildeten, und in anderen Bereichen waren kaum
oder gar keine Sporen mit Appressorien zu sehen. Zugleich waren auch innerhalb der
Stamme, auch bei den Wildtypen, grofRe Schwankungen zwischen einzelnen Proben zu
erkennen. Deshalb wurde die Appressorienbildung im Weiteren auf Zwiebelhdautchen
getestet. Dieses lebende Blattgewebe hat den Vorteil, dass es sehr gut zu préparieren ist
und konstant gute reproduzierbare Ergebnisse liefert. Zudem ist es gut zu mikroskopie-
ren und benotigt, im Gegensatz zu Reis, keine langen Wachstumszeiten. Die mit
Sporensuspension inokulierten Proben wurden 24 Stunden nach der Inokulation ausge-
zahlt. Insgesamt wurden fir Guy11 13, fur AKu80 15, fir Zf1-6 15, fur ANt1-1 12 und
flr ANt1-6 und fiir ANt1-7 jeweils 8 einzelne Proben ausgezéhlt. Dabei zeigte sich, dass
bei allen Stammen auf der Zwiebelepidermis ca. 90 % der Sporen ein Appressorium
bilden. Guyl1 und AZf1-6 Sporen bildeten in 94 % der Félle Appressorien. AKu80 und
ANt1-1 Sporen lagen mit 91 bzw 90 % Appressorienbildung nur unwesentlich dahinter
und auch die beiden anderen ANtI-Transformanten ANt1-6 und ANt1-7 folgten mit 89
und 88 % sehr dicht auf (siehe Abb. 5.8).

Bei einer mikroskopischen Betrachtung von infizierter Zwiebelepidermis nach 48 Stun-
den wurde festgestellt, dass die Knockout- Stdimme AZf1-6 wie auch ANt1-1 genauso
wie die Wildtypen dazu in der Lage waren invasive Hyphen innerhalb der Zellen zu bil-
den (siehe Abb 5.9).

In diesen friihen Phasen der Blattinfektion konnten also keine Unterschiede zwischen
den Wildtypstammen und den Knockout- Stammen gefunden werden.
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Appressorienbildung auf Zwiebelepidermis

Prozent Sporen mit Appressorien
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Abb. 5.8: Appressorienbildung der AZf1 und ANt1 Stimme auf Zwiebelepidermis. Bei allen geteste-
ten Stammen bildeten ca. 90% der Sporen Appressorien aus. Nach der Inokulation der Zwiebele-
pidermis mit Sporensuspension wurden nach 24 h die Appressorien ausgezahlt. Neben den Deleti-
onsstammen wurden auch die beiden Wildtypen Guy11 und AKu80 getestet. Die Fehlerbalken ge-
ben die Standardabweichung wieder. Anzahl ausgezahlter Proben: Guyl1l: n= 13, AKu80: n= 15,
AZf1: n=15, ANtl1-1: n=12. ANt1-6: n=8, ANt1-7: n=8

Abb. 5.9: Mikroskopaufnahmen von mit AZf1 und ANtl infizierter Zwiebelepidermis 48 Stunden
nach der Inokulation. Auch die Deletionsstimme sind in der Lage invasive Hyphen auszubilden.Die
roten Pfeile markieren invasive Hyphen in den Zwiebelzellen.

5.3.2.2 Auswirkung auf die Infektion von Reispflanzen

Um den weiteren Verlauf der Blattinfektion zu Uberprifen, wurden Blattinfektionsver-
suche durchgefihrt. Dazu wurden Reispflanzen mit einer Sporensuspension der einzel-
nen Stamme inokuliert und nach 4 Tagen uberprift, ob und in welchem Ausmal} die
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Blatter der Pflanzen Ldsionen aufwiesen. Auch hier wurden zwei Serien durchgefunhrt,
wobei in der ersten Serie die Pflanzen mit den beiden Wildtypen bzw. AZf1-6 sowie
ANt1-1 inokuliert wurden. In der zweiten Serie wurden jeweils noch die beiden anderen
ANt1- Mutanten mitgetestet. Jede Serie bestand aus drei VVersuchsreihen, in welchen pro
M. oryzae-Stamm jeweils funf Pflanzen inokuliert wurden. Somit wurden jeweils 30
Pflanzen mit Guyll, AKu80, AZf1-6 und ANt1-1 Sporen infiziert und verglichen. Mit
den beiden Mutanten ANt1-6 und AN1-7 wurden je 15 Pflanzen infiziert. Um die grolRe
Bandbreite der Infektionsintensitit zu zeigen, sind in Abbildung 5.10 und 5.11 einmal
die Bléatter mit den starksten und die Blatter mit den schwachsten M. oryzae Infektions-
merkmalen gezeigt. Eine reine Verfarbung der Blatter, welche in gleichem Mal} auch
bei nur mit Wasser inokulierten Negativkontrollen auftrat, wurde hierflr nicht gewertet.
Fur die am schwéchsten infizierten Blatter wurden aus allen fotografierten Blattern die-
jenigen ausgewahlt, welche die wenigsten Lasionen aufwiesen. Blatter, die tberhaupt
keine Infektionsmerkmale zeigten, wurden nicht berlicksichtigt. In den Abbildungen ist
zu sehen, dass alle Stamme eindeutig in der Lage sind, Reispflanzen zu infizieren. Auch
in der Starke der Infektion sind keine gravierenden Unterschiede zu sehen. Beim Ver-
gleich der L&sionen in Abbildung 5.10 ist gut zu erkennen, dass die Grundform der L&-
sionen gleich ist. Augenscheinlich fiihren die Knockouts zu keinem verénderten Infekti-
onsverhalten der Stamme wéhrend der Blattinfektion.

Abb. 5.10: Mit den AZfl und ANtl Stammen sowie den Wildtypen Guyll und AKu80 infizierte
Reisblatter. Die Pflanzen wurden mit einer Sporensuspension bespriht und die Blatter nach vier
Tagen geerntet. Hier sind jeweils die Blatter mit den stérksten Infektionsmerkmalen abgebildet.
Alle getesteten Stamme sind in der Lage Reispflanzen zu infizieren. Auch im AusmaR der Infektion
ist kein gravierender Unterschied zwischen den Stammen erkennbar.
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Abb. 5.11: Mit den AZfl und ANt1-Stimmen sowie den Wildtypen Guyll und AKu80 infizierte
Reisblatter. Die Pflanzen wurden mit einer Sporensuspension bespriht und die Blatter nach 4 Ta-
gen geerntet. Es sind die Blatter mit den schwéchsten Infektionsmerkmalen abgebildet. Auf der
rechten Seite sind zum besseren Vergleich Bereiche dieser Blatter mit Lasionen vergrofiert darge-
stellt.

5.4 Lokalisierung der Proteine Zf1, Nt1, LIr1 und Nudl

Da die deletierten Gene fir mogliche Effektorproteine kodieren, sollte die Sekretion, die
selbststandige Wiederaufnahme des Proteins in die Wirtszelle und die Lokalisierung
innerhalb der Zelle getestet werden. Durch die in silico-Untersuchungen ist bekannt,
dass flr beide Proteine ein Signalpeptid vorausgesagt wird, sowie dass beide moéglich-
erweise im Zellkern lokalisieren. Diese Voraussage eines Zellkern lokalisierenden sek-
retierten Proteins ist eine sehr interessante Kombination und lasst tber ein mogliches
Effektorprotein, das in der Wirtszelle Einfluss auf zum Beispiel die Genexpression des
Wirtes nimmt, spekulieren. Um dies zu bestatigen, wurden unterschiedliche Versuche
unternommen. So wurden beide Proteine mit und ohne Signalpeptid an GFP-fusioniert
in N. benthamiana Bléattern exprimiert. Um eine mdgliche Kernlokalisierung zu zeigen,
wurden sie ebenfalls an GFP-fusioniert und ohne Signalpeptid in A. nidulans exprimiert.
Daruiber hinaus wurde in einem yeast signal sequence trap getestet, ob die vorausgesag-
ten Signalpeptide funktionsfahig sind.

5.4.1 Expression in N. benthamiana Blattern

Es wurde jeweils der ORF der beiden ausgeschalteten Gene einmal mit und einmal ohne
Signalpeptid in den Vektor pCGFP-RR kloniert. Damit wurde eGFP C-terminal an den
ORF fusioniert und somit in den transformierten Zellen ein Fusionsprotein aus den
Zielproteinen und dem griin fluoreszierenden GFP exprimiert. So konnte die Lokalisie-
rung der Proteine in lebenden Zellen untersucht werden. Gleichzeitig vermittelte das
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Plasmid zur Kontrolle eine cytoplasmatische dsRED-Expression, so dass es in den Zel-
len zu einer roten Fluoreszenz innerhalb des Cytoplasmas und durch eindiffundieren
auch im Kern kam. Diese Konstrukte wurden mit A. tumefaciens transient in N. bent-
hamiana transformiert und dort mikroskopiert. In Abbildung 5.12 und 5.13 sind Auf-
nahmen transformierter N. benthamiana Blatter zu sehen. Diese wurden an einem Kon-
fokalmikroskop aufgenommen. Fur das Zf1 Protein ist ein deutlicher Unterschied der
grinen Fluoreszenz zwischen dem ORF mit und ohne Signalpeptid zu erkennen. Wie
dsRED auch, ist das Fusionsprotein ohne Signalpeptid im gesamten Cytoplasma der
Zelle lokalisiert. Daneben diffundieren sowohl dsRED als auch das Fusionsprotein in
den Zellkern ein. Diese Kolokalisierung mit dsRED ist einerseits nicht verwunderlich,
da dem Protein das Signalpeptid fehlt, allerdings kénnte es bei einer moglichen Kernlo-
kalisierung trotzdem in dem Zellkern der Zellen konzentriert werden.

Wird das Protein mit dem Signalpeptid exprimiert, ist die Lokalisierung der griinen Flu-
oreszenz deutlich anders als die Lokalisierung der dsSRED-Fluoreszenz. Griine Fluores-
zenz ist um den Zellkern herum zu sehen, in Strukturen, die an endoplasmatisches Reti-
culum erinnern. Weiter ist punktformige Fluoreszenz ebenfalls um den Zellkern, aber
auch im Cytoplasma der Tabakzellen beobachtet worden. Bei diesen punktférmigen
Strukturen konnte es sich um sekretorische Vesikel handeln, welche das Protein aus
dem Zellinneren zur Membran transportieren. Im Bereich des Zellkerns ist hier ber-
haupt keine griine Fluoreszenz zu erkennen (Abbildung 5.12), auch im Cytoplasma ist
keine GFP-Fluoreszenz zu sehen.

In Abbildung 5.13 sind N. benthamiana Zellen gezeigt, welche das Nt1-GFP Fusions-
protein exprimieren. In diesem Fall sind zwischen den Proteinen mit und ohne Signal-
peptid kaum Unterschiede zu erkennen. In beiden Féllen ist die GFP- Fluoreszenz in-
nerhalb des Zellkerns starker, ausserhalb des Zellkerns schwécher ausgeprégt als die
dsRED-Fluoreszenz. Die gegeniber dem eindiffundierten dsRED starkere GFP-
Fluoreszenz im Zellkern kdnnte also auf eine gezielte Kernlokalisierung von Ntl hin-
weisen. Allerdings ist ebenfalls deutlich zu erkennen, insbesondere bei dem Konstrukt
ohne Signalpeptid, dass im gesamten Cytoplasma griine Fluoreszenz vorhanden ist.
Somit ist das Fusionsprotein also zumindest zum Teil mit dsSRED kolokalisiert. Eine
reine Kernlokalisierung des Fusionsproteins scheint somit fraglich. Ebenfalls fraglich ist
dabei, ob das Fusionsprotein mit Signalpetid gar nicht aus der Zelle transportiert wird,
das Signalpeptid also nicht funktionstiichtig ist, oder ob es selbststandig wieder in die
Zelle eindringt.

