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Abkurzungsverzeichnis

AP Alkalische Phosphatase
aw Wasseraktivitat
bp Basenpaare
cDNA complementary DNA
CoA Coenzym A
CSPD Disodium 3-(4-methoxyspiro (1,2-dioxetane-3,2'-(5'-
chloro)tricyclo(3.3.1.1.>"Ydecan)-4-yl)-phenyl phosphate
DC Dunnschichtchromatographie
DIG Digoxigenin
DMSO Dimethylsulfoxid
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
GDP Guanosindiphosphat
GTP Guanosintriphosphat
HOG high osmolarity glycerol
HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie
IPTG Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid
ITS internal transcribed spacer
LB Luria-Bertani-Medium
MAP-Kinase Mitogen activated protein kinase
MG Malz- und Glucose-Medium
OTA Ochratoxin A
PDA Potato dextrose agar
PEG Polyethylenglykol
PKA Proteinkinase A
PKS Polyketidsynthase
RAPD randomly amplified polymorphic DNA
ROS reactive oxygen species
RT Raumtemperatur
SDS Sodiumdodecylsulfat
SSC NaCl-NasCitrat
TBE Tris-buffered-EDTA
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
UPM Umdrehungen pro Minute
uv Ultraviolett
WT Wildtyp
X-Gal 5-brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-galactopyranosid
YES Yeast extract sucrose




1 Zusammenfassung

Citrinin ist ein wichtiges lebensmittelrelevantes Mykotoxin. Wie die meisten
Mykotoxine weist Citrinin verschiedene toxische Wirkungen gegeniuber Menschen,
und Tieren auf. Unter anderem (u. a.) kommen in der Gattung Penicillium mehrere
citrininbildende Spezies vor. Das Mykotoxin Citrinin kommt auf einem breiten
Spektrum von Lebensmittelprodukten vor. Jedoch existieren tber die Regulation der
Citrininbildung nur wenige Daten. In dieser Arbeit wurden Penicillium verrucosum
(P. verrucosum), Penicillium expansum (P. expansum) und Penicillium citrinum
(P. citrinum) als Modellspezies fir die Untersuchung der Regulation der
Citrininbildung ausgewahlt. Da die Umweltfaktoren die Mykotoxinbildung
beeinflussen konnen, wurde in dieser Arbeit der Einfluss der wichtigsten
Umweltfaktoren auf die Citrininbiosynthese untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass die Temperatur, die Wasseraktivitdt und der pH-Wert der Umgebung einen
starken Einfluss auf die Citrininregulation bei den unterschiedlichen Spezies haben.
Im Gegensatz zu P. verrucosum und P. expansum haben die Umweltfaktoren bei
P. citrinum allerdings weniger Einfluss. In dieser Arbeit gelang es, auch die Gene der
Citrininbildung bei den drei Penicillium Spezies zu charakterisieren. Die Citriningene
in Penicillium weisen hohe Homologien untereinander und zu den Genen in
Monascus auf. Durch die Inaktivierung des Polyketidsynthasegens (pksCT) konnte
gezeigt werden, dass sie fur die Citrininbiosynthese bei P. citrinum und P. expansum
wichtig ist. Bei P. verrucosum ist die pksCT fur die Bildung von Ochratoxin A und
Citrinin verantwortlich. Weiterhin wurde gezeigt, dass die HOG-, PACC- und
cAMP/G-Protein-Signalwege bei der Regulation der Citrininbildung eine wichtige,
speziesabhangige Rolle spielen. Neben diesen spezifischen Regulatoren konnte
auch gezeigt werden, dass der globale Regulator Velvet bei der Citrininbildung
entscheidend ist. FUr P. expansum wurde laut Literaturdaten gezeigt, dass Patulin,
ein weiteres von dieser Spezies gebildete Mykotoxin, einen Kolonisierungsfaktor
darstellt und die Kolonisierung von Apfeln fordert. Laut Literaturdaten kénnen viele
P. expansum Stamme Citrinin bilden, obwohl dieses Toxin in Apfeln nur in geringerer
Menge nachgewiesen werden kann. In dieser Arbeit ist es gelungen die Bildung von
Citrinin durch P. expansum in Apfeln zu bestétigen und dessen geringe detektierbare
Mengen zu erklaren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene

Pathogenitatsversuche auf Apfeln und auf apfelbasiertem Medium durchgefiihrt. Die
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Ergebnisse zeigten, dass die Bildung von Citrinin ebenfalls eine wichtige Rolle bei
der Kolonisierung von Apfeln spielt.



2 Einleitung

2.1 Schimmelpilze

Schimmelpilze sind eine Gruppe der filamentdsen Pilze. Sie stellen eine Gruppe der
heterotrophen und eukaryotischen Mikroorganismen dar. Bei den Pilzen gibt es
unterschiedliche Lebensformen. Filamentdse Pilze haben keine Photosynthese, da
sie kein Chlorophyll besitzen. Sie sind daher C-heterotroph. Sie kommen als
Saprophyten oder Parasiten auf Pflanzen oder Tieren vor. Einige Pilze gehen mit
anderen Organismen Symbiosen ein. Die Pilze sind in der Lage verschiedene
Sekundarmetaboliten zu bilden, u. a. die Mykotoxine. Bei den Pilzen, wie auch bei
den meisten Mikroorganismen, ist wahrend des Wachstums, zwischen dem
Primarmetabolismus und dem Sekundarmetabolismus zu unterscheiden. Zu Beginn
des Wachstums, wenn noch geniigend Nahrstoffe vorhanden sind, werden die fur
das Wachstum wichtigen Substanzen, wie z. B. Aminosduren, Lipide, Vitamine,
Zucker und Proteine synthetisiert. Wenn sich die Wachstumsbedingungen andern,
durch z. B. ein verringertes Nahrstoffangebot, produzieren die Pilze die
Sekundarmetaboliten. Bei den Pilzen gibt es unterschiedliche Wachstumsformen.
Meistens vermehren sich die Pilze vegetativ durch die Bildung von Sporen. Diese
werden auch Konidien genannt. Unter den Bedingungen, die fir einen Pilz forderlich
sind, wachsen die Sporen weiter und bilden das Myzel. Dies ist eine Verdichtung aus
mikroskopischen knotenformigen Faden mit mehreren Kernen. Bestimmte Penicillien
konnen sich auch sexuell durch die Bildung von Ascosporen vermehren. Andere
Pilze vermehren sich vegetativ durch Knospung. Diese Form der Vermehrung ist
u. a. bei Saccharomyces cerevisiae zu finden. Der Focus dieser Arbeit lag auf den
Pilzen, die fur Lebensmittel von Bedeutung sind. Ein Befall der Lebensmittel mit
Schimmelpilzen hangt von vielen Faktoren ab und ist haufig mit einer
Mykotoxinbildung verbunden. Entscheidend fur einen Schimmelpilzbefall sind
optimale Wachstumsbedingungen, die stammabhangig sind. So haben die meisten
Pilze eine optimale Wachstumstemperatur von 25 °C bis 35 °C. Nicht nur die
Temperatur spielt beim Wachstum und der Mykotoxinbiosynthese eine wichtige
Rolle, sondern auch das Néahrstoffangebot und ein bestimmtes Mal3 an Feuchtigkeit.
Schimmelpilze kdnnen auch nuitzlich sein. Viele Schimmelpilze sind in der Industrie

von grofRer Bedeutung. Fur die Herstellung von verschiedenen Backprodukten
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werden die Hefen verwendet und auch in der Pharmaindustrie werden manche Pilze
eingesetzt. Viele Arzneimittel wie z. B. Antibiotika und viele Enzyme werden aus
Schimmelpilzen isoliert. Aus Schimmelpilzen der Gattung Penicillium werden z. B.
die Penicilline hergestellt. Bei der Herstellung von edelsiRen Weinen wird der
Schimmelpilz Botrytis cinerea verwendet. Verschiedene Aspergillusarten kommen in
der Produktion von asiatischen fermentierten Lebensmitteln vor. So kommen z. B.
A. oryzae und A. glaucus bei der Herstellung von Shoyu und Miso, zwei bekannte
Lebensmittel in Japan und China, zum Einsatz. Penicillum camemberti, ist eine
Pilzart, die fur die Herstellung verschiedener franzésischer Kase wie Camembert,
Brie und Coulommiers wichtig ist (Frisvad et al., 2004).

2.2 Mykotoxine

Mykotoxine sind giftige Produkte der filamenttsen Pilze. Fir andere Organismen wie
Pflanzen, Tiere und Menschen stellen Mykotoxine ein ernsthaftes Risiko dar und
konnen bei diesen Organismen verschiedene Erkrankungen verursachen. Der
Verzehr der mit Mykotoxinen befallenen Lebensmittel kann zu schwerwiegenden
gesundheitlichen Problemen fuhren. Dies ist schon bei geringen Konzentrationen
maoglich. Bei den Menschen kdnnen die Mykotoxine verschiedene lebenswichtige
Organe wie Nieren, Leber, Darm oder das Nervensystem schadigen. Viele Pilzarten
der Gattungen Penicillium, Aspergillus und Fusarium kdnnen auf verschiedenen
Lebensmittelprodukten wachsen und Mykotoxine bilden. Mykotoxine werden im
Sekundéarstoffwechsel der filamentGsen Pilze gebildet. Mittlerweile gibt es mehr als
400 bekannte Mykotoxine. Es gibt Pilzarten, die mehr als ein Mykotoxin bilden
konnen. P. verrucosum z. B. bildet u. a. zwei Mykotoxine, Ochratoxin A und Citrinin.
Bei anderen Spezies ist nur die Bildung eines Mykotoxins bekannt. Penicillium
nordicum (P. nordicum) bildet z. B. Ochratoxin A als wichtigsten Sekundarmetabolit,
wéahrend P. citrinum Citrinin bildet. Das Gefahrdungspotential der Mykotoxine ist sehr
unterschiedlich. Es gibt Mykotoxine, die hochgiftig sind. Andere sind sogar
krebserregend. Bei den Menschen mit abgeschwachtem Immunsystem kénnen diese
Stoffe schwerwiegende gesundheitliche Probleme verursachen. Mykotoxine werden
unter bestimmten Bedingungen und auf bestimmten Habitaten gebildet. Sie sind in
den Myzelien zu finden, werden aber auch ins Medium ausgeschieden. Die Sporen
der filamenttsen Pilze kbnnen ebenfalls Mykotoxine enthalten. Zu den bekanntesten
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Mykotoxinen, die fur die Lebensmittel von Bedeutung sind, gehdren die Aflatoxine,
Ochratoxine, Trichothecene, Fumonisine, Patulin und Citrinin. lIhre Produzenten
gehoren verschiedenen Gattungen an. Citrinin, Ochratoxin A und Patulin sind, wie
die meisten Mykotoxine, Polyketide und werden Uber einen Polyketidweg
synthetisiert. Verschiedene Umweltfaktoren haben einen grof3en Einfluss auf die
Mykotoxinbildung. Zu den bekanntesten Umweltfaktoren, die die Bildung der
Mykotoxine beeinflussen, zahlen der pH-Wert, die Temperatur, die Wasseraktivitat
und die Substratzusammensetzung. Filamentdse Pilze kénnen die Veranderungen

im Umgebungsmilieu detektieren.

