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1. Zusammenfassung

Alternaria alternata ist ein filamentdéser Schimmelpilz, welcher auf Grund seiner
Melanineinlagerungen in der Zelle zu den Schwaérzepilzen gezahlt wird. Der Pilz ist
ubiquitar verbreitet; er lebt saprophytisch oder pflanzenparasitisch. A. alternata ist in
der Lage, mehr als 60 verschiedene Sekundarmetabolite zu bilden, worunter neben
Pigmenten wie Melanin auch mehr als 30 bereits bekannte Mykotoxine fallen. Als
prominenteste Vertreter sind hier Alternariol, Alternariolmonomethylether, Altenuen
und die Altertoxine zu nennen. Polyketidsynthasen sind die zentralen Enzyme zur
Bildung der Sekundarmetabolite. Sie besitzen ein minimales Set an konservierten
Doméanen und oftmals weitere zusatzliche Doméanen, um die Endprodukte zu
synthetisieren. Weitere fir die Bildung des Metaboliten nétige Gene sind zusammen
mit der Polyketidsynthase in einem sogenannten Gencluster lokalisiert.

In dieser Arbeit wurde das Gencluster um die Polyketidsynthase PksB genauer
untersucht. Es wurde ein Reporterassay durchgefuhrt, um den Regulator des
Clusters zu identifizieren und um die anderen zum Cluster gehérenden Gene zu
bestimmen. AuBerdem wurde durch Gene-silencing von pksB und Uberexpression
des Transkriptionsfaktors ein Metabolit gefunden, welcher durch pksB reguliert
scheint. Die Analyse des Metabolits dauert noch an. Es konnte zudem gezeigt
werden, dass die globalen Regulatoren VeA und LaeA eine wichtige Rolle in der
Regulation der Sekundarmetabolitgene in A. alternata spielt. In der Disruption von
VeA sowie einer Herunterregulierung von LaeA konnte eine niedrigere Expression
der Polyketidsynthasen im Vergleich zum Wildtyp gemessen werden. Auch das
Sekundarmetabolitspekirum zeigt gravierende Unterschiede zu dem des Wildtyps.
Zusétzlich zum pksB-Cluster wurde auch das pksD-Cluster naher beleuchtet. Auch
hier konnte der Transkriptionsfaktor des Clusters identifiziert werden. Des Weiteren
konnten hier ebenfalls Gene bestimmt werden, welche zum Cluster gehéren. Die
Uberexpression von pksD fiihrt zu melanindefizienten Mutanten.

In einem weiteren Versuchsansatz konnten erste Hinweise erbracht werden, dass
FphA, ein Rotlichtrezeptor, und LreA, ein Blaulichtrezeptor, als Regulatoren auf
epigenetischer Ebene wirken, die die Chromatinstruktur und somit auch die
Sekundarmetabolitexpression verandern. Auch die Rolle von Licht als auBeren
Faktor und seine Wirkung auf die Sekundarmetabolite wurde in diesem
Zusammenhang néher beleuchtet. Ist eine Polyketidsynthase lichtreguliert, trifft dies

auch auf das ganze umliegende Cluster zu.



2. Einleitung

2.1 Die Gattung Alternaria

2.1.1 Die Einordnung von Alternaria in das Reich der Pilze

Die weltweit verbreitete Gattung Alternaria gehért den Schimmelpilzen an. Als
Schimmelpilze bezeichnet man eine systematisch heterogene Gruppe filamentdser
Pilze, die man in drei Abteilungen gliedern kann: Basidiomyceten, Ascomyceten und
Zygomyceten (Roth u. a., 1990). Eine weitere Unterteilung ist die Gruppe der
Deuteromyceten, oder auch Fungi imperfecti (lateinisch fungus: Pilz, imperfectus:
unvollkommen, unvollstdndig) genannt; diese Gruppe zeichnet aus, dass sie sich
ausschlieBlich asexuell vermehrt, ein sexueller Zyklus ist bei allen Vertretern nicht
bekannt (Petrini, 2002). Friher wurde die Gattung Alternaria auf Grund des
fehlenden sexuellen Zyklus bei den Fungi imperfecti eingeordnet. Die Gattung
Alternaria geht auf Christian Gottfried Nees von Esenbeck zuriick, der diese im Jahr
1817 einfilhrte. Altere Quellen unterscheiden 44 Arten innerhalb der Gattung
Alternaria (Rotem, 1994). Auf Grund der vielen Pathotypen ist eine Klassifizierung
jedoch kompliziert. Die hohe morphologische Variabilitdt dieser Art macht eine
eindeutige Gliederung schwierig. Daher variiert die Zahl der Alternaria-Arten
erheblich, je nachdem ob ein Pathotyp als eigene Spezies bezeichnet oder bei einer
bereits beschriebenen Art eingegliedert wird. Aktuellere Schatzungen gehen von bis
zu mehreren hundert Arten innerhalb der Gattung Alternaria aus. Obwohl bisher bei
keinem Vertreter ein sexueller Zyklus beobachtet wurde, wird Alternaria nach NCBI
(National Center for Biotechnology Information) zur Abteilung der Ascomyceten,
Subphylum Pezizomycotina, Klasse Dothideomyceten, Ordnung Pleosporales,
Familie Pleosporaceae zugeordnet. Des Weiteren weist man sie der Gruppe der
sogenannten ,Schwarzepilze® zu, da sie in ihren Hyphen und vor allem in den
Sporen den Pigmentfarbstoff Melanin einlagern, welcher eine dunkelbraune bis
schwarzliche Farbung der Pilze hervorruft (Carzaniga et al., 2002).



2.1.2 Phanotypische Besonderheiten von A. alternata

Die Abbildung 1 zeigt die ph&notypischen Besonderheiten von A. alternata auf
makroskopischer und mikroskopischer Ebene. Durch die Einlagerung von Melanin in
die Hyphen, aber vor allem in die Sporen, erscheint der Pilz nach einigen Tagen
Inkubation dunkelbraun bis schwarz (siehe Abb. 1 (A)). Jungere Kolonien erscheinen
eher braunlich-griin. Auch auf mikroskopischer Ebene gibt es einige Besonderheiten,
die charakteristisch fir die Gattung Alternaria sind (siehe Abb. 1).

(A)

(B)

Abbildung 1: Phdnotyp von A. alternata. (A) A. alternata Wildtyp auf Platte. Die Kolonie wurde auf
mCDB-Medium gepickt und fir 4 Tage bei 28°C inkubiert. (B) Mikroskopische Besonderheiten von A.
alternata. 1: Spore. Die Sporen sind stark melanisiert und besitzen mehrere Kompartimente. Durch
mitotische Teilungen wird die Spore mehrkernig. Il: Auskeimende Spore. Die Sporen kénnen an
mehreren Stellen gleichzeitig auskeimen. lll: Weiter ausgekeimte Spore. Direkt nach der Auskeimung
kénnen die Hyphen sich verzweigen. IV: Alteres Stadium einer ausgekeimten Spore. V: Hyphen. Die
Hyphen kénnen dick und stark septiert sein oder eher schlank und gerade in der Nahe der Spitze. VI:
Altere Hyphen sind oft stark verzweigt. VII: Septe: Die Septen sind deutlich zu erkennen.



Im Laufe der Entwicklung bilden sie pigmentierte Konidiosporen zur Fortpflanzung
und Uberdauerung aus. Diese sind zundchst einkernig, machen jedoch mehrere
mitotische Teilungen durch, wodurch die Sporen mehrkernig werden, was eher
untypisch fir Pilzsporen ist. Die reifen Sporen sind mehrfach longitudinal und
transversal, manchmal auch schrag, septiert, was ihnen ein sehr charakteristisches
Aussehen verleiht (siehe Abb. 1 (B) I) (Kick et al, 2009). Sie sitzen einer
dickwandigen, kurzen und unverzweigten, aus einer Hyphe differenzierten,
Konidiophore auf, welche aus einer porenférmigen Offnung der Zellwand entwachst.
Nach einer gewissen Zeit keimen die Sporen aus (siehe Abb. 1 (B) Il + IIl). Dies kann
an einer Stelle der Spore passieren oder auch an mehreren Stellen gleichzeitig oder
nacheinander. Die Wachstumsgeschwindigkeit der Keimschlduche kann dabei bis zu
20 um pro Stunde betragen (Sand, 2011), ist allerdings in der Regel langsamer. Es
bildet sich ein dichtes Hyphengeflecht; die Hyphen bilden nach etwa eineinhalb
Tagen neue Konidiophore aus. In alteren Hyphen ist oftmals eine ausgepragte
Septierung zu beobachten (siehe Abb. 1 (B) 1V), die Septen sind deutlich zu
erkennen (siehe Abb. 1 (B) VII). Die Abbildung 1(B) V zeigt links eine etwas altere
Hyphe, welche eine deutliche Septierung aufweist, im Vergleich zu einer
Hyphenspitze, bei der man keine Einschnirung erkennen kann. Das oftmals stark
verzweigte Wachstum kann man in Abbildung 1 (B) VI erkennen.

Die bereits erwahnten Melanineinlagerungen sind vor allem in den Sporen gut zu
erkennen. Es wird vermutet, dass diese vor allem dem Schutz vor UV-Strahlung
dienen (Roth, 1990). Tatsachlich ist es A. alternata mdglich, UV-Bestrahlung besser

zu bewaltigen als manch anderen Pilzarten (siehe Abb. 2).
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Abbildung 2: Uberlebensrate von A. alternata nach UV-Bestrahlung. Die Uberlebensrate nimmt
mit Starke der UV-Bestrahlung kontinuierlich ab, dennoch tberstehen Uber 60% der Sporen eine UV-

Bestrahlung von 100 mJ.



Das Diagramm in Abbildung 2 zeigt, dass die Uberlebensrate von Alternaria-Sporen
sogar bei einer UV-Bestrahlung von 100 mJ noch bei UOber 60% liegt. Die
Uberlebensrate nimmt mit Héhe der Bestrahlung kontinuierlich, aber nur sehr
langsam, ab. Um diesen Wert besser vergleichen zu kénnen, wurden Werte aus A.
nidulans herangezogen. Um eine 20%ige Uberlebensrate zu erreichen, wird A.
nidulans nur mit Intensitaten von 5 mJ — 25 mJ bestrahlt. Dies zeigt den schitzenden
Effekt des Melanins in den Sporen von A. alternata; das Melanin bringt dem Pilz
einen Selektionsvorteil gegenlber anderen Organismen ein.

Was morphologisch ebenfalls auffallig ist, ist die Verteilung der Kerne in den A.

alternata Hyphen (siehe Abb. 3).
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Abbildung 3: Kernverteilung in A. alternata. I: Spore mit etwa 30 pm langem Keimschlauch. Hier
sind 2 Kerne zu erkennen. Die Spore selbst ist zu dick, um einzelne Kerne erkennen zu kénnen. Il
Junge Hyphe. Die Kerne sind in regelmaBigen Abstinden verteilt. lll: Alteres Myzel mit vielen
Verzweigungen. Hier scheinen die Kerne ungeordnet und geballt auf einem kleinen Abschnitt

vorzukommen.



Diese sind in jungen Hyphen gleichmaBig verteilt und scheinen in regelméaBigen
Abstéanden vorzukommen (siehe Abb. 3 I, Il). In alteren Hyphen jedoch, welche oft
starker verzweigt sind, kommen viele Kerne akkumuliert vor. Auch scheinen sie dann
nicht mehr richtig verteilt zu sein, sondern sammeln sich an einem Ort ohne
erkennbare Ordnung (siehe Abb. 3 Ill).

2.1.3 Vorkommen von Alternaria in der Umwelt

Die Verbreitung der Alternaria-Arten ist ubiquitar; sie haben es geschafft, ein sehr
breites Spektrum an Substraten zu besiedeln. Als Saprophyt nutzen sie organisches
Substrat. Es wurden beispielsweise Arten auf Mehl, Brot, Eiern, Leder, Kase,
Zellulose, Textilien z.B. Leinenstoffe, Tapeten, Abwasser und Wespennestern
nachgewiesen. Vor allem der Befall von Kulturpflanzen wie Getreidesorten, Gemiise
und Frichte ist fir die Wirtschaft von groBer Bedeutung. Der urspringlich bei uns im
Labor genutzte Wildtypstamm DSM12633 (DSMZ, Braunschweig) beispielsweise ist
ein Isolat aus Putz; wohingegen der zweite genutzte Wildtypstamm ATCC66981
(Virginia Bioinform. Inst., Blacksburg; Lawrence Lab) aus der Erdnuss (Arachis
hypogaea) in Indien isoliert wurde. Hauptsachlich sind die saprophytischen Arten
jedoch im Boden in Sumpfgebieten, Waldern und Garten verbreitet.

Neben den Saprophyten gibt es auch parasitisch lebende Arten oder
opportunistische Pathogene; auch Ubergénge beider Formen sind méglich (Roth u.
a., 1990). Der Pathotyp bestimmt hier, welcher Organismus oder welches Substrat
befallen wird. Viele der phytopathogenen Arten wie A. solani, A. brassicicola und A.
dauci treten weltweit auf (Rotem, 1994). Allerdings ist die Art A. alternata die am
weitesten verbreitete der Alternaria-Arten und somit auch eine der bedeutendsten.
Ein Faktor, warum Alternaria weltweit so erfolgreich ist, ist seine Fahigkeit, auch bei
kalten Temperaturen noch zu wachsen. Das Wachstumsoptimum liegt bei diesem
Pilz zwar bei 20°C — 28°C, allerdings ist es Alternaria auch mdglich, noch bei einer
Temperatur von bis zu -2°C und bis zu 32°C zu wachsen (Hermersdérfer, 1987).
Dieses breite Spektrum vor allem in sehr niedrige Temperaturbereiche erlaubt es
dem Pilz, sogar im Kihlschrank aufbewahrte Lebensmittel zu verderben (Reiss,
1981).



2.2 Sekundarmetabolismus

Als Primarstoffwechsel wird der lebenserhaltende Stoffwechsel jedes Organismus
bezeichnet, also die Bildung essenzieller Bestandteile des Stoffhaushaltes
(Kohlenhydrate, Fette und EiweiBe). Hierbei nimmt die Biomasse des Organismus
zu, bis schlieBlich eine stationare Phase erreicht wird. Hauptsachlich ab diesem
Zeitpunkt beginnt die Produktion von Sekundarmetaboliten. Es handelt sich hierbei
um Stoffe, die fir das Uberleben und Wachstum nicht zwingend notwendig sind
(Czapek, 1925).

2.2.1 Der Sekundarmetabolismus wird von auBeren Faktoren beeinflusst

Es liegt keine allgemein gliltige Theorie Uber die Vorteile des Sekundarmetabolismus
far Pilze vor; allerdings gibt es einige Interpretationsansatze wie der FraBschutz, die
Hemmung von Konkurrenten, Schutz vor &uBeren Einflissen, aber auch
Entgiftungsreaktionen im Stoffwechsel; dies alles flhrt zu Selektionsvorteilen
gegenlber den Konkurrenten. Sekundare Metabolite kdnnen unter anderem
Pigmente, Antibiotika oder Mykotoxine sein. Es handelt sich somit einerseits um
Stoffe, die der Mensch sich zu Nutzen machen und davon profitieren kann,
andererseits kbnnen sie dem Menschen auch schaden.

Zu den Pigmenten zahlt das weit verbreitete Melanin. Wie bereits erwahnt, geht man
bei Alternaria davon aus, dass das Melanin als Schutz gegen UV-Licht gebildet wird.
Fir manche Organismen ist dieses Pigment jedoch sogar fiir das Wachstum
unerlasslich. Die Schwarzhefe Hortaea werneckii schitzt sich mit Melanin in der
Zellwand vor dem hypersalinen Extremhabitat, in dem sie lebt (Kejzar et al., 2013).
Auch flUr Rosellinia necatrix wurde eine Rolle des Melanins fir die Bildung von
Pseudosclerotien gefunden (Shimizu et al., 2014). Ein Beispiel fur eine
Polyketidsynthase (PKS), die fir Pigmente zustandig ist, ist die pks4 aus
Trichoderma reesei, deren Deletion in einem Verlust des griinen Konidienpigments
resultiert. Zudem war dies der erste Befund, dass eine pigmentproduzierende PKS
an der Verteidigung, mechanischer Stabilitdt der Zelle und Stressresistenz eines
Pilzes beteiligt ist (Atanasova et al., 2013).

Als Mykotoxine werden sekundare Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen
definiert, die auf Menschen, Tiere und Pflanzen akut oder chronisch toxisch
einwirken (Cast, 2003). Es sind tber 400 Mykotoxine bekannt, welche von etwa 350
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Schimmelpilzgattungen gebildet werden (Bréase et al., 2008). Manche Stoffe werden
speziell nur bei einer bestimmten Art oder Gattung beobachtet, welche dadurch eine
besondere Nische besetzen kann. Andere Metabolite werden artlbergreifend
gebildet.

Interspecies
communication

Nitrogen source Ambient pH Redox status

Carbon source

Iron starvation

SAGA-ADA

complex

Secondary metabolism cluster

Abbildung 4: Die Regulation der Sekundarmetabolitgencluster durch duBere Einfliisse. Viele
auBere Einflisse wie beispielsweise das Licht, die Kohlenstoffquelle, die Interaktion mit anderen
Organismen innerhalb desselben Habitats, der pH-Wert und die Stickstoffquelle werden von der Zelle
durch Rezeptoren wahrgenommen. Eine Anderung in den Umweltparametern filhrt zu einer Anderung
in der Signalkaskase innerhalb der Zelle, was letztich zu einer Regulation der
Sekundarmetabolitgencluster fihrt (Brakhage, 2013).

Die Biosynthese der Sekundarmetabolite héangt von vielen auBeren Faktoren ab
(Calvo et al., 2002, Brakhage et al., 2009, Bruns et al., 2010, Vodisch et al., 2011,
Yin & Keller, 2011), wie beispielsweise der Temperatur (Oviedo et al., 2011), dem
pH-Wert des umgebenden Habitats, der Wasseraktivitat (Oviedo et al., 2011), dem
CO,-Partialdruck, der Nahrstoffquelle und den Lichtbedingungen, denen der Pilz
ausgesetzt ist. Des Weiteren kdnnen auch Konkurrenten im gleichen Habitat die
Sekundarmetabolitproduktion verdndern (Schroeckh et al., 2009, Nitzmann et al.,
2011). Diese Umweltparameter kdnnen nicht nur die Expression der Cluster
verandern, sie kbnnen sogar ganzlich fir die Aktivierung eines schlafenden Clusters
oder die Herunterregulierung eines sonst aktiven Clusters verantwortlich sein. Die
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Umweltstimuli werden hierbei mittels Singalkaskaden zum Nukleus weitergeleitet.
Eine wichtige Rolle hierbei spielen die globalen Regulatoren CreA
(Kohlenstoffmetabolismus), AreA (Stickstoffmetabolismus), PacC (pH-Sensor)
(Tilburn et al., 1995) oder auch LaeA (Yu & Keller, 2005). Einen umfassenden
Uberblick Gber die duBeren Faktoren und die interzellularen Regulationswege gibt
die Abbildung 4 (Brakhage, 2013).

2.2.2 Sekundarmetabolismus in Alternaria

Es wird vermutet, dass die Gattung Alternaria fahig ist, mehr als 60
Sekundarmetabolite zu bilden. Bis heute sind die Strukturformeln von etwa 30
Alternaria-Toxinen beschrieben, es wird jedoch eine noch hdéhere Anzahl an
Mykotoxinen vermutet. Einige davon sind wirtsspezifisch und kommen nur in dem
entsprechenden Pathotyp vor; andere sind nicht spezifisch und werden in mehreren
oder allen Arten gefunden. Die wichtigsten von Alternaria gebildeten Mykotoxine sind
unter anderem Alternariol (AOH), Alternariolmonomethylether (AME), Altenuen
(ALT), Tenuazonséaure (TA) (Davis et al., 1977) und die Altertoxine (ATX I-1ll). Bei
Alternariol und seinem Derivat, Alternariolmonomethylether, handelt es sich um
farblose kristalline Substanzen mit einem Schmelzpunkt von 350°C bzw. 267°C.
Altenuen hingegen bildet farblose Nadeln aus; der Schmelzpunkt liegt hier bei 190-
191°C. In Abbildung 5 (A) sind die Strukturformeln der wichtigsten von Alternaria
gebildeten Mykotoxine dargestellt. Einige der Mykotoxine fluoreszieren unter UV-
Licht. Dies ermdglicht es, die Toxine mit Hilfe einer DUnnschichtchromatographie
aufzutrennen und dann qualitativ zu bestimmen. Die Abbildung 5 (B) zeigt ein
typisches Wildtyp-Bandenmuster. Bei der obersten grinen Bande handelt es sich um
Altenuen, darunter lauft Alternariolmonomethylether und Alternariol, beide zeigen
eine blaue Fluoreszenz. Knapp darunter sind die Altertoxine zu sehen, sie
fluoreszieren gelb (Wittkowski, 1984).
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(B)

Altenuen

AME

~ AOH
ATX

Abbildung 5: Die prominentesten Vertreter der A. alternata Mykotoxine. (A) Chemische
Strukturformeln der Haupt-Mykotoxine in A. alternata. Alternariol (AOH), Alternariolmonomethylether
(AME) und Altenuen (ALT) gehdren der Dibenzo-a-Pyrone an, die Altertoxine (ALT-1 und ALT-Il) den
Perylenchinonen und die Tenuazonsaure ist ein Tetramersaure-Derivat. (B)
Dannschichtchromatographie des A. alternata Wildtypstamms. Das charakteristische Fluoreszieren
einiger der Metabolite unter UV-Licht erlaubt es, diese mit Hilfe einer Dunnschichtchromatographie
aufzutrennen und sichtbar zu machen. Die oberste griine Bande ist die des Altenuens, darunter l1auft

Alternariolmonomethylether, dann Alternariol und in gelb fluoreszieren die Altertoxine.

2.3 Pflanzen- und Humanpathogenitat

2.3.1 Pflanzenpathogenitat

Die groBe Vielfalt an Mykotoxinen erlaubt es Alternaria-Arten, viele verschiedene
Pflanzen zu besiedeln. Meist leben sie parasitisch auf landwirtschaftlichen
Nutzpflanzen wie Weizen, Hirse, Roggen, diversen Nissen (z.B. Walnissen (Hong
et al., 2006)), Sonnenblumen- und Rapskernen. Auch verschiedene Gemise- und
Frichtearten wie z.B. Kartoffeln (Haware, 1971), Tomaten (Andersen & Frisvad,
2004), Karotten (Solfrizzo et al., 2005), Kohl, Oliven (Visconti et al., 1986), Melonen,
Apfel, Zitrusfriichte wie Mandarinen, Orangen und Limonen sowie Birnen (Tian et al.,
2006) sind betroffen. Jedes Jahr kommt es dadurch zu erheblichen Ernteausféllen
von bis zu 80%, auch weil der Befall nicht nur direkt auf dem Feld, sondern auch
nach der Ernte bei der Lagerung auftreten kann. Alternaria kann also erheblichen
wirtschaftlichen Schaden verursachen.
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Es treten sehr vielfaltige Krankheiten auf wie z.B. die von A. dauci bedingte
Moéhrenschwérze oder die Braunfaule an Tomaten, verursacht durch A. solani. A.
mali befallt Apfel und Birnen und filhrt zur sogenannten Weichfiule. Die Sporen
werden hierbei oftmals durch Wind oder Spritzwasser verbreitet. Sie Uberdauern
meist noch als Spore oder bereits in Myzelform in absterbenden Pflanzenteilen oder
an Samen. Freie Feuchtigkeit wie Niederschlag, Tau oder erhéhte Bodenfeuchtigkeit
begtinstigen die Keimung der Sporen. Es kdnnen alle Teile der Pflanze befallen sein,
wie z. B. die Blatter, Wurzeln, Knollen, Stangel und Frichte. Die Abbildung 6 zeigt
ein paar Krankheitsbilder, wie sie die verschiedenen Alternaria-Arten hervorrufen

kdnnen.

Abbildung 6: Durch Alternaria-Arten hervorgerufene Krankheiten. (A) Durch A. alternata oder A.
solani hervorgerufene Ddrrfleckenkrankheit an den Bléttern einer Kartoffelpflanze (www.
Landundforst.agrarheute.com). (B) Die Tomatenpflanze ist ebenfalls mit der Dirrfleckenkrankheit
infiziert, ausgeldst durch A. solani (www.blumen-klefer.de). (C) Hierbei handelt es sich um einen von

der Weichfaule befallenen Apfel. Ausléser ist in diesem Fall A. mali (www.laumburg.it).