Da es sich bei Zf1 und Nt1 um maogliche im Zellkern lokalisierte Proteine handelt, wur-
den zum Vergleich auch die beiden anderen Gene Nudl und LIrl, die beide nicht im
Zellkern vermutet werden, gleichermafRen kloniert und transformiert. Die Abbildungen
5.14 und 5.15 zeigen Konfokalmikroskopaufnahmen mit den Konstrukten transformier-
ter Zellen. Dabei ist in Abbildung 5.14 zu sehen, dass die Verteilung von LIr1-GFP oh-



Ergebnisse 85

ne Signalpeptid zwar im Wesentlichen dem cytoplasmatischen dsRED entspricht, aller-
dings mit Ausnahme des Zellkerns. Hier ist nahezu ausschlieflich dsRED-Fluoreszenz
zu erkennen. Allerdings ist in dem Uberlagerungsbild nirgendwo GFP-Fluoreszenz al-
leine zu erkennen. Sie ist Uberall mit der fur Cytoplasma kennzeichnenden dsRED-
Fluoreszenz gemischt, weshalb in der Uberlagerung gelbe Farbe zu sehen ist. Es scheint
also so, dass LIrl ohne Signalpeptid im Cytoplasma lokalisiert, jedoch nicht in den
Zellkern diffundiert. Mit Signalpeptid ist die GFP-Fluoreszenz allerdings sehr stark auf
punktformige Bereiche konzentriert. Es gibt keine grofieren zusammenhéangenden grin
fluoreszierenden Strukturen, sondern ausschlielich mehr oder weniger starke Ansamm-
lungen von einzelnen, an Vesikel erinnernden Punkten. Diese Vesikel sind sowohl um
den Zellkern anzutreffen, als auch im restlichen Cytoplasma der Zelle. Dabei ist bemer-
kenswert, dass die grine Fluoreszenz und die rote Fluoreszenz nicht an den gleichen
Stellen zusammen erscheinen, sondern getrennt voneinander sind. Dies ist besonders in
den Teilabbildungen J-L der Abbildung 5.14 zu sehen. Hierbei handelt es sich um eine
Aufnahme des Cytoplasmas einer Epidermiszelle. Die GFP-Fluoreszenz ist hier in der
gesamten Bildebene in Vesikeln konzentriert angeordnet. In der dsSRED-Aufnahme sieht
man eine Vielzahl an runden, nicht fluoreszierenden Flecken. Diese werden in der Uber-
lagerungsaufnahme zu einem groRen Teil von griiner Fluoreszenz ausgefullt, was zeigt,
dass diese Bereiche mit dem LIr1-GFP Fusionsprotein kein Cytoplasma enthalten.

Nud1-GFP-Fluoreszenz hingegen sieht komplett anders aus: Wie in Abb 5.15 zu sehen,
ist die GFP-Fluoreszenz hier in der kompletten Zelle mit dem dsRED Protein kolokali-
siert und ist im gesamten Cytoplasma, sowie im Zellkern zu sehen. Dies gilt sowohl flr
das Fusionsprotein mit Signalpeptid, wie auch ohne Signalpeptid.
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Abb. 5.12: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von mit dem Zf1-GFP transformierten représen-
tativen N. benthamiana Epidermiszellen. Die Blétter wurden 3 Tage nach der Inokulation mit Agro-
bacterium tumefaciens betrachtet. Zu sehen ist das Fusionsprotein ohne Signalpeptid (A), sowie mit
Signalpeptid (E). Als Kontrolle das im Cytoplasma und Kern lokalisierende dsRED (B,F) eine
Uberlagerung der Fluoreszenzen (C,G), sowie eine Hellfeldaufnahme (D,H). In I und J Fluores-
zenzuberlagerung einer anderen mit Zf1 mit Sp transformierten Zelle. Ohne Signalpeptid kolokali-
siert Zf1 mit dsRED im Cytoplasma und Zellkern (A-C). Mit Signalpeptid lokalisiert Zf1 in ER-
ahnlichen Strukturen um den Zellkern, sowie in Vesikeln (A,1,J). Pfeile markieren Zellkerne.
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Abb. 5.13: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von mit Nt1-GFP transformierten repréasentativen
N. benthamiana Epidermiszellen. Die Blatter wurden drei Tage nach der Inokulation mit Agrobac-
terium tumefaciens betrachtet. Zu sehen ist das Fusionsprotein ohne Signalpeptid (A), sowie mit
Signalpeptid (E). Als Kontrolle das im Cytoplasma und Kern lokalisierende dsRED-Protein (B,F)
eine Uberlagerung der Fluoreszenzen (C,G), sowie eine Hellfeldaufnahme (D,E). Sowohl mit als
auch ohne Signalpeptid lokalisiert das Nt1-GFP im Zellkern und in geringerem Maf3 auch im Cy-
toplasma (A,E). dsRED lokalisiert im Cytoplasma und diffundiert in den Zellkern (B,F).
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Abb. 5.14: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von mit LIrl-GFP transformierten représentati-
ven N. benthamiana Epidermiszellen. Die Blatter wurden 3 Tage nach der Inokulation mit A. tume-
faciens betrachtet. Zu sehen ist das Fusionsprotein ohne Signalpeptid (A,D), das Fusionsprotein mit
Signalpeptid (G,J), dsRED Fluoreszenz im Cytoplasma und dem Zellkern (B,E,H,K), sowie jeweils
eine Uberlagerung der Fluoreszenzbilder (C,F,1,L). LIR1 ohne Signalpeptid kolokalisiert mit
dsRED, allerdings ohne in den Zellkern zu diffundieren (C). In einer Detailaufnahme eines Zell-
kerns (D-E) ist zu erkennen, dass die GFP-Fluoreszenz mit der dsSRED ohne den Zellkern Uberein-
stimmt. Mit Signalpeptid lokalisiert LIrl in Vesikeln, die um den Zellkern (G) und im Cytoplasma
der Zellen (J) zu sehen sind. Es findet keine Kolokalisierung mit dsRED statt (I,L).
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Abb. 5.15: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von mit Nud1-GFP transformierten reprasentati-
ven N. benthamiana Epidermiszellen. Die Blatter wurden drei Tage nach der Inokulation mit Agro-
bacterium tumefaciens betrachtet. Zu sehen ist das Fusionsprotein ohne Signalpeptid (A), sowie mit
Signalpeptid (E). Als Kontrolle das im Cytoplasma und Kern lokalisierende dsRED-Protein (B,F),
eine Uberlagerung der Fluoreszenzen (C,G), sowie eine Hellfeldaufnahme (D,H). Sowohl mit als
auch ohne Signalpeptid ist die GFP-Fluoreszenz mit der dsRED-Fluoreszenz kolokalisiert.
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5.4.2 Lokalisierung von Zf1 und Nt1 wahrend der Infektion

Weiterhin wurde auch der Versuch unternommen, die Lokalisierung der Proteine wah-
rend der Infektion direkt in M. oryzae zu untersuchen. Hierzu wurde der ORF, mit Sig-
nalpeptid fusioniert, an mRFP in M. oryzae transformiert. In diesem Konstrukt (das
verwendete Plasmid war pSK-Tox-mRFP) ist das Gen unter Kontrolle des konstitutiven
ToxA Promotors. Zur Selektion enthélt es eine Basta-Resistenzkassette. Das Konstrukt
wurde durch Protoplastentransformation in M. oryzae transformiert und auf Selektions-
platten gewachsene Kolonien wurden durch Southern Blot mit einer Sonde gegen die
Basta-Resistenzkassette auf das VVorhandensein der Bastaresistenz, und somit auf die
Integration des Konstruktes, getestet. Anschliefend wurden mit diesen Stammen Zwie-
belepidermisinfektionen durchgefiihrt und diese nach 48 Stunden mikroskopiert und auf
Fluoreszenz innerhalb der Pflanzenzellen untersucht. Sowohl im Fall von mit Ntl-
mRFP transformierten, als auch im Fall von mit Zf1-mRFP transformierten Stdimmen,
konnte keine mRFP-Fluoreszenz in den infizierten Zwiebelepidermiszellen festgestellt
werden. In beiden Féllen traten nur identische Formen von Autofluoreszenz auf (Ergeb-
nisse nicht gezeigt), und es konnte keine spezifische Fluoreszenz festgestellt werden.
Fur Nt1 erscheint dies durch die Ergebnisse der anderen Versuche (siehe 5.4.3) folge-
richtig zu sein, wahrend es fur Zf1 im ersten Moment etwas verwundert. Darauf jedoch
wird in der Diskusion noch eingegangen werden (Kapitel 6.4).

5.4.3 Funktionsfahigkeit des Signalpeptides von Zf1 und Ntl1

Zum Test, ob es sich bei den deletierten Proteinen Zf1 und Nt1 um sekretierte Proteine
handelt, wurden sie in einem ysst-Versuch getestet. Dazu wurden die kompletten ORF
fusioniert an das suc2-Gen, eine Hefeinvertase, in einem Asuc2- Hefestamm exprimiert.
Enthalten die ORF, ein funktionales Signalpeptid, so wird das Fusionsprotein mit der
Invertase sekretiert. Diese so sekretierte Invertase spaltet die Saccharose im Selekti-
onsmedium und der Stamm kann wachsen. Ohne Signalpeptid erfolgt keine Sekretion
der Invertase und damit auch kein Wachstum. In Abbildung 5.16 ist das Ergebnis dieser
ysst-Versuche gezeigt. Hefekolonien, die mit dem Zfl-suc2 Konstrukt transformiert
sind, kénnen auf Saccharose-haltigem Medium wachsen. Es ist auch zu erkennen, dass
diese einen typischen Hof um sich haben, was durch die sekretierte Invertase zu erkla-
ren ist. Diese spaltet Saccharose, die dann natirlich nicht nur von der sekretierenden
Kolonie, sondern auch von in unmittelbarer Umgebung wachsenden, nicht transformier-
ten Kolonien genutzt werden kann. Das Signalpeptid von Zf1 ist also in der Lage, das
Fusionsprotein aus der Zelle zu transportieren. Dieses Ergebnis untermauert den deut-
lich zu sehenden Unterschied zwischen mit dem Vollprotein und ORF ohne Signalpep-
tid transformierten N. benthamiana Blattern.

Fur Nt1 konnte dies nicht gezeigt werden. Auf Saccharose-Selektionsplatten ausplattier-
te transformierte Hefen wuchsen nicht zu Kolonien heran. Auf SD-Leucin Medium,
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welches zur Selektion auf Vorhandensein des ysst-Plasmids dient, konnte jedoch
Wachstum festgestellt werden. Dies zeigt, dass die Transformation an sich funktioniert
hat und das fehlende Wachstum auf Saccharose-Medium nicht auf eine misslungene
Transformation zurtickzufuhren sein kann, sondern das Signalpeptid von Ntl in Hefe
nicht funktioniert. Da auch in N. benthamiana keine Sekretion dieses Proteins festge-
stellt wurde, deutet dies stark darauf hin, dass Nt1 auch in M. oryzae nicht sekretiert
wird. Um dies zu bestétigen wurde in einem weiteren Versuch nur das putative Signal-
peptid von Ntl in den Vektor pCGFP-RR kloniert und so an GFP fusioniert. Mit diesem
Konstrukt transformierte N. benthamiana Blatter zeigten ebenfalls eine eindeutig cyto-
plasmatische GFP-Fluoreszenz. Die GFP-Fluoreszenz war identisch zu der dsRED-
Fluoreszenz (Abbildung 5.16), was zeigt, dass das Signalpeptid in der Tat nicht funkti-
onsféahig ist. Somit handelt es sich bei Nt1 offensichtlich nicht um ein sekretiertes Pro-
tein.

Abb. 5.16: Uberprufung der Funktionsfahigkeit des Signalpeptids in Zf1 und Nt1.