Die biologische Bedeutung der Mykotoxine ist noch nicht vollstandig bekannt.
Diesbeziglich wurden verschiedene Hypothesen erstellt. Da sie toxische
Eigenschaften aufweisen wurde z. B. vermutet, dass filamentdse Pilze Mykotoxine
als Verteidigungsstrategien gegen andere Organismen in ihrer Umgebung bilden
oder als Substanzen, die den Pilzen fur eine bessere Adaptation an bestimmte
Habitate dienen. Es wurde z. B. gezeigt, dass Penicillien Ochratoxin A bilden, um
sich in salzhaltigen Habitaten besser durchzusetzen (Schmidt-Heydt et al., 2012). In
Bezug auf die Patulinbildung konnte gezeigt werden, dass Patulin als
Kolonisierungsfaktor furr die Infektion von Apfeln durch P. expansum dient (Sanzani
et al., 2012; Snini et al., 2016). Die Mykotoxine Citrinin und Patulin wurden nach ihrer
Entdeckung als Antibiotika betrachtet, da sie hemmende Wirkung gegen Bakterien
haben (Mazumder et al., 2002; Moake et al., 2005). Jedoch ihre toxischen
Eigenschaften verhindern ihren Einsatz als Antibiotika fir Menschen. Da die zu
untersuchenden Penicillium Spezies Citrinin, Ochratoxin A und Patulin bilden,

werden diese Mykotoxine in dieser Arbeit beschrieben.

Citrinin

Citrinin ist ein Mykotoxin, das von einigen Pilzarten der Gattungen Aspergillus,
Monascus und Penicillium gebildet wird. Das Mykotoxin Citrinin wurde 1930 von
P. citrinum isoliert (Hetherington and Raistrick, 1931). Nach zahlreichen Studien
wurde es von anderen Pilzarten der Gattungen Penicillium, Aspergillus und
Monascus isoliert (Comerio et al., 1998; Shimizu et al.,, 2005). In der Gattung
Penicillium wird Citrinin von P. citrinum, P. expansum und P. verrucosum, von der
Gattung Aspergillus von A. candidus, A. terreus und A. niveus gebildet. In der

Gattung Monascus sind Monascus purpureus (M. purpureus) und Monascus
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aurantiacus (M. aurantiacus) in der Lage, hohe Mengen an Citrinin zu bilden.
Toxikologische Untersuchungen haben gezeigt, dass Citrinin multiple toxische
Effekte hat. Auf phanotypischer Ebene zeigt Citrinin nephrotoxische und
hepatotoxische Eigenschaften, die durch seine molekularen Wirkungen, wie die
Inhibierung der DNA- und RNA-Synthese hervorgerufen werden. Es kann auch
Krebs und Mutationen bei verschiedenen Wirbeltieren auslosen. Auf3erdem wird
vermutet, dass Citrinin neben Ochratoxin A die Ursache fir die endemische Balkan-
Nephropathie ist (Aiko et al., 2013; Vrabcheva et al., 2000). Zudem hat Citrinin auch
antibiotische Wirkung gegentiber grampositiven Bakterien (Kavanagh, 1947; Kiser
and Zellert, 1945). Bereits durchgefuhrte Studien tGber das Vorkommen von Citrinin
zeigten, dass dieses Mykotoxin in einer Vielzahl von Substraten gefunden werden
kann (Dutta, 2008). Insbesondere kommt Citrinin auf Lebensmittelprodukten
pflanzlichen Ursprungs vor. Es wurde auf verschiedenen Obst- und
Gemiuseprodukten, Getreide und Getreideprodukten nachgewiesen (Martins et al.,
2002; Somorin et al., 2016; Xu et al., 2006). Allerdings ist die hachgewiesene Menge
meist gering, was Vermutungen Uber eine relativ leichte Degradation des Citrinins
bedingt hat (Dietrich et al., 2001). Eine Citrininbildung durch Penicillien tritt bevorzugt
in den Regionen mit gemaRigtem Klima auf. P. verrucosum ist fur die Bildung von
Citrinin in Getreide verantwortlich. Neben Citrinin bildet P. verrucosum auch
Ochratoxin A auf Getreide. P. citrinum ist der Hauptbildner von Citrinin in salzhaltigen
Gemiiseprodukten, wie Oliven (Heperkan et al., 2009). In Friichten wie Apfeln,

Trauben und in Birnen wird Citrinin durch P. expansum gebildet (Vifias et al., 1993).

O OH
HO = "0

O "'CH,4
CH3; CH,4

Abb. 1: Strukturformel von Citrinin

Ochratoxin
Die Ochratoxine sind eine Gruppe der Mykotoxine, die von vielen Arten der
Gattungen Penicillium und Aspergillus synthetisiert werden. Es gibt verschiedene
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Typen der Ochratoxine, wobei Ochratoxin A, Ochratoxin B und Ochratoxin C die
wichtigsten sind. Hinsichtlich der Toxizitdt der Ochratoxine ist Ochratoxin A das
starkste Toxin. Neben Ochratoxin A wurde auf den Lebensmitteln bisher nur
Ochratoxin B gefunden. Die Struktur von Ochratoxin A besteht aus einem
Isocumarin-Rest, der mit der Aminoséure, Phenylalanin, Uber eine Peptidbindung
verbunden ist (Harris and Mantle, 2001; Van der Merwe et al., 1965). Ochratoxin A
wird von mehreren Spezies von Aspergillus und Penicillium gebildet (Varga et al.,
2001). In der Gattung Penicillium wird Ochratoxin A in gro3en Mengen vor allem von
P. nordicum und P. verrucosum gebildet. P. nordicum kommt ebenfalls meistens auf
salz- und proteinhaltigen Lebensmitteln vor. In der Gattung Aspergillus sind
A. ochraceus, A.niger und A. carbonarius die Hauptbildner von Ochratoxin A.
Ochratoxin A ist ein potentes nephrotoxisches Mykotoxin (Pohland et al., 1992). Im
Jahre 1993 wurde Ochratoxin A von der internationalen Agentur fur Krebsforschung
als mdogliches Humankarzinogen der Gruppe 2B eingestuft (IARC, 1993). Es ist
weltweit als Lebensmittelkontaminant bekannt und kommt auf Getreideprodukten wie
Weizen, Mais, Gerste, Hafer, Roggen, Mehl und Brot vor (El-dessouki, 1992). Zudem
kann Ochratoxin A in anderen Lebensmittelprodukten wie Kaffee, Kdse und Bohnen
vorkommen (Varga et al., 2001). In den gemaligten Zonen ist meist P. verrucosum
fur die Bildung von Ochratoxin A auf verschiedenen Lebensmittelprodukten
verantwortlich, wahrend die Aspergillen fur die Ochratoxin A-Bildung warmere
Klimazonen bevorzugen. Frihere Studien Uber Mykotoxine zeigten, dass Ochratoxin
A unterschiedliche Wirkungen auf das Immunsystem hat (Thurston et al., 1986).
Seine toxische Wirkung in den Zellen beruht auf der Hemmung der
Proteinbiosynthese durch kompetitive Hemmung der Phenylalanin-t-RNA Synthetase

(Breitholz-Emanuelsson et al., 1995).

O OH
@) OH O

O

Ir=z

“CHs
Cl
Abb. 2: Strukturformel von Ochratoxin A
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Patulin

Das Mykotoxin Patulin wird von einigen Arten von Aspergillus und Penicillium auf
verschiedenen Lebens- und Futtermitteln gebildet (Harwig et al., 1973; Stott and
Bullerman, 1975). Patulin wird auch haufig als Kontaminant in Apfelprodukten wie
Apfelsaft gefunden (Martins et al., 2002). In der Gattung Penicillium ist P. expansum
der wichtigste Patulinbildner, der vor allem in kontaminiertem Obst und Gemise
vorkommt. Bereits durchgefiihrte toxikologische Studien mit Ratten haben gezeigt,
dass Patulin verschiedene toxische Wirkungen hat. Es wurde u. a. gezeigt, dass
Patulin eine hemmende Wirkung auf die DNA-Synthese hat (Moake et al., 2005).
AulRerdem konnten Puel et al. (2010) zeigen, dass Patulin genotoxische
Eigenschaften aufweist. In Mausen und Kaninchen wurde gezeigt, dass Patulin eine
Veranderung im Immunsystem ausldst. Dabei wurde eine Zunahme der Anzahl der
T-Lymphozyten, eine geringe Konzentration der Immunglobuline, eine verzégerte
immunologische Reaktivitdt sowie eine Erhéhung in der Anzahl der neutrophilen
Granulozyten nachgewiesen (Escoula et al., 1988 a,b). Aufgrund des
Patulinvorkommens in verschiedenen Lebensmittelprodukten und seiner toxischen
Eigenschaften wurden innerhalb der EU gesetzliche Patulinhchstmengen fir

bestimmte Lebensmittel erlassen (Bonerba et al., 2010).