2.3.2 Humanpathogenitat

Vermutlich noch wichtiger als die Pflanzenpathogenitat ist flr uns die Tatsache, dass
es auch humanpathogene Vertreter unter den Alternaria-Arten gibt. Vor allem bei
bereits geschwédchten und vorbelasteten Personen agieren die Pilze gerne
opportunistisch. Man bringt sie in Zusammenhang mit Infektionen der Cornea, der
Mund- und Nebenhdhlen, des respiratorischen Trakts, der Nagel und der Haut. Auch
wurden einige Mykotoxine mit der Entstehung von Speiseréhrenkrebs in Verbindung
gebracht. In den 80er Jahren traten in Nord-China erhéhte Raten von
Speiseréhrenkrebs auf, welche mit einem erhéhten Befall von Getreide mit Alternaria
korrelierte. Hier lag héchstwahrscheinlich die Ursache der vermehrten Krankheitsfalle

(Dong et al., 1987, Liu et al., 1991, Liu et al., 1992).
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Fehr et al. zeigten 2009, dass AOH und AME als Topoisomerase |I-Gifte wirken,
indem sie mit dem Enzym interagieren und die kovalente Bindung an die DNA
stabilisieren. Somit kann es vermehrt zu Doppelstrangbriichen der DNA kommen
(Fehr et al, 2009). Des Weiteren wurden den Mykotoxinen mutagene
(erbgutveréandernde),  genotoxische, fetotoxische und auch teratogene
(fruchtschadigende) Effekte bestétigt (Pero et al.,, 1973). Auch kdnnen Allergien (als
Hauptausldser wird hier A. alternata genannt), Hautinfektionen, Asthmaanfalle
(Asthma bronchiale) (Micke und Lemmen, 2004) oder Alternariosen, eine Infektion
oder Besiedlung bereits erkrankter Haut durch Alternaria, auftreten.

Anders als beispielsweise das Deoxynivalenol, Ochratoxin A, Fumonisin oder die
Aflatoxine existiert flr die Alternaria-Toxine keine EG-Verordnung, welche die
Hochstgehalte an Kontaminationen in Lebensmitteln definiert. Die Datenlage ist nicht
ausreichend um eine Risikoabschatzung fir den Verbraucher vorzunehmen; weitere
Untersuchungen sind erst notwendig um die Toxine und ihre Risiken naher zu

charakterisieren.

2.4 Die Polyketidbiosynthese findet mittels Polyketidsynthasen statt

2.4.1 Polyketide

Viele der Sekundarmetabolite, die von Pilzen gebildet werden, gehéren den
sogenannten Polyketiden an. Es handelt sich hierbei um eine heterogene Gruppe
von Naturstoffen mit hoher struktureller Vielfaltigkeit. Viele pharmakologische Stoffe
wie Lovastatin oder auch das Antibiotikum Tetracyclin gehéren in diese Gruppe.
Einige der von A. alternata gebildeten Mykotoxine wie Alternariol sowie das zu den
Melaninen geh6érende DHN-Melanin werden ebenfalls dieser Gruppe zugeordnet.
Trotz einer sehr groBen Vielfalt an Endprodukten beginnt die Biosynthese immer mit
dem gleichen ersten Schritt. Ahnlich der Fettsdurebiosynthese reagiert ein Acetyl-
Coenzym A mittels Claisen-Kondensation mit mehreren Einheiten Malonyl-CoA. Die
zentralen Enzyme dieser Reaktion sind die Polyketidsynthasen, welche die
Polymerisierung der Molekiile Gbernehmen.

Die Biosynthese von Alternariol, Alternariolmonomethylether, Altenuen und Altenusin
erfolgt ebenfalls auf diesem Weg. In diesem speziellen Fall beginnt die Biosynthese
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ebenfalls mit einem Startermolekil Acetyl-Coenzym A, welches mit sechs Malonyl-
CoA Einheiten reagiert. Aus einem Zwischenprodukt, einer Poly-B-Ketoverbindung,
entsteht durch intramolekulare Zyklisierung das Diphenylderivat AOH. AOH reagiert
dann nochmals weiter zu AME, welches selbst Vorstufe mehrerer Metabolite ist. Die
Abbildung 7 zeigt die einzelnen Reaktionen und Zwischenstufen bei der
Alternariolsynthese und hebt die hohe Vernetzung in der Biosynthese der Metabolite,

wie sie bei den Polyketiden oft typisch ist, hervor.

co,

0 + 0 » o}
H C/Lksco;\ HOOCVKSCDA 2 H CJ\SCOA
2 ADP+P, ATP - 3
Acetyl-CoA Malonyl-CoA N Acetyl-CoA

co,
> H-SCoA

Poly-f—Keto-Verbindung

0 OH O OH
0 SAM 0
H,0 O OH ‘ OCH,
HO CH, HO CH,
AOH AME

Dehydroaltenusin Altenusin

Abbildung 7: Stoffwechselweg zur Biosynthese der Polyketide AOH, AME, Altenusin und ALT.
Durch Claisen-Kondensation von Acetyl-CoA und Malonyl-CoA entsteht eine Poly-B-Ketoverbindung.
Eine Abspaltung von H,O fihrt zur Bildung von AOH; eine weitere Reaktion resultiert in der AME-
Biosynthese. Im weiteren Verlauf werden Altenusin und ALT gebildet (Wittkowski, 1984).
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2.4.2 Polyketidsynthasen

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei den zentralen Enzymen fir die Produktion
der Sekundarmetabolite um die Polyketidsynthasen. Diese groBen multifunktionellen
Enzymkomplexe von meist Uber 2000 Aminosduren weisen eine &hnliche Struktur
auf wie Fettsduresynthasen; es gibt einen gemeinsamen evolutionaren Ursprung
(Schimann & Hertweck, 2006). 1992 wurde sogar nachgewiesen, dass der
Fettsduresyntheseinhibitor Cerulenin die Polyketidsynthese in A. alternata hemmen
kann, was die Ahnlichkeit der Biosynthesewege hervorhebt (Hiltunen & Soderhall,
1992).

Es existieren insgesamt drei verschiedene Typen von Polyketidsynthasen. Die Typ |
Polyketidsynthasen sind lange, hochmodulare Proteine, Typ Il Polyketidsynthasen
sind multiple Proteine, bei denen jedes eine eigene monofunktionale Aktivitat besitzt.
Bei den Typ lll Polyketidsynthasen handelt es sich um einzelne Proteine mit
multiplen Modulen (siehe Abb. 8). Ein Beispiel fur eine Typ Il Polyketidsynthase ist
CysB aus A. oryzae, welche den Metaboliten Csypyron B1 bildet (Yang et al., 2014).
Allerdings ist eine Typ Il Polyketidsynthase bei Pilzen eher selten; hier kommt
hauptsachlich der Typ | wvor, welcher sich nochmal in multi-modulare
Polyketidsynthasen und iterative Polyketidsynthasen unterteilen Iasst. Beiden ist
jedoch gemein, dass sie ein minimales Set an stark konservierten Domanen
besitzen, darunter eine Ketoacylsynthase (KS) fiar die Kondensation der
Erweiterungseinheit mit einem Acyl-Thioeser, eine Acyltransferase (AT) fur den
Transfer und Auswahl der Erweiterungseinheit und ein Acyl-Carrier-Protein flr das
Beladen der Erweiterungseinheit (Nicholson et al., 2001).

Zusétzliche Doméanen kénnen durchaus vorkommen; diese sind dann an der
weiteren Modifikation des Polyketids beteiligt wie z.B. eine Enyolreduktasedoméne
(ER), eine Ketoreduktasedomane (KR), eine Methyltransferase (MT) oder eine
Dehydratase (DH). Je nach synthetisiertem Endprodukt werden die
Polyketidsynthasen auch in nicht-reduzierende, bzw. aromatische, teilweise
reduzierende oder stark reduzierende Polyketidsynthasen unterteilt. Post-PKS-
Reaktionen wie Alkylierungen, Acylierungen oder Oxygenierungen flhren zusatzlich
zu einer noch hdheren strukturellen Vielfalt der Endprodukte.
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(A) Multi-modular Type I Polyketide Synthase (mPKS)

Iterative Type I Polyketide Synthase (iPKS)
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Abbildung 8: Gliederung verschiedener Polyketidsynthasen. (A) Es gibt drei Polyketidsynthasen-
Typen. Die Typ | Polyketidsynthasen unterteilen sich nochmals in multi-modulare und in iterative
Polyketidsynthasen (Fujii, 2009). (B) Die Unterteilung der Polyketidsynthasen anhand ihrer Domé&nen
und den daraus resultierenden Endprodukten. Die drei charakteristischen Doméanen KS, AT und ACP
sind in jedem der Proteine vorhanden. Anhand der zuséatzlichen Domanen wie Ketoreduktase (KR),
Enoylreduktase (ER) oder DH (Dehydratase) kann der Reduktionsgrad der Polyketidsynthase
bestimmt werden; so werden die Proteine in nicht-reduzierend (NR), teilweise reduzierend (PR) und
stark reduzierend (HR) eingeteilt (Schiimann, 2006).

Es gibt jedoch seit kurzem auch Hinweise darauf, dass Polyketidsynthasen nicht
ausschlieBlich an der Produktion von Sekundarmetaboliten beteiligt sind. In Sordaria
macrospora konnte gezeigt werden, dass die Pks4 essenziell fir die sexuelle
Entwicklung ist und die Fruchtkérpermorphologie reguliert (Schindler & Nowrousian,
2014). Dies deutet an, dass die Funktion der Polyketidsynthasen viel komplexer ist
als bisher angenommen.
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Zusétzlich zu den  Polyketidsynthasen kommen die  Nichtribosomalen
Peptidsynthasen (NRPS) vor. Sie beinhalten drei typische Doméanen: eine
Adenylierungsdoméane fir die Aminosaurenaktivierung, eine Peptidyl-Carrier-
Domaéne zur Bindung des Kofaktors 4’-Phosphopanthetheine (4'PP), an die die
aktivierte Aminosaure kovalent gebunden ist und eine Kondensationsdomane,
welche Peptidverbindungen katalysiert (Brakhage, 2013). Die Abbildung 9 zeigt die
Biosynthese von Metaboliten mittels einer Polyketidsynthase bzw. einer
Nichtribosomalen Peptidsynthase.

o "
[8] NH; + ATP NH

R + Amino acid U:K
HO »—NH,

O Minimal R O Minimal
O Optional OOptional

| |

Polyketide Non-ribosomal peptide

Abbildung 9: Gencluster und Enzyme fiir den Sekundarmetabolismus in Pilzen. Gencluster mit
einer zentralen Polyketidsynthase (PKS) links und einer Nichtribosomalen Peptidsynthase (NRPS)
rechts (Brakhage, 2013).

2.5 Gencluster

Meistens liegen die Polyketidsynthasen nicht allein auf dem Genom; im direkten
Umkreis befinden sich zusatzliche Gene, die fir die Produktion des Endproduktes
wichtig sind. Diese Gene bilden ein sogenanntes Gencluster, was bedeutet, dass sie
sich in raumlicher Nahe zueinander befinden. Es handelt sich hierbei meist um
Regulatoren, Transporter oder Gene fir die nachtragliche Modifikation der Polyketide
(Hoffmeister & Keller, 2007).
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Oftmals gibt es einen zentralen Transkriptionsfaktor, welcher die Regulation aller im
Cluster befindlichen Gene Ubernimmt. Die Gliotoxinsynthese in A. fumigatus
beispielsweise ist in einem Cluster mit 13 Genen geregelt (Gardiner & Howlett, 2005,
Cramer et al, 2006, Kupfahl et al, 2006), die alle durch den Zn-Finger
Transkriptionsfaktor GliZ reguliert werden (Bok et al., 2006). Es konnte auch in A.
parasiticus gezeigt werden, dass die Translokation eines
Sekundarmetabolitclustergens an eine andere chromosomale Position zu einer
Trennung der Koregulation mit den anderen Genen des Clusters fuhrt (Chiou et al.,
2002).

Es handelt sich jedoch keinesfalls um eine Operon-Struktur wie sie bei Bakterien
vorkommt. Jedes Gen besitzt einen eigenen Promotor und Terminator und somit
findet die Transkription auch fir jedes Gen einzeln statt. Aspergillus spp. mit einer
GenomgréBe von 28-40 Mb besitzt typischerweise ungefahr 50 solcher Gencluster,
wohingegen Pilze mit einem kleineren Genom wie Arthroderma benhamiae mit einer
GenomgrdBe von ungefdhr 22 Mb 27 Gencluster besitzt (von Dohren, 2009,
Burmester et al., 2011).

Der Mechanismus der Regulation der Sekundarmetabolitgencluster ist nur sehr
rudimentar erforscht. Dennoch konnte kirzlich gezeigt werden, dass A. nidulans
Mutanten, bei denen Komponenten fir die Heterochromatin-Bildung fehlten, eine
Derepression von Genen zeigten, die in der Biosynthese von Sterigmatocystin (ST),
Penicillin und Terrequinon beteiligt sind (Reyes-Dominguez et al., 2010). Auch im
Pflanzenpathogen Fusarium graminearum stellte sich heraus, dass das
Heterochromatin das Sekundarmetabolitprofil beeinflusst (Reyes-Dominguez et al.,
2012).

In A. alternata wurden bisher zehn Sekundarmetabolitgencluster beschrieben und
teilweise naher charakterisiert. Die Polyketidsynthasen wurden von PksA bis PksJ
benannt. In jedem Cluster gibt es typische Gene, die an der Modifikation des
Metaboliten beteiligt sein kénnten. Das Cluster um die PksA beispielsweise wurde
als das Melanincluster identifiziert; drei Gene (pksA, brm2 und cmrA) liegen in
unmittelbarer Nahe auf dem Genom beieinander. Ein weiteres Gen (brm1) allerdings
liegt auf einem anderen Teil des Genoms. Zwei weitere Cluster sollen an dieser

Stelle noch erwahnt werden.
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2.5.1 pksJ-Cluster

Im Jahr 2012 wurde das Cluster fir die Produktion von Alternariol und
Alternariolmonomethylether in A. alternata entdeckt und n&her charakterisiert. Es
handelt sich hierbei um die Polyketidsynthase PksJ und das umliegende Cluster. Es
wurde gezeigt, dass die Expression von pksJ und pksH mit der Produktion von AOH
und AME korreliert. Die Herunterregulierung von pksJ resultierte in einer starken
Reduktion von Alternariol. Dies flihrte zu dem Schluss, dass die Pksd fir die
Produktion von Alternariol verantwortlich ist. Zusatzlich wurde der Regulator des
Clusters, altR, und eine putative Methyltransferase naher charakterisiert, welche fir
die Umwandlung von Alternariol zu Alternariolmonomethylether verantwortlich sein
kénnte (Saha et al., 2012). Die Abbildung 10 zeigt die PksJ und das Cluster in A.

alternata.

(A) | _
—{ks —UAT)—IpHl—— ErR —KRI—Acp>  (2225a2a)
(B)

I e m—— i — — — il el Y

Homeo TE O-MT altR MO GT DH HL pksJ DI NBP Sin3 TI Un- EM Un-
known known

Abbildung 10: Schema der PksJ und des Clusters. (A) Schema der Polyketidsynthase PksJ. KS:
B-Ketoacylsynthase, AT: Acyltranferase, DH: Dehydrogenase, ER: Enoylreduktase, KR:
Ketoreduktase, ACP: Acyl-Carrier-Protein. Das Protein ist 2225 Aminosauren lang. (B) Schema des
Clusters. Homeo: Homeobox, TE: Translation-Elongation-Faktor, O-MT: O-Methyltransferase, altR:
Transkriptionsfaktor, MO: Monooxygenase, GT: Glycosyl-Transferase, DH: Short-Chain-
Dehydrogenase, HL: Hydrolase, DI: Dioxygenase, NBP: Nucleinsdure-Bindeprotein, Sin3: Putatives
Sin3-Bindeprotein, TI: DNA-Topo-lsomerase, Unknown: Protein mit unbekannter Funktion, EM:

extrazellulares Protein

2.5.2 pksB-Cluster

Besonders interessant ist die Polyketidsynthase PksB, da es sich hierbei um ein
Fusionsprodukt von PKS und NRPS (Nichtribosomale Peptidsynthase) handelt.
Diese Fusion ist eher selten; allerdings wurde 2007 ein ,schlafendes” Gencluster
aktiviert, dessen zentrales Enzym ebenfalls ein PKS-NRPS-Hybrid ist. Es handelt
sich hierbei um apdA, welches flir die bisher unbekannten Metabolite Aspyridon 1
und 2 in A. nidulans zustandig ist (Bergmann et al., 2007). In dem Reispathogen
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Fusarium fujikuroi wurde kirzlich eine NRPS beschrieben, welche das Hauptenzym
fir die Bildung von Apicidin F ist (Niehaus et al., 2014). Eine NRPS kann also
durchaus auch ohne PKS fir die Produktion eines Metaboliten verantwortlich sein.
Durch die Hybridisierung von PKS und NRPS hat die PksB eine Lange von Uber
4000 Aminosauren. Weitere sieben Gene befinden sich auf dem Contig, jedoch ist
nicht geklart, welche davon tatsachlich zum Cluster gehdéren. Im Ergebnisteil werden
die Gene AAT_PP07105, AAT_PP07106, AAT_PP07107, AAT_PP07108,
AAT_PP07109, AAT_PP07110, AAT_PP07111 und AAT_PP07112 né&her
charakterisiert und die Gene auf diejenigen eingeschrankt, welche
héchstwahrscheinlich das Cluster bilden.

2.6 Aspergillus nidulans als Modellorganismus

Obwohl der Hauptorganismus dieser Arbeit A. alternata ist, wurden einige der
Versuche in A. nidulans durchgefihrt. Die heterologe Expression in diesem
Organismus erlaubte es, Interaktionen mit anderen Proteinen oder
Zwischenwirkungen auszuschlieBen und einen Versuch nur auf die Komponenten zu
reduzieren, die heterolog exprimiert wurden. Schon friiher wurden Arten der Gattung
Aspergillus, z.B. A. oryzae oder A. niger, als gute Kandidaten fir die heterologe
Expression befunden (Sakai et al., 2012, Zaehle et al., 2014). Auch neue Metabolite
konnten mit Hilfe von A. nidulans als heterologem Organismus entdeckt werden (Yin
et al., 2013).

A. nidulans gehért den Ascomyceten an; er ist ubiquitér im Boden verbreitet (Sievers
et al.,, 1997), wo er mafBgeblich an der Remineralisierung organischer Materialien
beteiligt ist (Fischer und Braus, 2006). Das Genom von A. nidulans ist haploid, was
ihn zu einem guten Kandidaten flr genetische Manipulationen macht, da Phanotypen
durch Mutationen sofort sichtbar werden (Morris et al., 1989, Osmani & Mirabito,
2004); es wurde 2005 vollstandig sequenziert, was ebenfalls das genetische
Manipulieren des Organismus erleichtert (Galagan et al., 2005). Des Weiteren sind
sein schnelles Wachstum, seine Fahigkeit, als kompakte Kolonie auf Platten zu
wachsen, und seine Fahigkeit, sich sexuell sowie asexuell zu vermehren,
Eigenschaften, die ihn zu einem idealen Forschungsorganismus machen (Todd et
al., 2007).
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Die asexuelle Entwicklung geht mit der Bildung von Konidiophoren einher, die die
Trager der asexuellen Konidiosporen darstellen. Es handelt sich hierbei um ein
Vesikel, aus dem sich die Metulae, Phialiden und letztendlich die Sporen abschniren
(Adams et al., 1998). A. nidulans ist ein homothallischer Pilz, das bedeutet, dass er
fir die sexuelle Vermehrung keinen Partner bendtigt. In den Fruchtkdrpern, den
Kleistothezien, bilden sich die sexuellen Sporen, die Ascosporen, aus. Die zwei
unterschiedlichen Entwicklungswege sind in Abbildung 11 (A) dargestellt.

(A) (B)
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Conidia
/ LY
« Temperature
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asexual « Osmotic stress
\ /OhGermiing + High ROS
Hyphae/ m_ilb \
/ == ”
[ sepazal ! - Temperature
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\ Ascospore  [o | «Humidity

X A « Low ROS
As

Cleistothecium

Hille-Cell

Abbildung. 11: Die Entwicklung von A. nidulans. (A) Der Lebenszyklus von A. nidulans (Scherer &
Fischer, 1998). (B) Vergleich der verschiedenen Bedingungen im Boden und an der Oberflache. Im
Boden herrscht Dunkelheit, die Sauerstoffkonzentration ist gering und die Temperaturunterschiede
sind nicht signifikant. Auf der Oberflédche ist die Sauerstoffkonzentration héher, es gibt Wind und es ist
hell. Diese Unterschiede werden vom Pilz erkannt und genutzt. Im Dunkeln werden eher sexuelle
Strukturen entwickelt, wohingegen im Licht mehr die asexuelle Entwicklung préaferiert wird (Rodriguez-
Romero et al., 2010).

Einige Faktoren wie der Kohlenstoffdioxidgehalt, der pH-Wert oder auch die
Temperatur beeinflussen die Entscheidung, ob sich der Pilz asexuell oder sexuell
fortpflanzt (Etxebeste et al., 2010). Doch der wichtigste duBere Faktor ist das Licht.
A. nidulans ist in der Lage, sogar zwischen Licht unterschiedlicher Wellenlangen zu
unterscheiden. (Hellrotes) Licht einer Wellenlange von 680 nm bewirkt hier eine
Induktion der asexuellen Sporulation wohingegen im Dunkeln oder bei Licht der
Wellenlange 740 nm die asexuelle Sporulation gehemmt und die sexuelle

Entwicklung préferiert wird (Mooney & Yager, 1990, Bayram et al., 2010). Es wird
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davon ausgegangen, dass A. nidulans durch das Signal ,Dunkelheit” die Information
bekommt, dass er sich derzeit unter der Erdoberflache befindet, sodass eine
Verbreitung der kleinen, leichten Konidiosporen unglnstiger ist als an der
Oberflache, wenn er mit Licht in Berlhrung kommt. Somit werden unter
Dunkelbedingungen eher die robusten Kleistothezien gebildet. Auch die Produktion
von Sterigmatocystin wird im Dunkeln gegentber Blaulicht beglnstigt (Kastner,
2010).

2.7 Lichtwahrnehmung in Pilzen

Licht ist zugleich Energiequelle und Informationstrager; manche Organismen wie die
grinen Pflanzen nutzen das Sonnenlicht direkt zur Energieversorgung und wandein
mittels Photosynthese Kohlenstoffdioxid und Wasser mit Hilfe der Energie des
Lichtes in Kohlenhydrate um. Dies erlaubt den photoautotrophen Organismen, sich
ihre organischen Nahrstoffe selbst zu erzeugen und somit unabhangig vom
Nahrungsangebot zu Uberleben. Andere Organismen, wie die Pilze, haben gelernt,
Licht als Informationstrdger zu nutzen und so Anderungen in der Umgebung zu
registrieren. Dies erlaubt eine schnellere Anpassung an sich verandernde
Umweltbedingungen, was zu einem selektiven Vorteil gegeniber anderen
Organismen fuhrt (Tisch & Schmoll, 2010).

Verschiedenste Prozesse wie die Carotinoid-Bioynthese, Hyphenwachstum,
circadiane Rhythmik, Phototropismus (Idnurm et al., 2006), sowie die Entscheidung
zwischen sexueller und asexueller Entwicklung kénnen in Pilzen durch Licht reguliert
sein.

Viele Pilze reagieren sogar auf Licht verschiedener Wellenlange, sodass eine
Unterscheidung zwischen verschiedenen Tageszeiten auf Grund unterschiedlicher
Lichtintensitaten méglich wird. Als Antwort auf die Lichtwahrnehmung kommt es zur
Transkription von Genen, die flir die speziellen Lichtbedingungen von Vorteil sind.
Ein prominentes Beispiel fur die Lichtwahrnehmung in Pilzen ist Neurospora crassa.
Mit Hilfe des Lichts wird sein circadianer Rhythmus eingestellt, was zu einer Tag-
Nacht-Wahrnehmung fiihrt, welche die Induktion der Sporenbildung bewirkt.

Die Erkennung von Licht erfordert das Vorhandensein von Photorezeptoren, also
Proteine oder Proteinkomplexe, welche Licht empfangen und das entsprechende
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Signal weiter in die Zelle geben kdnnen. Die Photorezeptoren besitzen
Chromophore, welche die lichtabsorbierenden Kofaktoren der Proteine darstellen.
Die am haufigsten auftretenden Chromophore sind Retinal, Tetrapyrrole und Flavine
(Herrera-Estrella & Horwitz, 2007). Viele Photorezeptoren sind in Pilzen konserviert.
Zu den bekannten und am besten untersuchten Lichtrezeptoren gehdren die
Phytochrome, welche rotes Licht wahrnehmen kénnen, sowie Phototropine oder
Phototropin-ahnliche Proteine und Cryptochrome flir die Perzeption von Blaulicht.
Opsin-ahnliche Molekile kénnen griines Licht wahrnehmen (Corrochano, 2007).

2.7.1 Diverse Photorezeptoren ermoglichen Pilzen die
Lichtwahrnehmung

2.7.1.1 Phytochrome

Phytochrome sind Rotlichtrezeptoren und nehmen eine Wellenlange ab 600 nm wahr
(Brandt et al., 2008). Erst 2005 wurde das erste Phytochrom in Pilzen entdeckt,
vorher galten sie als ausschlieBlich pflanzenspezifisch (Blumenstein et al., 2005). Als
Chromophor dient fiir dieses Protein Phytochromobilin bei Pflanzen, Phycocyanobilin
bei Cyanobakterien und Biliverdin bei nicht photosynthetischen Bakterien und auch
bei A. nidulans. Alle Phytochrome tragen eine charakteristische photosensorische
Input-Doméane am N-Terminus und eine regulatorische Output-Domane am C-
Terminus. Die N-terminale Input-Doméane beinhaltet eine PAS(Per-Arnt-Sim)-, eine
GAF(cGMP Phosphodiesterase-Adenylatcyclase-Formiathydrogenlyase)- und eine
PHY-Doméane sowie eine Ligandenbindedoméane (Rockwell & Lagarias, 2010). Die
C-terminale Output-Domane tragt eine Histidin-Kinase-Doméne und, im Fall von A.
nidulans, eine Response-Regulator-Doméane. Die Phytochrome sind in der Lage, auf
das Verhaltnis von hellrotem zu dunkelrotem Licht zu reagieren. In Dunkelheit bzw.
dunkelrotem Licht wird die stabile Pr-Form synthetisiert (max. 707 nm), welche
physiologisch inaktiv ist. Durch Bestrahlung des Pilzes mit hellrotem Licht wird diese
Form in die ebenfalls stabile rotlichtabsorbierende Pfr-Form Uberfihrt (Blumenstein
et al., 2005). Diese Photoreversibilitdt wird durch die cis-trans-lsomerisierung des
Chromophors vermittelt. Diese Konformation ist physiologisch aktiv. In A. nidulans
wurde gezeigt, dass FphA die sexuelle Entwicklung hemmt (Purschwitz et al., 2008,
Bayram et al., 2010).
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2.7.1.2 Blaulichtrezeptoren

Auch wenn viele Pilze ein Phytochrom zur Rotlichtwahrnehmung besitzen, zeigen die
meisten Pilze eine starkere Reaktion auf Blaulicht als auf Rotlicht oder die anderen
Spektren des Lichts (Cheng et al., 2003).