A) Auf Saccharose-Selektionsmedium ausplattierte mit Zfl-suc2 transformierte Hefen des ysst-
Versuchs. Es wachsen Hefekolonien heran, was anzeigt, dass das Signalpeptid von Zf1 funktional
ist und das Fusionsprotein aus den Hefen transportiert. Der Hof um die Kolonien entsteht durch
direkt benachbarte untransformierte Kolonien, die von der sekretierten Invertase profitieren. B)
Mit Ntl-suc2 transformierte Hefen kénnen auf dem Saccharose-Medium nicht wachsen, was zeigt,
dass das Signalpeptid nicht funktionsfahig ist. C) Zum Vergleich: Nicht transformierte Hefen des
verwendeten Stammes auf Saccharosemedium ausplattiert (D,E,F). Konfokalmikroskopische Auf-
nahme von mit dem an GFP fusionierten Signalpeptid von Nt1 transformierten représentativen N.
benthamiana Epidermiszellen. Die Blatter wurden drei Tage nach der Inokulation mit Agrobacteri-
um tumefaciens betrachtet. Das Fusionsprotein aus Signalpeptid und GFP (D) zeigt eine eindeutige
Kolokalisation (F) mit dem im Cytoplasma und den Kern lokalisierenden dsRED (E).
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5.4.4 Lokalisierung von Zf1 und Ntl in A. nidulans

Um die mogliche Kernlokalisierung von Zf1 und Nt1 zu klaren, wurden die ORF ohne
das Signalpeptid fusioniert an GFP in A. nidulans transformiert. Bei A. nidulans handelt
es sich ebenfalls um einen filamentdsen Ascomyceten (wie M. oryzae), der eingesetzt
wurde, da in ithm ein in unserem Labor etabliertes, gut funktionierendes und zuverl&ssi-
ges Expressionssystem mit einem induzierbaren Promotor vorliegt. Es wurde zuvor
schon erfolgreich eingesetzt, um die Kernlokalisation eines Effektorproteins zu zeigen
(Kloppholz et al., 2011). In dem verwendeten Plasmid pMT-sGFP steht das so entste-
hende Fusionsprotein unter Kontrolle des alcA-Promoters. Durch diesen Promoter der
Alkoholdehydrogenase ist es mdglich, die Expression des Fusionsproteins zu kontrollie-
ren. In Glucose enthaltendem Medium wird der Promoter reprimiert und das Protein
nicht exprimiert. In Glycerol enthaltendem Medium wird die Repression aufgehoben
und das Protein exprimiert, wahrend in threoninhaltigem Medium die Expression indu-
ziert wird. Transformierte Aspergillus-Sporen wurden in Minimalmedium mit der je-
weiligen Kohlenstoffquelle angeimpft und tber Nacht bei 28°C inkubiert. AnschlieRend
wurden sie an einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. In Abbildung 5.17 ist sowohl
Zf1 als auch Ntl1 Fluoreszenz im Cytoplasma der gekeimten Aspergillus-Sporen zu fin-
den. Die vermutete Kernlokalisierung konnte also nicht bestétigt werden.

Abb. 5.17: Lokalisierung von Zf1 und Ntl1 ohne Signalpeptid als Fusionsprotein mit GFP in ge-
keimten Sporen von Aspergillus nidulans. Die Expression erfolgt unter dem alcA-Promoter,
wodurch eine Expressionskontrolle durch die Medienzusammensetzung erfolgen kann. A) Glucose-
haltiges Medium, die Expression wird reprimiert, es ist keine Fluoreszenz zu sehen. B) Glycerolhal-
tiges Medium, die Repression ist aufgehoben und griine Fluoreszenz ist im Cytoplasma zu sehen. C)
Threoninhaltiges Medium, die Expression wird induziert. Es zeigt sich deutlich, dass die griine Flu-
oreszenz im ganzen Cytoplasma zu sehen ist. Die GrofRenbalken stehen jeweils fir 10pum.
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5.4.5 Suche nach Interaktionspartnern von Zf1 und Ntl

Um mogliche Interaktionspartner von Zfl und Ntl zu finden, wurde mit beiden eine
yeast two hybrid Analyse durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen einer Ba-
chelorarbeit (Bachelorarbeit Jasmin Gotzenberger, 2011) eine cDNA-Bank aus infizier-
tem Reis des Kultivars CO39 angelegt. Dazu wurde RNA aus mit M. oryzae infizierten
Reisblattern sowie aus infizierten Reiswurzeln isoliert. Daraus wurde cDNA hergestellt
und mit dieser nach dem ,,matchmaker library construction and screening kit manual*
von Clontech eine cDNA-Bank hergestellt, die sowohl pilzliche als auch pflanzliche
cDNA enthélt. In einem anschlieBenden Praktikum wurde ebenfalls durch Jasmin Got-
zenberger das Mating mit dem Zfl-Protein durchgefiihrt. Vier im X-a Galactosidase
Test als stark interagierend gefundene Klone wurden noch im Verlauf dieses Prakti-
kums identifiziert. Im Anschluss wurden durch mich weitere 12 Klone ausgewahlt und
identifiziert (siehe Tabelle 5.1). Alle identifizierten moglichen Interaktionspartner wa-
ren pflanzlicher Herkunft. Aus diesen wurden die wahrscheinlichsten Kandidaten fir
eine echte Interaktion ausgesucht. Da, wie in Tabelle 5.1 zu sehen ist, von den 16 se-
quenzierten Klonen 7 Klone die gleiche cDNA eines Ring-Finger Domanen Proteins
und 3 Klone die gleiche Peptidyl-Prolyl-cis-trans Isomerase waren, wurden aus den 16
ausgewahlten Klonen insgesamt nur 8 mdogliche Interaktionspartner identifiziert. Das
Ring-Finger Protein sowie das 3-Methylcrotonyl CoA carboxylase-Protein wurden aus-
geschlossen, da in einem ebenfalls durchgefiihrten yeast two hybrid mit Nt1 diese Prote-
ine genauso gefunden wurden, und sie somit héchst wahrscheinlich falsch positive In-
teraktionen darstellen (siehe Tabelle 5.2). Die Peptidyl-Prolyl-cis-trans Isomerase wurde
ebenfalls ausgeschlossen, da sie in friheren y2h-Analysen anderer Mitglieder der Ar-
beitsgruppe schon als falsch positive Interaktionspartner aufgetreten waren. Somit blie-
ben 4 mogliche Interaktionspartner lbrig, die weiter getestet werden sollten. Es handelt
sich dabei um ein Protein, welches eine PCNA-Domane enthalt, was fur proliferating
cell nuclear antigen steht. PCNA-Proteine sind Hilfsproteine bei der DNA-Replikation
und umgeben wahrend dieser die DNA. Weiter wurde eine Phosphoglucomutase gefun-
den, welches ein Enzym ist, das die Verschiebung von Phosphatgruppen innerhalb eines
Glukosemolekuls katalysiert und an mehreren Stoffwechselwegen beteiligt sein kann.
Auch ein Protein mit einer AACS &hnlichen Domane wurde weiter getestet, da es sich
dabei um eine uncharakterisierte Aceto-Acetyl CoA-Synthetase handelt. Enzyme dieses
Typs stehen unter anderem am Anfang der Isoprenoidsynthese. Isoprenoide sind eine
zentrale Stoffgruppe in Pflanzen, welche eine Vielzahl von teils auch infektionsrelevan-
ten Funktionen besitzen. SchlieRlich wurde auch ein CBS-Doménenprotein (CBS steht
fir Cystathionine Beta Synthetase) getestet. Nach Informationen aus der Doménenbe-
schreibung der SMART-Datenbank kommen CBS-Domaénen in unterschiedlichen Proti-
nen vor, wobei sie méglicherweise durch Bindung von Adenosinderivaten eine regulie-
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rende Wirkung auf vorhandene andere Proteindoménen haben. Sie kdnnten auch als
Sensoren flr den Energiestatus innerhalb der Zelle dienen.

Tabelle 5.1: Mdgliche Interaktionspartner fur Zf1. Die Klone mit fett gedruckten Num-
mern wurden weiter untersucht.

Klonnr. Blastx-Ergebnis: Beschreibung E- Wert

11 0s04g0571800, Zinkfinger, Ringtyp-Doméne enthal- | 2¢™
tendes Protein

81 0s04g0571800, Zinkfinger, Ringtyp-Domane enthal- | 3 ™’
tendes Protein

94 0s04g0571800, Zinkfinger, Ringtyp-Doméne enthal- | 2™
tendes Protein

147 0s04g0571800, Zinkfinger, Ringtyp-Domane enthal- | 7 e°
tendes Protein

151 050290818000, hypothetisches Protein mit Cysta- | 5e>°
thionin Beta Synthase (CBS)- Domane

269 0s02g0760300, Peptidyl- Prolyl cis trans Isomerase | 1 e°

318 051090189100, Phosphoglucomutase &hnliches Pro- | 3 e™%
tein

327 050290760300, Peptidyl- Prolyl cis trans Isomerase | 4 e

347 0s04g0571800, Zinkfinger, Ringtyp-Doméne enthal- | 1e”%
tendes Protein

355 hypothetisches Protein, AACS ahnliche Doméne mit | 9 e®
AMP und CoA Bindestelle, uncharakterisierte Acyl
CoA Synthetase

397 051290605800, 3- Methylcrotonyl CoA carboxylase | 8 e
biotin enthaltende Untereinheit

402 0s04g0571800, Zinkfinger, Ringtyp-Domane enthal- | 2 e**
tendes Protein

407 0s04g0571800, Zinkfinger, Ringtyp-Domane enthal- | 9 e®
tendes Protein

425 050290805200, proliferating cell nuclear antigen | 8 e

(PCNA)- Domane enthaltendes Protein
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453 hypothetisches Protein, AACS &hnliche Doméne mit | 4¢™®
AMP und CoA Bindestelle, uncharakterisierte acyl
CoA Synthetase

473 050290760300, Peptidyl-Prolyl cis trans Isomerase | 1!
Klon 151 318

ACIE
@|o|w
>|le g | B

Abb. 5.18: Verifizierung der putativen Interaktionspartner von Zf1l. Die in dem y2h gefundenen
Interaktionspartner wurden in einer Co-Transformation gegen Zfl, den leeren Vektor mit der
DNA-Bindedoméne sowie den Vektor mit dem Laminprotein getestet. Auf SD-LWHA konnten
auch mit dem Leervektor und dem Vektor mit Lamin Co-transformierte Hefen wachsen. Somit
handelt es sich bei der Aktivierung der Reportergene nicht um eine spezifisch durch die Interaktion
mit Zfl ausgeltste Interaktion. Bei der Zf1:151 Co-Transfomation war auch auf SD-LW kein
Wachstum zu sehen, so dass die Co-Transformation nicht gelungen war. Aufgrund der Interaktion
von Klon 151 mit dem Leervektor und Lamin wurde sie jedoch nicht wiederholt.

pGBKT7: Zf1

pGBKT7

pGBKT7:Lam

/

In einem ersten Schritt sollte die Interaktion zwischen Zf1 und den putativen Interakti-
onspartnern nochmals getestet und ihre Spezifitat verifiziert werden. Dazu wurden je-
weils die Plasmide mit den putativen Interaktionspartnern in einer Co- Transformation
zusammen mit entweder pGBKT7-Zf1, dem leeren pGBKT7-Vektor, der nur die DNA-
Bindedomane enthélt, oder mit einem pGBKT7-Lamin-Vektor transformiert. Lamin
wird als Test darauf eingesetzt, ob es sich um eine spezifische Interaktion handelt, da
dieses Protein laut Clontech- Manual keine Komplexe bildet und nicht mit anderen Pro-
teinen interagieren soll. Es wurde jeweils ein gefischtes Plasmid mit einem der
pGBKT7-Varianten zusammen in den Hefestamm AH 109 transformiert und dieser
dann auf SD-LW Medium sowie auf SD-LWHA Medium ausplattiert. Durch das SD-
LW Medium wird ausschlie3lich auf Vorhandensein beider Plasmide selektiert, also das
Gelingen der Co-Transformation, wahrend SD-LWHA Medium auf eine Aktivierung
der Reportergene selektiert. In allen vier Féllen wurde eine Aktivierung der Reporterge-
ne sowohl bei den mit der DNA-Bindedoméne alleine als auch bei den mit Lamin Co-
transformierten Hefen festgestellt. Dies zeigt, dass keine der angezeigten Interaktionen
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eine spezifisch durch die Interaktion mit Zf1 ausgeltste Interaktion war, und es sich da-
bei um falsch positive Kandidaten gehandelt hat. Zf1 selbst wurde zu Beginn der Arbeit
negativ auf eine Selbstaktivierungsfahigkeit hin getestet. Leider konnte im Rahmen die-
ser Arbeit somit kein pflanzlicher Interaktionspartner fur Zf1 gefunden werden.