OH

O —
Z 0

O

Abb. 3: Strukturformel von Patulin

2.3 Generelle Eigenschaften der Gattung Penicillium

Penicillium ist eine der wichtigsten Gattungen der filamentésen Pilze. Die Arten

dieser Gattung sind weltweit verbreitet und kommen auf verschiedenen Habitaten



vor. Sie sind im Boden, in der Luft und auf kolonisierten Frichten zu finden. Die
Penicillien bevorzugen Regionen mit moderatem bis warmen Klima. Die Arten dieser
Gattung sind durch die Bildung von verschiedenen Sekundarmetaboliten bekannt
(Frisvad and Filtenborg, 1983). Als Saprophyten bauen die Penicillien die
organischen Substanzen vom toten Material ab und metabolisieren sie. Sie haben
eine grof3e 6kologische Rolle in der Natur als Destruenten. Durch die Zersetzung der
organischen Stoffe stellen sie anderen Organismen (Produzenten) die
anorganischen Stoffe zur Verfligung und spielen somit eine wichtige Rolle in der
Nahrungskette. Die Gattung Penicillium umfasst 354 Arten (Visagie et al., 2014).
Einige Penicillium-Arten sind in der Nahrungsmittel- sowie der Pharmaindustrie von
gro3er Bedeutung, da sie in der Produktion von verschiedenen Kasesorten oder
Fleischprodukten eingesetzt werden. Ein sehr bekanntes Beispiel fur die Wichtigkeit
mancher Penicillien ist das Antibiotikum Penicillin, das von P. chrysogenum isoliert
wurde. Viele Penicillien sind auch lebensmittelrelevant, da viele Spezies, die auf
Lebensmittel wachsen kdnnen, der Gattung Penicillium angehoren. Die Penicillien
vermehren sich sowohl geschlechtlich (Spezies Eupenicillium, Talaromyces) als auch
ungeschlechtlich. In dieser Gattung gibt es auch viele Arten, die sich nur durch
ungeschlechtliche Weise durch die Bildung von Konidiosporen vermehren. Spezies
dieser Gattung konnen verschiedene Mykotoxine bilden. Dazu zahlen u. a.
Ochratoxin A, Patulin und Citrinin. Bezlglich der Citrininbildung gibt es in dieser
Gattung viele Citrininbildner, die auf verschiedenen Lebensmittelprodukten
vorkommen. In dieser Arbeit wurden P. citrinum, P. expansum und P. verrucosum als
Modelorganismen fir die Untersuchung der Regulation der Citrininbiosynthese
ausgewahlt. Diese Spezies sind relativ nah miteinander verwandt und kommen auf
verschiedenen Habitaten vor. Interessanterweise koénnen alle drei Spezies
zusammen auf salzhaltigen Habitaten vorkommen (Comi et al., 2004, Nunez et al.,
1996).
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Abb. 4: Schematische Darstellung von Penicillium-Konidientrdgern. Quelle des
Bildes: https://de.wikipedia.org/wiki/Pinselschimmel.

Penicillium verrucosum

Penicillium verrucosum kommt vorzugsweise in Regionen mit kalten und moderaten
klimatischen Bedingungen vor. Diese Spezies kommt hauptsachlich auf Getreide wie
z. B. Weizen und verschiedenen Getreideprodukten vor (Bragulat and Cabaries,
2008; Lund and Frisvad, 2003). Diese Spezies kann verschiedene
Sekundarmetaboliten, darunter Ochratoxin A und Citrinin, bilden (Larsen et al.,
2001). Das Wachstum von P. verrucosum auf Getreide und Getreideprodukten fuhrt
zur Kontamination dieser Produkte mit Ochratoxin A (Lindblad et al., 2004; Lund and
Frisvad, 2003) und Citrinin (Vrabcheva et al., 2000). Zudem kann diese Spezies auch
auf den salzhaltigen Habitaten wie z. B auf fermentierten Oliven und Kése (Gareis
and Scheuer, 2000; Heperkan et al., 2009) oder getrockneten Fleischprodukten
(Asefa et al., 2009; Comi et al., 2004) vorkommen. Auf diesen Substraten produziert
P. verrucosum hohe Mengen an Ochratoxin A (Larsen et al., 2001). Die
Wachstumsbedingungen haben einen grof3en Einfluss auf die Bildung dieser
Mykotoxine. Je nach Bedingungen bildet P. verrucosum grof3e Mengen an Citrinin

oder Ochratoxin A.
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Abb. 5: Getreide und Getreideprodukte, das wichtigste Habitat von P. verrucosum.
Quelle der Bilder: https://de.wikipedia.org/wiki/Mykotoxin.

Penicillium expansum

Penicillium expansum ist ein lebensmittelrelevanter Pilz. Die Spezies qilt als ,post-
harvest‘ pflanzenpathogene Spezies. Friichte wie Apfel, Kirschen und Birnen sind
seine spezifischen Habitate, wobei Apfel das hauptsachliche Habitat fiir diese
Spezies ist. P. expansum kann aber ebenfalls auf anderen Produkten wie Walnusse,
Pecannisse, Haselnlsse oder Eicheln gefunden werden (Filternborg et al., 1996).
AuBerdem kommt P. expansum auf salzhaltigen Habitaten zusammen mit anderen
Penicillien wie P. citrinum und P. verrucosum vor. Diese Pilzart produziert zwei
wichtige Mykotoxine, Citrinin und Patulin (Harwig et al., 1973). Es ist bekannt, dass
Patulin einen Kolonisierungsfaktor darstellt. Patulin wird von dieser Spezies gebildet,
um die Kolonisierung von Apfeln zu verbessern. Mutanten, die kein Patulin mehr
bilden, zeigen je nach Bedingung eine stark reduzierte Kolonisierungsfahigkeit
(Sanzani et al., 2012; Snini et al., 2016). Citrinin, das zweite wichtige Mykotoxin wird
nach Wachstum auf Labormedien in moderaten bis hohen Mengen gebildet, wéhrend
auf Apfeln wenig Citrinin gefunden wird (Dietrich et al., 2001; Martins et al., 2002;
Pepeljnjak et al., 2002; Singh and Sumbali, 2008; Watanabe, 2008). P. expansum
stellt die wichtigste Ursache fir die Grinfaule dar, einem grinen Pilzrasen auf
Friichten, wie Apfeln, Birnen und Weintrauben. Der Pilz kann daher zu groRen
Ernteverlusten fihren (Cappellini et al., 1987; Jurick et al., 2011). Auf Trauben
kommt P. expansum meistens zusammen mit Botrytis cinerea vor, einem Pilz, der
unter bestimmten Bedingungen Trauben befallen kann. P. expansum an sich stellt
keine Gefahr fir die Menschen dar. Aber der Verzehr der mit P. expansum
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verschimmelten Futter- und Lebensmittel kann zu gesundheitlichen Problemen
fuhren, da die Lebensmittel, die Toxine Citrinin und Patulin enthalten konnen
(McCallum et al., 2002). Auch P. expansum kann, wie P. verrucosum, neben Apfeln
und Frichte als seinem wichtigsten Habitat, in salzreichen Umgebungen, wie
fermentierte Fleischprodukte gefunden werden (Bailly et al., 2002; Battilani et al.,
2007; Comi et al., 2004).

Abb. 6: Beispiele der natirlichen Habitate von P. expansum. Quelle der Bilder: A:
https://de.wikipedia.org/wiki/Penicillium_expansum. B: (Puel et al., 2010)

Penicillium citrinum

Bisher ist P. citrinum durch die Bildung des einzigen Mykotoxins, des Citrinins, in
hohen Mengen bekannt. Diese Pilzart bevorzugt kein bestimmtes Habitat, sondern
sie kommt ubiquitar vor. Aufgrund seiner Eigenschaft als mesophiler Organismus ist
P. citrinum weltweit zu finden. P. citrinum gilt ebenfalls als sehr resistent gegeniber
verschiedenen Umweltfaktoren. P. citrinum kann bei Temperaturen bis 37 °C
wachsen und wurde von verschiedenen Habitaten wie Wasser, Bdden, Getreide,
Frichten, verschiedenen Nissen und Oliven isoliert (Dutta et al., 2007; Heperkan et
al., 2006). Konidiosporen von P. citrinum sind ubiquitdr als eine der haufigsten
Sporenarten in der Luft vorhanden (Khosravi et al.,, 2012). AufRerdem wurde
berichtet, dass P. citrinum auch als Endophyt auf verschiedenen Pflanzen, wie
beispielsweise der Kaffeepflanze (Posada et al., 2007), in den Wurzeln von Ixeris

repenes (Khan et al., 2008) oder auf den Blattern der Kathstrauchpflanzen
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(Mahmoud, 2000) wachsen kann. P. citrinum kommt auch haufig auf salzhaltigen

Habitaten bzw. Lebensmittelprodukten vor (Bailly et al., 2002).

Obwohl die drei Penicilliumspezies P. verrucosum, P. expansum und P. citrinum auf
unterschiedlichen  Habitaten vorkommen, haben sie zwei gemeinsame
Eigenschaften: die erste Eigenschaft ist, dass sie alle in der Lage sind, Citrinin zu
bilden. Wahrend P. citrinum konsistent hohe Mengen an Citrinin bilden kann, bilden
P. verrucosum und P. expansum moderate bis hohe Citrininmengen. Die zweite
gemeinsame Eigenschaft ist, dass sie zusammen in den salzhaltigen Habitaten

vorkommen.

2.4 Regulation der Mykotoxinbildung bei den Pilzen

Die Umweltfaktoren wie Temperatur, Licht oder Osmolaritat des umgebenden Milieus
sind sehr variabel und konnen einen grofRen Einfluss auf die Mykotoxinbildung
haben. Je nachdem, ob die Umweltbedingungen positiv oder negativ auf die Pilze
wirken, werden die Mykotoxine entsprechend reguliert. Es wurde bereits gezeigt,
dass die Signalkaskaden eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Mykotoxinbildung spielen. So wurde z. B. gezeigt, dass bei filamentdsen Pilzen unter
oxidativen Stressbedingungen die G-Protein/cCAMP/PKA-Signalkaskade bei der
Regulation der Biosynthese des Mykotoxins Sterigmatocystin eine wichtige Rolle
spielt (Yu and Keller, 2005). HOG-MAP-Kinase Signalweg ist auch bei filamenttsen
Pilzen hoch konserviert. Kohut et al. (2009) haben herausgefunden, dass dieser
Signalweg in der Regulation der Fumonisinbiosynthese unter osmotischem Stress
involviert ist. Eine andere wichtige Signalkaskade, die bei der Mykotoxinbildung
relevant ist, ist der PACC-Signalweg (Merhej et al., 2011). In dieser Arbeit wurden
die wichtigsten Signalkaskaden, die bei der Regulation der Mykotoxinbildung eine
Rolle spielen konnen, beschrieben und deren Bedeutung fir die Citrininbildung

untersucht.