Bei den Blaulichtrezeptoren gibt es Cryptochrome, welche blaues Licht und auch
UVA-Licht wahrnehmen kénnen. Sie wurden in Pflanzen entdeckt und spéater auch in
Prokaryoten, Pilzen und Tieren nachgewiesen (Blumenstein et al, 2005).
Cryptochrome weisen eine hohe Homologie zu Photolyasen auf, welche UV-
Schéaden an der DNA reparieren. In Sdugetieren und Insekten sind diese Proteine an
der Regulation der circadianen Uhr beteiligt (Rodriguez-Romero et al., 2010). Als
Chromophor fungiert FAD zusammen mit einem Kofaktor. In A. nidulans ist cryA ein
Supressor der sexuellen Entwicklung; die Deletion flhrt zur Bildung sexueller
Strukturen unter Bedingungen, die diese eigentlich unterdriicken (Bayram et al.,
2008).

Neben den Cryptochromen gibt es die Klasse der Phototropine, welche ebenfalls in
der Lage sind, Blaulicht wahrzunehmen. Es handelt sich hierbei um Proteine mit
einem photosensorischen N-terminalen Bereich mit mindestens einer LOV(Light,
Oxygen, Voltage)-Doméane. Diese zeichnet sich durch die konservierte
Proteinsequenz GXNRCFLQ aus, welche haufig in Proteinen vorkommt, die an der
Wahrnehmung von Licht, Sauerstoff oder elektrischer Spannung beteiligt sind. Am C-
terminalen Part der Phototropine befindet sich eine Kinase-Doméne. Als Chromophor
dient den Phototropinen FMN (Flavinadeninmononukleotid) oder FAD
(Flavinadenindinukleotid).

Am besten untersucht ist dieser Photorezeptor wahrscheinlich in N. crassa, wo er als
White Collar-1 (WC-1) bezeichnet wird. WC-1 bildet zusammen mit WC-2 durch ihre
PAS-Domanen (Per-Arnt-Sim; flir Protein-Protein-Interaktion) den WCC-Komplex,
welcher an die DNA bindet und so das Lichtsignal auf die lichtregulierten Gene
weiterleitet (Chen et al., 2010). Der White Collar Complex fungiert nicht nur als
Blaulichtrezeptor, er ist auch fir die Aufrechterhaltung der circadianen Rhythmik
unerlasslich. Der gréBte Unterschied zwischen WC-1 und WC-2 ist, dass nur WC-1
Uber die charakteristische LOV-Domane verflgt. Homologe zu diesen Genen sind in
allen Gruppen der Pilze, also der Ascomyceten, Basidiomyceten und Zygomyceten,
zu finden; daher geht man von einer friilhen Entwicklung dieser Photorezeptoren aus
(Corrochano, 2007).
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Auch in A. nidulans gibt es Homologe zu diesen Proteinen, sie werden hier als LreA
und LreB bezeichnet (light regulator A und B). Beide haben eine aktivierende
Funktion flr den sexuellen Zyklus (Purschwitz et al., 2008). LreA besitzt, wie sein
Homolog WC-1, eine Zinkfinger-Doméane zur DNA-Bindung, eine PAS-Domane zur
Interaktion mit anderen Proteinen, unter anderem LreB, und eine LOV-Domaéne als
Bindestelle fur den Chromophor. LreB entspricht in seiner Struktur WC-2; es besitzt
eine PAS- und eine Zinkfingerdomane, aber keine LOV-Doméane zur
Chromophorbindung (Bayram et al., 2010).

2.7.1.3 Weitere Lichtrezeptoren

Als weitere Lichtrezeptoren sind noch die Opsine zu nennen; sie gehdren zur Familie
G-Protein gekoppelter Rezeptoren und absorbieren im griinen Spektralbereich bei
etwa 500 nm. Als Chromophor fungiert meist ein 11-cis-Retinal, ein Terpenoid. Sie
kommen sowohl bei Wirbeltieren als auch in Archaebakterien vor. Sowohl in N.
crassa (Bieszke et al, 1999) als auch in A. nidulans wurden Opsin-verwandte
Proteine gefunden, allerdings ist die Funktion des Opsins in A. nidulans noch nicht
geklart, da das konservierte Lysin zur Bindung des Chromophors fehlt und NopA
somit nicht als Photorezeptor wirken kann (Bayram et al., 2010). In N. crassa konnte
eine Regulation von nop1 durch WC-2 festgestellt werden; Nop1 selbst wurde als ein
Repressor der konidienspezifischen Genexpression identifiziert (Bieszke et al.,
2007).

2.7.1.4 Velvet

Ein weiteres Protein soll hier erwahnt werden, obwohl es sich nicht um einen
Photorezeptor handelt. Es wurde gezeigt, dass Velvet eine regulatorische Funktion in
der lichtabhangigen Entwicklung innehat (Calvo et al., 2004, Bayram et al., 2008).
Zusatzlich spielt VeA eine wichtige Rolle im Sekundarmetabolismus (Kato et al.,
2003, Sprote & Brakhage, 2007, Purschwitz et al.,, 2009). Das Protein verfigt Gber
ein NLS (nuclear localisation signal), welches den Shuttle des Proteins in den Kern
ermoglicht, ein NES (nuclear export signal) und eine PEST-Domaéane, welche auf
einen hohen Protein-Umsatz hindeutet (Rogers et al, 1986). VeA lokalisiert in
Dunkelheit im Kern, bei Lichteinfall kann man eine Lokalisation hauptsachlich im

Zytoplasma beobachten (Bayram et al., 2010).
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2.7.2 Lichtwahrnehmung in A. alternata

Schon friih wurde auch in Alternaria ein Einfluss von Licht auf diverse Prozesse der
Entwicklung beobachtet. Bei A. dauci beispielsweise wurde beschrieben, dass die
Sporulation in zwei Phasen ablauft; in der induktiven Phase verstarkt Licht die
Bildung von Konidiophoren, wéhrend in der terminalen Phase im Dunkeln Konidien
gebildet und durch Licht inhibiert werden (Rotem, 1994). In anderen Alternaria-Arten
wie A. alternata und A. tenuissima wiederum ist dieser Lichtreiz zur Bildung von
Konidiophoren nicht notwendig. Somit ist die Regulation durch Licht nicht far alle
Arten dieser Gattung gleich. Dabei spielt vor allem blaues Licht eine Rolle. Es wurde
flr 20 Alternaria-Arten, unter anderem auch A. alternata, ein induzierender Effekt von
UV-nahem Blaulicht mit einer Wellenlange von 310 nm hinsichtlich der Sporulation
beobachtet (Rotem, 1994).
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Sporen/ ml x 108

dunkel| weiR | blau | rot |dunkell weif | blau | rot |dunkel| weifi | blau
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Abbildung 12: Sporenanzahl von Kulturen, die unter verschiedenen Lichtbedingungen
inkubiert wurden. Der Wildtyp wurde fir 3, 5 oder 7 Tage im Dunkeln, in WeiB-, Blau- oder Rotlicht
inkubiert und anschlieBend die Sporenanzahl bestimmt (Pruss et al., 2014).

Um diese Effekte und die Ausléser néher zu beleuchten, wurde in A. alternata nach
Homologen der A. nidulans Photorezeptoren gesucht. Tatsachlich wurden alle
wesentlichen Lichtsensoren auch in A. alternata gefunden.
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Abbildung 13: Zu A. nidulans homologe Lichtrezeptoren und -regulatoren in A. alternata. Die

Proteinsequenzen wurden aus der Genomsequenz abgeleitet (Pruss et al., 2014).

Drei putative Blaulichtrezeptoren konnten identifiziert werden; sie wurden
entsprechend der Namen in A. nidulans benannt. LreA weist eine LOV- und zwei
PAS-Domanen sowie ein Kernlokalisierungssignal und eine GATA-Zinkfingerdoméne
auf. LreB hingegen besitzt keine LOV-Doméne, wie dies auch in A. nidulans der Fall
ist. Es weist jedoch ebenfalls ein NLS, eine ZnF-Domane und eine PAS-Doméne auf.
Der dritte Blaulichtrezeptor ist ein zum A. nidulans CryA &hnliches Protein, welches
eine Photolyasedomane und eine FAD-Bindedomane aufweist.

Im Wildtyp ist die Sporenproduktion im Dunkeln hdher als im Licht. In der IreA-
Deletionsmutante hingegen nimmt die Sporulation unter beiden Bedingungen zu und
es gibt keinen Unterschied mehr zwischen Licht und Dunkel (sieche Abb. 14 (A)).
Zusatzlich ist in der Mutante die Altertoxinbildung im Dunkeln induziert, wohingegen

die Alternariolbildung im Blaulicht reprimiert wird (siehe Abb. 14 (B)).
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Abbildung 14: Phanotyp der AlreA Mutante. (A) Es wurde die Sporenanzahl von Kulturen, die im
Dunkeln sowie im Blaulicht inkubiert wurden, bestimmt. Im Wildtyp ist der Unterschied zwischen im
Licht und im Dunkeln inkubierten Proben gravierend. Die Mutante hebt diesen Effekt auf. (B) Die
Sekundarmetabolitproduktion von Mutante und Wildtyp im Dunkeln und im Blaulicht. Die Mutante
inhibiert die Produktion von Alternariol unter Blaulichtbedingungen und induziert die Bildung von
Altertoxin | im Dunkeln (Pruss et al., 2014)

Des Weiteren wurde ein zu Phytochrom homologes Protein gefunden, welches hier
auch als FphA bezeichnet wird. Dieses Protein hat eine N-terminale PAS-, GAF- und
PHY-Domane sowie ein NLS. C-terminal befindet sich eine Histidinkinasedoméane
(HKRD), eine HATPase, ein zweites NLS und eine Response-Regulator-Doméane
(RRD). In A. nidulans wurde gezeigt, dass FphA im Cytoplasma lokalisiert ist, aber
durchaus auch in den Kern wandern kann (Blumenstein et al., 2005). Ein Knockout
von fphA (es handelt sich hdchstwahrscheinlich um ein Heterokaryon, da noch
Wildtyp-Hintergrund vorhanden ist) in A. alternata resultiert in einer Erhéhung der
Sporenzahl. Jedoch bleibt der bereits im Wildtyp beobachtete Effekt bestehen, dass
im Dunkeln viel mehr Sporen produziert werden als unter Lichtbedingungen (Sand,
2011). Die Abbildung 15 zeigt zudem, dass das Rotlicht sowohl im Wildtyp als auch
der Mutante einen sehr ahnlichen Effekt auf die Sporenbildung hat wie Dunkelheit,
wohingegen die Inkubation in Blaulicht ein sehr &hnliches Resultat erzielt wie die
Inkubation unter WeiBlichtbedingungen. Dies deutet nochmals auf eine wichtige
Rolle des Blaulichts hin, wahrend Rotlicht eine untergeordnete Rolle spielt.
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Abbildung 15: Sporenanzahl von Wildtyp und AfphA 3 bzw. 6 Tage nach Inkubation unter
verschiedenen Lichtbedingungen im Vergleich. Die Kulturen wurden entweder im Dunkeln, in
WeiBlicht, Blaulicht (450 nm) oder Rotlicht (680 nm) inkubiert (Fetzner, 2011).

Ein putativer Grinlicht-Rezeptor mit der charakteristischen Rhodopsindoméane wurde
ebenfalls entdeckt (siehe Abb. 13).

Auch ein zum Velvet homologes Protein wurde gefunden (siehe Abb. 13). Die
charakteristische PEST-Doméne kommt hier ebenfalls vor, jedoch fehlt ein
Kernlokalisierungs- und Kernexportsignal (NES). In A. nidulans ist VeA als
Interaktionspartner mit den anderen Photorezeptoren FphA, LreA und LreB
beschrieben; zusatzlich ist es ein Bestandteil des VelB-VeA-LaeA Komplexes
(Bayram et al., 2008).
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3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien stammten, wenn nicht im Folgenden
gesondert aufgefiihrt, von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Bioline
(Luckenwalde), Biozym (Hessisch Oldendorf), Invitrogen (Karlsruhe), Macherey-
Nagel (Duren), Merck (Darmstadt), Qiagen (Hilden), Roche (Mannheim), Roth
(Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Steinheim). Restriktionsenzyme und DNA- sowie
RNA-Marker stammten von New England Biolabs (Frankfurt) und Fermentas (St.
Leon-Rot).

3.2 Verwendete Stamme von A. alternata, A. nidulans und E. coli

Es wurde in dieser Arbeit mit folgenden Stdmmen der Ascomyceten A. alternata und
A. nidulans sowie des Proteobakteriums E. coli gearbeitet (siehe Tabelle 1). Als

Promotor wurde immer ein Bereich von 1000 bp upstream des ORF definiert.

Tabelle 1: Verwendete A. alternata-Stamme

Stamm Genotyp Referenz
DSM12633 Wildtyp DSMZ (Braunschweig)
ATCC66981 Wildtyp Virginia Bioinform. Inst.
(Blacksburg); Lawrence
Lab
SSS4 DSM 12633 transformiert mit PCR- Sonja Sand, Karlsruhe
Fusionskonstrukt
fohA LB::hph::fohA RB
SSS2 DSM 12633 transformiert mit Sonja Sand, Karlsruhe
Fusionskonstrukt (Pruss et al., 2014)
IreA LB::hph::lreA RB
SRD6 DSM 12633 transformiert mit pRD37 Ramona Fetzner,
(troC(p)::cmr1 sense::IT::cmri Karlsruhe (Fetzner et
antisense::(t)trpC::hph) al., 2014)
SRD8 DSM 12633 transformiert mit pRD59 Ramona Fetzner,

(troC(p)::pksB sense::IT::pksB
antisense::trpC(t):hph)

Karlsruhe
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SKS5

SKS9

SKS15

SKS52

SKS66

SKS67

ATCC66981 transformiert mit pKS8 Diese Arbeit

(troC(p)::laeA::trpC(t))

SSS4 transformiert mit Fusionskonstrukt, Diese Arbeit

IreA(p)::lreA::IreA(t), trp(p)::nptll::troC(t)

ATCC66981 transformiert mit pRD98 Diese Arbeit

(troC(p)::pksB TF sense::IT::pksB TF
antisense::trpC(t):hph)

ATCC66981 transformiert mit pRD49 Diese Arbeit

(troC(p)::pksD sense::IT::pksD
antisense::trpC(t):hph

ATCC66981 transformiert mit veA Diese Arbeit

Disruptionskonstrukt; LB::hph::RB

ATCC66981 transformiert mit pksB Diese Arbeit

Disruptionskonstrukt;
pksB LB::hph::pksB RB

Tabelle 2: Verwendete A. nidulans-Stamme

Stamm Genotyp Referenz
RMS011 yA1; pabaA1; AargB::troCAB; veAT; trp801 Stringer et al.,
1991
GR5 pyrG89; wA3; pyroA4; veAl G. May,
Houston, USA
SRF200 pyrG89; AargB::troCAB; pyroA4; veAl Karos & Fischer,
1999
SKV103 WIM126 x SRF200; pyGF89; pyroA4,; veA+ Vienken &
Fischer , 2006
SKS7 RMSO011 transformiert mit pKS16 (alcA::cmrA) und pAH16 Diese Arbeit
(pksA(p)::lccC; argB)
SKS8 RMSO011 transformiert mit pAH16 (pksA(p)::lccC; argB) Diese Arbeit
SKS10 RMSO011 transformiert mit pKS21 (alcA:.pksB TF Diese Arbeit
(AAT_PP07107), pyr-4) und pKS23 (pksB(p)::lccC; argB)
SKS11 RMSO011 transformiert mit pKS20 (pksD(p)::lccC; argB) Diese Arbeit
SKS12 RMSO011 transformiert mit pKS23 (pksB(p)::lccC; argB) Diese Arbeit
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SKS13

SKS21

SKS22

SKS23

SKS24

SKS25

SKS26

SKS27

SKS28

SKS29

SKS30

SKS31

SKS32

SKS33

SKS34

SKS35

SKS36

SKS37

RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA::;pksD TF
(AAT_07393), pyr-4) und pKS20 (pksD(p)::lccC; argB)
GR5 transformiert mit pksD in Efimov in Kpnl und Pacl
(pSM14, pyr-4); alcA::pksD

SRF200 transformiert mit pksD in Efimov in Kpnl und Pacl
(pSM14, pyr-4); alcA::pksD

GRS5 transformiert mit pksD in Efimov in Ascl und Pacl
(pPSM14 pyr-4); alcA::3xHA::pksD

SRF200 transformiert mit pksD in Efimov in Ascl und Pacl
(pSM14, pyr-4); alcA::3xHA::pksD

RMSO011 transformiert mit pKS42 (07105(p)::lccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS44 (07109(p)::lccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS45 (07110(p)::lccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS46 (07112(p)::lccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS21 (alcA:.pksB TF
(AAT_PP07107); pyr-4) und pKS42 (07105(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS21 (alcA::;pksB TF
(AAT_PPO07107); pyr-4) und pKS44 (07109(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS21 (alcA::;pksB TF
(AAT_PP07107); pyr-4) und pKS45 (07110(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS21 (alcA:.pksB TF
(AAT_PPO07107); pyr-4) und pKS46 (07112(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS47 (07106(p)::lccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS50 (07384(p)::lccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA:.pksD TF
(AAT_07393), pyr-4) und pKS50 (07384(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS21 (alcA::pksB TF
(AAT_PPO07107); pyr-4) und pKS47 (07106(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA:.pksD TF
(AAT_07393), pyr-4) und pKS53 (07386(p)::lccC; argB)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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SKS38

SKS39

SKS40

SKS41

SKS42

SKS43

SKS44

SKS45

SKS46

SKS47

SKS48

SKS49

SKS50

SKS51

SKS53

SKS54

SKS55

SKS56

RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA::;pksD TF
(AAT_07393), pyr-4) und pKS55 (07391(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS53 (07386(p)::lccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS57 (07389(p).:lccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA::;pksD TF
(AAT_07393), pyr-4) und pKS57 (07389(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS58 (07392(p)::lccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA::;pksD TF
(AAT_07393), pyr-4) und pKS58 (07392(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA::.pksD TF
(AAT_07393), pyr-4) und pKS55 (07391(p)::LccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA:.pksD TF
(AAT_07393), pyr-4) und pKS56 (07394(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS52 (07388(p).:lccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS42 (07108(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS49 (07372(p).:lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS56 (07394(p).:lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS21 (alcA:.pksB TF

(AAT_07107), pyr-4) und pKS43 (07108(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS54 (07390(p).:lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS65 (07398(p)::lccC; argB)
RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA:.pksD TF

(AAT_07393), pyr-4) und pKS65 (07398(p)::IccC; argB)

RMSO011 transformiert mit pKS63 (07512(p).:lccC; argB-)

RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA:.pksD TF
(AAT_07393), pyr-4) und pKS63 (07512(p)::lccC; argB)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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SKS57 RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA::;pksD TF Diese Arbeit
(AAT_07393), pyr-4) und pKS52 (07388(p)::lccC; argB)
SKS58 RMSO011 transformiert mit pKS22 (alcA:.pksD TF Diese Arbeit
(AAT_07393), pyr-4) und pKS54 (07390(p)::lccC; argB)
SKS59 SKV103 transformiert mit pKS59 (alcA::gfp::lreA; pyr4) Diese Arbeit
SKS60 SKV103 transformiert mit pKS60 (alcA::gpf.:fphA; pyr4) Diese Arbeit
SKS61 SKV103 transformiert mit pKS62 (alcA::gfp::veA; pyrd) Diese Arbeit
Tabelle 3: Verwendete E. coli-Stamme
Stamm Genotyp Referenz
TOP 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC); @80/acZAM15 Invitrogen,
AlacX74; recA1; araD139 A(ara-leu)7679; galU; Karlsruhe
galK; rpsL (Str?) endA1; nupG
XL1-Blue recA1; endA1; gyrA96; thi-1; hsdR17; supE44; Stratagene,
erlA1; lac[F’proAB lac®ZAM15:Tn10 (Tet")] La Jolla, USA

Tabelle 4: Liste der A. nidulans Auxotrophie-Marker bzw. niitzliche Mutationen und

A. alternata dominante Marker

Marker Nachweis/Funktion Chromosom

A. nidulans

pyrG89 Uracil-, Uridin-Auxotrophie (Orotidin-5"-
Phosphat-Decarboxylase)

pyroA4 Pyridoxin-Auxotrophie v

biA1 Biotin-Synthese I

riboB2 Riboflavin-Biosynthese VIII

argB2 Arginin-Biosynthese 1l

pabaA1 p-Aminobenzoesaure-Auxotrophie; I
Folsdurebiosynthese

veAT Lichtunabhéngige Konidienbildung VI

A. alternata

hph Hygromycin B (Roth) -

nptll Geneticin (Roth) -

bar Basta -

nat Nourseotricin -
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3.3 Kultivierung der Organismen

3.3.1 Medien und Zusatze fiir die Kultivierung von E. coli, A. nidulans und
A. alternata

Sowohl die A. nidulans als auch die E. coli-Kulturen wurden, sofern nicht gesondert
erwdhnt, entweder auf Festmediumplatten (mit 15 g Agar pro Liter) oder in
Flissigmedium in Erlenmeyerkolben (in Schuttelinkubatoren bei 30°C bzw. 37°C
aerob bei 180 rpm) inkubiert. A. alternata Kulturen wurden, sofern nicht anders
beschrieben, bei 28°C entweder statisch im Feuchtinkubator oder schittelnd bei 120
rom inkubiert. Hitzeempfindliche Antibiotika, Aminosauren und Nukleotide wurden
sterilfiltriert. Tabelle 5, 6 und 7 zeigen die Zusammensetzung der flr A. nidulans, A.
alternata und E. coli genutzten Medien.