Fur Ntl1 wurde ebenfalls ein yeast two hybrid Versuch mit derselben oben beschriebe-
nen cDNA-Bank durchgefiihrt. Auch hier wurde der Versuch nach den Angaben des
,matchmaker library construction and screening kit Manual durchgefiihrt. Es wurden 5
Klone sequenziert (siehe Tabelle 5.2), wobei festgestellt wurde, dass es sich bei allen
um Klone handelt, welche ebenfalls in dem Zf1 yeast two hybrid gefunden wurden. So
konnten diese vermeintlichen Interaktionspartner sowohl hier als auch fir Zf1 als spezi-
fische Interaktionspartner ausgeschlossen werden. Da sich im Verlauf dieser Arbeiten
immer deutlicher zeigte, dass es sich bei Nt1 nicht um ein sekretiertes Protein handelt,
wurde auf eine weitere Suche nach Interaktionspartnern verzichtet. Zwar enthalt die
cDNA-Bank auch pilzliche cDNA aus den infizierten Pflanzengeweben, allerdings durf-
ten diese im Vergleich zu den pflanzlichen cDNAs sehr schwach konzentriert sein. Da
das Protein nicht sekretiert wird, k&men aber nur solche pilzlichen Proteine als Interak-
tionspartner in Frage. Darliber hinaus war Ziel der Arbeit die Suche nach sekretierten
Effektorproteinen, was Nt1 offensichtlich nicht ist.

Tabelle 5.2: Mdgliche Interaktionspartner fur Nt1. Alle gefischten Klone sind allerdings
auch schon fir Zf1 gefischt worden und fallen somit als spezifische Interaktionspartner
fur beide Proteine aus.

Klonnr. Blastx, Beschreibung E-Wert

3 0s04g0571800, Zinkfinger, Ringtyp-Domane enthal- | 2e™*°
tendes Protein

5 051290605800, 3- Methylcrotonyl CoA carboxylase | 2e™®°
biotin enthaltende Untereinheit

34 0s12¢0605800, 3- Methylcrotonyl CoA carboxylase | 6™
biotin enthaltende Untereinheit

35 0s04g0571800, Zinkfinger, Ringtyp-Domane enthal- | 2™
tendes Protein

36 0s04g0571800, Zinkfinger, Ringtyp-Domane enthal- | 2e™°
tendes Protein
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6 Diskussion

Pathogene Mikroorganismen, insbesondere auch Pilze, haben einen sehr groRen Ein-
fluss auf die Landwirtschaft. Dies kann, wie in Geschichtsbiichern beschrieben, bis zu
Totalausféallen der Ernte und strengen Hungersnoten fuhren. So ist zum Beispiel die
grolRe Hungersnot 1845 in Irland auf den Erreger der Kraut- und Knollenfaule Phytoph-
tora infestans zurtickzufuhren. Natdrlich sind die technischen Fortschritte in Sachen
Pflanzenschutz betréchtlich, allerdings ist es, wie anfangs schon erwéhnt, immer noch
so, dass zum Beispiel der Hauptprotagonist dieser Arbeit M. oryzae fir einen jéhrlichen
Verlust von 10- 30% der Reisernte verantwortlich ist. In der Zeit des Verfassens dieser
Arbeit wurde durch Medienberichte bekannt, dass in Zentralamerika eine Epidemie des
Kafferostes massive Schéden an Kaffepflanzen verursacht, was einen wirtschaftlichen
Schaden von mehr als 400 Millionen Euro nach sich ziehe (dpa- Meldung vom 6. 5.
2013). Es ist also von entscheidender Bedeutung, die Interaktion von Mikroorganismen
und Pflanzen detaillierter zu untersuchen, um zu verstehen, wie sie ablaufen und wie
gegebenenfalls unter landwirtschaftlichen Gesichtspunkten darauf Einfluss genommen
werden kann. Ein zentraler Punkt dieser Forschung der letzten Jahre ist die Suche nach
Effektorproteinen. Es konnte in Genomanalysen gezeigt werden, dass in Pathogenen
dafiir eine Vielzahl an mdglichen Kandidaten vorliegt. So hat M. oryzae zum Beispiel
739 Proteine die vermutlich sekretiert sind, was einer doppelt so hohen Anzahl als zum
Beispiel bei Neurospora crassa gefundenen sekretierten Proteinen entspricht (Dean et
al., 2005). Dabei wurden, wie in der Einleitung dieser Arbeit schon beschrieben, in den
letzten Jahren betrachtliche Fortschritte bei der Suche nach neuen Effektoren gemacht.
So wurden in vielen Pathogenen neue Effektoren gefunden und in einigen Féllen konnte
auch beschrieben werden, auf welche Weise diese Effektoren zu einer erhéhten Viru-
lenz des Pathogens beitragen (Rafiqgi et al., 2012). Auch fur M. oryzae sind schon eine
Anzahl Effektoren beschrieben worden, die allerdings oft nur anhand einer Avirulenzre-
aktion der beteiligten Effektoren identifiziert werden (Li et al., 2013). Im Laufe meiner
Diplomarbeit wurde nach M. oryzae Proteinen gesucht, welche wahrend der Wurzelin-
fektion starker exprimiert waren, als wahrend der Blattinfektion. Aus den gefundenen
Genen wurden gezielt mogliche Effektorproteine, also Proteine mit einem Signalpeptid,
ausgesucht, um sie weiter zu untersuchen. Daflr wurden 4 Proteine ausgewahlt, welche
als interessanteste Kandidaten angesehen wurden. Die genauen Griinde fur die Auswahl
dieser Gene soll im Folgenden erlautert werden.
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6.1 Auswahl der untersuchten Proteine

Bei Zf1 handelt es sich laut Datenbankvoraussagen um ein sekretiertes Protein, welches
eine klassische Zink Finger (C,H,;) Domane mit 23 Aminoséauren Lange enthalt. Als ers-
tes wurden Zink Finger Domanen in dem Transkriptionsfaktor TFIIIA aus Xaenopus
laevis beschrieben (Miller et al., 1985). Hier wurde festgestellt, dass dieser Transkripti-
onsfaktor eine Region enthalt, die aus 9 ca. 30 Aminoséauren langen gleichen Unterein-
heiten besteht. Diese hatte jeweils zwei Cystidine und zwei Histidine (daher der Name
C,H,), mit denen ein Zinkatom gebunden wird. Auf diese Weise wird ein ,,Finger ge-
formt, mit dem auf spezifische Weise DNA gebunden wird, wie Pavlevich und Pabo
(1991) fir den Zink Finger Transkriptionsfaktor Zif 268 veroffentlichten. Jeder Finger
bindet dabei Gber drei Aminosduren je ein Basenpaar der DNA. In weiteren Studien
wurde dieses Modell noch verfeinert, so dass nun zu den drei Bindungen noch eine vier-
te Bindung hinzukam (Klug, 2010). Laut der Beschreibung durch die fur das Finden von
Proteindomanen verwendeten Internetdatenbank SMART sind C,H, Zink Finger die am
weitesten verbreiteten DNA-Bindedoménen in eukaryotischen Transkriptionsfaktoren.

Bei der ebenfalls angezeigten inhibitor of apoptosis-Domane handelt es sich nach der
Pfam-Datenbank Doménenbeschreibung um Proteine, die eine Rolle in der Apoptose,
Cytokinproduktion oder Chromosomsegregation haben. Dieser Doménentyp wurde ur-
springlich in Baculoviren gefunden, wo er die Verteidigung durch Apoptose in infizier-
ten Insektenzellen unterbinden soll. Dafir interagieren sie mit und hemmen Caspasen.
Sie kommen in vielzelligen Organismen von der Fruchtfliege bis zu Sdugetieren vor,
sollen aber nicht in Pflanzen zu finden sein (Verhagen et al., 2001). Zwar sind soweit
mir bekannt ist, keine Homologe zu tierischen Caspasen in Pflanzen publiziert, aller-
dings werden seit einiger Zeit Caspasen- dhnliche Proteine in Pflanzen, sowie eine
Funktion dieser im Verlauf des programierten Zelltods, insbesondere wéhrend der Hy-
persensitive Response der Pflanzenabwehr, diskutiert (Chichkova et al., 2004; Bonneau
et al., 2008; Xu & Zhang, 2009; Lord et al.,2013). Dieser Doménentyp gehort nach der
Domanenbeschreibung ebenfalls zu der Zink- Finger Domanenfamilie. Eine Zink- Fin-
ger Domane in Kombination mit einem Signalpeptid, ist natlrlich eine dusserst interes-
sante Kombination! Welchen Grund sollte ein Pathogen besitzen, einen Transkriptions-
faktor zu sekretieren? Dabei drangt sich selbstverstandlich der Verdacht auf, dass dieser
moglicherweise Einfluss auf die Genexpression des Wirtes nehmen konnte. Dazu
kommt, dass dieses Gen, im Vergleich zu Mycel, in beiden Infektionswegen sehr stark
hoch reguliert ist (8000 fach in der Wurzelinfektion und 1190 mal stérker wéhrend der
Blattinfektion). Es kdnnte sich dabei also durchaus um ein fir die Infektion allgemein
sehr wichtiges zentrales Effektorprotein handeln. Gleichermaflen lasst sich auch speku-
lieren, dass die angezeigte Inhibitor of Apoptosis Domane wirklich eine hemmende
Wirkung auf die diskutierten Caspase-ahnlichen Proteasen haben konnte, und so mog-
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licherweise eine hemmende Wirkung auf die Pflanzenabwehr durch Hypersensitive
Response nimmt.

Fur die beiden Gene Ntl und LIrl sprach zuallererst, dass sie eine rein wurzelspezifi-
sche Expression zeigten. Zum Zeitpunkt der Auswahl wurde fir Nt1 auch noch eine
schwache Homologie zu einer GASA-Domane vorhergesagt, was, wie im Ergebnisteil
schon angefuhrt wurde, naturlich ebenfalls eine sehr interessante Kombination fir ein
sekretiertes pilzliches Protein ist. Allerdings rechtfertigt auch die in silico gefundene
Nukleotidylyl- Transferase Doméne alleine durchaus ebenfalls eine weitere Untersu-
chung. Die Funktion von Nukleotidylyl- Transferasen ist allgemein das Ubertragen von
Nukleosidmonophosphaten von Nukleosidtriphosphaten auf ein Empfangermolekil. Es
gibt vielfaltige Beispiele fiir die Arbeit von Nukleotidylyl- Transferasen, insbesondere
von Adenylyl- Transferasen. Dieser Ubertrag kann sowohl von stabiler Natur sein, oder
es kann sich auch nur um eine transiente Nukleotidylylierung handeln. Das erste be-
kannt gewordene Beispiel fiir eine stabile Nukleotidylylierung ist die Glutaminsyntheta-
se in E. coli. Diese Glutaminsynthetase wird durch eine Adenylyl- Transferase reguliert.
Weiter ist in diesem Prozess ein Protein namens PII beteiligt, das durch eine Uridylyl-
Transferase aktiviert wird (Stadtmann, 2001). Beispiele fiir eine transiente Adenylylie-
rung von Substraten, die auch als Adenylation und AMPylation bezeichnet wird (Itzen
et al., 2011) sind etwa bei DNA- Polymerasen, tRNA- Synthetasen und anderen stoff-
wechselrelevanten Enzymen zu finden (Kuchta et al., 2009). Ebenfalls 2009 wurden
auch 2 bakterielle sekretierte Proteine publiziert, der Effektor VopS aus Vibrio paraha-
emolyticus (Yarbrough et al., 2009) und das Immunoglobulin binding proteine A IbpA
aus Histophilus somni (Worby et al., 2009), die beide dazu in der Lage sind, Rho-
GTPasen ihrer Wirte zu adenylylieren, wodurch in beiden Fallen die Aktivitat dieser
Rho- GTPasen unterbunden wird. Allerdings besitzen beide dafir eine sogenannte FIC-
Doméne und keine Nukleotidylyl- Transferase Doméne. Es zeigt aber doch das Potenti-
al von Nukleotidylylierungen im Verlauf von Infektionen. Im Jahr 2010 wurde verof-
fentlicht, dass ein Effektorprotein aus Legionella pneumophila DrrA (Miller et al.,
2010) in einer N- terminalen Domane eine hohe strukturelle Ahnlichkeit mit einer Nuk-
leotidylyl- Transferase Doméne aufweist und in der Lage ist, das Regulatorprotein Rabl
zu adenylylieren. Diese allgemein regulierenden Funktionen von Nukleotidylyl- Trans-
ferase Domanen sowie die bekannt gewordenen adenylylierenden Effektoren sind starke
Indizien, um sich weiter mit einem maoglicherweise sekretierten Nukleotidylyl- Trans-
ferase- Protein wie Nt1 zu beschaftigen.