2.4.1 Osmoregulation durch den HOG-Signalweg

Eine der wichtigen abiotischen Faktoren ist die Osmolaritdt des Umgebungsmilieus.
Unter normalen Wachstumsbedingungen ist die Osmolaritdit der Pilzzellen

normalerweise hoéher als die Osmolaritat der Umgebung. Eine Erhdéhung der
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extrazellularen Osmolaritdt z. B. durch Erhéhung der Salzkonzentration des
Umgebungsmilieus hat einen negativen Effekt auf die Pilze. Die Osmoregulation ist
ein biologischer Prozess, bei dem die Pilze auf die Abweichung im osmotischen
Druck reagieren. Die Pilze, wie auch alle anderen Organismen sorgen dafir, dass ihr
Zellvolumen und die Konzentration der gelosten Stoffe in ihren Zellen bei einem
bestimmten Mald bleiben. Fur die Osmoregulation ist der HOG-Signalweg (high
osmolarity glycerol) von gro3er Bedeutung (Hohmann, 2002; Warmka et al., 2001).
Er ist ein wichtiger hochkonservierter Bestandteil der MAP-Kinase-Signaltransduktion
bei filamentésen Pilzen. Uber spezielle Sensoren werden die Veranderungen der
Osmolaritat der Umgebung wahrgenommen, mittels HOG-Signalweg verarbeitet und
in den Zellkern transportiert. Darauf wird eine zellulare Antwort eingeleitet. Die
Osmoregulation durch den HOG-Signalweg wurde in den Hefen Saccharomyces
cereviciae im Detail beschrieben (Gustin et al., 1998). Wenn die Pilze dem
osmotischen Stress ausgesetzt sind, durch z. B. Erh6hung der Osmolaritat der
Umgebung, wird der HOG-Signalweg aktiviert. Im Grunde ist das Ziel der HOG-
Aktivierung, die Initiation der Expression von verschiedenen Genen, die fir die
Produktion von Osmoprotektanten involviert sind und somit eine Adaptation an die
Stressbedingungen zu gewahrleisten. Dadurch kdnnen die Pilze auf Substraten mit
erhohtem osmotischem Stress Uberleben. Die Pilze reagieren durch die
Akkumulierung von Stoffen z. B. Proteinen und Glycerol, um die innere Osmolaritat
den neuen Bedingungen anzupassen (Blomberg and Adler, 1989). Der HOG-
Signalweg ist bei der Regulation der Mykotoxinbildung involviert. Es wurde schon
gezeigt, dass HOG-Signalweg bei der Regulation der Alternariolbildung bei Alternaria
alternata eine wichtige Rolle spielt (Geisen et al., 2016; Graf et al., 2012), ebenso bei
der Regulation der Fumonisinbildung durch Fusarium proliferatum (Kohut et al.,
2009). Daher wird in dieser Arbeit Uberprift, ob dieser Signalweg auch bei der

Citrininregulation involviert ist.
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Abb. 7: Vereinfachte schematische Darstellung des HOG-Signalwegs. Sinl und
Shol sind Transmembranproteine. Unter hyperosmotischen Stressbedingungen wird
Shol aktiviert und aktiviert durch Phosphorylierung die Proteine Stell und Pbs2.
Aktiviertes Pbs2 phosphoryliert den Transkriptionsfaktor Hogl. Der aktivierte Hogl
reguliert die Transkriptionsfaktoren, die Zielgene fir die Glycerolbiosynthese
regulieren. Unter normalen Bedingungen ist Hogl inaktiv und es wird kein Glycerol
synthetisiert. Quelle des Fotos: http://2014.igem.org/Team:EPF_Lausanne/Yeast.

2.4.2 pH-Regulation durch den PACC-Signalweg

Bei filamentdsen Pilzen hangt die Expression von vielen Genen stark vom pH-Wert
der Umgebung ab. Der pH-Wert hat einen groRen Einfluss auf verschiedenen
Wachstums- und Differenzierungsprozesse (Lamb et al., 2001). Pilze verfiigen Uber
verschiedene Regelsysteme, mit denen sie das innere Gleichgewicht (die
Homoostase) gewdhrleisten. Bei filamentdosen Pilzen ist der PACC-Signalweg bei
Veranderungen des pH-Wertes von grol3er Bedeutung, mittels derer die Pilze die
Expression von verschiedenen Genen regulieren. Dabei spielen sieben Gene eine
wichtige Rolle. Diese werden pacC, palA, palB, palC, palF, palH und pall genannt,
wobei pacC das wichtigste Gen in dem PACC-Signalweg ist. PacC ist ein Zinkfinger
Transkriptionsfaktor und ist die letzte Komponente der PACC-Kaskade. Er wird unter
alkalischem pH exprimiert und spielt bei der pH-Regulation eine wichtige Rolle
(Tilburn et al., 1995). Er befindet sich in den Zellen meistens in seiner inaktiven
Form. Bei alkalischen pH-Bedingungen wird PacC durch eine proteolytische
Strukturverdnderung in seine aktive Form uUberfihrt. Der aktivierte PacC-
Transkriptionsfaktor wird in den Zellkern transportiert und aktiviert dort die
Expression der alkalisch induzierten Gene und hemmt die Expression der Saure

induzierten Gene (Espeso and Arst, 2000; Orejas et al., 1995; Tilbum et al., 1995).
15



Die Gene, die unter der PacC-Kontrolle exprimiert werden sind u. a. Gene, die fur
verschiedene Enzyme wie Exoenzyme, Permeasen und die Gene, die fur die
Zellwandbiosynthese wichtig sind (Caddick et al., 1986; Fonzi, 1999). Bei der
Regulation der Mykotoxinbildung kann der PACC-Signalweg eine Rolle spielen.
Geisen et al. (2016) konnten herausfinden, dass die Alternariolbildung bei Alternaria
alternata durch diese Signalkaskade reguliert wird. Im Rahmen dieser Arbeit wird
uberprift, ob die Citrininbildung bei den drei ausgewéahlten Penicillium Spezies durch

PACC-Signalweg reguliert wird.
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Fungal plasma membrane

Pal signal transduction pathway
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Alkaline-expressed
genes

Abb. 8: Vereinfachtes Schema der pH-Regulation durch PACC-Signalweg (Hua et
al., 2010). Die Veranderungen des pH-Wertes in der Umgebung werden vom Pilz
detektiert. Durch den beschriebenen Sighalweg wird der PacC Transkriptionsfaktor
aktiviert und in den Zellkern transloziert. Im Zellkern kann der aktivierte PacC u. a.
die Expression der Mykotoxingene regulieren.

2.4.3 G-Protein-Signalweg

Die Rolle von G-Protein in der Signaltransduktion in Eukaryoten ist relativ gut
untersucht. In den Hefen Saccharomyces cerevisiae wurde fir das G-Protein eine
Rolle beim Kreuzungssprozess beschrieben (Bardwell, 2005). Das G-Protein besteht
aus drei Untereinheiten (a, B und y), die an der Plasmamembran assoziiert sind
(Neves et al., 2002). Die Untereinheit a besitzt sowohl eine GTP- als auch eine GDP-
Bindedomane. Wenn kein Ligand an den Rezeptor gebunden ist, ist das G-Protein
inaktiv und die drei Untereinheiten bilden einen Komplex. Die Bindung eines
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Liganden fihrt zu einer Anderung in der Struktur des G-Proteins und somit zur
Dissoziation der Untereinheiten (a, B und y). Entscheidend daflur ist ein GTP-
Austauschfaktor (Guanosine triphosphate Austauschfakor), der an das G-Protein
bindet und GDP durch GTP ersetzt. Der Austausch von GDP durch GTP aktiviert das
G-Protein. Das aktivierte G-Protein |0st sich vom Rezeptor ab und bindet an eine
Adenylatcyclase, ein membranstdndiges Enzym, das ATP zu cAMP umwandeln
kann. Die Proteinkinasen (PKA) werden durch cAMP aktiviert und aktivieren eine
Reihe von Signalkaskaden durch Phosphorylierung. In filamentésen Pilzen werden
verschiedene Stoffwechselprozesse wie z. B. die Mykotoxinbildung durch diesen
Signalweg reguliert. In A. nidulans wurde z. B. gezeigt, dass der G-Protein-
Signalweg in der Regulation der Sterigmatocystinbildung involviert ist (Shimizu et al.,
2001). In A. parasiticus konnte auch gezeigt werden, dass dieser Signalweg fur die
Regulation der Aflatoxinbildung eine Rolle spielt (Roze et al., 2004)

Adenylatcyclase
Ligand Rezeptor \L

ATP/\Cychc

AMP

Protein ~~ N Protein

kinase A kinase A
inaktiv aktiv

Abb. 9: Vereinfachtes Schema der G-Proteinsignaltransduktion. In der inaktiven
Form bilden die Untereinheiten des G-Proteins ein Komplex und sind an den
Rezeptor gebunden. Die Bindung eines Liganden an den Rezeptor fihrt zum
Astausch von GDP gegen GTP und somit zur Dissoziation der Untereinheiten. Die a-
GTP Untereinheit kann die Adenylatcyklase aktivieren, die wiederrum ATP in cAMP
umwaldeln kann. Die Bindung des cAMP an die regulatorische Untereinheit der
Proteinkinase A (PKA) fuhrt zur Aktivierung der katalytischen PKA-Untereinheit. Nun
kann die PKA andere Proteine durch Phosphorylierung aktivieren.
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2.5 Rolle von Polyketidsynthasen in der Mykotoxinbildung