Tabelle 5: Verwendete Medien zur Anziichtung von E. coli

Medium Zusammensetzung (pro Liter)

Luria Bertani (LB) 10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl (+ 15 g Agar fir
Festmedium)

Super optimal broth with 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0,58 g NaCl; 0,185 g KCI; 2,03 g

catabolite repression MgCl, x 7H,0; 2,46 g MgSO, x 7 H,O; 3,6 g Glukose

(SOC)

Tabelle 6: Antibiotika fiir E. coli-Medien

Antibiotikum Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/I
Kanamycin 50 mg/I
Streptomycin 50 mg/l

Tabelle 7: Verwendete Medien und Lésungen zur Anziichtung von A. alternata

Medium Zusammensetzung (pro Liter)

Modifiziertes Czapek-Dox 40 g Glukose; 1 g Hefeextrakt; 50 ml Salzstammlésung (pH

(mCDB) 5,5)

Richard’s Flissigmedium 20 g Saccharose; 10 g KNO3; 5 g KH,PO4; 2,5 g MgSO, x 7
H.O; 1 g Hefeextrakt

Regenerationsmedium 342,7 g Saccharose; 0,5 g Casein-Aminosaure-Hydrolysat;
0,5 g Hefeextrakt (+15 g Agar)
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Salzstammlésung

Potatoe Dextrose Agar
(PDA)

1% Glucose und 0,5%
extract broth (GYEB)

20 g NaNOQOg; 5 g NH,CI; 20 g KH.POy4; 59 KCI; 5 g NaCl; 10 g
MgSO4 X7 HQO, 0,2 g FeSO4 X7 HQO, 0,2 g ZnSO4 X7 HQO
39 g Potatoe Dextrose Agar

Yeast 10 g Glucose; 5 g Hefeextrakt

Tabelle 8: Verwendete Medien und Lésungen zur Anziichtung von A. nidulans

Medium

Zusammensetzung (pro Liter)

Vollmedium
(CM)

Minimalmedium
(MM)

Salzstammlésung
(20-fach)
Spurenelementlésung
(1000-fach)

Vitaminlésung
(1000-fach)

50 ml Salzstammldsung; 20 g Glukose; 2 g Pepton; 1 g Hefeextrakt;
1 ml Vitaminlésung; 1 ml Spurenelementlésung; mit 10 M NaOH auf
pH 6,5 einstellen

50 ml Salzstammlésung; 20 g Glukose (oder Threonin/Glycerin); 1 ml
Spurenelementlésung; mit 10 M NaOH auf pH 6,5 einstellen

(+ entsprechende Selektionsmarker)

120 g NaNO3; 10,4 g KCI; 10,4 g MgSO, x 7 H,0; 30,4 g KH,PO,

22 9 ZnSO4 x 7 H,0; 11 g H3BO3; 5 g MnCly x 4 H,O; 5 g FeSO, x 7
H.O; 1,6 g CoCl, x 5 H,0O; 1,6 g CuSO,4 x 5 Ho0O; 1,1 g (NH4)e M0o,024
x 4 H,O; 50 g Nay EDTA; mit Kaliumhydroxidplatzchen auf pH 6,5-6,8
einstellen

0,1 g D-Biotin; 0,1 g Pyridoxin-HCI; 0,1 g Thiamin-HCI; 0,1 g
Riboflavin; 0,1 g p-Aminobenzoeséaure; 0,1 g Niacinsaure

Tabelle 9: Verwendete Auxotrophiemarker fiir A. nidulans und dominante Marker fiir A.

alternata

Substanz Konzentration der Stammli6sung Eingesetzte Menge
Uracil - 19/l

Uridin - 19/l

Biotin 0,05% 1 ml/l
Pyridoxin-HCL 0,1% 1 ml/l

Hygromycin B 100 mg/ml 80 pg/mi

Geneticin 100 mg/ml 200 pg/ml
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3.3.2 Kultivierung unter verschiedenen Lichtbedingungen

FOr die Kultivierung von A. alternata und A. nidulans wurden verschiedene

Lichtverhaltnisse in Inkubatoren simuliert. Fiir Versuche im WeiBlicht wurde eine im

Inkubator installierte Energiesparlampe benutzt, fir die Dunkelkontrollen wurden

Proben im gleichen Inkubator in einer lichtdichten Box inkubiert. Blau- und Rotlicht

wurde mit Wellenlangen-spezifischen LED-Paneelen (450 nm und 680 nm) erzeugt,

welche ebenfalls in lichtdichten Boxen installiert waren. Durch eine Diffusorfolie

wurde eine Streuung des Lichts erreicht, wodurch die Intensitaten am Boden der
Boxen letztlich 0,72 W/m? fir Blaulicht und 1,45 W/m? fiir Rotlicht betrugen. Das

WeiBlicht hatte eine Intensitat von 1,29 W/m?2.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Plasmide

Tabelle 10: Verwendete Plasmide

Plasmid Eigenschaften

Referenz

pJet1.2/blunt  Klonierungsvektor, Bestandteil des CloneJET PCR

Cloning Kits
pSilent Gene silencing vector, Amp®, hph
pSM14 pMCB17 apx mit 3xHA-Tag in Kpnl & Ascl pyr-4

(alcA:3xHA; pyr-4)
pKA12 pJET + trpC(p)::gfp::trpC(t); hph
pMT-Ove_lccC alcA::lccC; argB

pRD49 Silencing Vektor der pksD; trpC(p)::pksD
sense::IT::pksD antisense::trpC(t), hph

pRD59 Silencing Vektor der pksB; troC(p)::pksB
sense::IT::pksB antisense:: troC(t), hph

pRD97 Uberexpression des TF in pksD-Gencluster;
troC(p)::TF(pksD) ORF::troC(t), hph

pRD98 Silencing Vektor des TF im pksB-Gencluster;
troC(p)::TF sense::IT::TF antisense::trpC(t), hph

pKS8 konstitutive Expression von laeA, trpC(p)::laeA

ORF ::trpC(t)

Fermentas, St.
Leon-Rot

Fungal Genetics and
Biology 42: 275-283
Sylvia Muller,
Karlsruhe

Diese Arbeit
Matthias Toews,
Karlsruhe

Ramona Fetzner,
Karlsruhe

Ramona Fetzner,
Karlsruhe

Ramona Fetzner,
Karlsruhe

Ramona Fetzner,
Karlsruhe

Diese Arbeit
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pKS12

pKS16
pKS19
pKS20
pKS21
pKS22
pKS23
pKS32
pKS38

pKS40
pKS42
pKS43
pKS44
pKS45
pKS46
pKS47
pKS50
pKS51
pKS52
pKS53
pKS54
pKS55
pKS56
pKS57
pKS58
pKS59
pKS60
pKS62
pKS63
pKS65
pKS73
pKS81
pKS82
pKS83

Silencing Vektor des LaeA-Homologs, troC(p)::laeA
sense::IT::laeA antisense::trpC(t), hph

alcA::cmrA in pJet blunt

alm in pJet blunt

pksD(p)::lccC; argB

alcA::pksB TF (AAT_PP07107); pyr-4

alcA::;pksD TF (AAT_PP07393); pyr-4
pksB(p)::lccC; argB

cmrA cDNA 2kb von ATG + 200 bp upstream
Silencing Vektor der pksD, trpC(p)::pksD

sense::IT::pksD antisense::trpC(t), hph
pksD in Efimov in Kpnl und Pacl

07105(p)::lccC; argB
07108(p):: IccC; argB
07109(p):: lccC; argB
07110(p):: IccC; argB
07112(p):: lccC; argB
07106(p):: IccC; argB
07384(p):: IccC; argB
07385(p):: IccC; argB
07388(p):: IccC; argB
07386(p):: IccC; argB
071390(p)::lccC; argB
07391(p):: IccC; argB
07394(p):: IccC; argB
07389(p):: IccC; argB
07392(p):: lccC; argB
alcA::gfp::lreA; pyr-4
alcA::gfp::fohA; pyr-4
alcA::gfp::veA; pyr-4
07512(p)::lccC; argB
07398(p)::lccC; argB

pJET mit VeA Disruptionskonstrukt blunt; LB::hph:RB
alcA::GFP::IreA(cDNA); pyr-4
alcA::gfp::.veA(cDNA); pyr-4
alcA::gfp::fohA(cDNA); pyr-4

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
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3.4.2 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Tabelle 11: Lésungen zur Plasmid-Minipraparation aus E. coli

Medien Zusammensetzung

Zell-Suspensionspuffer 5ml1 M TrisCl pH 7,5; 2 ml 0,5 M EDTA pH 8,0; 10 mg
(100ml) RNase

Zell Lysis-Puffer 0,2 M NaOH; 1% SDS

Kalium-Acetat 1,5 M KAc pH 4,8

TE 10 mM TrisCl pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0

Fur die Plasmid-Minipraparation wurde eine Ubernachtkultur aus einer auf LB-
Medium gewachsenen einzelnen E.coli-Kolonie hergestellt. Die Kolonie wurde hierfir
gepickt und in 2,5 ml LB Medium mit entsprechendem Antibiotikum Uber Nacht bei
37°C im Schiittler inkubiert. Nun wurden 1,5 ml dieser Kultur in ein Eppendorfgefal3
tberfihrt und finf Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert. Der Rest wurde aufgehoben,
um spater damit einen Stock anzuimpfen. Der Uberstand wurde nach der
Zentrifugation verworfen und das Pellet in 200 pl Zell-Suspensionspuffer
resuspendiert. AnschlieBend wurden 200 pl Zell-Lysis-Puffer zugegeben (2-3
Minuten Inkubation), vorsichtig invertiert und 200 pl 1,5 M KAc pH 4,8 zugegeben,
um Proteine zu fallen. Nach funfminGtiger Inkubation auf Eis wurden die Proben 5
Minuten auf héchster Stufe (13 000 rpm) zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in
ein frisches Eppendorfgefall Gberfihrt und mit 500 pl 100% Isopropanol gemischt.
Die Plasmid-DNA wurde dann fir 20 Minuten auf Eis geféllt. Nun folgte eine
zehnmin(tige Zentrifugation auf héchster Stufe. Der Uberstand wurde anschlieBend
verworfen und das Pellet mit 500 pl kaltem 70% EtOH gewaschen. Erneut wurde 3
Minuten auf héchster Stufe zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
getrocknet. Letztendlich wurde das Pellet in 30 pl TE gelést. Mit Hilfe eines
Restriktionsverdaus wurde die Richtigkeit des Plasmides Uberprift. Falls eine
Sequenzierung nétig war, wurde diese durch die MWG Eurofins AG (Ebersberg)
durchgefihrt.

Um die Plasmid-DNA fiir die Protoplastentransformation vorzubereiten, wurde eine
Natriumacetat-Fallung durchgefihrt. Hierbei wurde zur Plasmid-DNA 1/10 des
Volumens Natriumacetat pH 5,2 zugegeben und gut gemischt. AnschlieBend wurde
das 2 bis 2,5-fache Volumen kaltes 100%iges EtOH zugegeben und nochmals gut
gemischt. Die Fallung der DNA erfolgte auf Eis fir mindestens 20 Minuten. Nun
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wurde fur 15 Minuten zentrifugiert, anschlieBend mit 1 ml 70%igem EtOH gewaschen
und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde getrocknet und in 30 pl TE geldst. Somit

wurde eine hdhere Konzentration und bessere Reinheit der Plasmid-DNA erreicht.

3.4.3 Restriktion von DNA

Restriktionsverdaue wurden in der Regel in 10 pl Gesamtvolumen durchgefihrt. Es
wurden 0,3 ul Enzym verwendet. Die jeweilige Zusammensetzung des Ansatzes und
Reaktionstemperatur entsprach den Angaben des Herstellers. Der Ansatz wurde im
Allgemeinen eine Stunde, bei einem Doppelverdau zwei Stunden lang verdaut.
Wurde ein HF-Enzym (High Fidelity) verwendet, wurde lediglich 30 Minuten verdaut.

3.4.4 Gelelektrophorese und Isolierung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden je nach GréBe auf 1-2%ige Agarosegele aufgetragen und in
0,5xTAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat pH 8,0, 1 mM EDTA) aufgetrennt. Als
GréBenvergleich wurden jeweils 5 pl 1 kb DNA-Marker (NEB) mit aufgetragen.
Nachdem die Gele ca. 30 Minuten einer Spannung von 135 Volt ausgesetzt waren,
wurden sie im Ethidiumbromidbad geférbt und unter UV-Licht fotografiert. Falls nétig,
wurden die DNA-Banden mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und durch
Saulen-Elution mit Hilfe des Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (ZymoResearch,
USA) aufgereinigt. Qualitdt und Quantitat der eluierten DNA wurde anschlieBend mit
dem Nanodrop Spektrometer ND-1000 (Peqglab, Erlangen) tberprift.

3.4.5 Isolierung von genomischer DNA aus A. nidulans und A. alternata

Tabelle 12: Lésungen zur Isolierung genomischer DNA

Lésung Zusammensetzung

Extraktionspuffer 50 ml EDTA pH 8; 0,2% SDS

8 M KAc 29,45 g Kalium-Acetat in 60 ml Aqua dest. |6sen; Zugabe von 11,5 ml
Essigsaure; mit HCI konz. einen pH von 4,2 einstellen; auf 100 ml mit
Aqua dest. auffiillen
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Um eine Kahmhaut zu erzeugen, wurde eine kleine Petrischale mit Minimalmedium
mit entsprechenden Markern im Falle von A. nidulans und mit mCDB im Falle von A.
alternata befullt und dick mit Sporen beimpft. Nach ca. 15 Stunden fir A. nidulans
bzw. 2-3 Tagen Inkubation fur A. alternata wurde die gebildete Kahmhaut
abgenommen, zwischen Papiertlichern trocken gepresst und in flissigem Stickstoff
gemorsert. Nach Zugabe von 1 ml Extraktionspuffer wurden die Proben fir 1,5
Stunden bei 68°C inkubiert. Hierbei wurden die EppendorfgefaBe immer wieder
invertiert, um Myzel und Puffer gut zu vermischen. Nach dieser Inkubationsphase
wurde 5 Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert, der Uberstand in ein neues
EppendorfgefaB dberfihrt, 60 pl 8 M Kaliumacetat (pH 4,2) zur Proteinfallung
zugegeben, gemischt und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde wieder 5
Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert, der Uberstand in ein neues EppendorfgefaB
dberfihrt und mit dem gleichen Volumen Isopropanol zur DNA-Fallung vermischt.
Das Gemisch wurde 10 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde wieder 5
Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert, das DNA-Pellet dann zweimal mit 100 pl
70%igem EtOH gewaschen, luftgetrocknet und am Ende in 50-100 ul TE-Puffer bei
68°C gelést. Am Ende wurde noch RNAse zugegeben, um die RNA abzubauen. 5 pl
wurden auf ein Agarosegel aufgetragen, um die Reinheit der genomischen DNA zu
Uberprifen.

Parallel dazu wurde eine weitere Methode zur Isolierung angewendet, die keine
Bildung von Kahmhaut erfordert (freundlicherweise von Julia Meyer zur Verfligung
gestellt). Hierbei wurde mit der Impfése etwas Myzel von einer gut bewachsenen
Platte abgekratzt und in 1 ml Extraktionspuffer gegeben. Zusammen mit
Metallkiigelchen wurde nun kraftig fir 1-3 Minuten gevortext. AnschlieBend wurden
die Proben fir 20 Minuten auf -80°C gestellt. Danach folgte ein Inkubationsschritt von
90 Minuten bei 68°C. Nun wurde fiir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand in ein
neues EppendorfgefaB Gberfihrt, 100 pl 8 M Kaliumacetat (pH 4,2) zur Proteinfallung
zugegeben und fir 10 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde far 10 Minuten
auf hdchster Stufe zentrifugiert, der Uberstand erneut in ein neues Eppendorfgefa
dberfihrt, mit dem gleichen Volumen 100% Isopropanol gemischt und die DNA fr 10
Minuten auf Eis geféllt. Dann wurde nochmals fir 10 Minuten zentrifugiert und das
DNA-Pellet anschlieBend zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nun wurde das
Pellet fir 10 Minuten bei 68°C getrocknet und danach ebenfalls bei 68°C in 50 pl TE-
Puffer gel6st.
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3.4.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR-Programme wurden bei einer Denaturierungstemperatur von 98°C

durchgeflhrt, elongiert wurde jeweils bei 72°C, wobei die Elongationszeit von den

jeweilig zu amplifizierenden Primern abhing. Die Oligonukleotide wurden hierbei von

MWG Eurofins (Ebersberg) bezogen. Die Annealingtemperatur wurde individuell auf

die verwendeten Primer angepasst. Als Polymerase diente die Phusion-Polymerase.

PCR-Produkte, die noch weiterverwendet wurden, wurden mit dem DNA clean &

concentrator Kit (Zymo Research) aufgereinigt.

Tabelle 13: verwendete Oligonukleotide (Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen,

Linker kursiv hervorgehoben)

Oligonukleotid

Sequenz

cmri_fwd

cmri_rev

laeA_SnaBI_fwd

laeA_Kpnl_rev

laeA_sense_SnaBl_fw
laeA_sense_Hindlll_rev
laeA_antisense_Kpnl_

fwd

laeA_antisense_Bglll_

rev

pSil_Control_fwd

pSil_Control_rv
pksA_RT_fwd
pksA_RT_rev
pksB_RT_fwd
pksB_RT_rev
pksC_RT_fwd
pksC_RT_rev
pksD_RT_fwd
pksD_RT_rev
pksE_RT_fwd
pksE_RT_rev
pksF_RT_fwd
pksF_RT_rev

ATG GTC TTC TGC ACATAT TGT G

TTA ACC GCG CGC AAGTTTCTC G

GTTCAT TACGTA ATG GCG TCG AAT GGG TGA G
GTTCAT GGTACC CTA CAT GTT GTT GTA CGC ATG
GTTCAT TACGTA CCA CCT CAA GCC CGG C
GTTCAT AAGCTT CTA CAT GTT GTT GTA CGC ATG
GTTCAT GGTACC CCA CCT CAAGCC CGG C

GTTCAT AGATCT CTA CAT GTT GTT GTA CGC ATG

GTGTGACTC TTATTA GCA GAC
GAT CTG CTT GAT CTCGTC TC
GAT TGC CAT CGT CGG TAT G
GGC TCATCG ATG AAG CAAC
GGC TTC ATC TGG ACT CAT C
CTTGAG CGATTT GTATAG TCC
GCC AAT GAA GAC GGC CAC
CCG ATC CAACTGTGT TCA G
GCC GAATTACAGGACCTTC
CGA GAG TAG CAT GGG TAAG
CAC ATC TAT CGC CACTGG T
CTT CTT CAG GCT TCAGTC G
CAA TAC GCT AGGATG GGT G
AGATGG CTGCTT CTC CAAC

44



pksG_RT_fwd
pksG_RT_rev
pksH_RT_fwd
pksH_RT_rev
pksl_RT_fwd
pksl_RT_rev
laeA_RT fwd
laeA_RT rev
pksA(p)_Xbal_fwd
pPKSA(p)_BsiWI_rev
Histon2B_RT_Fwd
Histon2B_RT_rev
nptll_fwd_Notl
nptll_rev_Notl
nptll_fwd_Notl_kurzer
Prom
Nptll_rev_Notl_kurzer
Term

wcl P1

wcl P2

wcl P3

nptll_P4

nptll_P5

nptll_P6
H2B_RT_fwd_hT
H2B_RT rev_hT
wcl RT_ fwd
wcl_RT_rev
cmri_RT_fwd
cmri_RT_rev
Cyt-P450_Rt_fwd
Cyt-P450_RT _rev
Pc_RT_fwd
Pc_RT rev
MT_RT_fwd

GTC CGATAG ACC ACT GTATG

CAA ATA CTC TGT ATC AAT AGC AG

CAA CCC GAATAT TCC GCT G

GAG GAT GCG TGT TTG TGT G

GGT CTC TTC GAT GCC ATG T

GCC TGT CCG TAAAAC GTAC

CCA CCT CAAGCC CGG C

CTA CAT GTT GTT GTA CGC ATG

TGCTT TCTAGA GCA TGA AAAGAA ATC CTT CACC
TGCTT CGTACG CAG CAT ACA TAT ACT CTG GCG

CTC TGG CGA CAA GAAGAA G

GTT GAC GAA AGA GTT GAG AAT G

GTTCAT GCGGCCGC T GAATTC ATG CCAGTT GTT CC
GTTCAT GCGGCCGC T GGA TCC TCT AGA AAG AAG GA
GTTCAT GCGGCCGC T GAC GTT AAC TGA TAT TGA AGG A

GTTCAT GCGGCCGC T AAC CCA GGG GCT GGT G

GTG ACT TCA AGA GAG ATG ATG

TCC AGA GGG AAG TGA CAT GG

GTAGTT GGCATT GGC TTT CCC TAG GCC CCC CAATCT
AGT TGT AAT C

CCT AGG GAA AGC CAA TGC CAA CTACGAC GTT AAC TGA
TAT TGA AGG AG

AAC CCA GGG GCT GGT GA

GCT GAG GAA CTT GCA AAG CA

CTC TGG CGA CAA GAA GAA GC

GTT GAC GAA AGA GTT GAG AAT GC

CTC AACCAG GACTTT GTT GG

GGA AGC TGG ATC TCC CTG

GAA ATG TCA CCT GCG CAA AC

GTC TTG GGC TGC GAT AAT G
CATTTCGTCCAGCTTGCAC

CTG TGA CAG CAC CAT GAA G

CAT TGA CCA CGT CCATAG C

GAA GTC TCT ACA TGG CGA AC

CTT GCG CAT TAC GCC AAT G

45



MT_RT _rev
pksD(p)_fwd_Xbal

pksD(p)_rev_BsiWI
pksB(p)_fwd_Xbal
pksB(p)_ rev: BsiWI

pksB_TF_fwd_Pacl
pksB_TF_rev_Xbal
pksD_TF_fwd_Ascl
pksD_TF_rev_Pacl
cmrA_seq_fwd
cmrA1_rev
cmrA2_fwd
cmrA2_rev
cmrA3_fwd
cmrA2_seq_fwd

pksD_RNAi_fwd_Xhol_

sense

pksD_RNAI_rev_Hindlll

_rev_sense

pksD_RNAIi_fwd_Kpnl_

antisense

pksD_RNAi_rev_Bglll_

antisense
pKS313_RT_fwd
pKS313_RT_rev
pksD_Ascl_fwd
pksD_Kpnl_fwd
pksD_Pacl_rev
pksD_TF_Xhol_fwd_

sense

pksD_TF_Hindll_rev_

sense
pksD_TF_Kpnl_fwd_
antisense
pksD_TF_Bglll_rev_
antisense

nptll_fwd

GAA CAC AAT CAATGC CTC CC

TGCTT TCTAGATAGTTT CGC TCG TTC CAAGTT
TGCTT CGTACG GGC GGA TAG CTG CCT TG
TGCTT TCTAGA GCG ATC TCT GCA GTA AAG TTC
TGCTT CGTACG TCT GGC GAA GAATTG CTG TAT
GTCAC TTAATTAA CAT GTC AGA ATC AAA CGG ATC TC
TGCTT TCTAGA CTA ATA GAA AGC CCC ACT CC
TGCTT GGCGCGCC T ATG AGC CGA CCG CCT ACT
TGCTT TTAATTAA CTA GCT GTC CAC AAT GGG A
GTA CGC CAACTC TTT CGA AC

GTT GAT CGC GCACTG TCC

GGA CAG TGC GCG ATC AAC

ATG TCC ATCTGC CACTTGTC

GAC AAG TGG CAG ATG GAC AT

CTG GAG TACTTC CTC AAG TC

GTTCAT CTCGAG CAA CCG AAC ATA CAA ATG ACC

GTTCAT AAGCTT GGA TGA TTG AAG GCA AGT TG
GTTCAT GGTACC CAA CCG AAC ATA CAA ATG ACC
GTTCAT AGATCT GGA TGA TTG AAG GCA AGT TG
CCATCG TCAAGATTC CAC AG

TCT CGC CAT ACG TGC TAA AG

CAAGT GGCGCGCC T ATG GAA CCC ATC GCT ATC GT
GTTCAT GGTACC ATG GAA CCC ATC GCT ATC GT
GTCAC TTAATTAATTATGC TTT GGC TAC CGT CTT
GTTCAT CTCGAG CTA AAC ACG GCT ATG CAC TG
GTTCAT AAGCTT GAG TCT GCA AGT GTG CGC
GTTCAT GGTACC CTA AAC ACG GCT ATG CAC TG

GTTCAT AGATCT GAG TCT GCA AGT GTG CGC

GAC GTT AAC TGA TAT TGA AGG A
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nptll_rev
07112_Xbal_fwd
07112_BsiWI_rev
07110_Xbal_fwd
07110_BsiWI_rev
07109_Xbal_fwd
07109_BsiWI_rev
07108_Xbal_fwd
07108 _BsiWI_rev
07106_Xbal_fwd
07106_BsiWI_rev
07105_Xbal_fwd
07105_BsiWI_rev
07386_Xbal_fwd
07386_BsiWI_rev
07385_Xbal_fwd
07385_BsiWI_rev
07384 _Xbal_fwd
07384 _BsiWI_rev
07388_Xbal_fwd
07388_BsiWI_rev
07389_Xbal_fwd
07389_BsiWI_rev
07390_Xbal_fwd
07390_BsiWI_rev
07391_Xbal_fwd
07391_BsiWI_rev
07392_Xbal_fwd
07392_BsiWI_rev
07394_Xbal_fwd
07394 BsiWI_rev
Wci1_fwd _Asc
Wc1 _rev_Pac
VeA fwd_Asc
VeA rev_Pac
FphA_fwd_Asc
FphA_rev_Pac

AAC CCA GGG GCT GGT GA

TGCTT TCTAGA GCG TTG ACA AAATTA CCT AGG
TGCTT CGTACG CTT TAC CCA TGT TGC ACT GAA
TGCTT TCTAGA GAC TCG TAT GTG GTA TGA GC
TGCTT CGTACG GGT TGC GGG TAT CTG CTC
TGCTT TCTAGA CCT ACG TCT GAG TAG TCC
TGCTT CGTACG GCT GAG GAG AAT GGG AGT
TGCTT TCTAGA AGA CCC ACA CGC TGA GAG
TGCTT CGTACG GTT GCG TGT TCC TCC GTC
TGCTT TCTAGA TGT CGG CGA GGT AGA GG

TGCTT CGTACG TGC ACG TCG AAT ATC GAT CG
TGCTT TCTAGA CAC TGT GAA GAC GTATAAGC
TGCTT CGTACG TGC GTT GCT GTG TTC CCA A
TGCTT ICTAGA GAATGAGGATGT TGT AGTTCT T
TGCTT CGTACG TTC TAG TGC CTC GTT GAG TAT
TGCTT TCTAGA CTA GTG CCT CGT TGAGTA TG
TGCTT CGTACG GTT ATG AAT GAG GAT GTT GTAG
TGCTT TCTAGA GTT CAC CGG TTC ATG TTATC
TGCTT CGTACG ATG AAATGC CAG TGATTT CCC
TGCTT TCTAGA CCT ACATAC GAATTT AGC ATATC
TGCTT CGTACG AAC GAT GAT GTA AGT CAATTG TG
TGCTT TCTAGA GAATTC ATG GTG TTG ACC CA
TGCTT CGTACG CTT CAG CAG GAT CTC TGT AT
TGCTT ITCTAGA CTT GAA GGT GTG TAG GGT G
TGCTT CGTACG CTT GTG TTC GCG ATT ATAACT TT
TGCTT ICTAGA CTT GTG TTC GCG ATT ATAACT T
TGCTT CGTACG CTT GAA GGT GTG TAG GGT G
TGCTT TCTAGA GAC GGC CAT AGC ATG TAG
TGCTT CGTACG GTT GAC TTG CGC TCG TCA
TGCTT TCTAGA GCA TGC AGC ACC AAG AAT AC
TGCTT CGTACG GTT GCG TGG GAT ACA GGT
CAAGT GGCGCGCC T ATG AAT GGC TAT CCA TAT CCC
GTCAC TTAATTAATCATGATTC CGG CTC CGT T
CAAGT GGCGCGCC T ATG CGG ACG TGG CCC TG
GTCAC TTAATTAATCA GTG ACCGAC TGC AGG T
CAAGT GGCGCGCC T ATGTCTCAATCACCCCAGC
GTCAC TTAATTAATTA AGC TGG GGG TTC GGA