Wie schon erwéhnt, ist auch LIrl ein Protein, das spezifisch nur wahrend der Wurzelin-
fektion und nicht bei vegetativem Wachstum oder wahrend der Blattinfektion exprimiert
wird. Es kommt durch ein vorausgesagtes Signalpeptid somit als wurzelinfektionsspezi-
fisches Effektorprotein in Frage. Das Protein weist keine bekannten Doménen auf, be-
steht aber fast komplett aus zwei nahezu identischen Reapeats (zweimal 49 Aminosau-
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ren lang von insgesamt 127 Aminoséduren des Proteins, dazu 17 Aminoséuren Signal-
peptid). Weiter wurde in einem Blastp festgestellt, dass dieses Protein Ahnlichkeit mit
einem menschlichen Sialinséure- bindenden Lektin besitzt. Proteine die Repeats enhal-
ten, besitzen als grundlegende Gemeinsamkeit, dass sie in aller Regel Funktionen in der
Protein- Protein Interaktion wahrnehmen (Andrade et al., 2001; Main et al., 2003).
Auch bei Lektinen handelt es sich um Proteine, die definiert sind als Proteine, die Koh-
lenhydrate binden, aber keine Enzyme oder Antikdrper sind. Das in dem Blastp gefun-
dene Siglec7 ist ein menschliches Lektin, welches wie die anderen Mitglieder der
Siglec- Familie spezifisch Sialinsdure bindet (Angata & Varki, 2000). Sialinsauren sind
a- Ketoséuren und bestehen aus einem 9 Kohlenstoffatome umfassenden Gerlst. Es gibt
mehr als 50 strukturell unterschiedliche Mitglieder innerhalb dieser Familie (Angata &
Varki, 2002). Sialinsduren kommen in grof3er Zahl in Vertebraten vor, auBerdem sind
sie in einigen Pilzen, aber allgemein nicht in Pflanzen anzutreffen (Angata & Varki,
2002). Mitglieder der Siglec- Familie erflllen in Vertebraten vielen Funktionen, wie
beispielsweise die Erkennung von kérpereigenen Zellen anhand der auf Zelloberflachen
exponierten Sialinsduren (insbesondere im Rahmen der Immunabwehr), aber auch das
Erkennen von Pathogenen, die Sialinsduren auf ihrer Oberflache besitzen (Angata &
Varki, 2002; Dam & Brewer, 2010). Fir Lektine in Pflanzen diskutierten Peumann &
van Damme (1995) Funktionen in der Abwehr von sowohl pathogenen Mikroorganis-
men als auch von Herbivoren und kamen zu dem Schluss, dass diese von Pflanzen als
passive Abwehrproteine benutzt werden. So erwéhnten sie insbesondere eine wachs-
tumshemmende Wirkung von pflanzliches Chitin-bindenden Lektinen auf einige Pilze.
Insgesamt erscheint es also durchaus wahrscheinlich, dass es sich bei LIrl um ein Pro-
tein handelt, welches nach der Sekretion ein anderes Protein, Glycoprotein bzw. ein
Kohlenhydrat binden soll. Dabei besteht sowohl die Mdglichkeit, dass es mit einem
Wirtsmolekdil interagieren soll, als auch dass es, vergleichbar dem Chitin bindenden Ef-
fektor Slpl (Mentlak et al., 2012), ein pilzeigenes Molekil binden und so zur Tarnung
der Hyphen dienen soll. Sollte das Protein tatsachlich Sialinsdure binden, wie man
durch die Ahnlichkeit zu Siglec7 vermuten kann, so wiirde es sogar sehr wahrschein-
lich, dass es pilzeigene Strukturen tarnen soll, da wie oben erwahnt, Sialinsaure in
Pflanzen nicht bestatigt nachgewiesen werden konnte.

Weiter wurde das Protein Nudl ausgewéhlt. Da es zwar in dem durchgefiihrten
Microarray 19 mal starker wahrend der Wurzelinfektion als wéhrend der Blattinfektion
exprimiert war, sich dies aber in der durchgefiihrten Real Time PCR nicht bestatigte,
wurde dieses Gen nicht von Anfang an miteinbezogen. Als allerdings die mdgliche Be-
deutung der Nudix- Hydrolase Domane deutlicher wurde, wurde auch dieses Gen in die
Reihe der zu untersuchenden Gene aufgenommen. Wie in dem Ergebnisteil schon er-
wahnt, verstarkte sich dieser Eindruck, aufgrund von publizierten Ergebnissen, immer
weiter. Ein erster Bezug der Nudix- Hydrolase Doméne zu dem Bereich Pflanzenpatho-
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gene bzw. Pflanzenabwehr zeigte die Entdeckung der Wirkung der Nudix- Hydrolase
NUDT7 (Ge et al., 2007). Allgemein handelt es sich bei Nudix- Hydrolasen um relativ
kleine Proteine, je nach Quelle zwischen 16- 21 bzw. 16- 35 kDa (Nud1 hat ca. 17 kDa).
Der Name steht fir nucleoside diphosphate linked to moiety x — Hydrolasen, was eine
grol3e Vielfalt an Substraten, wie zum Beispiel dNTPs, Nukleotid- Zucker bzw. Alkoho-
le, Dinukleosid- Polyphosphate, Dinukleotid- Coenzyme und andere Substanzen mit
einem Pyrophosphat bedeuten kann. Fir die Hydrolyse der Substrate besitzen sie eine
hochkonservierte Aminosaurensequenz, die als Nudix- Box bezeichnet wird (McLenn-
an, 2005; Kraszeska, 2008). Das oben schon erwahnte NUDT7- Gen fanden Ge et al.
(2007) als sie in einem T- DNA Insertionsmutantenscreen in A. thaliana eine Mutante
fanden, die eine erhdhte Resistenz gegen P. syringae aufwies und dann feststellten, dass
es sich dabei um die schon zuvor NUDT?7 genannte Nudix- Hydrolase handelt. Sie zeig-
ten, dass NUDT?7 innerhalb einer halben Stunde nach der Inokulation mit P. syringae
stark exprimiert wird. In der Insertionsmutante trat eine Hyperaktivierung von pathoge-
nitatsrelevanten Genen auf, die durch eine Komplementation des mutierten NUDT7
durch eine Wildtypversion wieder aufgehoben wurde. Diese Hyperaktivierung trat so-
wohl ebenfalls bei einer Inokulation mit Pathogenen wie nicht pathogenen Bakterien
auf. Ge et al. schlossen aus ihren Ergebnissen, dass es sich bei NUDT7 um einen nega-
tiven Regulator der pflanzlichen Abwehr handelt, der eine Ubertriebene Stimulierung
der Abwehr verhindern soll. In einer spéteren Verdffentlichung konnten Olejnik et al.
(2011) das regulatorische Protein RACK1A als Interaktionspartner fir NUDT7 présen-
tieren. Dieses Protein wurde in einem Yeast two Hybrid mit NUDT7 als Bait- Protein
gefunden und durch bimolekulare Fluoreszenzkomplementation bestétigt. Durch Fusion
der beiden Interaktionspartner jeweils an GFP konnte eine Kolokalisation im Cytoplas-
ma und dem Zellkern gezeigt werden, was ebenfalls durch die bimolekulare Fluores-
zenzkomplementation als Orte der Interaktion der beiden Proteine ermittelt werden
konnte. Diese die Abwehr hemmende Wirkung einer pflanzlichen Nudix- Hydrolase
legt nahe, dass eine von einem Pathogen sekretierte Nudix- Hydrolase durchaus diese
Wirkung kopieren konnte. Auf diese Weise kdnnte sich ein Pathogen das Leben sehr
erleichtern, wenn es dazu in der Lage ware, seinen Wirt dazu zu bringen, es nicht oder
zumindest weniger intensiv zu bek&mpfen. Tatséchlich konnten Dong et al. (2011) bei
ihrer Suche nach dem fur das Avr3a Avirulenzprotein gehérenden Gen feststellen, dass
es sich dabei um eine Nudix- Hydrolase handelt. In transient transformierten N. bent-
hamiana Blattern, die mit Phytophtora capsici und P. parasitica inokuliert wurden,
konnten sie nachweisen, dass Avr3a eine virulenzsteigernde Wirkung hatte. Weiter
konnte durch den Einsatz einer Version von Avr3a mit mutierter Nudix- Hydrolase
Doméne gezeigt werden, dass diese fur die virulenzsteigernde Wirkung verantwortlich
ist. Avr3a scheint eine die ETI unterdriickende Wirkung zu haben, die ebenfalls von der
Nudix- Doméne abhangig ist. Erst kiirzlich wurde ein weiteres Effektorprotein mit einer
Nudix- Hydrolase Domane veroffentlicht. Bei diesem handelt es sich um den Colle-
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totrichum truncatum Effektor CtNUDIX (Bhadauria et al., 2013). In einem Blastp mit
CtNUDIX fanden Bhadauria et al., dass es in C. graminicola sowie in M. oryzae sehr
gut Ubereinstimmende ebenfalls sekretierte Nudix-Hydrolasen gibt. Bei den von ihnen
in M. oryzae gefundenen Hydrolasen handelt es sich dabei um Nud1l (die in dieser Ar-
beit untersuchte Nudix-Hydrolase) und ihr Genduplikat Nud2. Sie konnten fir CtNU-
DIX feststellen, dass das Protein spezifisch in der spaten biotrophen Phase exprimiert
ist. Durch Expression von CtNUDIX mit und ohne Signalpeptid in planta in N. tabac-
cum Bléttern, stellten sie fest, dass beginnend vier Tage nach der Inokulation das Ge-
webe der Infiltrationsstelle kollabierte und nach sieben Tagen papierartig wurde. Durch
Expression von CtNUDIX mit Signalpeptid und C-terminaler GFP Fusion in Tabakblat-
tern exprimierten, fanden sie, dass das Protein offensichtlich an der Plasmamembran
lokalisiert ist, wohin es durch Vesikel transportiert worden war. Bhadauria et al. Gber-
exprimierten CtNUDIX in C. truncatum und M. oryzae und infizierten mit diesen
Stammen Linsen (mit C. truncatum) bzw. Gerste (mit M. oryzae). Die Uberexpressions-
tdmme wiesen keine fiir das jeweilige Pathogen typischen Symptome auf. Bei einer
mikroskopischen Analyse fanden sie, dass die Infektion der Pathogene genauso erfolgte
wie bei den Wildstammen. Allerdings wurden keine nekrotrophen Hyphen gebildet (C.
truncatum) bzw. die Hyphen wuchsen nicht in die ndchsten Zellen weiter (M. oryzae).
Die Wirtszellen féarbten sich nach der Penetration braun, was auf Zelltod hindeutet. Dar-
aus schlossen Bhadauria et al., dass CtNUDIX Uberexpression dazu fiihrt, dass es in der
biotrophen Phase zu einem Zelltod kommt, wodurch ein Umschwenken in die nekrotro-
phe Phase verhindert wird. CtNUDIX ist also ein fur die hemibiotrophe Lebensweise
wichtiges Gen.

Auch wenn die beiden besprochenen Nudix Effektoren zu Beginn der Arbeiten mit
Nud1 noch nicht bekannt waren, so beweisen sie, dass die Auswahl dieses Genes sich
im Nachhinein als eindeutig richtig erwies.

6.2 Herstellen von Deletionsmutanten fur Zf1, Nt1, Lir1l, Nudl

Fir die beiden Gene Zf1 und Ntl1 konnten jeweils Knockouts hergestellt werden. Diese
wurden sowohl durch eine negative PCR gegen den ORF (Ergebnisse nicht gezeigt),
sowie anschlieBend durch einen Southern Blot Gberpruft. Wie in Abbildung 5.4 zu se-
hen ist, zeigten diese Southern Blots fur beide Gene die jeweils erwarteten Bandengro-
RBen und keine weiteren Banden. Damit konnte gezeigt werden, dass die Knockout-
Konstrukte wirklich homolog in das Genom integriert sind. Dartiber hinaus konnte auch
gezeigt werden, dass sie nur einmal integriert wurden und keine weiteren ektopischen
Integrationen vorliegen. Alle, moglicherweise im Folgenden zu sehenden Unterschiede
im Verhalten der Transformanten, im Vergleich zum Wildtyp, kdnnen also mit dem
Knockout in Verbindung gebracht werden. Bei diesen Experimenten zeigte sich deut-
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lich, dass es sehr grof3e Unterschiede in der Mdglichkeit der Deletion mittels homologer
Rekombination der unterschiedlichen Gene zu geben scheint. So konnte Ntl in einem
einzigen Anlauf deletiert werden. Dabei wurden auch gleich drei Transformanten mit
bestatigtem Knockout erhalten. Im Gegensatz dazu steht Lirl, bei welchem trotz der
Analyse von 160 Transformanten keine einzige Deletion erhalten werden konnte. Auch
bei Zf1 wurde, trotz vielféltiger Versuche, nur ein einziger Knockout- Stamm erzeugt.
Und dies alles, obwohl mit dem 4Ku80-Stamm (Villalba et al., 2008) schon ein Stamm
verwendet wurde, welcher eine erleichterte homologe Rekombination gewahrleisten
sollte.