Wie schon erwahnt, handelt es sich bei den Mykotoxinen Citrinin, Ochratoxin A und
Patulin um Polyketide. Bei der Biosynthese der Polyketide sind mehrere Enzyme
beteiligt. Die Gene, die fur die Mykotoxine kodieren liegen meistens direkt
hintereinander auf demselben Chromosom und bilden ein Gencluster. Mittlerweile
sind die Gencluster verschiedener Mykotoxine bekannt. Tannous et al. (2014)
beschrieben den Patulin Gencluster. Der Cluster besteht aus 15 Genen, Diese
wurden patH, patG, patF, patE, patD, patC, patB, patA, patM, patN, patO, patL, patl,
pat] und patKk genannt. Fir die Ochratoxinbildung ist bisher bei den
ochratoxinbildenden Spezies kein Gencluster bekannt. Es sind nur einige Gene
bekannt, die fur Bildung von Ochratoxin A verantwortlich sind. Bei P. nordicum, eine
nah verwandte Spezies von P. verrucosum, ist das otapksPN-Gen fiur die
OchratoxinA-Bildung verantwortlich. In P. verrucosum wurde eine Polyketidsynthase
(otapksPV) gefunden. Die Inaktivierung dieses Gens flihrte zum Ausschalten der
OchratoxinA-Biosynthese (O"Callaghan et al., 2013). Interessanterweise handelt es
sich bei diesem Gen um die pks der Citrininbildung (pksCT = otapksPV).
O’Callaghan et al. (2013) inaktivierten diese pks und konnten zeigen, dass die
Mutante nicht mehr in der Lage war Ochratoxin A zu bilden. Leider prasentierten sie
keine Daten Uber die Citrininbildung. Citrinin und Ochratoxin A besitzen &hnliche
Polyketidstrukturen, so dass eine Beteiligung von pksCT an der Citrinin- und an der
Ochratoxinbildung denkbar ist. Fur die Citrininbildung sind mittlerweile die Gene
bekannt. Ein Gencluster fur die Citrininbildung wurde in Monascus beschrieben. In M.
purpureus besteht der Citriningencluster aus sechs Genen (orfl, ctnR, ctnA, ctnB,
pksCT und ctnC). Die Gene kodieren fur eine Dehydrogenase, einen
Transkriptionsfaktor, eine Oxygenase, eine Oxidoreduktase, eine Polyketidsynthase
und einen Transporter (Shimizu et al., 2005). Die Inaktivierung des pksCT-Gens von
diesen Autoren fiihrte zum Ausschalten der Citrininbiosynthese bei den Mutanten.
Der Biosyntheseweg von Citrinin wurde in einigen Pilzen aufgeklart. In Monascus
ruber z. B. fangt die Citrininbiosynthese mit der Kondensation von einem Acetyl-CoA
Molekdl mit drei Malonyl-CoA Molekilen an. Mittels einer Polyketidsynthase wird in
erstem Schritt ein Tetraketid synthetisiert. Bei A. terreus oder P. citrinum werden vier
Molekule Malonyl-CoA mit einem Molekll Acetyl-CoA kondensiert, es entsteht ein
Pentaketid.
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Abb. 10: Citriningencluster in M. purpureus. Nach Shimizu et al. (2005).

Die Biosynthese vieler Mykotoxine wird von Polyketidsynthasen katalysiert. Diese
sind spezielle komplexe multifunktionale Enzyme mit mehreren Modulen. Die
pilzlichen Polyketidsynthasen weisen hohe strukturelle Variabilitdt auf (Nicholson et
al., 2001). Aufgrund ihrer Funktionalitéat lassen sich die Polyketidsynthasen in drei
Gruppen unterteilen. Typ | Polyketidsynthasen sind multifunktionale Proteine und
bestehen aus mehreren Modulen bzw. Doméanen. Jedes Modul setzt sich aus einer
3-Ketoacylsynthase (KS), einer Acyltransferase (AT) und einem Acyl-carrier Protein
(ACP) (Cheng et al., 2002; Nicholson et al., 2001) zusammen. Jede Domaéne erfullt
eine bestimmte Funktion. Die Ketosynthase katalysiert die Kondensation von Acetyl-
CoA mit Malonyl-CoA Molekilen. Die Acyltransferase ist fir den Transfer der
Acylgruppen (Acetyl-CoA und Malonyl-CoA) verantwortlich. Zudem sind in den
Polyketidsynthasen andere Doméane zu finden. Diese sind meistens eine
Dehydrogenase (DH), Methyltransferase (MT), Ketoreduktase (KR), Enoylreduktase,
Cyclase (CYC) und Thioesterase (TE). Diese Doménen sind fir die Biosynthese der
Polyketide nicht notwendig, jedoch konnen sie zuséatzliche Aufgaben bei der
Verarbeitung der Polyketide erfillen (Keller et al., 2005). Die Typ I-
Polyketidsynthasen lassen sich bei den Bakterien und den Pilzen finden. Bei den
Polyketidsynthasen Typ | st zwischen den Modularen und iterativen
Polyketidsynthasen zu unterscheiden. In den Pilzen sind meistens iterative
Polyketidsynthasen zu finden. Eine weitere Gruppe der Polyketidsynthasen sind die
Typ |l Polyketidsynthasen, die aus mehreren Proteinen bestehen. diese
Polyketidsynthasen sind fir die Biosynthese von aromatischen Polyketiden wie die
Antibiotika Daunorubicin und Doxorubicin verantwortlich (Grimm et al., 1994;
Stutzman-Engwall et al.,, 1989). Die dritte Gruppe beinhaltet die Typ i
Polyketidsynthasen, die sich strukturell von den vorherigen Typen | und Il grof3

unterscheiden. Diese wurden in Pflanzen, Bakterien und Pilzen gefunden. Trotz der
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Vielfalt der Polyketide und dessen Ursprung ist der Biosyntheseweg bei allen
Polyketiden &hnlich. Der erste Schritt bei der Polyketidbiosynthese ist meistens die
Kondensation von Acetyl-CoA und Malonyl-CoA Molekilen. Je nachdem wie viele
Molekile beim ersten Schritt in die Biosynthese eingebaut werden, entstehen

Tetraketide oder Pentaketide.

2.6 Zielsetzung

Citrinin ist ein bedeutender Sekundarmetabolit. Bereits durchgefuhrte Experimente
Uber verschiedene Penicillium-Arten haben gezeigt, dass dieses Toxin in
unterschiedlicher Menge, in Abhangigkeit von der Spezies, gebildet wird. Daher legt
die Vermutung nahe, dass die Citrininbildung bei den unterschiedlichen Arten,
unterschiedlich reguliert ist. Es gibt in der Literatur erste Hinweise Uber die
Okologische Bedeutung der Citrininbildung, aber detaillierte Kenntnisse Uber die
Regulation der Citrininbildung sind nicht verfigbar. In dieser Arbeit lag der Fokus auf
den drei Spezies, P. citrinum, P. expansum und P. verrucosum. Aufgrund ihres
Vorkommens auf Lebensmitteln, wurden diese Spezies fur die Untersuchung der
Regulation der Citrininbiosynthese innerhalb der Gattung Penicillium ausgewahlt.
Das Hauptziel dieser Arbeit war zunachst die Beschreibung der Citrininregulation bei
den drei Spezies. Es sollten zunachst Daten tber die Regulation der Citrininbildung
unter lebensmittelrelevanten Bedingungen generiert werden, um Moglichkeiten fur
eine Verhinderung der Citrininbildung aufzuklaren. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
die Frage beantwortet werden, welche externen Einflussfaktoren eine Rolle fur die
Citrininregulation spielen. Nach der Beschreibung der Citrininbildung wurde versucht,
die biologische Bedeutung der Citrininbildung bei diesen Spezies zu verstehen. Das
beinhaltet die Untersuchung der Rolle der Bildung von Citrinin durch P. expansum

bei der Kolonisierung von Apfeln, dem natirlichen Habitat dieser Spezies.
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3 Ergebnisse

3.1 Biodiversitat von P. expansum in Apfeln

Isolierung von P. expansum-Stammen

Die Citrininbildung von P. expansum wurde neben der Citrininbildung von
P. verrucosum und P. citrinum in dieser Arbeit vertieft behandelt. Um einen Uberblick
Uber die Population an natirlich vorkommenden P. expansum-Stdammen und deren
Fahigkeit Toxine zu bilden, zu bekommen wurden im Rahmen dieser Arbeit zunachst
20 P. expansum Stamme von verschiedenen kontaminierten Apfeln unterschiedlicher
Sorten isoliert. Zur Isolierung der Stamme wurde ein Stick eines befallenen Apfels
mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und auf MG-Medium mit Chloramphenicol
(100 pg/ml) aufgebracht. Chloramphenicol ist ein Antibiotikum und wurde eingesetzt,
um die eventuell vorhandenen Bakterien abzutéten. Nachdem die Pilze auf MG-
Platten gewachsen waren, wurden daraus Sporensuspensionen hergestellt. Die
Sporensuspensionen wurden stark verdinnt und nochmal auf MG-Platten mit
Chloramphenicol ausplattiert, um die eventuell verbleibenden Bakterien zu
eliminieren. Von diesen Platten wurden Einzelsporkulturen der jeweiligen isolierten
Pilzstamme angelegt. Diese Einzelsporkulturen wurden fur alle weiterfihrenden
Versuche eingesetzt. Sporen dieser gereinigten Einzelsporkulturen wurden auf MG-
Platten aufgebracht und bei 25 °C inkubiert. Nach 6 Tagen Wachstum auf MG-
Medium, wurde die DNA aus den Pilzstammen isoliert. Das MG-Medium wurde in
diesem Versuch verwendet, da es fur die morphologische Charakterisierung der

Pilze gut geeignet ist.

Charakterisierung der isolierten Stamme

Zur ldentifizierung der isolierten P. expansum-Stdmme wurden zwei Methoden
eingesetzt. Im ersten Schritt wurde eine RAPD (engl. randomly amplified polymorphic
DNA) mit den verschiedenen Stammen durchgefiihrt. Als Kontrolle diente der
P. expansum BFE189, ein Stamm, der bereits in unserem Labor charakterisiert
wurde und als P. expansum bekannt ist. Die PCR-Produkte wurden mittels einer
Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach der Auftrennung der RAPD-Produkte
entstanden auf dem Gel Bandenmuster. Der schon bekannte Stamm BFE189 wurde
zum Vergleich genommen, und so konnte man abschatzen, ob die neuen Stamme

mit dem Referenzstamm verwandt sind oder nicht. Anhand der erhaltenen
21



Bandenmuster, wurde ein Stammbaum mit den verbliebenen Stammen mit Hilfe der

Bionumerics Software erstellt.
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Abb. 11: Phylogenetischer Stammbaum mit den neu isolierten P. expansum-
Stammen. Zum Erstellen des Stammbaums wurde eine RAPD mit der DNA der
neuen P.expansum-Stamme durchgefiihrt und deren PCR-Produkte auf einem
1 %gen Agarosegel aufgetrennt. Als Kontrolle diente der P. expansum Stamm
BFE189, der bereits charakterisiert war. Basierend auf den RAPD Bandenmustern,
die bei der Gelelektrophorese entstanden sind, wurde ein Stammbaum mittels
Bionumerics Software erstellt.