47



07512_Xbal_fwd
07512_BsiWI_rev
07395_Xbal_fwd
07395_BsiWI_rev
07398_Xbal_fwd
07398 _BsiWI_rev
P1_VeA fwd
P3_VeA_ mitte_rev

P4 _VeA mitte_fwd

P6_VeA rev
P2_VeA fwd
P5 VeA rev
P7_hyg_fwd
P8 hyg_rev
VeA_RT_fwd
VeA RT rev
07105_RT_fwd
07105 _RT rev
07106_RT_fwd
07106_RT rev
07107_RT_fwd
07107_RT rev
07108_RT_fwd
07108_RT rev
07109_RT_fwd
07109_RT rev
07110_RT_fwd
07110_RT rev
07112_RT_fwd
07112_RT rev

TGCTT TCTAGA CTC CAG CGA AAC AAAACT AAAG
TGCTT CGTACG GTC GGT TCT GTA TCA CGT AT
TGCTT TCTAGA GTC GTT CTA GTC GCA ATG AC
TGCTT CGTACG TGT CGT TGT CGC TTT CTT GT
TGCTT TCTAGA CAA GGT GGT GAT ACT CAG G
TGCTT CGTACG GTT GTC GGA CAT TTG ACA ATC
CTC ATG GCA GTC AGT GTC

TGC TCC TTC AAT ATC AGT TAACGT CCTG TTG CTG GTA
GCT ATT GC

AAA TTC CGT CAC CAG CCC CTG GGT TATG CCT CCA
CCG CAG AAC

CTG ACG TAT GGG CAA TAA AG

GAG TAC CAATTG TGT GGT TG

GAT CCG TAA CAG CAC ACATAA

GAC GTT AAC TGA TAT TGA AGG A

AAC CCA GGG GCT GGT GA
CTAGCAACCACTCACTGGT

GGT GCT GTT GGC TTG ACG

CTACAACGT CCATCAGGAG

CAT TCT TGA ACG ATGTGG TAAG

CAA ACT CCT CGG ACA GAA G

CAA GAT AGG GAC GAT CCA G

CCT TCC TAG ACT GAT CAA GC

CCT TCA CCA GCC GAT ATAG

CAG CTG CAA GAG CCA TCG

GTG TGT ATG CTT GCT TGG G

CTG CCAGTC CTCGTC TTC

GTC CTT GTAGTC GAAGAC G

CCA AGT ACT CTG CAT CTG G

CGA CAG GGA CCT GGA ATG

CGA CAC CTACTT TGC ATACC

GTG CGT TGC GATTCG TTT C
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3.4.7 Fusion-PCR

Die Fusion-PCR wurde in einem 50 pl Ansatz durchgefihrt. In drei einzelnen PCR-
Reaktionen wurden die drei Fragmente fir die wc1-(bzw. IreA)-Rekomplementation
amplifiziert. FUr die linke Flanke wurden die Primer Wc1_P1 und Wc1_P3 benutzt,
fur die rechte Flanke nptll_P4 und nptll_P6. Der ORF von wc1 wurde hierbei aus der
genomischen DNA amplifiziert, die npt/l-Kassette zusammen mit trpC-Promotor und
troC-Terminator aus dem Vektor pKA12. Die PCR-Stiicke wurden wie beschrieben
aufgereinigt und im molaren Verhaltnis von 1:1 fir die Fusion-PCR eingesetzt.
Hierfir wurden die ,nested primer Wci1_P2 und nptll_P5 verwendet, um das
gesamte Konstrukt zu amplifizieren. Folgendes Programm wurde fir die Fusion-PCR
verwendet: Einer initialen Denaturierung bei 98°C fur 3 Minuten folgten 35 Zyklen,
bestehend aus Denaturierung bei 98°C fiir 15 Sekunden, Annealing bei 57,5°C flir 15
Sekunden und Elongation bei 72°C fir 4 Minuten. Am Ende folgte eine finale
Elongation bei 72°C fur 5 Minuten. Das ca. 8 kb groBe PCR-Produkt wurde Uber eine
Saule aufgereinigt und direkt flr die Protoplasten-Transformation ohne Ligation in
einen Vektor eingesetzt. Das gleiche Verfahren wurde angewendet, um die
Disruption von veA herzustellen. Hier wurde jedoch als linke und rechte Flanke
jeweils ein Teil des Gens zusammen mit einem Stick up- bzw. downstream
verwendet. Dazwischen wurde mit Hilfe eines Linkers die Hygromycin-Kassette
(amplifiziert aus dem pSilent-Vektor) eingebracht. Das Gen ist somit grdBtenteils
noch vorhanden, aber an einer Stelle durch Hygromycin unterbrochen.

3.4.8 Klonierung von PCR Fragmenten

PCR-Produkte wurden, wie oben beschrieben, mit dem DNA clean & concentrator Kit
(Zymo Research) aufgereinigt und entweder ohne Verdau in einen Plasmidvektor (in
der Regel pdet1.2/blunt) zwischenkloniert oder direkt verdaut und in den Zielvektor
ligiert. Um das Verhéltnis von eingesetztem Vektor zu Insert zu berechnen, wurde
der Ligation Calculator (Insilico) verwendet. Es wurde in der Regel ein 10 ul
Ligationsansatz mit 1 pl 10xLigationspuffer und 1 pl Ligase angesetzt.
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3.4.9 Herstellung von RNAi-Konstrukten

Mit Hilfe der RNA-Interferenz oder kurz RNAIi kann gezielt die Expression von Genen
nach der Transkription herunter reguliert werden. Als Ausgangsvektor wurde fir
jedes RNAIi-Konstrukt der pSilent-1-Vektor verwendet, ein Vektor mit einer
Ampicillinresistenz fir die Selektion in E. coli, einer Hygromycin-Kassette zur
Selektion im Zielorganismus A. alternata, sowie einer IT-Region. Upstream der IT-
Region wurde das sense-Stlick des zu regulierenden Gens mit Hilfe der Xhol, SnaBl
oder Hindlll-Schnittstelle eingebracht, downstream der IT-Region das antisense-
Stick mit Hilfe einer Bglll, Sphl, Stul, Kpnl oder Apal-Schnittstelle. Als sense-Stlick

wurde jeweils eine 500-bp groBe Exon-Region im Gen gewahlt.

3.4.10 Transformation von E. coli

Tabelle 14: verwendete Medien zur Transformation von E.coli-Zellen

Medium Zusammensetzung

Soc-Medium 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0,58 g NaCl; 0,185 g KCI; 2,03 g
MgCI2 x 7 H,O; 2,46 g MgSO, x 7 H0; 3,6 g Glukose

Um E. coli- Zellen zu transformieren, wurde ein 50 ul Aliquot der TOP 10-Zellen auf
Eis aufgetaut und 5 ul des zu transformierenden Ligationsproduktes zugegeben. Es
folgte eine Inkubation von 20 Minuten auf Eis und ein Hitzeschock bei 42°C fiir 30—
60 Sekunden, bei dem die DNA-Aufnahme erfolgte. Sofort danach wurden zur
Regeneration 200 pl Soc-Medium zugegeben, die Bakterien fir 1 Stunde bei 37°C
schittelnd inkubiert und auf LB-Medium mit Ampicillin oder Kanamycin ausplattiert
(jeweils 50 ul auf eine Platte und 150 pl auf die andere Platte). Nach der Inkubation
dber Nacht folgte das Screening der Kolonien Uber Plasmid-Praparation mit
anschlieBendem Restriktionsverdau.

3.4.11 Protoplastentransformation von A. nidulans

Tabelle 15: Losungen fiir die Protoplastentransformation von A. nidulans

Lésung Zusammensetzung
Glucose (10x) 200 g Glucose pro Liter
Ammonium 9,2 g pro 100 ml

Tartrate (100x)
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Lésung 2 (50 ml) 14,9 g MgSO, x 7 H.0; 1,8 ml Na,HPO, (0,2 M); 0,7 ml NaH,PQO, (0,2
M); pH 5,5; steril filtrieren

10,9 g Sorbitol; 10 mM TrisHCI 1 M pH 7,5

18,22 g Sorbitol; 1 mM TrisHCI 1 M pH 7,5

Lésung 7 (100 ml 18,22 g Sorbitol; 1 mM TrisHCI 1 M pH 7,5; 1 mM CaCl,

Lésung 8 (100 ml) 30 g PEG-4000; 0,5 ml TrisHCI 1 M pH 7,5; 0,5 ml CaCl, 1 M

MMR (500 ml) 10 ml Salzstammlésung (ohne Stickstoff); 0,5 ml Spurenelemente;

Lésung 5 (100 ml
Lésung 6 (100 ml
(

_ = = =

bendbtigte Vitamine (Marker); 171 g Saccharose; 7,5 g Agar
Mit H,0 auf 500 ml auffillen; pH 6,8;
440 ml MMR + 5 ml Ammoniumtartrate (100x) + 50 ml Glucose (10x) =

MMR
MMR-TOP (500 10 ml Salzstammlésung (ohne Stickstoff); 0,5 ml Spurenelemente; 171
ml) g Saccharose; 3 g Agar; mit H,0 auf 500 ml auffiillen; autoklavieren

Zur Anzucht des zu transformierenden Stamms wurden 300 ml Minimalmedium mit
entsprechenden Markern versehen, mit Konidiosporen beimpft und Uber Nacht bei
30°C und 180 rpm schiittelnd inkubiert. Die Kultur wurde durch steriles Miracloth
abfiltriert und etwa 1 g Myzel wurde in einen 100 ml Erlenmeyerkolben Uberflhrt. 200
mg Glucanex sowie 10 ml vorgekihlte Lésung 2 wurden zu dem Myzel
hinzugegeben und gut vermischt. Nun wurde 90 Minuten lang bei 30°C und 100 rpm
inkubiert, um die Zellwande zu verdauen. Nach dieser Zeit wurde die Bildung der
Protoplasten am Mikroskop Uberprift. Gegebenenfalls wurde nochmals flr weitere
10 Minuten verdaut. Die Suspension wurde in ein steriles 50 ml Falcon gegeben und
vorgekuhlte Lésung 2 zugeflgt, sodass das Volumen 15 ml betrug. AnschlieBend
wurde die Suspension vorsichtig mit Lésung 5 Gberschichtet, wobei sich zwei Phasen
bilden. Die Protoplasten reicherten sich wahrend einer 18-minitigen Zentrifugation
bei 4°C und 5000 rpm im Ausschwingrotor in der Grenzschicht zwischen Lésung 2
und Lésung 5 an. Hierbei wird eine langsame Beschleunigungs- sowie Bremsstufe
eingestellt. Die an der Phasengrenze gebildete Protoplastenbande wurde mit einer
Pasteurpipette abgenommen und in ein neues steriles Falcon Gberfihrt. Ab nun
wurde alles auf Eis behandelt. Zu den Protoplasten wurde das zweifache Volumen
Lésung 6 zugegeben und 12 Minuten bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt, das Protoplastenpellet vorsichtig in 1 ml
Ldésung 6 resuspendiert und in ein 1,5 ml EppendorfgefaB tberfihrt. Nun wurde
erneut bei 5000 rpm und 4°C 5 Minuten lang zentrifugiert und das Pellet in Lésung 7

resuspendiert. Dabei benétigt man pro Transformation 200 pl Protoplasten-
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suspension und zusatzlich nochmals jeweils 100 pl fir eine Positiv- und
Negativkontrolle.

FOr die eigentliche Transformation wurden jeweils drei MMR-Platten mit
entsprechenden Markern vorbereitet sowie eine Platte ohne alle Vitamine flr die
Negativkontrolle und eine Platte mit allen Vitaminen flir die Positivkontrolle. Der
MMR-TOP-Agar wurde aufgekocht und warm gestellt. Fir jede Transformation wurde
ein Falcon benutzt, in welchem 100 pl Lésung 8 vorgelegt wurde. Etwa 10 pg DNA
wurde zu den 200 pl Protoplastensuspension gegeben und sanft gemischt. Beides
wurde nun zur Lésung 8 in das Falcon gegeben. Der Ansatz wurde fir 20 Minuten
auf Eis gelagert und anschlieBend 1 ml Lésung 8 zugegeben und das Falcon bis zu
Homogenisierung der Lésung gerollt. Der Transformationsansatz wurde flr
mindestens 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann auf 5 ml mit Lésung 7
aufgefillt. Mit dem handwarmen MMR-Top wurde nun auf 35 ml aufgefillt und das
Gemisch gleichméaBig auf die drei Platten verteilt. Die Positiv- und Negativkontrolle
wurde auf die Kontrollplatten aufgeteilt. Nach 2-3 Tagen Inkubation bei 30°C kann

man die Transformanten fir weitere Untersuchungen auf neue Platten Uberimpfen.

3.4.12 Protoplastentransformation von A. alternata

Tabelle 16: Losungen fiir die Protoplastentransformation von A. alternata

Lésung Zusammensetzung

STC Puffer 1 M Sorbitol; 50 mM Tris (15 ml 1 M Tris, pH 8.0); 50 mM
CaCl,

40% PEG in STC 40 g PEG 3500 in STC (100 ml)

0,7 NaCl 140 ml 5 M NaCl + 860 ml H20

Regenerationsmedium 0,5% Hefeextrakt; 0,5% Casaminosauren; 1 M Saccharose;
0,8% Agar

PDA 19,5 g Potatoe Dextrose Agar in 500 ml H,0

1% Glucose and 0,5% 10 g Glucose; 5 g Hefeextrakt in 1 1

Yeast extract broth (GYEB)

Um eine Kultur fur die Protoplastentransformation anzuimpfen, sollte mdglichst nur
das Myzel verwendet werden und so wenig wie modglich Sporen. Hierfir wurden die
Sporen einer gut bewachsenen Platte mit einem Skalpell vom Agar gekratzt und an
den Seiten gesammelt. Erst dann wurden die Hyphen mit ein wenig Agar abgekratzt

und in einen 250 ml Erlenmeyerkolben gegeben. Zum Anwachsen wurde 50 ml
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GYEB genutzt. Die so angeimpfte Kultur wurde flr 36-48 Stunden bei 25°C und 100
rom schittelnd inkubiert. Es sollten einzelne, milchig-weiBe Myzelbéllchen entstehen.
Nach zwei Tagen wurde das Myzel in ein 50 ml Falcon Uberfihrt und bei 3 600 rpm
fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, 0,7 M NaCl zum Myzel
gegeben und erneut flir 5 Minuten bei 3 600 rpm zentrifugiert. Dieser Waschschritt
wurde danach noch einmal wiederholt. Es sollten 3-5 ml pilzliche Biomasse nach den
zwei Waschschritten Ubrig sein. 10 ml einer 10 mg/ml Kitalase (Wako Chemicals
GmbH, Neuss) Lésung wurde steril filtriert und zum Myzel gegeben. Das Gemisch
wurde in einen sterilen 250 ml Erlenmeyerkolben Uberflhrt und bei 28°C leicht
geschittelt. Nach etwa 90 Minuten sollten so die Zellwédnde des Myzels komplett
verdaut sein. Nach einer Stunde Inkubation wurde der Fortschritt der
Protoplastierung Uberprift, indem eine kleine Menge unter dem Mikroskop
angeschaut wurde. Nach erfolgreicher Protoplastierung wurde das Myzel durch
Miracloth abfiltriert und in einem 15 ml Falcon gesammelt. Das Falcon wurde bei 700
rpm und 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert, anschlieBend der Uberstand entfernt, 10 ml
NaCl zugegeben und erneut bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Danach wurde
der Uberstand erneut entfernt, 10 ml STC zugegeben und nochmals zentrifugiert.
Vorher wurde eine Probe genommen, um die Anzahl der Protoplasten zu bestimmen.
Nach dieser Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und so viel STC
zugegeben, um eine Konzentration von etwa 10 Mio. Protoplasten in 70 pl zu
erreichen. Die Protoplasten wurden anschlieBend zur DNA gegeben, welche vorher
schon in einem 1,5 ml EppendorfgeféaB vorbereitet wurde (5-10 pg DNA in 10 ul
Wasser). Hierbei sollte mit der 1-ml Pipette gearbeitet werden, da eine kleinere
Pipette die Protoplasten beschadigen kdnnte. Das Gemisch aus Protoplasten und
DNA wurde dann fir 10 Minuten auf Eis inkubiert, anschlieBend fur 2-10 Minuten in
ein 42°C-Wasserbad und danach nochmal fir 10 Minuten auf Eis gestellt. 40% PEG
in STC wurde zu dem Ansatz gegeben und das EppendorfgefaB bis zur
Homogenisierung der Ldsung invertiert. Nach einer 15-minltigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurden 400 pl des Ansatzes in ein 50 ml Falcon, gefallt mit
geschmolzenem Regenerationsmedium, gegeben und gleichmaBig auf zwei
Petrischalen verteilt. Diese Platten wurden flr eine Nacht bei 28°C inkubiert und am
nachsten Tag mit 25 ml PDA (mit entsprechenden Markern) Uberschichtet. Nach
etwa 5-7 Tagen erschienen die Transformanten.
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3.4.13 RNA-Isolierung aus A. alternata

Zur Isolierung von RNA aus A. alternata wurde das Fungal RNA Mini-Kit von Omega
benutzt. Alle EppendorfgefaBe waren RNAse-frei und es wurden gestopfte Spitzen
verwendet, um Verunreinigungen zu verhindern. Zum Animpfen der Kahmhaut
wurden kleine Petrischalen mit Sporen beimpft und (wenn nicht anders angegeben)
fir 7 oder 12 Tage im Dunkeln (oder fur die Lichtversuche in WeiB-, Rot- oder
Blaulicht) inkubiert. Einen Teil der Kahmhaut wurde dann abgenommen, zwischen
Miracloth trocken gepresst, in flissigem Stickstoff gemdrsert und in 500 pl RB-Puffer
aufgenommen. Das Eppendorfgefa3 wurde nun stark gevortext und anschlieBend fir
3 Minuten auf hdchster Stufe zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf die
Homogenisierungssaule gegeben und fir 5 Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert.
Wieder wurde der Uberstand des Durchflusses genommen und in ein neues
Eppendorfgefal3 Gberfihrt, méglichst ohne das Pellet aufzulésen. 250 pl 100 %iges
EtOH wurde zugegeben und gut gemischt. Nun wurde die Suspension direkt auf die
Matrix der HiBind-RNA-Saulen pipettiert und flr 30 Sekunden bei 10 000 rpm
zentrifugiert; der Durchfluss wurde verworfen. 500 pl RNA Waschpuffer | wurden auf
die Saule gegeben und bei 10 000 rpm fir 30 Sekunden zentrifugiert. AnschlieBend
wurde noch zweimal gewaschen, einmal mit 700 ul und einmal mit 500 pl
Waschpuffer Il jeweils fir 30 Sekunden bei 10 000 rpm. Der Durchfluss wurde jeweils
verworfen. Nun wurde die Saule auf ein leeres Auffanggefa3 gebracht und nochmals
1 Minute zentrifugiert, um den restlichen Puffer aus der Saule zu entfernen. Die
Saule wurde auf ein 1,5 ml Eppendorfgefa3 gebracht, 50 ul DEPC-Wasser direkt auf
die Matrix pipettiert und fir 1 Minute bei héchster Geschwindigkeit zentrifugiert, um
die DNA in Lésung zu bringen.

AnschlieBend wurde noch ein DNAse-Verdau durchgefihrt, um restliche DNA zu
entfernen. Hierfir wurde das TURBO-DNA-free Kit von Invitrogen verwendet. Das
0,1-fache Volumen TURBO DNase Puffer und 1 pl TURBO DNase wurden zur RNA
gegeben. Nun wurde fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Das 0,1-fache Volumen
DNase Inactiviation Reagenz wurde hinzugeftigt, gut gemischt und fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur mit gelegentlichem Mischen inkubiert. Nun wurde far 1,5 Minuten
bei 10 000 x g abzentrifugiert und die RNA in ein neues Eppendorfgefa3 pipettiert.
Am Nanodrop wurde die Quantitdt und Qualitdt der Probe gemessen sowie die
Qualitat zusatzlich auf einem Agarose-Gel Uberprift. Nun wurde die RNA auf 50
ng/ul verdiinnt und bei -80°C gelagert.
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3.4.14 Quantitative Real Time PCR

Far die Real Time PCR wurde das SensiFAST SYBR & Fluorescein One-Step Kit
von Bioline (Luckenwalde) verwendet. Die auf 50 ng/ul verdiinnte RNA wurde hierbei
fir die Realtime-PCR eingesetzt. Hierbei wurden von jedem zu testenden Stamm
drei unabhangige biologische Replikate hergestellt und zwei technische Replikate
pipettiert. Als Kontrollgen wurde das Histon H2B-Gen verwendet, welches konstitutiv
exprimiert wird. Fir jeden Ansatz wurden 12,5 pl 2xSensiFAST™ SYBR &
Fluorescein One-Step Mix, sowohl 1 ul Forward als auch Reverse Primer, 0,25 pl
Reverse Transkriptase, 0,5 pl RiboSafe RNAse Inhibitor, 7,75 pl RNase freies H,O
sowie 2 pul der zu untersuchenden RNA eingesetzt. Somit ergab sich ein
Gesamtvolumen von 25 ul pro Reaktion. Die Reaktion erfolgt im BioRad iCycler iQ
bei folgenden Einstellungen: Die Reverse Transkription fand fiir 10 Minuten bei 45°C
statt. Danach erfolgte die Polymerasen-Inaktivierung fir 2,5 Minuten bei 95°C. Nun
folgten 40 Zyklen mit je 10 Sekunden bei 95°C, Annealing fir 30 Sekunden bei, je
nach Primer, 55-60°C, und Elongation fir 30 Sekunden bei 60°C. Fir die
Dissoziationskurven wurde 1 Minute bei 95°C und 1 Minute bei 55°C angewandt. Fir
die Schmelzkurven wurden 81 Zyklen mit je 10 Sekunden bei 55°C angewandt,
wobei pro Zyklus die Temperatur um 0,5°C gesenkt wurde. Als Template fir die Real
Time PCR wurde ein etwa 100-150 bp groBes Stick in einem Exon des Gens

gewahlt.

3.4.15 cDNA Gewinnung aus RNA

Die Reagenzien, Puffer und Enzyme fir die cDNA-Synthese wurden von der Firma
Invitrogen bezogen. Etwa 500 ng RNA wurden fur eine Reaktion eingesetzt, hinzu
wurden 1 pl Oligo(dT)-Primer und 1 pl dNTP-Mix (10 mM) in ein nukleasefreies
ReaktionsgefaB gegeben und mit sterilem, destillietem H>O auf 13 pl aufgefillt. Der
Ansatz wurde fir 5 Minuten auf 65°C erhitzt und anschlieBend fir mindestens 1
Minute auf Eis inkubiert. Nach kurzem Herunterzentrifugieren wurden 4 pul 5xFirst-
Strand Puffer, 1 pl DTT (0,1M) 1 pl RNaseOut™ und zuletzt 1 pl SuperScript™ I
Reverse Transcriptase zugefligt, sodass ein Gesamtvolumen von 20 pl erreicht
wurde. Es folgte eine Inkubation fiir 45 Minuten bei 50°C. Inaktiviert wurde die
Reaktion durch einen Inkubationsschritt von 15 Minuten bei 70°C. Um eventuelle
RNA-RUckstande zu entfernen wurde 1 pl RNase H zugegeben, welche nach 10
Minuten Lagerung auf Eis far 20 Minuten bei 37°C die restliche RNA abbaute. Die
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cDNA wurde nun als Template fir PCR-Reaktionen verwendet; jeweils 1 pul cDNA
wurde flr einen 50 ul Ansatz eingesetzt.

3.5. Methoden zum Nachweis von Mykotoxinen

3.5.1 Ermittlung der Sporen-Gesamtzahl von Agarplatten-Kulturen

Um eine Dunnschichtchromatographie durchzufihren wurde eine definierte
Sporenanzahl auf Agarplatten ausgebracht. Hierfir wurde im Vorhinein eine Platte
mit einer gut gewachsenen A. alternata-Kultur mit einigen ml H,O versehen und die
Sporen mittels eines Dreieck-Drahts abgeschabt. Die Suspension wurde
anschlieBend durch steriles Miracloth in ein 50 ml Falcon filtriert, um Myzelreste zu
entfernen. Durch eine Zentrifugation von 10 Minuten bei 5 000 rpm wurden die
Sporen auf dem Boden des Falcons pelletiert und wieder in 1 ml H,O geldst. Die
Sporen wurden nun mit Hilfe einer Neubauer Z&hlkammer ausgezahlt. Alternativ
wurde die optische Dichte bei 600 nm (ODego) in einem Spektrophotometer
(Pharmacia Ultraspec lll) gemessen. Die gemessene OD wurde mit dem Faktor
1,17x10° multipliziert, um die Sporenanzahl/ml zu erhalten. Dieser Faktor wurde
zuvor einmalig mit Hilfe der Helber-Z&hlkammer und der Auszahlung einer
Sporensuspension ermittelt. So wurde immer eine Sporensuspension mit 1x10°

Sporen in 30% Glycerin eingestellt, welche bei -20°C gelagert werden konnte.