Fur LIrl und Nudl erscheint es somit nicht weiter sinnvoll, einen Genknockout mit die-
ser Methode versuchen zu wollen. Bei LIrl erscheint es zwar durchaus moglich diesen
zu erhalten, allerdings ist nach 160 negativ getesteten Transformanten fraglich wie viel
weitere Zeit darin investiert werden musste.

Ein moglicher anderer Ansatz um LIrl auszuschalten ware es, die Gene durch die Inser-
tion eines Markers zu unterbrechen. So werden diese zwar nicht komplett aus dem Ge-
nom entfernt und kénnen moglicherweise dadurch immer noch eine Restfunktion behal-
ten. Wie in Publikationen zu lesen ist, wurde diese Methode in M. oryzae allerdings
schon angewandt und hat auch zu Erfolgen gefiihrt. So entwickelten Hamer et al. (2001)
eine Methode, die sie TAGKO nannten. Dabei wird mit Hilfe eines Transposons in vitro
in eine Gensequenz innerhalb eines Cosmids eine Markerkassette eingefligt. Anschlie-
Rend werden diese Konstrukte dann in M. oryzae transformiert. Mit dieser Methode er-
stellte Konstrukte sollen im Vergleich zu anderen Vektoren eine erhdhte gezielte In-
tegration zeigen. Allerdings fanden Hamer et al. auch, dass eine gezielte Integration bei
homologen Regionen, die kirzer als 5 kB waren, generell gering war und diese durch
ldangere homologe Sequenzen gesteigert werden konnte. Die hier geforderten 5 kB ho-
mologen Sequenzen fir eine gezielte Integration entsprechen in der Summe genau den
in dieser Arbeit angestrebten 2,5 kb upstream- und downstream- Flanken. Allerdings
konnten diese Flanken wie berichtet nicht in allen Fallen mit entsprechender L&nge er-
halten werden. In Villalba et al. (2008) wird aber von gelungenen Knockoutkonstrukten
berichtet, die eine homologe Sequenz upstream und downstream von je 1,5 kB besitzen.
In der gleichen Arbeit wurden sogar Knockouts durchgeftihrt, in denen homologe Flan-
ken von 1 kB und 0,7 kB Verwendung fanden. Weiter fanden Hamer et al. (2001) her-
aus, dass je nach dem, wo das Transposon in dem Zielgen integriert wurde, unterschied-
liche Varianten mit unterschiedlichem Grad an Genexpression und Funktion entsteht.
Einschrankend war auch zu sehen, dass die Transposons nicht gleichméRig gut in alle
Sequenzen integriert wurde, sondern vielmehr in bestimmte Sequenzen bevorzugt inse-
rierten. Der schon erwéhnte Effektor MC69 (Saitoh et al., 2012) wurde mit einer auf
TAGKO basierenden Methode gefunden. Dazu wurde eine 8,7 kB grolie Gensequenz,
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welche MC69 enthélt, amplifiziert und dann in dieses Gen eine Insertion (bei Amino-
séure 11) eingeflgt.

Problematisch an dieser Methode erscheint mir, neben den schon von Hamer et al. ge-
nannten Problemen, die hierfir bendtigten sehr langen PCR-Amplikons zu erhalten.
Nach den in dieser Arbeit gemachten Erfahrungen mit erheblich kiirzeren Fragmenten
scheint dies oftmals nicht trivial. Ein Vorteil ist dagegen, dass durch diese Methode in
grolRem Stil ganze Cosmid- Banken untersucht werden konnen. Auf diese Weise konn-
ten zum Beispiel Saitoh et al. Insertionen in 78 Genen durchfthren.

Bei Nud1 ist die Situation durch die festgestellte Duplikation einer groRen Gensequenz
eine andere. Wie zuvor schon vorgestellt, handelt es sich bei den beiden Nudix- Hydro-
lase Genen Nudl (MGG_14156) und Nud2 (MGG_14344) um exakte Duplikationen.
Dies betrifft nicht nur den eigentlichen ORF, sondern auch mindestens 2kB upstream
des Gens wie 491 bp downstream des Gens. Diese weitgehende, aber doch nicht ausrei-
chende Sequenzibereinstimmung macht einen Knockout eines dieser Gene oder sogar
beider Gene durch homologe Rekombination verhéltnisméaRig schwierig. Bei einem ge-
lungenen Einzelknockout ist es durchaus wahrscheinlich, dass kein Effekt entsteht, da
die Gene moglicherweise redundant wirken. Ein Doppelknockout mit nur einem Kon-
strukt, ist jedoch durch die nicht einmal 500 Bp groRe Ubereinstimmung der
Downstreamflanken unwahrscheinlich. Also bliebe nur der Doppelknockout mit zweli
getrennten Konstrukten in zwei Aufeinanderfolgenden Transformationen Ubrig, wobei
sich allerdings nach der ersten transformation die Frage stellt, wie die erhaltenen Trans-
formanten auf eine Deletion des ORF getestet werden sollen (bei einem identischen
zweiten im Genom).

Eine weitere Moglichkeit, um insbesondere auch Nud1 zusammen mit Nud2 auszuschal-
ten, wére ein RNA- Interferenz- Ansatz. Bei RNAI- Ansdtzen wird nicht das Gen an
sich ausgeschaltet, sondern die mMRNA des entsprechenden Gens nach der Transkription
und vor der Translation abgebaut. Dadurch wird die Expression des Zielproteins herun-
terreguliert. RNAI ist ein natirlich vorkommendes Phdnomen in Eukaryoten und dient
verschiedenen Zwecken. Neben der Genregulation dient es auch, insbesondere bei
Pflanzen, als Verteidigung gegen RNA-Viren sowie zur Kontrolle von Transposons.
Zusammengefasst werden dabei doppelstrangige RNA Stiicke durch eine RNAse 11l
Endonuclease in so genannte small interfering RNA (siRNA) geschnitten. Diese sSiRNAs
werden dann in einem Multienzymkomplex RISC (RNA interference silencing com-
plex) als Vorlage verwendet, um gezielt komplementare mRNA abzubauen (Zamore et
al., 2000; Kadotani et al, 2003). Auf der Basis dieser Methode wurde auch schon in M.
oryzae eine Herunterregulierung eines Gens durchgefuihrt (Kadotani et al., 2003). Dazu
wird durch Transformation mit RNAI- Konstrukten, welche die Sequenz des Zielgenes
in sense und antisense Richtung enthalten, in dem Organismus eine kinstliche doppel-
strangige RNA geschaffen, die den RNAI- Prozess aktiviert. Da es sich bei den hier
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herunterregulierten Genen um wahrend der Infektion exprimierte Gene handelt, kommt
auch eine Variante der RNAIi- Methode, die host induced gene silencing (HIGS)- Me-
thode in Frage. Bei dieser Methode wird das RNAI- Konstrukt nicht in das Pathogen
transformiert, sondern in dem Wirtsorganismus exprimiert, von wo es in das eng intera-
gierende Pathogen gelangt. Diese Methode wurde schon bei dem obligat biotrophen Pa-
thogen Blumeria graminis (Nowara et al., 2010) wie auch dem ebenfalls obligat biotro-
phen Mykorrhizapilz Glomus sp (Helber et al., 2011) erfolgreich angewandt.

6.3 Die Deletion von MoZfl und MoNt1 zeigt keinen Einfluss auf die
Infektion von Reis durch M. oryzae

Ziel der Arbeit war es, mogliche in einem Microarray gefundene putative Effektorprote-
ine zu deletieren und diese Knockout- Stdimme auf einen Phanotyp wahrend der Pflan-
zeninfektion und damit ihre Wirkung und Wichtigkeit wéhrend der Infektion zu unter-
suchen. Hintergedanke war, dass auf diesem Weg die Effektortatigkeit der Proteine be-
statigt und neue, insbesondere wurzelspezifische Effektoren gefunden werden kénnen.
Wie in den Infektionsversuchen in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, haben die Dele-
tionen der Gene Zf1 und Ntl allerdings keinen erkennbaren Einfluss auf die Infektion,
weder die der Blatter noch der Wurzeln. Dies war, insbesondere flr Zf1, sehr enttéu-
schend, da dieses Protein aufgrund seiner starken Expression in beiden Infektionswegen
sowie wegen seiner Doménenstruktur sehr vielversprechend schien. Eine Mdglichkeit,
einer weiteren Charakterisierung der Deletionsmutanten, ware es, die Knockout- Stdm-
me mit einem Fluoreszenzprotein wie dem griin fluoreszierenden Protein GFP zu mar-
kieren, so dass ihr Wachstum wéhrend der Wurzelinfektion mikroskopisch verfolgt wer-
den kann. Auf diese Weise konnte das Wachstum der Hyphen innerhalb der Reiswurzeln
beobachtet werden, um so eventuelle Verdnderungen im Wachstum der invasiven Hy-
phen zu erkennen. Dies wurde im Laufe dieser Arbeit schon in Angriff genommen.

Allerdings muss im Nachhinein auch erkannt werden, dass das Fokussieren auf einen
Infektionsphé&notyp als Zeichen und Beweis fur die Effektortéatigkeit wahrscheinlich
nicht die richtige Strategie war. Es ist natirlich der naheliegendste Gedanke, die Funk-
tion eines Proteins wahrend eines Prozesses durch das Ausschalten des kodierenden
Gens und eine Untersuchung der Auswirkungen auf den Prozess zu bestimmen. Aller-
dings hat sich gezeigt, dass dies flr Effektoren nicht gilt, da bei ihnen haufig kein Phé-
notyp festgestellt werden kann. So haben schon Mosgera et al. (2009) fir die von ihnen
publizierten Effektoren BAS1-3 berichtet, dass Gendeletionen dieser Gene keinen Pha-
notyp wahrend der Infektion auslosten. Vor kurzem berichteten dann Saitoh et al.
(2012), dass sie mit Hilfe von Insertionsmutanten 78 mogliche sekretierte Effektorprote-
ine untersucht hatten, wobei nur eine einzige Mutante einen Phanotyp aufwies (der
schon erwéhnte Effektor MC69). Somit kann durch einen fehlenden Phanotyp wahrend
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der Infektion nicht geschlossen werden, dass es sich nicht um einen Effektor handelt.
Umgekehrt erweist sich die Suche nach Effektoren durch Mutantenphanotypisierung als
eine sehr langwierige und fehleranfallige Methode, da offensichtlich viele Effektoren
dabei nicht erfasst und gefunden werden konnen. Ein Grund fir die Tatsache, dass die
Deletion von Effektoren zu keinem Phanotyp fuhrt, kann in einer funktionellen Redun-
danz von Effektoren liegen. So zeigten Kvitko et al. (2009) fur Effektoren des bakteriel-
len Pflanzenpathogens Pseudomonas syringae eine solche Redundanz. Sie stellten fest,
dass haufig nur durch die Deletion mehrer Effektoren ein Effekt ausgel6st wurde, da
diese Effektoren gemeinsam wirkten bzw. funktionell tberlappen. Wurden jedoch die
einzelnen Effektoren alleine deletiert, konnte kein Effekt festgestellt werden. Eine ahn-
liche funktionelle Redundanz wird auch fur Effektoren von Oomyceten beschrieben
(Birch et al., 2008).

6.4 Die zellulare Lokalisierung von Zf1, Nt1, LIrl und Nud1l

Die in dieser Arbeit in verschiedenen Organismen durchgefiihrten Untersuchungen zu
der Lokalisierung und der Sekretion der Proteine sind moglich gewesen, da es bei Sig-
nalpeptiden weniger auf die genaue Sequenz als einen physikalischen Grundaufbau an-
kommt. So bestehen sie in aller Regel aus einem N- terminalen Bereich mit positiv ge-
ladenen Aminosauren, auf den ein Kernbereich mit hydrophoben Aminosauren folgt. C-
terminal des Kerns folgen wieder ein Bereich geladener Aminoséuren und ein durch
neutrale Aminosauren gekennzeichneter Bereich zur Abspaltung des Signalpeptids.
Dies hat zur Folge, dass Signalpeptide zwischen verschiedenen Organismen ausge-
tauscht werden konnen und dabei ihre Funktionsfahigkeit behalten (Martoglio & Dob-
berstein, 1998).