L Gruppe 2

Wie das Ergebnis zeigt, haben sich zwei Hauptgruppen gebildet. Gruppe 1 und
Gruppe 2. Die zwei Gruppen zeigen eine Ahnlichkeit von 65 %. Die Bildung von zwei
Gruppen deutet darauf hin, dass die Population von P. expansum divers ist. Zur
weiteren Charakterisierung der Stdmme wurde eine ITS Sequenzierung
durchgefiihrt. Nach der DNA-Extraktion aus den Stammen, wurde eine PCR mit dem
Primerpaar ITS 1 und ITS 4 durchgefuhrt. Mit diesen Primern sollte die Sequenz des
58 S rRNA-Gens sowie die benachbarten DNA-Sequenzen der ITS-Regionen
amplifiziert werden. Diese Genombereiche sind bei den Pilzen teilweise sehr variabel
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und kdnnen zur Speziesidentifizierung genutzt werden. Mittels der BLAST-Funktion
auf der Webseite der National Center for Biotechnology Information (NCBI) wurden
die ITS-Sequenzen mit den Sequenzen in der Gendatenbank des NCBI verglichen.
Das Ergebnis der ITS-Sequenzierung zeigte, dass die ITS-Sequenzen der oben
gezeigten Stamme alle identisch waren und mit der P. expansum ITS-Sequenz
Ubereingestimmt haben. Dieses Ergebnis bestatigt weiterhin, dass die isolierten
Stamme der Spezies P. expansum angehoren.

Citrinin- und Patulinbildung bei verschiedenen Stammen von P. expansum

Um die isolierten P. expansum Stamme weiter zu untersuchen, wurden sie auf PDA-
Medium angeimpft und nach 7 Tagen bei 25 °C auf ihre Toxinbildung tUberpruft. PDA-
Medium fordert die gleichzeitige Bildung von Citrinin und Patulin. Die Toxine wurden
wie im Methodenteil beschrieben mit Chloroform extrahiert und mittels HPLC

analysiert. Es wurden dreifach Bestimmungen durchgefuhrt.

m Citrinin Patulin
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Abb. 12: Citrinin- und Patulinbildung bei verschiedenen P. expansum-Stdmmen.
Zuerst wurden Sporensuspensionen aus frischen Kulturen der isolierten Stdmme
hergestellt und die Sporenanzahl mittels Thoma Zahlkammer auf 10°Sporen/ml
eingestellt. Die Stamme wurden auf PDA-Medium angeimpft und nach 7 Tagen
Inkubation bei 25 °C wurden Proben entnommen und die gebildeten Patulin- und
Citrininmengen wurden mittels HPLC bestimmt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass nahezu alle Stamme Citrinin und Patulin bilden
konnen. Da die Bildung von Citrinin und Patulin eine Eigenschaft von P. expansum

ist, deutet das darauf hin, dass es bei den isolierten Stdmmen um P. expansum
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handelt. Hinsichtlich der Kapazitat Citrinin oder Patulin zu bilden, verhéalt sich jeder
Stamm anders (Abb. 12).

Das Ergebnis des RAPD-Dendrogramms zeigt, dass die isolierten P. expansum
Stamme zwei Populationen bilden. Die Untersuchung der Citrinin- und Patulinbildung
bei den Stammen zeigt, dass die zwei Gruppen keine Korrelation in Bezug zur
Citrinin- und Patulinbildung haben.

3.2 Kinetik der Toxinbildung bei Penicillium

Um sich einen ersten Uberblick iber den zeitlichen Verlauf der Citrininbildung durch
P. verrucosum, P. expansum und P. citrinum zu verschaffen, wurde eine Analyse der
Citrininbildungskinetik durchgefihrt. Die entsprechenden Penicillien wurden auf PDA-
Medium angeimpft und flr mehrere Tage bei 25 °C inkubiert. Im Verlauf der Kinetik
erfolgte von Tag 3 bis Tag 10 jeden Tag eine Probenentnahme. Am Ende der Kinetik
wurden die Toxine extrahiert und mit der HPLC analysiert. P. verrucosum und
P. expansum bilden neben Citrinin auch Ochratoxin A und Patulin. Daher wurden
neben Citrinin auch Ochratoxin A bei P. verrucosum und Patulin bei P. expansum

mitgemessen.

Kinetik der Toxinbildung bei P. verrucosum

Die folgende Grafik (Abb.13) zeigt die Citrinin- und Ochratoxinbildung Utber einen
Zeitraum von 10 Tagen. Wie auf der Grafik zu sehen ist, bildet P. verrucosum zuerst
Ochratoxin A. Die gebildete Menge an Ochratoxin A steigt leicht von Tag 4 bis Tag 6
an und bleibt fast unverandert Uber den Rest der Kinetik bestehen. Die
Citrininbildung beginnt erst nach 5 Tagen und steigt kontinuierlich von Tag 5 bis
Tag 10 an.
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Abb. 13: Kinetik der OchratoxinA- und Citrininbildung bei P. verrucosum BFE808 auf
PDA. Hellblau: Citrinin. Dunkelblau: Ochratoxin A.

Kinetik der Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum

Auch bei P. expansum nahm die Citrininbildung von Tag 3 bis Tag 7 zu. Von Tag 7
bis Tag 9 ging die Citrininmenge um fast 50 % zurtick. An Tag 10 war ein leichter
Anstieg zu beobachten. Bei der Patulinbildung ist ein anderes Bild zu sehen.
Verglichen mit der Citrininbildung ist die gebildete Patulinmenge nach 3 Tagen
Wachstum viel héher. Im Gegensatz zum Citrinin ist die Patulinmenge von Tag 3 bis
Tag 7 kontinuierlich gesunken. Nach langeren Inkubationszeiten ist nur noch wenig

Patulin nachweisbar.
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Abb. 14: Kinetik der Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum BFE189 auf PDA.
Grin: Patulin. Hellblau: Citrinin.

Wenn man die Citrinin- und Patulinbildung in Bezug zueinander setzt, so kann man
sagen, dass P. expansum zuerst Patulin in groRen Mengen und spéter Citrinin bildet.
Dies passt zu Literaturdaten, die zeigen, dass Patulin einen Kolonisierungsfaktor bei
der Infektion von Apfeln darstellt (Snini et al., 2016). Die spatere Bildung von Citrinin
deutet darauf hin, dass Citrinin eventuell fir die Etablierung der Infektion eine Rolle
spielt.

Kinetik der Citrininbildung bei P. citrinum

Im Fall von P. citrinum wurden schon friih hohe Mengen an Citrinin gebildet. Bereits
nach 3 Tagen Inkubation ist eine hohe Citrininbildung zu erkennen. Von Tag 3 bis
Tag 10 zeigt die gebildete Citrininmenge nur geringe Veranderungen. Generell
betrachtet ist die Citrininbiosynthese bei diesem Stamm lber den gesamten Zeitraum
hoch und konstant. Die Abbildung 15 zeigt die Kinetik der Citrininproduktion bei

P. citrinum.
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Abb. 15: Kinetik der Citrininbildung bei P. citrinum BFES12 auf PDA.

Die konstante Citrininbildung bei P. citrinum deutet auf eine geringe Regulation der

Citrininbildung bei dieser Spezies hin.

In Bezug auf die gesamten Kinetiken kann gesagt werden, dass die drei Spezies auf
Labormedium hohe Citrininmengen bilden. P. citrinum und P. expansum konnten
sehr frih nach drei Tagen Inkubation Citrinin bilden. Auf3erdem ist die Citrininbildung
in den drei Spezies unterschiedlich reguliert. P. citrinum bildet Citrinin auf PDA
Medium praktisch konstitutiv, wahrend bei P. expansum und P. verrucosum, stark

unterschiedliche Bildungskinetiken auftreten.

3.3 Charakterisierung der Gencluster fur die Citrininbildung bei Penicillium

In Monascus ist der Gencluster fur die Citrininbildung schon beschrieben. Er besteht
aus einer Dehydrogenase (orfl), einem Transkriptionsaktivator (ctnR), einer
Oxygenase (ctnA), einer Oxidoreduktase (ctnB), einer Polyketidsynthase (pksCT)
und einem Transporter (ctnC). Mit Hilfe der Gensequenzen aus Monascus wurden
Primer fur die Einzelgene abgeleitet. Um das Vorhandensein der Citriningene in
P. verrucosum, P. expansum und P. citrinum zu tberprifen, wurde zuerst eine PCR
mit der DNA aus diesen Spezies durchgefihrt. Auf diese Weise konnten PCR-
Produkte synthetisiert werden. Dies war ein erster Hinweis dariiber, dass homologe

Citriningene in den Penicillien vorhanden sind.
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Die Genome von P. citrinum und P. verrucosum wurden in unserer Arbeitsgruppe
von Dr. Dominic Stoll und Dr. Markus Schmidt-Heydt sequenziert. Weiterhin wurde
mit Hilfe der Blast-Funktion auf der Webseite des NCBI nach den Einzelgenen flr die
Citrininbildung gesucht. Dadurch hat sich das Vorhandensein der Citriningene bei
den drei Penicillium Spezies bestatigt. In Abbildung 16 sind die Gencluster der

Citrininbildung bei verschiedenen Citrininbildnern dargestellt.

Monascus purpureus

1506 bp 1731 bp 990 bp 941 bp 7755 bp 1566 bp

ctnR ctnA pksCT

Penicillium verrucosum

3240 bp 990bp 786bp 7767 bp 1500 bp
-{ Orflund ctnR pksCT
Penicilliumexpansum
1503 bp 1290 bp 990 bp 786 bp 7752 bp 1500 bp

Penicillium citrinum

1506 bp 1452 bp 987bp 789 bp 7521 bp 2580 bp

Abb. 16: Architektur der Gencluster der Citrininbildung in Penicillium.
Orfl: Dehydrogenase, ctnR: Transkriptionsaktivator, CtnA: Oxygenase,
ctnB: Oxidoreduktase, pksCT: Polyketidsynthase, ctnC: Transporter. Bp:
Basenpaare.
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Die Citriningene sind in den drei untersuchten Spezies der Gattung Penicillium
vorhanden und zeigen untereinander eine hohe Homologie. Nach der
Charakterisierung der Citriningencluster stellte sich die Frage, ob es durch
Inaktivierung des jeweiligen pksCT-Gens zu einer Inaktivierung der Citrininbildung

der einzelnen Spezies kommit.