3.5.2 Dlinnschichtchromatographie

3.5.2.1 Dinnschichtchromatographie von A. alternata

FOr die Durchfiihrung einer Dinnschichtchromatographie wurde eine definierte
Sporenmenge (1x10° Sporen) auf kleinen mCDB-Agarplatten aufgebracht und mit
Glasperlen gleichmaBig verteilt. Die Inkubation erfolgte fur 7 Tage oder 12 Tage bei
28°C, eventuell unter verschiedenen Lichtbedingungen. Aus den bewachsenen
Agarplatten wurden mit Hilfe einer 1ml-Spitze drei Agarbléckchen ausgestanzt und in
1 ml Ethylacetat 1 Stunde ausgeschiittelt. Danach wurde der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefa3 Gberflhrt, dieser zur Trockne eingedampft und anschlieBend wieder
in 100 ul Ethylacetat bzw. Methanol in Lésung gebracht. Hiervon wurden 20 pl auf
eine 20x10 cm Kieselgel 60 Dinnschichtplatte aufgetragen. Als Standard wurde

Dinnschicht-prapariertes Alternariol benutzt. Die mobile Phase war ein Gemisch aus
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Toluol:Ethylacetat:Ameisensaure im Verhaltnis 5:4:1. Die Fluoreszenzdetektion der
Mykotoxine erfolgte bei UV-Licht (365 nm).

3.5.2.2 Diinnschichtchromatographie von A. nidulans

Far die Durchfiihrung einer DUnnschichtchromatographie mit A. nidulans wurde
ebenfalls eine definierte Sporenmenge (1x10” Sporen) mit Hilfe von Glasperlen
gleichmaBig auf Minimalmediumplatten mit 2% Threonin ausgebracht und fir 4 Tage
bei 30°C inkubiert. Nun wurden mit einer 1ml-Spitze drei Scheiben aus dem Agar
ausgestochen und in ein 2 ml EppendorfgefaB gegeben. 1 ml Chloroform wurde
zugegeben und das Reaktionsgefal fir 30 Minuten geschiittelt. Der Extrakt wurde in
ein neues GefaB Uberfihrt und in der SpeedVac zur Trockne eingedampft.
AnschlieBend wurden die Metabolite in 60 pl Acetonitril oder Methanol durch
Vortexen wieder geldést. 20 pl hiervon wurden auf eine 20x10 cm Kieselgel 60
Dunnschichtplatte aufgetragen. Toluol:Ethylacetat:Essigsaure (80:10:10) wurde als
Laufpuffer benutzt.

Um gréBere Mengen Metabolite zu isolieren, wurde A. nidulans in Flissigmedium mit
einer definierten Sporenmenge (1x107) angeimpft und fiir 4 Tage schiittelnd bei 30°C
inkubiert. Das gesamte Myzel wurde Uber Nacht lyophilisiert und anschlieBend die
Metabolite mit Ethylacetat ausgeschittelt.

3.6 Biochemische Methoden

3.6.1 Western Blot

3.6.1.1 Protein-Isolierung aus A. alternata unter sauren Bedingungen
Tabelle 17: Lésungen fur die Proteinisolierung aus unter sauren Bedingungen

Lésung Zusammensetzung
Lysepuffer 10 mM HEPES pH 7,9
1 M HCI

5 M NaOH

Um Proteinextrakte auf Histonmodifkationen zu untersuchen, wurde die Isolierung
unter sauren Bedingungen durchgefiihrt. Hierfir wurde eine Sporensuspension von
A. alternata in Flissigmedium in Petrischalen angeimpft und fir 2 Tage bei 28°C im

Dunkeln inkubiert. Die Kahmhaut wurde abgenommen, trockengepresst und in
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flissigem Stickstoff gemdérsert. Dann erfolgte die Zugabe des Lysepuffers (+ 1 pl
Protease Inhibitor Cocktail) und 1/5 des Volumens an 1 M HCI (Endkonzentration:
0,2 M). Nach einer 30-mindtigen Inkubation auf Eis wurde die Probe fir 13 000 rpm
bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB tberfihrt,
mit 1/25 Volumen 5 M NaOH versetzt und die Proteinkonzentration bestimmt. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Qubit Fluorometer von

Invitrogen nach Angaben des Herstellers.

3.6.1.2 SDS-Page
Tabelle 18: Losungen fiir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Lésung/Gele Zusammensetzung

Trenngel (10%) 4 ml H,O; 3,3 ml 30% Acrylamid-Mix; 2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8; 0,1
ml 10% SDS; 0,1 ml 10% APS; 0,004 ml TEMED

Sammelgel 3,4 ml H,O; 0,83 ml 30% Acrylamid-Mix; 0,63 ml 1 M Tris pH 6,8;
0,05 ml 10% SDS; 0,05 ml 10% APS, 0,005 ml TEMED

Tris-Glycin- 25 mM Tris; 250 mM Glycin; 0,1% SDS

Elektrophorese

4-fach SDS- 200 mM Tris-HCI pH 6,8; 400 mM DTT; 8% SDS; 0,4%

Ladepuffer Bromphenolblau; 40% Glycerin

Zur Herstellung der Polyacrylamidgele und zur Gelelektrophorese wurde ein Mini-
PROTEAN System von Bio-Rad verwendet. Die Dicke der Gele wurde durch 1 mm
breite Abstandshalter bestimmt. Zunachst wurde ein 10%iges Trenngel in die im
GieBBstand eingespannten Platten bis etwa 1,5 cm unterhalb des Randes der
Glasplatte gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach dem
Auspolymerisieren des Gels wurde das Isopropanol entfernt und das Trenngel mit
einem 5%igen Sammelgel Uberschichtet. Sofort nach dem GieBen wurden die
Gelkdmme eingesetzt und nach dem Auspolymerisieren wieder entfernt. Die
Proteinproben wurden wahrenddessen mit 4xSDS-Ladepuffer gemischt und fir 5
Minuten bei 95°C gekocht und anschlieBend in die Geltaschen pipettiert. Als Marker
diente die Prestained Protein Ladder von Fermentas. 4 pl Protein Marker wurden
aufgetragen. Die Kammer wurde mit Tris-Glycin-Elektrophorese-Puffer geflllt. Der
Probeneinlauf erfolgt fir 15 Minuten bei 100 V, bis sich die Proben am Ende des
Sammelgels befanden, danach erfolgte der weitere Gellauf fir ca. 1,5 Stunden bei
140 V.
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3.6.1.3 Western Blot
Tabelle 19: Lésungen fiir den Western Blot

Lésung Zusammensetzung

Transferpuffer 20 mM Tris; 100 mM Glycin; 0,1% SDS, 20% Methanol
TBS-T 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NacCl; 0,1% Tween 20
Blockierldsung 5% Magermilchpulver in TBS-T

Primarantikérper - Anti-Histon H3, entwickelt im Hasen, Millipore

(Verdiinnung 1:5000)

- Anti-acetyl-Histon H3, entwickelt im Hasen, Millipore

(Verdiinnung 1:5000)

- Anti-acetyl Histon H3 Lys9, entwickelt im Hasen, Millipore

(Verdinnung 1:5000)

- Anti-acetyl Histon H3 Lys14, entwickelt im Hasen, Millipore

(Verdiinnung 1: 500)

- Anti-Aktin, entwickelt in der Maus (Verdinnung 1:4000)
Sekundarantikérper - Anti Maus (gekoppelt mit Peroxidase), entwickelt in der Ziege,

Sigma (Verdiinnung 1:10 000)

- Anti Hase (gekoppelt mit Peroxidase), entwickelt in der Ziege,

Sigma (Verdiinnung 1:10 000)

Luminol Lésung A: 50 mg Luminol in 200 ml 0,1 M Tris-HCI pH 8,6
Lésung B: 11 mg p-Hydroxycoumarinsaure in 10 ml DMSO
35 % H0,
Stripping Buffer fir 100 ml: 20 ml SDS (10%); 12,5 ml Tris HCI pH 6,8 0,5 M; 67,5 ml

ddH.0; 0,8 ml B- Mercaptoethanol unter dem Abzug zugeben

Die Western-Blots wurden mit Tank-Blotting-Apparaturen von BioRad durchgeflhrt.
Der Transfer der Proteine erfolgte auf eine PVDF-Membran (A. Hartenstein) bei 30 V
tber Nacht bei 4°C. Zum Blockieren unspezifischer Bindestellen auf der Membran
wurde entweder eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C mit 5%
Magermilchpulver in TBS-T inkubiert. Danach erfolgte die Hybridisierung mit dem
Primarantikdrper in Magermilchlésung fir eine Stunde bei Raumtemperatur.
Ungebundene Antikérper wurden anschlieBend in drei 10-minGtigen Waschschritten
mit TBS-T abgespllt und die Membran mit dem an eine Peroxidase gekoppelten
Sekundérantikérper fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei
weiteren 10-mindtigen Waschschritten mit TBS-T wurde die Immundetektion am

Chemi-Smart Chemilumineszenzsystem von Peglab durchgefiihrt. Hierflir wurden 1
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ml Lésung A, 100 ul Lésung B und 0,3 pl H20: in einem Reagenzgefal3 gemischt und
auf die Membran getropft. Nach der Immundetektion wurde die Membran gestrippt.
Die Membran wurde zweimal mit Stripping Buffer fir 5-10 Minuten inkubiert und
anschlieBend zweimal mit TBS-T fiir 5-10 Minuten gewaschen. Nun wurde der Blot
nochmals entwickelt, um den Erfolg des Strippens der Membran zu Uberprifen. Dann
wurde erneut mit TBS-T gewaschen und wieder mit Milchpulver blockiert. Die

Ladekontrolle erfolgte mit dem Aktin Antikérper.

3.6.2 ABTS-Assay

Tabelle 20: Losungen fiir den ABTS-Assay

Lésung Zusammensetzung

100 mM Na-Acetat 8,2 g Natriumacetat pro Liter (pH mit Essigsaure einstellen)
Puffer, pH 5

5 mM ABTS 2,5 ml einer 100 mM Stammlésung ABTS (54,8 g/ml)

FUr den Reportergenversuch wurden zwei unterschiedliche Ansatze gewahlt. Zum
einen wurden die positiv getesteten Kolonien, welche also beide fir den Versuch
nétigen Plasmide beinhalteten, auf Minimalmediumplatten mit 1 mM ABTS gepickt.
Hierbei wurde als Kohlenstoffquelle entweder Glucose eingesetzt, welche den alcA-
Promotor reprimiert, Glycerin, welche den Promotor dereprimiert oder Threonin,
wodurch der Promotor induziert wird. Bei Glycerin und Threonin wurden jeweils 0,2
% Glucose zusatzlich zugesetzt, um den Kolonien das Wachstum zu erleichtern.
Ermdglichte das Reportersytem die Bildung von Laccasen, wurde das im Medium
befindliche ABTS zu einem griinen Farbstoff oxidiert, welcher leicht detektierbar ist.

Um zusatzlich die Laccaseaktivitat messen zu kdnnen, wurden die positiv getesteten
Kolonien in flissigem Minimalmedium mit Glucose als Kohlenstoffquelle angeimpft.
Die Kultur wurde Uber Nacht schittelnd inkubiert. Am nachsten Tag wurde das
Medium durch induzierendes Threoninmedium ausgetauscht und gleich danach eine
Probe des Uberstandes genommen. Jeweils 500 pl 100 mM Na-Acetatpuffer pH 5,
200 pl 5 mM ABTS, 200 pl dH2O und 100 pl KulturGiberstand wurden in einer Klvette
gemischt und direkt die Absorption bei 420 nm gemessen. Dabei wurde direkt nach
dem Mischen gemessen, dann nochmals nach 10 Minuten, 30 Minuten und 60
Minuten Inkubation. In regelmaBigen Abstidnden wurden Proben aus dem Uberstand

entnommen und gemessen. Aus der Steigung konnte man nun die A/min berechnen.
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Die Enzymaktivitat wird in U/ml Kulturiberstand ausgedrtckt, ein Unit entspricht der

Menge an Enzym, die 1 pumol ABTS pro min bei RT umsetzt.

3.7. Mikroskopische Methoden

3.7.1 Immunfarbung

Tabelle 21: Lésungen fiir die Inmunfarbung

Lésung Zusammensetzung

Fixierlésung 200 mM PIPES pH 6,7 mit 10 M NaOH (50 ml); 500 mM EGTA pH
8,5 mit 10 M NaOH (10 ml); 1 M MgSQO, (1 ml); DMSO (10 ml);
Formaldehyd (37%) (21,6 ml)

10xPhosphat buffered 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na,HPQO,; auf 800 ml auffiillen; pH 7,4

saline (PBS) einstellen, dann auf 1000 ml aufflllen

NaCitrat (50 mM,

pH 5,8)

NaCitrat (100 mM,

pH 4,5)

Verdauldsung

10xTBS
1XTBST
Blockierldsung
Antikbrper

100 mg Driselase (in 600 pl 50 mM Natriumcitrat pH 5,8); 20 pl
Zymolyase (5U/ul); 800 mg GlucanX (in 1 ml 50 mM Natriumcitrat
pH 5,8); 40 mg B-D-Glucanase (in 400 pl 100 mM Natriumcitrat pH
4,5); alles Enzyme mischen und mit 50 mM Natriumcitrat pH 5,8 auf
2,5 ml auffiillen; 2,5 ml Eiwei8 wurden zugegeben und gevortext

20 mM Tris/HCI pH 7,6 (24,2 g/); 137 mM NacCl (80 g/l)

1xTBS + 0,1% Tween 20 (1 ml/l)

1XTBST + 5% Magermilch (5 g/100 ml)

Erstantikdrper: Acetyliertes Lysin 9 H3

Zweitantikdrper: Anti-Maus 1gG-Cy3

Als Vorbereitung wurden abgeflammte, sterile Deckglaser in eine Petrischale gelegt

und mit 450 pl Mikroskopiemedium bedeckt. 10° Sporen wurden aufgebracht und fiir

12-24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Das Medium wurde abgekippt, sofort

die Fixierlésung aufgebracht und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es

folgten drei Waschschritte mit 1xPBS flr jeweils 10 Minuten. Nach jeweils jedem

letzten Waschschritt im Verlauf dieses Protokolls wurden die Deckglaser gut auf

einem Papier abgetropft und in eine neue Petrischale Gberfihrt. Nun wurde fir 1

Stunde bei Raumtemperatur in 200 pl Verdaulésung inkubiert. Es folgten erneut drei
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Waschschritte mit 1xPBS fur jeweils 10 Minuten. Auf -20°C vorgekihltes Methanol
wurde zugegeben und genau fir 10 Minuten bei -20°C inkubiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten von jeweils 5 Minuten in 1xPBS wurden die Deckglaser fur 15
Minuten in Blockierlésung inkubiert. Der erste Antikérper lieB man Uber Nacht bei
4°C auf den Deckglasern einwirken; um ein Austrocknen zu verhindern, wurden die
Objekttrager mit Parafilm bedeckt. Am nachsten Tag wurde vier Mal fiir 10 Minuten
mit 1XTBST gewaschen. Der Zweitantikbrper wurde auf die Deckglaser gebracht und
fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten nochmals vier Waschschritte
mit 1XTBST fur jeweils 10 Minuten. Ein Tropfen mounting media mit DAPI wurde auf
die Deckglaser aufgebracht; die Deckglaser wurden auf einen Objekttrager gebracht
und mit Nagellack versiegelt.

3.7.2 Praparation von A. nidulans und A. alternata fiir die Mikroskopie

In eine Petrischale wurden bis zu vier abgeflammte Deckglaser gelegt und mit etwa
500 pl MM (2% Threonin, 0,2% Glucose mit entsprechenden Auxotrophiemarkern) im
Falle von A. nidulans Proben und mit mCDB-Medium im Falle von A. alternata
Uberschichtet. Eine dinne Sporensuspension wurde aufgebracht und fir 20-24
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Am nachsten Tag wurden, falls notwendig fur
die Untersuchung, die Zellkerne mit DAPI (4,6-Diamidin-2-phenylindol) angeféarbt.
Hierfr wurde das Deckglas mit einem Tropfen Farbel6sung Uberschichtet und fir ca.
10 Minuten inkubiert. Das Deckglas wurde anschlieBend mit der Oberseite nach
unten auf einen Objekttrager gelegt, mit Immersionsél beschichtet und bei 64-facher
VergréBerung mikroskopiert.
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4. Ergebnisse

Um nahere Erkenntnisse Uber die Regulation von Sekundarmetabolitgenclustern und
somit der jeweiligen Zielmetabolite zu bekommen, wurden verschiedene Methoden
angewandt, eine Anderung der Regulation zu erzeugen und diese dann naher zu
charakterisieren. Grundsétzlich gibt es drei Wege, die Sekundarmetabolitproduktion
auf Ebene der Regulation zu verandern. Dies ist einmal die heterologe Expression in
einem anderen Wirt. In dieser Arbeit wurde hierfir der Ascomycet A. nidulans
herangezogen, da dieser als Modellorganismus bereits etabliert und die genetische
Manipulation recht schnell durchfiihrbar ist. Die zweite M®oglichkeit ist die
epigenetische Regulation, also die Modifikation eines globalen Regulators. Als
letztes Mittel zur Verdnderung der Regulation ist die Uberexpression eines
Transkriptionsfaktors mit der Aussicht, ein ganzes Cluster damit neu einzustellen, zu
nennen (Niehaus et al., 2014). Dabei ist zu erwdhnen, dass ungefédhr 60% aller
pilzlichen Sekundarmetabolitgencluster ein putatives regulatorisches Gen enthalten
(Brakhage, 2013). Der Hauptteil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der
Charakterisierung der Polyketidsynthase PksB und des dazugehérigen Clusters.
Zuerst wurde versucht, durch Manipulation einzelner Gene im Cluster die Produktion
zu verandern und so den betroffenen Metaboliten zu identifizieren. Auf hdherer
Ebene wurde anschlieBend der Einfluss zweier globaler Regulatoren, VeA und LaeA,
auf die Polyketidsynthasen naher beleuchtet. Zuletzt wurde der externe Faktor Licht
und dessen Auswirkung auf das Cluster betrachtet sowie auf epigenetischer Ebene
untersucht, wie auch hier eine Regulation der Sekundarmetabolite stattfinden kdnnte.

4.1 Die Expression von pksA bis pksJ

Um eine Veranderung der Regulation besser beurteilen zu kébnnen, wurde zuerst die
Expression der bereits bekannten Polyketidsynthasegene pksA bis pksJ nach 7
Tagen und 14 Tagen Inkubation gemessen. Die spaten Zeitpunkte wurden gewahlt,
da Sekundarmetabolite zumeist erst zu einem spateren Zeitpunkt der Entwicklung
gebildet werden, wenn das vegetative Wachstum gréBtenteils vollendet ist und der
Organismus in die stationare Phase eintritt (Bu'Lock, 1961), da es sich bei den
Sekundarmetaboliten nicht um essentielle Bestandteile des Pilzes handelt, die dieser
zum Uberleben benétigt.
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pksJ Abbildung 16: Expression der Polyketidsynthasen in A.

0.0025
alternata (A) Expression der Polyketidsynthasegene pksA

0.002

bis pksJ im Dunkeln im Vergleich zu WeiBlicht nach 7 Tagen

0-0018 bzw. 14 Tagen Inkubation. Die Proben wurden fiir 7 bzw. 14

0.001 Tage bei 28°C statisch inkubiert. AnschlieBend wurden drei
0.0005 biologische Replikate der RNA mit Hilfe des Fungal RNA
Mini-Kit von Omega isoliert. Jeweils 100 ng RNA wurden fir

0

7Tage 7Tage 14Tage 14Tage die gqRT-PCR eingesetzt. Als Template wurden jeweils 100-
Dunkel WeiRlicht Dunkel Weillicht

Relative Expression

150 bp groBe Sticke in den Exons der Gene gewahlt. Das zu
A. nidulans homologe Histon H2B-Gen wurde als Kontrollgen
verwendet. Die  Fehlerbalken  wurden aus  der
Standardabweichung errechnet. (B) Expression der
Polyketidsynthasegene pksA bis pksJ zur besseren
Ubersicht.

Da die Expression von dem &uBeren Faktor Licht abhangig sein kénnte, wurde RNA
sowohl aus in WeiBlicht als auch im Dunkeln inkubierten Kulturen isoliert. Alle
Proben wurden, abgesehen vom Licht, zu genau gleichen Bedingungen inkubiert. Als
Referenzgen wurde das zu A. nidulans homologe Histon H2B-Gen verwendet,
welches konstitutiv exprimiert wird.

Die Expression aller Polyketidsynthasegene ist gering; sogar die héchste Expression,
in diesem Fall von pksA, ist maximal bei 0,18; dies entspricht etwa 18% der
Expression des Haushaltsgens (siehe Abb. 16 (B)). Alle anderen sind noch
wesentlich geringer exprimiert. Jede Polyketidsynthase verhalt sich etwas anders.
pksA beispielsweise wird durch Licht reguliert; in WeiBlicht ist die Expression deutlich
héher als im Dunkeln. Da PksA flur die Produktion von Melanin zustandig ist,
erscheint die Lichtregulation in diesem Fall durchaus logisch, da Melanin zum Schutz
gegen UV-Licht genutzt werden kann und der Schutz wichtiger wird, wenn der Pilz
einer héheren Lichtintensitat ausgesetzt ist. Das gleiche Expressionsmuster scheint
fir pksF zu gelten; es ist ebenfalls eine hdhere Expression in WeiBlicht zu erkennen.
Allerdings ist hier nicht bekannt, fir welchen Metabolit pksF kodiert. Fir pksB qilt
genau das Gegensatzliche. WeiBlicht hemmt hier offensichtlich die Expression. Auch
die Polyketidsynthasegene pksG und pksH scheinen lichtabhdngig exprimiert zu
sein; hier ist ebenfalls die Expression in WeiBlicht niedriger als im Dunkeln. Auch fir
diese Polyketidsynthasen kennt man den dazugehdrigen Metabolit noch nicht, daher
kann man keine Schllsse Uber die Funktion der Lichtregulation ziehen. Fir pksE und
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pkslist nach 7 Tagen keine Lichtregulierung zu erkennen; allerdings scheint nach 14
Tagen Inkubation ein Unterschied zwischen den Licht- und Dunkelproben zu
existieren. Die Polyketidsynthasegene pksC und pksD hingegen scheinen nicht
lichtreguliert zu sein. Fir pksJ ist die Expression bei 7 Tagen Inkubation im Licht und
Dunkeln fast gleich, allerdings geht die Expression nach 14 Tagen im Dunkeln stark
nach oben und ist somit etwa doppelt so hoch wie die Expression nach 14 Tagen im
WeiBlicht. Man kann also keine allgemeingultige Regel fir die Regulation der
Sekundarmetabolite durch den &uBeren Faktor Licht aus den Expressionsanalysen
ziehen; allerdings zeigt sich, dass fast alle der bisher beschriebenen
Polyketidsynthasen in A. alternata in irgendeiner Weise lichtreguliert sind.

4.2 Charakterisierung der PksB und des umliegenden Clusters

Fir die nahere Charakterisierung der Polyketidsynthase PksB und des
dazugehoérigen Clusters ist es zunachst wichtig, den Transkriptionsfaktor eines
Clusters zu identifizieren und diesen anschlieBend zu manipulieren, also eine
Uberexpression herbeizufiihren oder gegebenenfalls auch eine Herunterregulierung.
So kann man am effektivsten alle davon regulierten Gene in ihrer Expression
verandern und somit im besten Fall den betroffenen Sekundarmetabolit identifizieren.
Far die meisten der zehn bereits beschriebenen PKS-Cluster ist es jedoch nicht
eindeutig, welcher Transkriptionsfaktor tatsachlich fir die Regulation des Clusters
zustandig ist. Bei flnf der Cluster ist kein Transkriptionsfaktor in der Nahe lokalisiert
und kénnte sich somit auch auf einem ganz anderen Teil des Genoms befinden. Bei
den anderen Clustern ist es unklar, ob die darin befindlichen Transkriptionsfaktoren
fir die Regulierung zustandig sind oder ob die tatsachlichen Regulatoren auBerhalb
des Clusters auf einem separaten Teil des Genoms liegen. Um diese Fragen zu
klaren, wurde ein Reportersystem entwickelt, welches es erlaubt, schnell den
Transkriptionsfaktor einer PKS zu identifizieren. Es wurde zuerst an einem bereits
recht gut untersuchten Cluster angewendet, dessen Transkriptionsfaktor schon durch
Ramona Fetzner identifiziert werden konnte (Fetzner et al., 2014).
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4.2.1 CmrA reguliert das Melanincluster

Das Melanincluster ist ein bereits gut beschriebenes Cluster, welches in vielen
Organismen mit hoher Homologie auftritt. Die A. alternata Melaningene
beispielsweise kdénnen eine melanindefiziente Mutante in Magnapothe grisea
komplementieren (Kawamura et al., 1997). Es wird hierbei zwischen drei Melaninen
unterschieden, die auf einer unterschiedlichen Stoffgrundlage basieren. Bei
Eumelaninen bildet die Aminosaure Tyrosin die Basis, bei Phaomelanin die
Aminosauren Tyrosin und Cystein. Die dritte Gruppe der Melanine, das Allomelanin,
wird hauptsachlich von héheren Pflanzen und Pilzen produziert. Die Basis hierbei
sind Hydroxybenzole. A. alternata bildet das Allomelanin DHN-Melanin. Die
Biosynthese verlauft Gber den 1,8-DHN Weg mit 1,8-Dihydroxynapththalen (1,8-
DHN) als Intermediat. Hierfir wird eine Polyketidsynthase (ALM oder PksA), eine
1,3,6,8-THN-Reduktase, eine Scytalon-Dehydratase (Brm1) und eine 1,3,8-THN-
Reduktase (Brm2) bendtigt (siehe Abb.17 (A)).
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Abbildung 17: Biosyntheseweg und Cluster des Sekundarmetaboliten Melanin. (A)
Biosyntheseweg des Melanins in A. alternata. (B) Schema des Genclusters der Polyketidsynthase.