Im Zuge der transienten Transformation von N. benthamiana Bléattern konnte gezeigt
werden, dass sich das Zf1 Vollprotein in seinem Lokalisierungsverhalten von dem Pro-
tein ohne Signalpeptid unterscheidet. So kolokalisiert das Protein ohne Signalpeptid mit
dem Kontrollprotein dsRED im Cytoplasma und dem Zellkern der Pflanzenzelle. Wird
das Protein dagegen mit Signalpeptid exprimiert, so ist seine Lokalisierung auf Bereiche
um den Zellkern, die sehr an ER erinnern, sowie auf vermutliche Vesikel im Bereich
des Cytoplasma der Zelle beschrénkt. In dem Zellkern ist hier keine Fluoreszenz zu se-
hen. Diese Beobachtungen deuten sehr stark auf eine Sekretion des Proteins Uber das
ER, anschlieBenden vesikuldren Transport und schliel3lich Exocytose des Proteins hin.
Dieser durch das ER tber Vesikel fihrende Weg ist der klassische Sekretionsweg der
grolRen Mehrheit eukaryotischer sekretierter Proteine (Lee et al., 2006) und, wie Yi et al.
(2009) zeigen konnten, auch der hochst wahrscheinlich von Effektoren in M. oryzae be-
nutzte Weg der Sekretion. Kloppholz et al. (2010) konnten mit demselben System fur
den Effektor SP7 zeigen, dass dieser anschlieend selbststandig wieder in die Pflanzen-
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zelle eindrang, da er, trotz funktionierendem Signalpeptid, in dem pflanzlichen Zellkern
lokalisierte. Dieser selbststandige Wiedereintritt ist flr Zf1, trotz der vorhergesagten
Kernlokalisierung und der Transkriptionsfaktordomane, nicht der Fall. Da das Protein
ohne Signalpeptid sowohl in Nicotiana als auch in Aspergillus eindeutig im Cytoplasma
zu finden war, musste es bei einem erfolgreichen selbststandigen Wiedereintritt in die
Pflanzenzelle auch bei einer Expression mit Signalpeptid im Cytoplasma der Pflanzen-
zelle vorzufinden sein, was jedoch nicht der Fall ist. Die Sekretion des Proteins, legen
einerseits die gesehenen Ergebnisse der Nicotiana-Transformation, wie auch die Ergeb-
nisse des yeast signal sequence trap Versuchs nahe. Es stellt sich also wiederum die
Frage, warum M. oryzae ein Protein mit den beschriebenen Proteindomanen sekretiert,
das nicht selbststandig in die Pflanzenzelle gelangt?

Dafur kdnnen zwei mogliche Griinde genannt werden: 1. das Protein verbleibt im Apop-
lasten und 2. das Protein kann nicht selbsténdig in die Zellen eindringen, sondern bend-
tigt die Gegenwart von pilzlichen Strukturen und/oder Molekdlen fur den Eintritt in die
Pflanzenzelle. Fur die erste Variante kann als Beispiel der zuvor besprochene Slpl Ef-
fektor (Mentlak et al., 2012) aus M. oryzae dienen. Wie bereits bekannt ist, kdnnen
Zink-Finger auch der Protein-Protein Interaktion dienen, wie am Beispiel des FOG-1
Proteins gezeigt wurde (Fox et al., 1999; Matthews & Sunde, 2002). Es besteht also die
Madglichkeit, dass die Zink-Finger Domane einer Interaktion mit einem Protein entwe-
der des Pathogens oder des Wirtes im Apoplasten dienen soll.

Ein Argument fur die Variante der notwendigen Gegenwart des Pathogens, ist der von
Khang et al. (2010) beobachtete biotrophic interfacial complex (BIC). Dieser Komplex
wurde als Ort beschrieben, an dem cytoplasmatische Effektoren bevorzugt auftraten,
bevor sie in das Cytoplasma sekretiert wurden. Er kdnnte also eine fur M. oryzae typi-
sche Struktur zur Effektorsekretion sein. Ist dies der Fall, misste das Protein in Gegen-
wart des Pilzes in die pflanzlichen Zellen eindringen kénnen. Zu diesem Zwecke wurde
C-terminal mRFP an das Protein fusioniert und dieses Konstrukt in M. oryzae transfor-
miert. Mit diesem Stamm wurden Zwiebelepidermisinfektionen durchgefiihrt und mik-
roskopiert. Allerdings wurde dabei keinerlei spezifische mRFP-Fluoreszenz innerhalb
der infizierten Zelle festgestellt. Da die Transformation durch einen Southern Blot tber-
priift, sowie die Klonierungsregion des Plasmids auf korrekten Einbau des ORF sequen-
ziert wurde, scheint es unwahrscheinlich, dass die fehlende Fluoreszenz auf einen
handwerklichen Fehler zurlickzufiihren ist. Dieses Ergebnis spricht gegen eine cyto-
plasmatische Lokalisierung innerhalb der Pflanzenzelle. Allerdings haben Khang et al.
(2010) &hnliche Versuche mit cytoplasmatischen Effektoren, die an Fluoreszenzproteine
fusioniert waren, vorgestellt und dabei von sehr geringer Fluoreszenz berichtet. Dies
scheint an der groRen Verdinnung der fluoreszenten Proteine in der Pflanzenzelle zu
liegen. Sie fusionierten deshalb zusatzlich eine Kernlokalisierungssequenz an ihre Pro-
teine, um sie so im Zellkern zu konzentrieren und nachweisen zu kénnen. Mdglicher-
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weise ist dieser Verdinnungseffekt im Cytoplasma der Pflanzenzelle ein Grund fir die
fehlende Fluoreszenz des Zfl-Fusionsproteins. VVon der Proteinstruktur erscheint eine
cytoplasmatische Funktion des Proteins insgesamt sogar wahrscheinlicher. Im Cyto-
plasma koénnte das Protein neben der Proteinbindung auch eine Interaktion mit RNA des
Wirtes eingehen und so indirekt dessen Genexpression beeinflussen (moégliche Interak-
tion mit MRNA oder rRNA). Dass Zink-Finger Proteine auch an RNA binden kdnnen,
wurde ebenfalls schon publiziert (Matthews & Sunde, 2002; Hall, 2005). In diesem Um-
feld konnte auch die festgestellte Inhibitor of Apoptosis Domane eine der zuvor schon
besprochenen Funktionen wahrnehmen. Um die noch offenen Fragen fur dieses Protein
zu Kklaren, muss als erstes noch die Lokalisation des Proteins nach der Sekretion festge-
stellt werden. Ein erster Schritt dazu waére, die schon durchgefiihrte Expression eines
fluoreszierenden Zf1 Fusionsproteins um die oben erwéhnte Komponente des kiinstli-
chen Konzentrierens im Zellkern zu erweitern, um so eine mogliche stark ,,verdiinnte®
Fluoreszenz im Cytoplasma sichtbar zu machen. AnschlieBend muss je nach dem
Ergeniss der Lokalisation die Suche nach einem mdglichen Interaktionspartner des Pro-
teins wieder aufgenommen werden. Dazu kann weiter nach einem Protein, bei cyto-
plasmatischer Lokalisierung vielleicht gezielt der Interaktion mit einem der bekannten
Caspase-ahnlichen Proteine, gesucht werden. Ebenfalls bei cytoplasmatischer Lokalisie-
rung von Zfl kdnnte auch eine Interaktion mit RNA in Betracht kommen. Um diese zu
finden, kdnnen Co-Immunopréazipitations-Verfahren angewendet werden, wie sie in ei-
nigen Publikationen zum Finden von RNA-Liganden bekannter RNA-bindender Protei-
ne angewandt wurden (z. B. Brooks & Rigby, 2000; Itoh et al., 2002)

Im Falle des Proteins Nt1 zeigte die Expression des Fusionsproteins in N. benthamiana,
sowohl mit als auch ohne Signalpeptid ein identisches Fluoreszenzmuster. In beiden
Fallen war eine starke GFP-Fluoreszenz im Zellkern zu sehen, allerdings ebenfalls gri-
ne Fluoreszenz im Cytoplasma der Zelle. Da die in silico Analysen ergaben, dass in der
Sequenz dieses Proteins Kernlokalisierungssequenzen gefunden wurden, war diese zu-
mindest in Teilen cytoplasmatische Lokalisierung in planta Uberraschend. Sie wurde
aber noch deutlicher bei einer Expression eines Nt1-GFP Fusionsproteins in Aspergillus
nidulans bestatigt, wo das Fusionsprotein eindeutig im Cytoplasma lokalisierte. Der
fehlende Unterschied in der Proteinlokalisierung mit oder ohne Signalpeptid l&sst sich
auf zwei mogliche Ursachen zurlckfiihren. Entweder das Protein wird gar nicht erst se-
kretiert, oder es dringt nach der Sekretion sofort wieder selbststandig in die Zelle ein.
Um dies zu testen wurde das Signalpeptid alleine vor GFP kloniert und dieses Konstrukt
ebenfalls in N. benthamiana transformiert. Dabei wurde deutlich, dass das Signalpeptid
nicht in der Lage war, das Fusionsprotein aus der Zelle zu fuhren. Dieses Ergebniss
wurde auch durch einen yeast signal sequence trap Versuch bestétigt. Somit flhrte das
putative Signalpeptid in zwei unterschiedlichen Expressionssystemen nicht zu einer
Sekretion von Nt1, was eine Sekretion in M. oryzae ebenfalls sehr unwahrscheinlich



Diskussion
109

macht. Damit konnte also gezeigt werden, dass es sich bei Nt1 nicht um ein Effektor-
protein handelt, sondern um ein spezifisch wahrend der Wurzelinfektion exprimiertes
Protein, das jedoch eine Funktion innerhalb des Pathogens hat. Da das Protein nicht sek-
retiert wird, ist die in A. nidulans, ebenfalls einem filamentdsen Ascomyceten, beobach-
tete deutliche Cytoplasmalokalisation die auch in M. oryzae wahrscheinlichste Lokalisa-
tion von Ntl.

Da fir die beiden zuvor besprochenen Proteine jeweils eine Kernlokalisierung vorher-
gesagt wurde, wurden zum Vergleich die beiden Proteine LIrl und Nudl ebenfalls in N.
benthamiana exprimiert. Diese beiden Proteine sollen laut Vorhersage nicht im Zellkern
lokalisieren. Im Laufe der Experimente zeigte sich allerdings eine ziemlich deutliche
Ubereinstimmung der gesehenen Verteilung innerhalb von N. benthamiana Zellen. So
sah die Lokaliesierung bei LIrl ohne Signalpeptid aus wie die cytoplasmatische dsRED
Fluoreszenz, nur dass innerhalb des Zellkerns keine griine Fluoreszenz zu sehen war.
Aus irgendeinem Grund kann dieses Protein also die Kernmembran nicht passieren. An
der GroRe des Proteins kann dies nicht liegen, da es sich weder um das kleinste noch
das groBte der untersuchten Proteine handelt. Alle anderen konnten jedoch auch inner-
halb des Zellkerns festgestellt werden, in den sie offensichtlich eindiffundierten (alle
untersuchten Proteine haben eine Masse von weniger als 20 kDa). Somit muss dieses
Verhalten mit der besonderen Struktur dieses Proteins zusammenhéngen. Da es in der
Literatur eine Vielzahl an Publikationen iber Repeats enthaltende Proteine im Zellkern
gibt, kann dies nicht auf die enthaltenen Repeats zuriickgefiihrt werden. Eine Mdglich-
keit ware, dass es durch seine dreidimensionale Struktur an der Diffusion durch die
Kernporen gehindert wird. Wird das Protein allerdings mit Signalpeptid exprimiert, so
zeigt es eine der Verteilung von Zf1 mit Signalpeptid sehr &hnliche Lokalisation. Auch
hier ist das Protein in Vesikeln innerhalb des Cytoplasmas konzentriert und scheint in
diesen transportiert zu werden. Wie bei Zf1 kann auch hier kein Anzeichen fiir einen
selbststandigen Wiedereintritt des Proteins erkannt werden. Allerdings ist es fir Lirl
aufgrund der einem Siglec-Lektin dhnlichen Struktur naheliegend, dass es als apoplasti-
sches Protein fungiert. Allerdings gilt hier wie bei Zf1, dass die Funktion und Lokalisie-
rung des Proteins weiter untersucht werden muss, um eine gesicherte Aussage treffen zu
kdnnen.