3.4 Rolle von pksCT in der Citrininbildung bei Penicillium

Rolle von pksCT in der Citrininbildung bei P. verrucosum

Um die Bedeutung der Polyketidsynthase (pksCT) in der Citrininbildung bei
P. verrucosum zu verstehen, wurde das pksCT-Gen in dieser Spezies mittels
homologer Transformation, mit dem pGEM-T Vektor, der ein internes Fragment des
pksCT-Gens einhielt, inaktiviert. Zur Konstruktion des Inaktivierungsvektors wurde
das pksCT-Fragment mit dem Primerpaar pksCT_P.exp_for und pksCT_P.exp_rev
verwendet. Nach 7 Tagen Wachstum der Transformanten auf YES-Medium bei
25 °C, wurde die Citrininbildung mit der Dunnschichtchromatographie (DC)
untersucht. Das Ergebnis ist in der Abbildung 17 dargestellt.

<€ OTA

Std WT T1 T2 T3 T4 T5 176 T7 T8 T9 T10 T11 T12

Abb. 17: Dunnschichtchromatographische Uberpriifung der pksCT-Transformanten
von P. verrucosum BFES808. Std: Citrinin Standard. OTA: Ochratoxin A. WT: Wildtyp.
T: pksCT-Transformanten.

Wie auf dem DC-Bild deutlich zu sehen ist, traten nach der Transformation zwei
verschiedene Phanotypen auf. Einige potentielle Transformanten konnten,
unterschiedliche Mengen an Ochratoxin A aber kein Citrinin bilden. Die anderen

Transformanten (T2, T10 und T11) haben weder Citrinin noch Ochratoxin A gebildet.
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Um die letztgenannten Stdmme als tatséchliche Transformanten zu bestatigen,
wurden die putativen Transformanten T2, T10 und T11 mittels PCR weiter analysiert.

700bp >
600 bp

M WT T2 T10 T11

Abb. 18: Uberprifung der pksCT-Transformanten von P. verrucosum mittels PCR.
M: 2-Log Marker, WT: P. verrucosum BFE808 Wildtyp, T: pksCT-Transformanten.
Bp: Basenpaare.

Beim Wildtyp ist nur eine einzige Bande bei 650 bp zu sehen. Bei den
Transformanten T2, T10 und T11 sieht man keine Banden. Das Ergebnis deutet
darauf hin, dass es eine Deletion im pksCT-Gen bei den drei Transformanten
stattgefunden hat. Aus diesem Grund hat sich kein PCR-Produkt ergeben. Dies
deutet daraufhin, dass die Polyketidsynthase pksCT, fur die Citrinin- und
Ochratoxinbildung bei P. verrucosum von Bedeutung ist. Das deckt sich mit den

Literaturangaben von O’ Callaghan et al. (2013).

Rolle von pksCT in der Citrininbildung bei P. expansum

Nach der Transformation von P. expansum, analog des Ansatzes bei P. verrucosum,
wurden die transformierten Protoplasten auf Selektivmedium wachsen gelassen.
Nachdem sie gewachsen waren, wurden sie auf YES-Medium Uberflhrt und nach
7 Tagen Wachstum bei 25 °C auf Citrininbildung hin Uberprift. Es wurden mehrere
Transformanten ausgewahlt. Die Abbildung 19 zeigt die Citrininbildung der

Transformanten.
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Std WT ™M T2 T3 T4 T5 16 T7 T8 T9 T10

Abb. 19: Dunnschichtchromatographische Uberprifung der pksCT-Transformanten
von P. expansum BFE189. Std: Citrinin Standard, WT: P. expansum BFE189
Wildtyp. T: pksCT-Transformanten.

Es ist deutlich zu sehen, dass die Transformanten T1, T2, T3, T4 und T5, im
Vergleich zum Wildtyp viel weniger Citrinin gebildet haben. Bei den Transformanten
T8, T9 und T10 ist kein Citrinin zu sehen. Die Transformanten T6 und T7 sehen
genauso aus, wie der Wildtyp. Um sicher zu gehen, dass durch die Transformation
das pksCT-Gen inaktiviert wurde, wurden die Transformanten T1, T2 und T3, die
weniger Citrinin gebildet haben, weiter analysiert. Die Transformanten und der
Wildtyp wurden in MG-Bouillon angeimpft, fir 6 Tage bei 25 °C inkubiert und
anschlieBend wurde deren DNA isoliert. Weiterhin wurde ein Southern Blot mit der
entsprechenden pksCT-Hybridisierungssonde, mit dem Wildtyp und den
Transformanten durchgefuhrt. Die Abbildung 20 zeigt das Ergebnis der
Hybridisierung.

31



12 kb
8 kb

WT T T2 T3

Abb. 20: Southern Blot Hybridisierung mit den pksCT-Mutanten von P. expansum
BFE189. WT: Wildtyp, T: pksCT-Transformanten. Zur Uberpriifung der pksCT-
Transformanten wurde DNA auf einer Nylon-Membran Ubertragen und gegen eine
Digoxigenin (DIG) markierte Sonde hybridisiert. Durch die Behandlung der Membran
mit der Antikdrperlosung bindet der Anti-DIG-Antikdrper spezifisch an Digoxigenin
auf der Membran. Eine CSPD-L6sung wurde frisch hergestellt und auf der Membran
verteilt. Durch eine 10 minutige Inkubation bei 37 °C dephosphoryliert die alkalische
Phosphatase (an dem Antikdrper gebunden) die CSPD-Molekiile. Durch Anregung
der Membran mit UV-Licht entsteht eine Lumineszenz, die mit dem ChemiDoc
System (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) detektiert wurde.

Die Transformation basiert auf der homologen Rekombination, bei der das Zielgen
inaktiviert wird. Generell werden bei der homologen Rekombination durch einen
Crossing Over homologe Bereiche ausgetauscht. Dadurch baut sich das
Inaktivierungskonstrukt (das Plasmid mit einem Fragment aus dem Zielgen) ins
Genom der transformierten Protoplasten ein. Dies fuhrt zur Inaktivierung des
Zielgens. Aufgrund des integrierten Plasmids wird das zu inaktivierende Gen bzw.
DNA Fragment gréRer. Auf dem Bild der Hybridisierung (Abb. 20) ist ein deutlicher
Unterschied im Hybridisierungsmuster zwischen dem Wildtyp und den
Transformanten zu sehen. Bei den Transformanten liegen die Banden weit hoher als
beim Wildtyp. Dies deutet darauf hin, dass sich bei der Transformation, wie erwartet,
das Inaktivierungskonstrukt im Genom der Transformanten eingebaut hat. Die
Integration des Plasmids im Genom von P. expansum fuhrte zur Inaktivierung der
Polyketidsynthase pksCT. Dadurch wurde die Citrininbildung ausgeschaltet. Die
Ergebnisse zeigen eindeutig, dass pksCT in P. expansum fur die Citrininbildung

benbtigt wird.
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Rolle von pksCT in der Citrininbildung bei P. citrinum

Da P. citrinum konstant hohe Mengen an Citrinin bildet, wurde auch hier die
Polyketidsynthase pksCT analog den oben beschriebenen Ansatzen inaktiviert. Zur
Herstellung des Inaktivierungskonstruktes wurde ein pksCT-Fragment mit dem
Primerpaar P.S_pksCT_for und P.S_pksCT_rev amplifiziert. Die Citrininbildung bei
den Transformanten wurde mittels DC Uberprift. Die Abbildung 21 zeigt das
Ergebnis der DC.

Std WT T1 T2 T3 T4 15 76 T7 T8 T9 T10T11T12T13

Abb. 21: Dunnschichtchromatographische Uberpriifung der pksCT-Transformanten
von P. citrinum BFES12. WT: Wildtyp. Std: Citrinin Standard. T: pksCT-
Transformanten.

Auf dem DC-Foto sind Transformanten zu sehen, die genauso so viel Citrinin
gebildet haben wie der Wildtyp. Bei diesen Transformanten ist der
Inaktivierungsvektor wahrscheinlich nicht in das pksCT-Gen integriert, so dass
Wildtyp Eigenschaften sichtbar wurden. Diejenigen Transformanten, die nicht in der
Lage waren, Citrinin zu bilden, sollten demnach die gesuchten Mutanten sein. Um
die Inaktivierung des pksCT-Gens zu Uberprifen, wurden die putativen Mutanten
durch eine Southern Blot Hybridisierung weiter analysiert. Die Abbildung 22 zeigt die

Hybridisierungsmuster beim Wildtyp und den Transformanten.
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Abb. 22: Southern Blot Hybridisierung mit den pksCT-Transformanten von
P. citrinum. WT: Wildtyp. T: pksCT-Transformanten.

Wie die Abbildung 22 zeigt, ist der Unterschied zwischen dem Wildtyp und den
Transformanten deutlich zu sehen. Der Wildtyp zeigt zwei Hybridisierungssignale,
eine bei 2 kb und ein zweites bei 3 kb. Die Uberpriifung der Zielsequenz des pksCT-
Gens zeigte, dass in der Zielsequenz eine Schnittstelle fur das Enzym EcoRI
vorhanden ist. Da vor der Durchfihrung des Southern Blots die DNA mit dem
Restriktionsenzym EcoRI geschnitten wurde, deutet das darauf hin, dass die
Zielsequenz geschnitten wurde und die zwei Banden den resultierten pksCT-
Fragmenten entsprechen, die sich nach dem EcoRI-Verdau ergaben. Alle drei
Transformanten zeigen nur die 3 kb Bande, was auf eine Deletion der 2 kb Bande
hindeutet.

Nach der oben beschriebenen Situation wirde das eine Inaktivierung der Wildtyp-pks
bedeuten und die Unfahigkeit der Transformanten Citrinin zu bilden erklaren. Damit
zeigt auch die Inaktivierung der pksCT in P. citrinum das erwartete Ergebnis der

Unfahigkeit Citrinin zu bilden.