Es wurde far A. alternata in unserem Labor gezeigt, dass cmrA, ein
Transkriptionsfaktor innerhalb des Melaninclusters, der Regulator des kompletten
Clusters ist (Fetzner et al., 2014). Eine Herunterregulierung des Gens flhrte zu einer
Mutante, bei der die Expression von cmrA nur noch etwa 22% der Wildtypexpression
entspricht (sieche Abb. 18 (A)). Die Mutante hat einen gravierenden Phanotyp. Der

Knockdown von cmrA resultiert in einer weiBen melanindefizienten Mutante (siehe
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Abb. 18 (B)). Sowohl die Sporenproduktion (siehe Abb. 18 (C)) als auch das
Hyphenwachstum sind in der Mutante stark reduziert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 18: Knockdown des Regulators CmrA. (A) Expressionsanalyse von cmrA im Myzel des
Wildtyps, einer Leerkontrolle und des Knockdown-Stammes. Die Stdmme wurden fir 3 Tage in
mCDB-Medium bei 28°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Myzel geerntet und die RNA mit Hilfe des
Fungal RNA Mini Kit von Omega isoliert. Jeweils 100 ng RNA wurden fir die qRT-PCR eingesetzt. Als
Template wurden jeweils 100-150 bp groBe Stiicke in den Exons der Gene gewéahlt. Das zu A.
nidulans homologe Histon H2B-Gen wurde als Kontroligen verwendet. Im Kontrollstamm wurde der
Leervektor transformiert. Die Fehlerbalken wurden aus der Standardabweichung errechnet. LV:
Leervektor; T1: Transformante 1. (B) Phanotyp der Mutante. Wildtyp und Mutante wurden fiir drei
Tage auf mCDB-Medium bei 28°C inkubiert bzw. die Sporen mikroskopiert. (C) Sporenzahl im Wildtyp
und im Knockdown-Stamm. 0,25 cm® der Kolonie wurden abgenommen und die Sporen in H,O
aufgenommen. Die Sporen wurden in einer Neubauer Kammer gezéhlt. (D) Expressionsmuster der
Gene im Cluster. Das Myzel wurde fur 7 Tage in Flissigkultur angezogen und dann geerntet. Die RNA
wurde wie in (A) beschrieben extrahiert.

68



Zusatzlich wurde in der Mutante die Expression aller eventuell zum Cluster
gehérenden Gene gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von
pksA, brm1 und brm2 reduziert ist, wahrend drei andere untersuchte Gene, die
ebenfalls auf diesem Teil des Genoms liegen, ein Cytochrom P450, ein
Peroxisomaler Carrier und eine O-Methyltransferase, nicht durch den Regulator
beeinflusst werden (siehe Abb. 18 (D)). Dies machte es méglich, das Cluster auf die
drei Gene pksA, cmrA und brm2 einzuschranken. Das Gen brm1 liegt auBerhalb des
Clusters, ist jedoch auch notwendig fur die Produktion von Melanin (Fetzner et al.,
2014).

Der weiBBe Phanotyp der Mutante und die niedrige Expression der anderen Gene im
Cluster im Vergleich zum Wildtyp bestatigten bereits die Rolle von CmrA als
Regulator des Melaninclusters. Als letzter Test, ob CmrA tatséchlich direkt pksA
reguliert, wurde der Reporterassay durchgefihrt. Hierfir sind zwei Plasmide
erforderlich (siehe Abb. 19 (A)). In ein Plasmid wurde der Regulator cmrA hinter den
induzierbaren alcA-Promotor kloniert. Auf dem anderen Plasmid befand sich das
Reportergen, in diesem Fall eine Laccase aus A. nidulans, IccC. Davor wurde der
Promotor von pksA kloniert. Beide Plasmide wurden in A. nidulans transformiert, um
eine heterologe Expression zu erreichen.

Induziert man nun den alcA-Promotor mit Threonin (oder dereprimiert ihn mit
Glycerin), wird in groBen Mengen CmrA gebildet. Dieses bindet, falls es tatsachlich
pksA reguliert, an den Promotor von pksA. Dieser wird hierdurch aktiviert und die
Laccase wird produziert. Befindet sich nun ABTS (2,2"-Azino-di-(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) im Medium, wird dieses durch die gebildeten
Laccasen oxidiert und farbt das Medium grin. Dies zeigt schnell und zuverléassig die
Interaktion des Regulators mit dem Promotor der Polyketidsynthase an. Es wurden
jeweils der Wildtypstamm (RMS011), zwei biologische Replikate einer Kontrolle mit
nur einem erfolgreich transformierten Plasmid sowie zwei biologische Replikate mit
beiden Vektoren auf Medium mit Glycerin, Threonin und Glucose (keine Aktivierung
des alcA-Promotors) aufgebracht (siehe Abb.19 (B)).
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Abbildung 19: Reporterassay in A. nidulans. (A) Schema des Versuchs. Die Expression von cmrA

Zeit (h)

unter dem alcA-Promotor wird durch die Zugabe von 2% Glycerin oder Threonin ins Medium induziert.
Eine Bindung von CmrA an den pksA-Promotor fiihrt zur Expression des Reportergens, der Laccase
IccC, und damit zu einer Umsetzung von ABTS in seine oxidierte Form, was in der Griinfarbung des
Mediums resultiert. (B) Die transformierten Stdmme wurden unter induzierenden und reprimierenden
Konditionen getestet. Die Expression der Gene unter dem alcA-Promotor wurde durch die
Kohlenstoffquelle im Medium reguliert: eine Repression findet auf Glucose-, eine Dereprimierung auf
Glycerin- und eine Induktion auf Threoninmedium statt. (C) Messung der Laccaseaktivitat Uber die
Zeit. Die Stamme wurden unter reprimierenden Konditionen (Glucose als Kohlenstoffquelle) fir 16
Stunden angezogen, dann gewaschen und von nun an unter induzierenden Bedingungen (Threonin
als Kohlenstoffquelle) inkubiert. Nach 8 Stunden in induzierendem Medium konnte eine
Laccaseaktivitdt in Stdmmen (SKS7, SAH29) mit beiden Plasmiden (pAH16, pKS16) beobachtet
werden, jedoch nicht in den Kontrollstimmen (SKS8, SAH27) und dem Wildtyp.
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Die Abbildung 19 (B) zeigt, dass nur die Transformanten mit beiden Plasmiden die
griine Farbe zeigen, und das auch nur auf den dereprimierenden bzw. induzierenden
Medien Glycerin und Threonin. Auf Glucosemedium bleibt die Farbung aus. In einem
weiteren Versuch in Flissigmedium wurden die Stdmme zuerst in reprimierendem
Medium mit Glucose als Kohlenstoffquelle Gber Nacht angezogen; anschlieBend
wurde das Myzel gewaschen und in Medium mit Threonin Uberfihrt. Ab dann kann in
den positiven Stammen direkt eine Grinfarbung gemessen werden, die Gber den
Zeitraum von 60 Stunden immer weiter zunimmt. Die Kontrollstdmme und der

Wildtyp zeigen hingegen auch hier keine Laccaseaktivitat (siehe Abb.19(C)).

4.2.2 pksB-Cluster

Der Versuchsaufbau aus dem vorherigen Kapitel sollte weiterhin genutzt werden, um
den Transkriptionsfaktor flr das pksB-Cluster zu finden und somit mehr Uber die
Regulation des pksB-Clusters und im besten Fall auch tber den von diesem Cluster
produzierten Metabolit zu erfahren.

Die Polyketidsynthase PksB befindet sich auf Contig00319 (Alternaria Genome
Database). Das Gen hat eine Lange von 12036 bp, welche fir 4011 Aminosauren
kodieren. Es handelt sich vermutlich um ein Fusionsprodukt aus Polyketidsynthase
und Nichtribosomaler Peptidsynthase. Auch in A. nidulans ist ein Hybrid aus PKS
und NRPS bekannt, welches zur Biosynthese von Aspyridon-1 und -2 notwendig ist
(Bergmann et al, 2007). Die Abbildung 20 (A) zeigt die Doméanen der
Polyketidsynthase PksB sowie ein phylogenetischer Stammbaum anhand der
Homologie von PksB in verschiedenen Alternaria-Arten (siehe Abb. 20 (B)).
Insgesamt wurde die PksB mit sehr hoher Homologie in sieben weiteren Alternaria-
Arten gefunden, A. citriarbusti, A. fragariae, A. limoniasperae, A. mali, A. tangelonis,
A. tenuissima und A. turkisafria (siehe Alignment im Anhang 1). Alle anderen
Uberpriften Arten besitzen kein zu dieser Polyketidsynthase homologes Protein.
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Abbildung 20: Die Polyketidsynthase PksB. (A) Schematische Darstellung der DNA-Sequenz von
pksB und die Aminosauresequenz mit konservierten Domanen. Das Gen hat eine Lange von 12036
bp und besitzt acht Introns. Das Protein ist 4011 Aminos&uren lang und besitzt elf charakteristische
Domanen. I: Intron; PKS-KS: B-Ketoacylsynthase; ACT: Acyltranferase; DH: Dehydrogenase; MT:
Methyltransferase; KR: Ketoreduktase; CD: Condensationsdomane; H: HxxPF-repeated Domaéne,
eine typische NRPS-Doméne; NRPS: Adenylation Doméane einer Nichtribosomalen Peptidsynthase;
PB: Phosphopanthetheine Bindestelle; NAD: NAD-Bindedoméane. (B) Phylogenetischer
Verwandtschaftsbaum der sieben Alternaria-Arten anhand der Homologie der PksB.

Zusatzlich zu diesem Gen befinden sich insgesamt 7 weitere Gene auf diesem relativ
kleinen Contig, welche im Folgenden anhand ihrer Gennummer bezeichnet werden.
Bei dem Gen AAT_PP07105 handelt es sich um eine putative Proteinkinase. Es
besitzt eine typische katalytische Proteinkinasedoméane. Das Gen AAT_PP07106 ist
ein Transporter der MFS-Superfamilie (Major facility transporter). Bei dem Gen
AAT_PP07107 handelt es sich um den potenziellen Regulator dieses Clusters,
welcher im Folgenden noch genauer untersucht wird. Es handelt sich um ein Protein
mit einer putativen pilzspezifischen Transkriptionsfaktordomane. Diese Domane
kommt in den Zink-Cluster Transkriptionsfaktoren vor, die eine N-terminale GAL4-
ahnliche C6 Zink-binukleare DNA-Bindedoméane besitzen. Der putative
Transkriptionsfaktor hat eine Ladnge von 2313 bp und kodiert flr ein Protein von 770

Aminosauren.
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Abbildung 21: Das pksB-Cluster. (A) Vergleich der pksB-Cluster von sieben verschiedenen
Alternaria-Arten. MFS: Major Facility Transporter, TF: Transkriptionsfaktor; APT: Acyl-Protein-
Thioesterase, ER: Enoylreduktase, HP: Hypothetisches Protein. (B) Schematische Domanenstruktur
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Das Gen AAT_PP07108 hat eine GAL-4 ahnliche Zn2Cys6é DNA-Bindedoméne und
hat Ahnlichkeit mit einer putativen Acyl-Protein-Thioesterase. AAT_PP07109 codiert
fur eine Enoylreduktase; AAT_PP07110 zeigt keine konservierten Domanen. Bei
dem Gen AAT_PP07111 handelt es sich um das Polyketidsynthasegen pksB. Das
Gen AAT_PP07112 ist das letzte Gen auf dem Contig und hat keine konservierte
Domane. Es werden als homologe Proteine nur hypothetische Proteine ohne
beschriebene Funktion gefunden. Die Abbildung 21 (B) zeigt die Domanen der
weiteren Gene auf dem Cluster. Neben der Polyketidsynthase ist auch das gesamte
Cluster sehr hoch konserviert; fast alle Gene kommen in allen der sieben Arten vor
(siehe Abbildung 21 (A)). Daher kann man auch davon ausgehen, dass alle fahig
sind, das Produkt zu bilden, welches von diesem Cluster kodiert wird. Es gibt jedoch
in keiner der Arten einen Hinweis, um welchen Metabolit es sich handeln kénnte.

4.2.3 ldentifizierung des Transkriptionsfaktors des pksB-Clusters

Nun sollte untersucht werden, ob der Transkriptionsfaktor, welcher im Cluster liegt,
tatsachlich die Regulation des Clusters Ubernimmt. Fir den Reporterassay wurde
nun der ORF des Transkriptionsfaktors hinter den induzierbaren alcA-Promotor
kloniert und der Promotor von pksB vor das Laccase-Gen lccC. Beide Plasmide
wurden in den A. nidulans Wildtypstamm RMSO011 transformiert. Die Abbildung 22
(A) zeigt die per PCR bestatigten positiven Transformanten auf verschiedenen
Medien. Sowohl der Wildtyp als auch die Negativkontrollen, in welche jeweils nur ein
Plasmid transformiert wurde, sind auf allen Medien negativ, was bedeutet, dass es
keinen Farbumschlag gibt und somit auch keine Laccase produziert wird. Die
Transformanten, in denen beide Plasmide nachgewiesen wurden, fihren durch die
Produktion der Laccasen in Glycerinmedium und in Threoninmedium zu einer
Granfaroung auf Grund des ABTS im Medium. Dies beweist, dass der
Transkriptionsfaktor tatsachlich an den Promotor von pksB bindet und dadurch das
Gen reguliert.

In einem Fllssigansatz konnte auch die Bildung der Laccase Uber die Zeit gemessen
werden (siehe Abb. 22 (B)). Hier wurden die Stdmme in Flissigmedium unter
reprimierenden Bedingungen mit Glucose als Kohlenstoffquelle inkubiert. Nach 16
Stunden Inkubation wurde das Myzel gewaschen und das Medium mit Glucose durch
Medium mit Threonin ersetzt, welches den alcA-Promotor induziert. AnschlieBend
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wurde in regelméBigen Abstianden Uberstand entnommen und ABTS zugefiigt. Man
kann so die Laccaseproduktion im Uberstand messen. Auch hier zeigt sich, dass die
Laccaseproduktion in den Stdmmen mit beiden erfolgreich transformierten Plasmiden
stetig ansteigt, wahrend der Wildtyp und die Kontrollstdmme Kkeine
Laccaseproduktion zeigen. Es wurde zusétzlich zu den regelmaBigen Messpunkten
im Abstand von 8 bis 16 Stunden zu jedem Zeitpunkt eine weitere OD-Bestimmung
10 Minuten nach der ersten Messung durchgefihrt, um die Laccaseaktivitat zu
diesem speziellen Zeitpunkt bestimmen zu kénnen. Fir die transformierten Stamme
ergibt sich somit eine Laccaseaktivitat zwischen 0,0006-0,001 U/ml. Dieser Wert ist
eher klein, jedoch ist A. nidulans kein guter Laccaseproduzent, was diese Werte

erklart.
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Abbildung 22: Identifikation des Regulators von pksB. (A). Die transformierten Stdmme wurden
unter induzierenden und reprimierenden Konditionen getestet. Die Expression der Gene unter dem
alcA-Promotor wurde durch die Kohlenstoffquelle im Medium reguliert: eine Repression findet auf
Glucose-, eine Dereprimierung auf Glycerin- und eine Induktion auf Threoninmedium statt. (B)
Messung der Laccasaktivitat Uber die Zeit. Die Stdmme wurden unter reprimierenden Konditionen, mit
Glucose als Kohlenstoffquelle, fir 16 Stunden angezogen, dann gewaschen und von nun an unter
induzierenden Bedingungen, mit Threonin als Kohlenstoffquelle, inkubiert. Nach 8 Stunden in
induzierendem Medium konnte eine Laccaseaktivitdt in den Stammen (SKS10) mit beiden Plasmiden
beobachtet werden, jedoch nicht in den Kontrollstdmmen (SKS12) und dem Wildtyp.
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4.2.4 Identifizierung weiterer zum pksB-Cluster gehdrender Gene

Da nun der Transkriptionsfaktor, welcher pksB reguliert, identifiziert werden konnte,
sollte in einem weiteren Schritt ermittelt werden, welche Gene auf dem Contig
zusatzlich reguliert werden und somit héchstwahrscheinlich ebenfalls zum Cluster
gehéren und an der Biosynthese des Endproduktes dieser Polyketidsynthase
beteiligt sind. Der gleiche Versuchsaufbau wurde somit genutzt, um Gene dem pksB-
Cluster zuzuordnen bzw. ihre Zugehdrigkeit auszuschlieBen. Um den Versuch auch
fir die anderen Gene durchzufihren, wurden die Promotoren der Gene
AAT_PP07105, AAT_PP07106, AAT_PP07108, AAT_PP07109, AAT_PP07110 und
AAT_PP07112 vor die Laccase kloniert und das Plasmid jeweils zusammen mit dem
Plasmid, welches den Regulator unter der Kontrolle des induzierbaren Promotors
tragt, erneut in den A. nidulans Wildtyp-Stamm RMSO011 transformiert. Die Abbildung
23 (A) zeigt, wie die Stamme auf induzierendem Medium reagieren. Wieder zeigt
keiner der Stdmme eine Blaufarbung auf Glucose-Medium. Dies zeigt, dass der
Reporterversuch durch die Glucose gehemmt wird. Auf Glycerin- und
Threoninmedium zeigt sich bei vier der sechs untersuchten Gene eine Grinfarbung,
was auf ein positives Ergebnis hinsichtlich der Regulation hinweist. Die beiden
»=auBeren“ Gene auf dem Contig, AAT_PP07105 und AAT_PP07112 zeigen auch auf
induzierendem Medium mit Threonin als Kohlenstoffquelle keine Laccaseaktivitat,
somit werden diese beiden Gene offenkundig nicht von dem Transkriptionsfaktor
reguliert.

Dieser Versuch zeigt, dass man das Cluster auf sechs Gene reduzieren kann,
welche durch den Transkriptionsfaktor (der sich ebenfalls im Cluster befindet)
reguliert sind. Somit scheinen diese vier zusatzlich zur Polyketidsynthase und dem
Transkriptionsfaktor eine Rolle in der Produktion des Sekundarmetabolits zu spielen.
Somit bleiben ein MFS-Transporter, eine Acyl-Protein-Thioesterase, eine
Enoylreductase, ein hypothetisches Protein ohne bekannte Funktion sowie der
Transkriptionsfaktor und die PKS-NRPS, welche das Cluster bilden. Abbildung 23 (B)
zeigt das aktualisierte Bild des Clusters, welches sich durch den Reporterassay
herauskristallisiert hat. Mit Sternen sind die Gene markiert, welche im Cluster durch
den Transkriptionsfaktor reguliert sind.
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AAT_PP07105: Proteinkinase

AAT_PP07106: Putativer Polyamin Transporter, MFS
AAT_PP07108: Acyl-Protein-Thioesterase 1,2
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Abbildung 23: Charakterisierung des pksB-Clusters. (A) Reporterassay fir alle anderen Gene des
Contigs. Der Versuch wurde wie in Abbildung 22 (A) beschrieben durchgefuhrt. 1: Kontrollstdmme,
transformiert mit nur einem Plasmid (zwei biologische Replikate); 2: Wildtypstamm; 3: Stamme fir
Reporterassay, transformiert mit beiden Plasmiden (zwei biologische Replikate). Die Tabelle zeigt
eine Ubersicht der Regulation der Gene. (B) Aktualisiertes Schema des pksB-Clusters. Mit Sternen
sind die Gene markiert, die zum Cluster gehéren. Nicht zum Cluster gehérende Gene sind
durchgestrichen.
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Um diese Ergebnisse nochmals zu verifizieren, wurde die Expression aller Gene auf
diesem Contig gemessen. Bei Genen, die zum Cluster gehdren, wurde ein ahnliches
Expressionsmuster erwartet, wie es schon flr pksB gezeigt wurde. Die Abbildung 24
zeigt die Expressionen der Gene AAT_PP07105, AAT_PP07106, AAT_PP07107,
AAT_PP07108, AAT_PP07109, AAT_PP07110 und AAT_PP07112 im Vergleich zur
pksB-Expression. Wie bereits in Kapitel 4.1 erwéahnt, zeigt pksB eine lichtabhangige
Expression. Sowohl bei 7 Tagen als auch bei 14 Tagen Inkubation ist die Expression
im Dunkeln deutlich héher als im WeiBlicht. Betrachtet man nun die anderen Gene
auf dem Contig, ergibt sich fir einige ein &ahnliches Bild (siehe Abb. 24).

Der Transkriptionsfaktor (AAT_PP07107) zeigt ebenfalls sowohl nach 7 Tagen als
auch 14 Tage Inkubation eine héhere Expression im Dunkeln als im WeiBlicht. Die
Regulation verlauft hier scheinbar gleich; Bei dem Gen AAT_PP07106 entspricht die
Expression genau dem Muster der beiden anderen Gene. Im Dunkeln ist sie héher
als im WeiBlicht. Betrachtet man nun das Gen AAT_PP07105, welches negativ im
Reporterassay war und welches demnach nicht zum Cluster gehéren sollte, ergibt
sich ein leicht verandertes Bild. Das Expressionsmuster ist fir dieses Gen leicht
anders als fir die anderen gemessenen. Auch hier ist nach 7 Tagen Inkubation die
Expression im Dunkeln héher als im WeiBlicht, jedoch ist dieser Unterschied nach 14
Tagen Inkubation nicht mehr zu sehen. Hier sind die Dunkel- und WeiBlichtwerte
gleich und entsprechen den WeiBlichtwerten nach 7 Tagen Inkubation.

Die Gene AAT_PP07108, AAT_PP07109 und AAT_PP07110 entsprechen ebenfalls
dem Muster der anderen Clustergene. Fir AAT_PP07108 andert sich die Expression
nach 14 Tagen im Vergleich zu 7 Tagen nicht. Zu beiden Zeitpunkten kann eine
deutlich hdéhere Expression im Dunkeln gemessen werden als unter
WeiBlichtbedingungen. Fir AAT_PP07109 ist nach 7 Tagen Inkubation die
Expression ebenfalls im Dunkeln héher als im WeiBlicht; dieser Effekt ist nach 14
Tagen jedoch fast verschwunden. Das Gen AAT_PP07110 zeigt insgesamt eine
etwas hdhere Expression nach 14 Tagen als nach 7 Tagen; die Expression im
Dunkeln liegt trotzdem bei beiden Situationen im Dunkeln héher als im WeiBlicht. Fir
das Gen AAT_PP07112 ergibt sich ebenfalls ein Expressionsmuster &hnlich der

anderen Clustergene, obwohl dieses Gen im Reporterassay negativ gestestet wurde.
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Abbildung 24: Expressionsanalyse der Gene auf Contig00319. Expression der Gene
AAT_PP07105, AAT_PP07106, AAT_PP07107, AAT_PP07108, AAT_PP07109, AAT_PP07110 und
AAT_PP07112 im Vergleich zum Expressionsmuster des Polyketidsynthasegens pksB. Gemessen
wurde die Expression im Dunkeln im Vergleich zu WeiBlicht nach 7 Tagen bzw. 14 Tagen Inkubation.
Die Proben wurden fir 7 bzw. 14 Tage bei 28°C statisch inkubiert. AnschlieBend wurden drei
biologische Replikate der RNA mit Hilfe des Fungal RNA Mini Kit von Omega isoliert. Jeweils 100 ng
RNA wurden fiir die gRT-PCR eingesetzt. Als Template wurden jeweils 100-150 bp groBe Sticke in
den Exons der Gene gewahlt. Das zu A. nidulans homologe Histon H2B-Gen wurde als Kontrollgen

verwendet. Die Fehlerbalken wurden aus der Standardabweichung errechnet.

4.2.5 Herunterregulierung von pksB und Uberexprimierung des
Transkriptionsfaktors

Da nun gezeigt wurde, dass der Transkriptionsfaktor wirklich fir die Regulation des
Clusters verantwortlich ist, sollte mehr Uber den Sekundarmetabolit herausgefunden
werden, welcher von diesem Cluster produziert wird. Hierfir wurde ein RNAi-Stamm
der pksB genutzt (freundlicherweise von Ramona Fetzner zur Verflgung gestellt).
Zuerst wurde nachgeprtft, wie hoch die Expression des herunterregulierten Gens
noch ist. Die Abbildung 25 (A) zeigt, dass es sich bei dem Stamm um eine Mutante
handelt, welche noch etwa 30% der Expression des Wildtyplevels zeigt. Somit
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konnte der Knock-down bestétigt und diese Mutante weiteren Untersuchungen
unterzogen werden.