Nudl wiederum lokalisiert in N. benthamiana Epidermiszellen, egal ob mit oder ohne
Signalpeptid, gleichermallen im Cytoplasma wie im Zellkern. Da mit diesem Protein
keine weiteren Versuche wie fir Zf1 und Ntl durchgefihrt wurden, kann es nur auf-
gund der Lokalisierungsergebnisse nicht néher charakterisiert werden. Es musste wie
bei Ntl zuerst geklart werden, ob das Signalpeptid tberhaupt funktionsfahig ist. Wenn
dies der Fall ist, ware das ein Uberzeugender Hinweis, dass Nud1 ein cytoplasmatischer
Effektor sein konnte. Ist dies jedoch nicht der Fall, so handelt es sich, wie bei Nt1, um
ein Protein, welches lediglich eine Funktion innerhalb des Pathogens hat. Allerdings
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sind einige der in der oben schon erwéhnten Publikation von Bhadauria et al. (2013)
gemachte Beobachtungen interessant. So berichteten diese (ber den von ihnen unter-
suchten sekretierten CtNUDIX Effektor, dass er bei transienter Expression in Tabak ei-
ne Membranlokalisation aufwies. In einer Blastp Suche fanden Bhadauria et al., dass
dieses Protein eine sehr groe Ahnlichkeit zu Nud1 aufweisst (e-Value < 10™%). Inso-
fern ist es interessant zu sehen, dass die in dieser Arbeit gefundene Lokalisierung von
Nudl sehr deutlich von der von CtNUDIX abweicht. Fir Nudl wurden weder die
membrangebundene Lokalisation, noch ein vesikularer Transport, wie fir CtINUDIX
berichtet, festgestellt. Auch konnte fir Nud1 der berichtete Zelltod an Injektionsstellen
bei CtNUDIX nicht gesehen werden. Allerdings wurden die transformierten Zellen hier
nie langer als 5 Tage beobachtet. Wenngleich dies noch weiterer Untersuchungen be-
durfte, legt doch die sehr unterschiedliche Verteilung des Proteins in der Zelle schon
nahe, das sich die Proteine in ihrer Funktion unterscheiden. Aufgrund der mit Nt1 ge-
machten Erfahrungen mdisste fir Nudl aufgrund der Lokalisierungsergebnisse zuerst
getestet werden, ob es sich um ein sekretiertes Protein handelt, welches direkt wieder in
die Pflanzenzelle eindringt oder ob es gar nicht erst sekretiert wird. Dazu kdnnen die
gleichen Versuche wie fir Nt1 (Expression einer Sp-GFP Fusion sowie yeast signal se-
quenze trap) genutzt werden.

6.5 Putative Interaktionspartner fur Zfl

Leider konnte keiner der bislang gefundenen mdglichen Interaktionspartner bestatigt
werden. Auffallend ist, dass sehr h&ufig ein Protein mit einer Ring- Finger Doméne un-
ter den Kandidaten war. Da dieses sowohl in dem y2h mit Zf1 als Bait als auch mit Nt1
als Bait gefunden wurde, ist es wie auch die Methyl-Crotonyl-CoA Carboxylase sehr
sicher eine falsch positive Interaktion. Dies folgt daraus, dass es sehr unwahrscheinlich
ist, das so unterschiedliche Proteine wie Zf1 und Ntl die gleichen Interaktionspartner
haben, zumal Ntl1 offensichtlich nicht sekretiert wird und gar keine Reisproteine spezi-
fisch binden kann. Neben der ebenfalls von vorneherein ausgeschlossenen Peptidyl-
Prolyl-cis-trans Isomerase, welche schon in friiheren Arbeiten als falsch positive auffiel,
wurden aber vier weitere gefundene Interaktionspartner als Kandidaten fiir eine echte
Interaktion eingestuft. In dem darauf folgenden Versuch diese Interaktionen zu bestati-
gen, zeigte sich allerdings, dass alle vier Proteine die Markergene auch ohne Zutun von
Zf1 aktivierten, sie also ebenfalls keine echten Interaktionspartner, sondern falsch posi-
tive sind. Unter den insgesamt 16 sequenzierten Klonen die mit Zf1 als Bait gefischt
wurden, waren also keine Interaktionspartner gefunden worden. Da es sich bei dem fir
die cDNA-Bank verwendeten Gewebe um mit M. oryzae infizierte Reisblatter bzw.
Wurzeln (die eingesetzte RNA aus Blattern und Wurzeln stammte zu circa 70% aus
Blattern und 30% aus Wurzeln) handelte, sollten mogliche Interaktionspartner fur Zfl
im Uberfluss exprimiert werden. cDNA von Reisproteinen, welche konstitutiv expri-
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miert werden, msste, durch die stark Gberwiegende Menge an pflanzlichen Zellen in
dem eingesetzten Gewebe, reichlich vorhanden sein. Auch durch die Infektion induzier-
te cDNA von Abwehrproteinen muss in dem Gewebe hoch présent sein. Wenn Zf1 also
mit einem Reisprotein interagiert, sollte dies verhéltnismaRig einfach zu finden sein.
Dabei spielt es theoretisch keine Rolle, ob es mit einem apoplastischen oder einem cy-
toplasmatischen Protein interagiert. Allerdings muss die Interaktion in Hefe im Zellkern
stattfinden, so dass der nun wieder funktionsféahige Transkiptionsfaktor Gal 4 die Ex-
pression der Markergene aktivieren kann. Zu diesem Zweck wurde bei der Klonierung
des Baitkonstruktes Zf1 ohne das Signalpeptid kloniert. Fir die cDNA der Datenbank
gilt dies allerdings nicht; dort besitzen die mdglichen Interaktionspartner noch ihre
eventuell vorhandenen Signalpeptide. Somit ist es moglich, dass sekretierte oder memb-
ranstandige Proteine nicht als Interaktionspartner fiir Zf1 gefunden werden, da diese
nicht in den Zellkern der Hefen gelangen, sondern in Richtung Sekretion umgelenkt
werden. Dies konnte fir den Fall einer Funktion von Zf1 als apoplastischem Effektor
erklaren, warum in dem yeast two hybrid keine Interaktionspartner gefunden wurden.
Dasselbe gilt auch fur den theoretischen Fall einer Interaktion mit anderen von M. o-
ryzae sekretierten Proteinen. Hier gilt noch zusatzlich, dass in dem zur cDNA- Synthese
verwendeten Gewebe nur verhaltnismaRig wenig pilzliche Zellen vorliegen. Somit sind
auch nur geringe Mengen an cDNA des Pilzes in der cDNA- Bank vorhanden, wodurch
diese erheblich schwieriger zu finden sind. Aus diesem Grund, und da das Protein Ntl
durch in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse nicht mehr als Effektorprotein in Frage
kommt, wurde auch die Analyse weiterer moglicher Nt1 Interaktionspartner eingestellt.
Was mit diesem Ansatz tberhaupt nicht gefunden werden kann, ist eine mégliche Inter-
aktion von Zf1 mit RNA, wobei es sich aber ebenfalls um eine laut Literatur vorhande-
ne Mdglichkeit handelt. Um solch eine Interaktion zu finden, kénnten die oben schon
beschriebenen Methoden angewendet werden. Natrlich sind dies nicht die einzigen Er-
klarungen flr das negative Ergebnis. So gibt es mehrere typische Begriindungen fir ei-
nen nicht funktionierenden yeast two hybrid, wie eine nicht korrekte Faltung des Fusi-
onsproteins im Zellkern der Hefen, fur die Interaktion nicht geeignete Bedingungen im
Zellkern oder noch weitere flr die Interaktion notwendige Modifikationen oder Part-
nermolekdle, die in Hefe nicht vorkommen. Da eine hohe Anzahl von falsch positiven
Klonen relativ h&ufig vorkommt, wére es auch moglich, dass bei dem Test von weiteren
Klonen irgendwann noch eine spezifische Interaktion gefunden wirde. Dies war aller-
dings in dem zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich. Insgesamt erscheint
es durch die oben beschriebenen, systembedingten Probleme mit sekretierten Interakti-
onspartnern als sinnvoll, zuerst die Lokalisierung von Zf1 nach der Sekretion aus den
Hyphen im Wirtsgewebe weiter voranzutreiben.



Diskussion
112

6.6 Fazit und Ausblick

In den letzten Jahren wurde verstarktes Augenmerk auf die Erforschung des Einflusses
von Effektoren auf die Interaktion von symbiontischen Pilzen mit Pflanzen gelegt. Dies
hat dazu gefuhrt, dass ein groRer Fortschritt sowohl in der Anzahl bekannter Effektoren
als auch in der Erkenntnis tber ihre Funktionen gemacht wurde. Insgesamt wurde in
dieser Arbeit mit vier Genen, welche fur mutmaRliche Effektorproteine kodieren, gear-
beitet. Sie waren innerhalb eines Microarray- Experiments zum Vergleich von Blatt und
Wourzelinfektion als wéhrend der Wurzelinfektion verstarkt exprimiert gefunden wor-
den.

Zusammenfassend konnte fir Zf1l gezeigt werden, dass es wahrend der Infektion so-
wohl von Blattern als auch in noch starkerem MaRe in Wurzeln stark exprimiert wird,
nicht jedoch bei vegetativem Wachstum oder in Sporen. Es handelt sich um ein sekre-
tiertes Protein, welches allerdings nicht in der Lage, ist selbststandig wieder in Pflan-
zenzellen einzudringen, eine Fahigkeit, die schon fiir einige Effektoren gezeigt wurde.
Ein Knockout des Proteins hat keinen erkennbaren Einfluss auf Infektionen von Reis-
blattern und Wurzeln, sowie auf die Appressorienbildung gezeigt. Eine durch in silico
Untersuchungen vermutete Kernlokalisierung des Proteins liegt nicht vor. Damit kann
die anfangs erhoffte Funktion als ein von dem Pilz sekretierter Transkriptionsfaktor zur
Beeinflussung der Genexpression des Wirtes nicht bestatigt werden, eine Effektortétig-
keit allgemein ist jedoch wahrscheinlich. Uber die genaue Funktion des Proteins nach
der Sekretion durch das Pathogen bzw. seine Angriffspunkte konnen allerdings nur
Vermutungen angestellt werden. Anhand der gefundenen Proteindomanen handelt es
sich um ein Protein, dass vermutlich andere Proteine, eventuell Caspase-ahnliche Prote-
ine der Hypersensitiv Response, moglicherweise aber auch RNA bindet. Ob es sich da-
bei um ein apoplastisch wirkendes Protein oder ein ins Cytoplasma der Pflanzenzelle
eingeschleustes Protein handelt, konnte allerdings nicht endgultig geklart werden. In
einem zum Finden von Interaktionspartnern durchgefuhrten yeast two hybrid konnten
leider nur falsch positive Interaktionspartner gefischt werden, weshalb die genaue Funk-
tion des Proteins in weiteren Untersuchungen festgestellt werden muss.

Fur Ntl1 kann eine Effektorfunktion des Proteins jedoch durch die Ergebnisse dieser Ar-
beit ausgeschlossen werden. Ein Ausschalten dieses Proteins hat ebenfalls keinerlei er-
kennbare Konsequenz auf die Virulenz von M. oryzae. Eine Sekretion des Proteins er-
scheint durch die erhaltenen Ergebnisse ausgeschlossen, wodurch es sich bei diesem
Protein lediglich um ein spezifisch wéhrend der Wurzelinfektion exprimiertes cyto-
plasmatisches Protein in M. oryzae handelt.

Da fir LIrl durch seine infektionsspezifische Expression, die Sekretion und die gefun-
dene Domanenstruktur wahrscheinlich ist, dass es eine Effektorfunktion hat, wére es
sehr interessant zu sehen, ob ein Auschalten dieses Proteins einen Phanotyp im Verlauf
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der Infektion hat. Mogliche Alternativstrategien zu den in dieser Arbeit angewendeten
wurden zuvor beschrieben. Auch eine Suche nach Interaktionspartnern erscheint viel-
versprechend. Flr Nudl sollte als erstes festgestellt werden, ob es sich dabei wirklich
um ein sekretiertes Protein handelt, bevor es eventuell weiter untersucht wird.
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