(A) 1.2

0.8
0.6

0.4

n-fache Expression

0.2

Wildtyp si-pksB
(B)

P 9
Wildtyp si-pksB si-pksB

Y Y Y Y
Dunkel WeiRlicht Dunkel WeiBlicht
Y Y

7 Tage 12 Tage

Abbildung 25: Knockdown der pksB. (A) Expressionsanalyse von si-pksB. Es wurden jeweils drei
biologische Replikate des Wildtyps und der Mutante in flissigem mCDB-Medium angeimpft und flr 7
bzw. 12 Tage bei 28°C statisch inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA mit Hilfe des Fungal RNA Mini
Kit von Omega isoliert. Jeweils 100 ng RNA wurden fir die gRT-PCR eingesetzt. Als Template
wurden jeweils 100-150 bp groBe Sticke in den Exons der Gene gewahit. Das zu A. nidulans
homologe Histon H2B-Gen wurde als Kontroligen verwendet. Es wurde gegen den Wildtyp
normalisiert. Die Fehlerbalken wurden aus der Standardabweichung errechnet. (B)
Dunnschichtchromatographie von si-pksB. Fir jeweils drei biologische Replikate wurden 4x10* Sporen
auf mCDB-Platten ausgebracht und fir 7 bzw. 12 Tage bei 28°C im WeiBlicht bzw. im Dunkeln
statisch inkubiert. Die Sekundarmetabolite wurden mit Ethylacetat aus dem Myzel und Agar gelést. 20
ul der insgesamt 100 pl Gesamtvolumen der jeweiligen Probe wurde auf die Platte geladen. AOH:
Alternariolstandard. Der Stern markiert den Metabolit, der augenscheinlich in der Mutante weniger
stark ausgepragt ist und bei dem es sich méglicherweise um den Endmetaboliten des pksB-Clusters

handeln kénnte.
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Als nachstes wurde mit der Mutante eine Dinnschichtchromatographie durchgefihrt
(siehe Abb. 25 (B)). Hierfir wurden die Proben jeweils 7 bzw. 12 Tage im Dunkeln
und im WeiBlicht inkubiert und anschlieBend die Sekundarmetabolite mit Ethylacetat
isoliert. Es ist gleich zu sehen, dass die Mutante scheinbar einige Metabolite in nicht
so starker Menge produziert wie der Wildtyp. Dafir scheint die Produktion anderer
Metabolite stimuliert zu sein. Auch produziert die Mutante im Dunkeln allgemein
mehr Metabolite als im WeiBlicht, beim Wildtyp scheint dieser Effekt genau anders
herum zu sein. Besonders aufféllig jedoch ist der mit einem Stern markierte
Metabolit, welcher im Wildtyp stark produziert wird, jedoch in der Mutante im
WeiBlicht fast gar nicht vorkommt und auch im Dunkeln stark reduziert ist. Es kénnte
sich hierbei um den Metabolit handeln, fir den pksB verantwortlich ist. Da es sich um
eine Herunterregulierung mit immer noch 30%iger Aktivitat und keinen Knockout
handelt, macht es auch Sinn, dass der Metabolit nicht ganz wegfallt, sondern noch
als weniger starke Bande vorhanden ist. Zusatzlich fallen die orangenen Banden in
der Mutante auf, die im Wildtyp nicht zu sehen sind. Hierbei kdnnte es sich um
Metabolite handeln, die als Zwischenstufe des Endmetabolits entstehen und in der
Mutante nicht weiter verstoffwechselt werden kénnen. Es kénnte allerdings auch
sein, dass der Schmier, der bei fast allen Wildtypproben vorhanden ist, diese
Metabolite Uberdeckt, sodass diese nicht sichtbar sind.

Um dieses Ergebnis zu bekréaftigen, wurde ein Deletionsskonstrukt fir pksB
hergestellt und in den Wildtypstamm transformiert. Zwei Transformanten wurden
erzielt, welche per PCR auf die Integration des Hygromycins Uberprift wurden.
AnschlieBend wurde die Expression der Mutanten gemessen und eine
Dinnschichtchromatographie durchgefihrt (siehe Abb. 26 (A) und (C)). Die
Expressionsanalyse ergab, dass die Transformante 1 nur um 18% herunterreguliert
ist, die Transformante 2 nur um etwa 10%. Trotzdem wurde das Metabolitspektrum
mit Hilfe einer Dunnschichtchromatographie betrachtet. Scheinbar hat die
Transformation zu einem Heterokaryon gefahrt, bei dem immer noch

Wildtyphintergrund vorhanden ist, welcher den Effekt revertiert.
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Abbildung 26: Analyse der pksB-Deletion. (A) Expressionsanalyse der pksB-Deletionsmutante. Es
wurden jeweils drei biologische Replikate des Wildtyps und der Mutante in flissigem mCDB-Medium
angeimpft und fir 7 Tage bei 28°C statisch inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA mit Hilfe des
Fungal RNA Mini Kit von Omega isoliert. Jeweils 100 ng RNA wurden fir die qRT-PCR eingesetzt. Als
Template wurden jeweils 100-150 bp groBe Stiicke in den Exons der Gene gewéhlt. Das zu A.
nidulans homologe Histon H2B-Gen wurde als Kontrollgen verwendet. Es wurde gegen den Wildtyp
normalisiert. Die Fehlerbalken wurden aus der Standardabweichung errechnet. T: Transformante. (B)
Dlnnschichtchromatographie von Wildtyp im Vergleich zu den Transformanten 1 und 2. Flr jeweils
drei biologische Replikate wurden 4x10* Sporen auf mCDB-Platten ausgebracht und fiir 7 Tage bei
28°C statisch inkubiert. Die Sekundarmetabolite wurden mit Ethylacetat aus dem Myzel und Agar
geldst. 20 pl der insgesamt 100 pl Gesamtvolumen der jeweiligen Probe wurde auf die Platte geladen.
AOH: Alternariolstandard. Der Stern markiert den vermuteten Metaboliten des pksB-Clusters. (C)
Quantitative Analyse der Metabolite. Mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms Imaged wurden die
Banden quantitativ analysiert. Es wurde jeweils die Bandenintensitdt des Wildtyps und der
Transformanten gemessen und gegen den Wildtyp normalisiert. Die Fehlerbalken wurden aus der

Standardabweichung errechnet.
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Die Dunnschichtchromatographie zeigt, dass in den Mutanten die gleichen
Metabolite produziert werden wie im Wildtyp. Im Dunkeln ist die Produktion allgemein
etwas schwacher als im WeiBllicht, was mit den bisherigen Beobachtungen
Ubereinstimmt. Der mit Stern markierte Metabolit ist auch in allen Proben vorhanden.
Optisch ist es schwierig, einen Unterschied in den Bandenintensitaten von Wildtyp
und Mutanten zu erkennen. Um zu bestimmen, ob die Bande in den Transformanten
weniger stark ist als im Wildtyp, wurde mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImagedJ
die Intensitat der Banden bestimmt und gegen den Wildtyp normalisiert. Man kann in
Abbildung 26 (B) erkennen, dass in den Mutanten die Intensitat tatsachlich etwas
abnimmt im Vergleich zum Wildtyp. Da das Deletionskonstrukt auch nur eine geringe
Herunterregulierung von pksB zeigt, wirde dieses Ergebnis gut passen. Eine
starkere Herunterregulierung wirde wahrscheinlich auch eine Bande mit weniger
Intensitat hervorrufen. Die Transformationen flr eine reine Deletionsmutante dauern
noch an.

Da firr dieses Cluster der Transkriptionsfaktor in Kapitel 4.2.3 bereits bestatigt wurde,
wurde zusétzlich versucht, diesen durch Uberexpression oder Knockdown zu
manipulieren. Es wurde hierfur ein bereits vorhandenes Plasmid genutzt, welches ein
RNAi-Konstrukt des pksB-Transkriptionsfaktors tragt (freundlicherweise von Ramona
Fetzner zur Verfigung gestellt). Das Plasmid wurde in den Wildtypstamm
transformiert und es wurden insgesamt sechs Transformanten erzielt. Die
Expressionsanalyse dieser Transformanten ergab jedoch fir jede Mutante eine
héhere Expression des Transkriptionsfaktors von pksB verglichen zum Wildtyp (siehe
Abb. 27 (A)). Eventuell ist bei der Konstruktion des Vektors ein Fehler unterlaufen,
welcher zu einem Uberexpressionsvektor anstatt einem Knockdown-Konstrukt fiihrte.
Die Mutanten wurden somit im Weiteren als Uberexpressionsstimme behandelt.

Die Transformanten T1, T3 und T4, welche die hdchsten Expressionen zeigten,
wurden genutzt um eine Dunnschichtchromatographie durchzufiihren (siehe Abb. 27

(B)).
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Abbildung 27: Die Uberexpression des pksB-Transkriptionsfaktors. (A) Expressionsanalyse der
pksB-TF-Mutanten. Es wurden jeweils drei biologische Replikate des Wildtyps und der Mutante in
flussigem mCDB-Medium angeimpft und fir 7 Tage bei 28 °C statisch inkubiert. AnschlieBend wurde
die RNA mit Hilfe des Fungal RNA Mini Kit von Omega isoliert. Jeweils 100 ng RNA wurden fir die
gRT-PCR eingesetzt. Als Template wurden jeweils 100-150 bp groBe Stiicke in den Exons der Gene
gewahlt. Das zu A. nidulans homologe Histon H2B-Gen wurde als Kontrollgen verwendet. Es wurde
gegen den Wildtyp normalisiert. Die Fehlerbalken wurden aus der Standardabweichung errechnet.
EV: Leervektor, T: Transformante. (B) Dinnschichtchromatographie der Transformanten 1, 3 und 4.
Fir jeweils drei biologische Replikate wurden 4x10* Sporen auf mCDB-Platten ausgebracht und fiir 7
Tage bei 28 °C statisch inkubiert. Die Sekundarmetabolite wurden mit Ethylacetat aus dem Myzel und
Agar geldst. 20 pl der insgesamt 100 pl Gesamtvolumen der jeweiligen Probe wurde auf die Platte
geladen. AOH: Alternariolstandard. Der Stern markiert den vermuteten Metaboliten des pksB-Clusters.
(C) Quantitative Analyse der Metabolite. Mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms ImagedJ wurden die
Banden der Metabolite quantitativ analysiert. Es wurde jeweils die Bandenintensitdt gemessen und

gegen Dunkel normalisiert. Die Fehlerbalken wurden aus der Standardabweichung errechnet.

Die Transformanten zeigen ein zum Wildtyp sehr ahnliches Bandenmuster. Es
scheint kein Metabolit zusatzlich produziert zu werden. Jedoch wirkt der mit einem

Stern markierten Metabolit starker als im Wildtyp. Um diesen Eindruck zu bestétigen,
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wurde die Bandenintensitat quantitativ mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImagedJ
gemessen (siehe Abb. 27 (C)). Tatsachlich ist die Intensitdt der Banden in den
Mutanten hoher als im Wildtyp. Die Intensitat korreliert mit der Hoéhe der
Uberexpression der Transformanten. Die Transformante 4 zeigt die héchste
Expression und auch die héchste Produktion des Metabolites, bei Transformante 1
und 3 ist sowohl die Expression als auch die Bandenintensitat etwas niedriger. Somit
zeigt sich, dass sowohl die Herunterregulierung von pksB als auch die
Uberexpression des Transkriptionsfaktors von pksB diesen speziellen Metaboliten
beeinflusst. Dies legt den Schluss nahe, dass dieses Cluster fir die Produktion
dieses Metabolits zustédndig oder zumindest beteiligt ist.

Um genauere Aussagen Uber die Beschaffenheit des Metabolits treffen zu kénnen,
wurde eine groBe Menge der Proben auf eine praparative Dinnschichtplatte
aufgetragen und der Metabolit anschlieBend von der Platte isoliert. Er wurde dann
erneut in Methanol in Lésung gebracht und mittels LC/MS genauer analysiert (fir die
Analyse bedanke ich mich bei Dr. Markus Schmid-Heydt vom MRI in Karlsruhe). Die
isolierte Bande ergab zwei Metabolite mit ahnlichen bzw. gleichen Retentionen. Einer
dieser Metabolite (2 Isomere) ist mit ziemlicher Sicherheit Altenuen. Bei dem zweiten
gefundenen Metaboliten handelt es sich um einen Heterozyklus mit der Masse 320
g/mol und der Summenformel CxH1604 (siehe Abb. 28). Die Strukturformel dieses
Metabolits ist in Abbildung 28 angegeben. Es kdnnte sich hierbei um den Stoff
Rubiginon B2 handeln, ein Antibiotikum, welches bereits in Aspergillus und
Streptomyces, aber nicht in Alternaria beschrieben ist.

O
O

O O
=
Abbildung 28: Analyse des vermuteten Metabolits des pksB-Clusters. Strukturformel der
isolierten Substanz. Aus der Analyse konnte eine Strukturformel ermittelt werden. Es handelt sich
jedoch vorerst nur um eine vorlaufige Formel und noch nicht die endgultige Version. Es kénnte sich
dabei um das aus Aspergillus und Streptomyces bekannte Rubiginon B2 handeln.
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4.3 Die globalen Regulatoren VeA und LaeA beeinflussen das pksB-

Cluster

Es konnte bisher gezeigt werden, dass die Uberexpression des Transkriptionsfaktors
zur Uberexpression eines Metaboliten fiihrt und dass ein Herunterregulieren der
Polyketidsynthase in einer Verminderung des gleichen Metabolits resultiert. Um nun
noch mehr Uber die Regulation des pksB-Clusters zu erfahren, wurden Homologe
zweier globaler Regulatoren, VeA und LaeA, die in A. nidulans bereits gut untersucht
sind, in A. alternata manipuliert und die Auswirkung dieser beiden Proteine auf pksB
untersucht.

4.3.1 Der globale Regulator VeA und seine Auswirkung auf die
Polyketidsynthasen

Es konnte bereits in unserem Labor gezeigt werden, dass in A. alternata ein zu A.
nidulans und N. crassa homologes Velvet-Protein existiert (Pruss et al., 2014); VeA
kann selbst kein Licht wahrnehmen, spielt aber als Koordinator der Lichtsignale mit
dem Sekundarmetabolismus eine wichtige Rolle (Bayram et al., 2008). Zuerst wurde
ein Alignment erstellt (siehe Abb. 29 (A)), um die Ahnlichkeit der Proteine
hervorzuheben; es liegt eine Deckungsgleichheit von 61% und eine ldentitat von
53% vor. Zusétzlich wurde eine Lokalisation des A. alternata VeA in A. nidulans
durchgefiihrt, um die Ahnlichkeit der Proteine und ihrer Funktion zu untersuchen.
Das A. nidulans VeA lokalisiert im Dunkeln gewdhnlich im Kern, unter
Lichtbedingungen lokalisiert es teilweise im Zytoplasma. Der ORF des Gens wurde
hierfGr hinter den induzierbaren alcA-Promotor kloniert und in den A. nidulans
Wildtypstamm SKV103 transformiert. Die Transformanten wurden per PCR auf die
Integration des alcA-Promotors zusammen mit dem ORF des veA-Gens gepruft.
Sporen positiv getesteter Mutanten wurden in Minimalmedium mit 2% Glycerin
angeimpft und fur ca. 14 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Mikroskopieaufnahmen stammen von Elke Wohlmann.
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Abbildung 29: Das Velvet-Homolog in A. alternata. (A) Alignment von A. nidulans VeA mit dem
homologen Protein in A. alternata. Das Alignment wurde mit dem CLC Sequence Viewer erstellt. Das
A. nidulans Protein VeA (AN1052) wurde gegen das homologe Protein in A. alternata
(AAT_PG009942) alignt. Die Proteine sind zu 61% deckungsgleich und zu 53% identisch. (B)
Lokalisation von A. alternata VeA in A. nidulans. Der ORF von veA aus A. alternata wurde aus gDNA
amplifiziert und in den Efimov-Vektor unter der Kontrolle des alcA-Promotors kloniert. Durch die
Integration in den Vektor findet gleichzeitig eine GFP-Markierung des Gens statt. Das Plasmid wurde
in den SKV103 Wildtypstamm transformiert; die Selektion erfolgte hierbei durch den
Auxotrophiemaker pyr-4. Per PCR wurde die Integration des Gens nachgewiesen. Sporen der positiv
getesteten Transformanten wurden fir die Mikroskopie in Minimalmedium mit 2% Glycerin auf
Deckglésern angeimpft, fir ca. 16 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend auf
Objekttrager aufgebracht und mit dem Immersionsobjektiv bei einer VergréBerung von 64-fach
mikroskopiert. Glycerin dereprimiert den alcA-Promotor, was in einem Signal unabhangig von den
auBeren Bedingungen resultiert. Es konnte eine Lokalisation im Kern (l) als auch im Zytoplasma (Il)
beobachtet werden. Die Markierung der Kerne erfolgte mit DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol).
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Die Abbildung 29 (B) zeigt die zwei unterschiedlich beobachteten Lokalisationen des
A. alternata VeA-Proteins in A. nidulans. In B (lI) konnte eine Lokalisierung
héchstwahrscheinlich im Kern mikroskopiert werden. Auf Grund der fehlenden DAPI-
Farbung der Kerne ist dies nur eine Vermutung; jedoch deutet die RegelmaBigkeit
des Signals auf eine Kernlokalisierung hin. Das Signal in B (Il) hingegen ist
gleichmaBig Uber die Hyphen verteilt; das Protein lokalisiert im Zytoplasma.

Um nun genaueres Uber die Funktion des Velvet Proteins in A. alternata zu erfahren,
wurde ein Disruptions-Konstrukt hergestellt. Hierfir wurde eine Left-Border und eine
Right-Border aus dem Genom amplifiziert und mit Linkern fir die Hygromycin-
Kassette versehen. Allerdings wurde als Left- und Right-Border jeweils ein Teil des
ORF zusammen mit einem Stlck up- und downstream amplifiziert. Die
Hygromycinkassette unterbricht also das Gen und ersetzt es nicht vollstandig. Mit
nested-Primern wurde das Fusionskonstrukt aus den drei einzelnen DNA-Sticken
gebildet und dieses direkt als PCR-Produkt transformiert. Es konnten etwa zehn
Transformanten erzielt werden.

Schon optisch unterscheiden sich die Transformanten stark von dem Wildtyp. Die
Kolonien sind eher weiBlich grau und produzieren viel mehr Luftmyzel als der Wildtyp
(siehe Abb. 30 (A)). Die Melaninproduktion scheint in den Mutanten beeintrachtigt zu
sein. Dies kénnte schon der erste Hinweis auf die regulierende Funktion des veA-
Homologs auf die Sekundérmetabolite sein. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits
fur eine mvei-Mutante, dem Homolog zu VeA in Mycosphaerella graminicola,
gemacht. Auch hier kann die Mutante kein Melanin mehr produzieren (Choi &
Goodwin, 2011). Die Wachstumsgeschwindigkeit scheint jedoch nicht reduziert.
Sechs der erhaltenen Transformanten wurden im Weiteren auf die Expression
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass in allen getesteten Transformanten
praktisch keine Expression mehr gemessen werden kann (siehe Abb.30 (B)). Um
nun die Auswirkungen der Mutante auf die PksB zu bestimmen, wurde die
Expression von pksB gemessen. Da durch Beobachtung des Phanotyps bereits
gefolgert werden kann, dass die Melaninproduktion in den Mutanten beeintrachtigt
ist, wurde zusétzlich die Expression von pksA sowie pksD gemessen (Abb. 30 (C)).
Es ist zu sehen, dass alle drei Polyketidsynthasen in ihrer Expression beeinflusst
sind. Das Gen pksA hat ein Expressionslevel von 71%, pksB von 21% und pksD von
lediglich 2% der urspringlichen Expression im Wildtyp. Dies liefert erste Hinweise
auf eine aktivierende Funktion von VeA bezliglich der Sekundarmetabolite.
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Abbildung 30: veA-Disruption. (A) Phanotyp der Disruptionsmutanten. Die Transformanten 2 und 8
wurden zusammen mit dem Wildtyp auf mCDB-Medium gepickt und fir 3 bzw. 4 Tage bei 28°C
inkubiert. (B) Messung der Expression von veA in den Disruptionsmutanten. Es wurden jeweils drei
biologische Replikate des Wildtyps und der sechs Mutanten in flissigem mCDB-Medium angeimpft
und far 7 Tage bei 28°C statisch inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA mit Hilfe des Fungal RNA
Mini Kit von Omega isoliert. Jeweils 100 ng RNA wurden fir die gRT-PCR eingesetzt. Als Template
wurden jeweils 100-150 bp groBe Sticke in den Exons der Gene gewdahlt. Das zu A. nidulans
homologe Histon H2B-Gen wurde als Kontroligen verwendet. Es wurde gegen den Wildtyp
normalisiert. Die Fehlerbalken wurden aus der Standardabweichung errechnet. (C)
Expressionsanalysen von pksA, pksB und pksD in der veA-Disruptionsmutante. Die Inkubation und
Isolierung der RNA sowie die gRT-PCR wurde wie in (B) beschrieben durchgefihrt.

Um nun den Effekt der Genunterbrechung auf die direkt sichtbaren
Sekundarmetabolite zu untersuchen, wurden drei der Transformanten (Nr. 2, 3 und
8) ausgewahlt, um eine Dinnschichtchromatographie durchzufihren. Auf Grund der
Vermutung, dass sich die Mutanten unter verschiedenen Lichtbedingungen
unterschiedlich verhalten, wurden die Proben im WeiBlicht oder im Dunkeln fir 7
Tage bei 28°C inkubiert.
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Abbildung 31. Diinnschichtchromatographie von veA-Disruptionsmutanten 2, 3 und 8 im
Vergleich zu A. alternata Wildtyp. 4x10* Sporen wurden auf mCDB-Platten ausgebracht und fiir 7
Tage bei 28°C im WeiBlicht bzw. im Dunkeln statisch inkubiert. Die Sekundarmetabolite wurden mit
Ethylacetat aus dem Myzel und Agar geldést. 20 pl der insgesamt 100 pl Gesamtvolumen der
jeweiligen Probe wurde auf die Platte geladen. T: Transformante.

Die Abbildung 31 zeigt, dass die Disruption dieses Gens tatsachlich groBe
Unterschiede im Sekundarmetabolitspektrum nach sich zieht. Dabei ist der Effekt im
Dunkeln noch leicht starker ausgepragt als im WeiBlicht. Die Mutanten produzieren
groBe Mengen an gelben Metaboliten. Hierbei handelt es sich ausgehend von der
Farbe und der H6he der Banden eventuell um Altertoxine. Des Weiteren erkennt
man in den Mutanten viele zuséatzliche Banden, die meisten davon gelb oder orange.
Allerdings kann hier keine Aussage darUber getroffen werden, um welche Metabolite
es sich handelt. Die im WeiBlicht inkubierten Proben zeigen ebenfalls starke gelbe
Banden, von denen vermutet wird, dass es sich um Altertoxine handelt. Jedoch kann
man hier auch die Alternariol-, Alternariolmonomethylether- und Altenuenbande
erkennen, welche in den Dunkelproben fast vollstdndig von anderen Metaboliten
Uberlagert sind. Auch der Metabolit, welcher vermutlich vom pksB-Cluster produziert
wird, ist in den Velvet-Mutanten verschwunden. Dies stiitzt ebenfalls die These, dass
pksB und die anderen Gene auf dem Cluster fir den Metaboliten verantwortlich sind
und dass VeA als (bergeordneter Regulator viele der Polyketidsynthasen
beeinflusst.
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4.3.2 Der globale Regulator LaeA und seine Auswirkung auf die
Polyketidsynthasen

Da gezeigt werden konnte, dass VeA eine Rolle in der Regulation von pksA, pksB
und pksD und somit héchstwahrscheinlich auch aller anderer Polyketidsynthasen
spielt, wurde noch ein weiterer globaler Regulator, LaeA, untersucht. LaeA wurde
bereits in A. nidulans als globaler Regulator von Sekundarmetaboliten beschrieben
(Bok & Keller, 2004). Da in A. alternata noch kein LaeA-Homolog beschrieben ist,
wurde mit einer BLAST-Suche nach dem Gen mit der h6chsten Homologie gesucht
und ein Alignment erstellt (siehe Abb. 32).
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Abbildung 32: Alignment von A. nidulans LaeA (AN0807) mit dem homologen Protein
(AAT_PG002962) in A. alternata. Das Alignment wurde mit dem CLC Sequence Viewer erstellt. Die

Proteine sind zu 74% deckungsgleich und zu 51% identisch.

Nachdem das Protein mit der héchsten Homologie gefunden wurde, wurde der ORF
des Gens hinter den konstitutiven trpoC-Promotor kloniert und dieses Konstrukt in den
Wildtyp transformiert. Die Transformanten wurden auf die Expression des /aeA-Gens
getestet. Eine der Transformanten wies eine Expression von nur noch 13% im
Vergleich zum Wildtyp auf (siehe Abb. 33 (A)). Diese Mutante wurde ausgewahlt, um
weitere Versuche zu machen. Aufféllig war das verlangsamte Wachstum im
Vergleich zum Wildtyp-Stamm. Die Abbildung 33 (B) zeigt, dass die Mutante nach 2
Tagen Inkubation wesentlich kleiner ist als der Wildtyp. Um dies zu quantifizieren,
wurde eine Messreihe Uber vier Tage durchgefihrt, um die GréBe der Kolonien zu
vergleichen. Es zeigt sich, dass die Mutante Gber den ganzen Zeitraum nur etwa halb
so schnell wachst wie der Wildtyp, was auf einen gravierenden Defekt in der
Entwicklung hinweist (siehe Abb. 33 (C). Oft geht hiermit auch eine Anderung in der
Sporenzahl der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp einher. Daher wurde auch die
Sporenzahl pro cm? einer gut bewachsenen Platte bestimmt. Die Sporenzahl liegt ein
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wenig unter der des Wildtyps, allerdings ist der Unterschied von 2,32x10° Sporen
beim Wildtyp und 1,98x10° Sporen bei der Mutante sehr gering (siehe Abb. 4.33 (D)).
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