3.5 Einfluss der Umweltfaktoren auf die Citrininbildung bei Penicillium

Nachdem der Einfluss der Zeit auf die Toxinbildung der drei Penicillium Spezies
untersucht wurde, wurde der Einfluss der wichtigsten Umweltfaktoren auf die

Citrininbildung bei diesen Spezies analysiert.
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3.5.1 Einfluss der Temperatur auf das Wachstum bei Penicillium

Die Temperatur ist eine der wichtigsten abiotischen Faktoren, die beim Wachstum
und der Mykotoxinbildung eine Rolle spielt. Die Penicillium-Arten kommen auf
unterschiedlichen Habitaten mit verschiedenen Temperaturen vor. Das heildt sie
mussen sich an unterschiedliche Temperaturen anpassen. Um den Einfluss der
Temperatur auf die, in dieser Arbeit ausgewahlten Penicillium-Arten, zu bestimmen,
wurden sie auf PDA-Medium angeimpft und bei verschiedenen Temperaturen
inkubiert. Da die meisten Penicillium-Arten einen Temperaturbereich von 15 °C bis
25 °C bevorzugen, wurde der Einfluss der Temperatur bei 15 °C, 20 °C, 25 °C und
30 °C untersucht. Nach 7 Tagen Inkubation wurde das Wachstum bei den
Penicillium-Arten analysiert. Da es in dieser Arbeit um den Vergleich der Regulation
der Citrininbildung geht, waren in allen durchgefuhrten Versuchen die Vorkulturen
der drei Spezies gleich alt. AuRerdem wurden vor jedem neuen Versuch frische
Sporensuspensionen hergestellt und die Sporenanzahl auf 10° Sporen/ml eingestellt.

Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von P. verrucosum

Wie der Abbildung 23 zu entnehmen ist, ist das Wachstum von P. verrucosum von
der Temperatur stark beeinflusst. Bei dieser Spezies ist der Temperaturbereich von
20 °C bis 25 °C der optimale Temperaturbereich. Bei 15 °C ist das Wachstum etwas

schwécher. Bei 30 °C konnte der Pilz nur sehr schlecht wachsen.
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Abb. 23: Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von P. verrucosum BFES808. A:
Der Pilz wurde auf PDA-Medium angeimpft und die Platten wurden nach 7 Tagen
Inkubation bei den verschiedenen Temperaturen fotografiert. B: Flache der
Pilzkolonien.

Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von P. expansum

Wie die folgenden Wachstumsbilder in der Abbildung 24 zeigen, hat die Temperatur
einen groRen Einfluss auf das Wachstum von P. expansum. Bei 20 °C und 25 °C
wachst diese Spezies am besten. Bei 15 °C zeigte P. expansum bereits Wachstum
und Sporulation, jedoch reduziert im Vergleich zur Inkubation bei 20 °C und 25 °C.
Es scheint, dass die Temperatur von 30 °C auch fur diesen Pilz zu hoch ist. Er
wachst sehr schlecht bei dieser Temperatur. Das Gesamtbild sieht ahnlich aus wie

bei P. verrucosum.
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Abb. 24: Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von P. expansum BFE189. A:
Die Platten mit den Kulturen wurden nach 7 Tagen Inkubation fotografiert. B: Flache
der Pilzkolonien nach 7 Tagen Inkubation bei verschiedenen Temperaturen.

Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von P. citrinum

Wie die folgenden Wachstumsbilder und die Grafik (Abb. 25) deutlich zeigen, wachst
P. citrinum bei niedrigen Temperaturen sehr schlecht. Bei 15 °C ist das Wachstum
am niedrigsten im Vergleich zum Wachstum bei den héheren Temperaturen. Wobei
der Bereich zwischen 25 °C und 30 °C die optimalen Wachstumstemperaturen

darstellt.
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Abb. 25: Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von P. citrinum BFES12. A:
P. citrinum wurde auf PDA-Platten angeimpft und nach 7 Tagen Wachstum bei den
verschiedenen Temperaturen wurden die Platten fotografiert. B: Die Grafik zeigt die
Flache der Pilzkolonien auf PDA-Platten nach 7 Tagen Wachstum.

3.5.2 Einfluss der Temperatur auf die Citrininbildung bei Penicillium

Wie oben gezeigt, hat die Temperatur eine groRe Wirkung auf das Wachstum der
drei ausgewahlten Penicillium Stamme. Obwohl P. verrucosum und P. expansum bei
15 °C wachsen und sporulieren konnten, waren sie unter diesen Bedingungen nicht
in der Lage nachweisbare Mengen an Citrinin zu bilden. Bei hbheren Temperaturen
hat sich die Citrininbildung bei beiden Stammen deutlich verstarkt. Sowohl bei
P. expansum als auch bei P. verrucosum ist bei 30 °C die héchste Citrininmenge zu
sehen.
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P. verrucosum

Std 15°C 20 °C 25°C 30 °C

Abb. 26: Einfluss der Temperatur auf die Citrininbildung bei P. verrucosum BFE808.
Std: Citrinin Standard.

P. expansum

Std 15°C  20°C 25°C 30 °C

Abb. 27: Einfluss der Temperatur auf die Citrininbildung bei P. expansum BFE189.

Wie es auch bei P. expansum und P. verrucosum der Fall war, konnte P. citrinum bei
15 °C kein Citrinin bilden. Aber im Bereich zwischen 20 °C und 25 °C hat diese
Spezies viel Citrinin gebildet. Im Gegensatz zu P. expansum und P. verrucosum, die
bei 30 °C die héchste Citrininmenge gebildet hatten, bildete P. citrinum bei 30 °C
weniger Citrinin als bei 20 °C und 25 °C.



P. citrinum

Std 15°C 20°C 25°C 30°C

Abb. 28: Einfluss der Temperatur auf die Citrininbildung bei P. citrinum BFES12.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann man sagen, dass die Citrininbildung nicht
unbedingt mit dem Wachstum korreliert. P. expansum und P. verrucosum konnten
bei 15 °C relativ gut wachsen aber sie konnten kein Citrinin bilden. Wahrend diese
beiden Spezies bei 30 °C ein sehr reduziertes Wachstum zeigten, bildeten sie die
hdchsten Mengen an Citrinin bei dieser Temperatur.

Es scheint, dass P. citrinum gegeniiber hoheren Temperaturen im Vergleich zu
P. expansum und P. verrucosum resistenter ist. P. citrinum konnte sich im Bereich

von 20 °C bis 30 °C besser durchsetzen und hohe Mengen an Citrinin bilden.

3.6 Einfluss der Wasseraktivitat auf die Citrininbildung bei Penicillium

Der Wassergehalt in den Lebensmitteln spielt eine grof3e Rolle bei der Ansiedlung
und dem Wachstum von Mikroorganismen. In den Lebensmitteln ist das Wasser zum
Teil an die anderen Bestandteile gebunden und der restliche Teil des Wassers bleibt
frei. Um Uber das gebundene Wasser zu verfigen, missen die Mikroorganismen viel
Energie aufbringen. Das ware mit einem hohen Aufwand verbunden. Fur die
Mikroorganismen ist deshalb der freie Wasseranteil von grofRer Bedeutung. Die
Wasseraktivitat ist die frei verfigbare Wassermenge in einem System bzw. in
Lebensmitteln. Die Wasseraktivitaten a,, 0,88; 0,90; 0,93; 0,95; 0,98 und 0,99 wurden
durch die Zugabe von verschiedenen Mengen an Glycerol zum Medium eingestellt.
Bei der Bestimmung der Citrininbildung wurden die a,,-Werte von 0,88 und 0,90 nicht

berticksichtigt, da die drei Spezies auf diesen a,-Werten nicht wachsen konnten.
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Einfluss der Wasseraktivitat auf die Citrininbildung bei P. verrucosum

Penicillium verrucosum war nicht in der Lage, bei niedrigen Wasseraktivitaten zu
wachsen. Daher ist bei dem a,-Wert 0,93 keine Citrininbildung zu erkennen. Bei
Wasseraktivitditen von 0,95; 0,98 und 0,99 konnte diese Spezies wachsen und

Citrinin bilden. Das Bildungsmaximum ist bei a,.Wert 0,99 zu sehen.
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Abb. 29: Einfluss der Wasseraktivitat auf die Citrininbildung bei P. verrucosum
BFE808 auf PDA. Das Wachstum und die Citrininmessung erfolgten bei 25 °C.

Einfluss der Wasseraktivitat auf die Citrininbildung bei P. expansum

Genauso wie P. verrucosum, konnte P. expansum auf niedrigen Wasseraktivitaten
nicht wachsen, wobei der Einfluss der Wasseraktivitdt auf das Wachstum von
P. expansum starker war. Daher konnte bei den a,-Werten 0,93 und 0,95 kein
Citrinin nachgewiesen werden. Erst ab einem a,.Wert von 0,98 war ein Wachstum
bei dieser Spezies moglich und die Citrininbildung konnte gemessen werden. Die
Abbildung 30 zeigt die Citrininbildung bei P. expansum auf PDA-Medium mit

verschiedenen a,~-Werten nach 7 Tagen Wachstum bei 25 °C.
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Abb. 30: Einfluss der Wasseraktivitdt auf die Citrininbildung bei P. expansum
BFE189 auf PDA.

Einfluss der Wasseraktivitat auf die Citrininbildung bei P. citrinum
Im Gegensatz zu P. verrucosum und P. expansum konnte P. citrinum im a,-Bereich
von 0,93 und 0,99 gut wachsen. Und wie auf der folgenden Grafik (Abb. 31)

dargestellt ist, bildet P. citrinum bei a,-Werten zwischen 0,93 und 0,99 verschiedene
Citrininmengen.
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Abb. 31: Einfluss der Wasseraktivitat auf die Citrininbildung bei P. citrinum auf PDA.
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Aus den gewonnenen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die
Wasseraktivitat des Milieus bzw. der Lebensmittel eine entscheidende Rolle fur das
Wachstum und die Citrininbildung bei den drei Penicillium Spezies spielt. Je hoher

die Wasseraktivitat ist, desto besser kénnen die Spezies wachsen und Citrinin bilden.

Wenn man die drei Spezies miteinander vergleicht, merkt man, dass die
Wasseraktivitat einen geringeren Einfluss auf P. citrinum hat. Dies deutet darauf hin,
dass die Citrininbildung bei den drei Spezies unterschiedlich reguliert ist. Es scheint,
dass die Citrininbildung bei P. citrinum nicht so stark abhangig von der

Wasseraktivitat ist wie bei P. expansum und P. verrucosum.

3.7 Einfluss des Salzstresses auf die Citrininbildung bei Penicillium

Die drei untersuchten Penicillium Spezies konnen zusammen in salzhaltigen
Habitaten vorkommen. Daher wurde die Regulation der Citrininbildung unter diesen
Bedingungen untersucht. Die drei Spezies wurden auf PDA-Medium mit steigenden
NaCl-Konzentrationen angeimpft und fur 7 Tage bei 25 °C inkubiert. Danach wurde
die Citrininbildung mittels HPLC bestimmt.

Einfluss des Salzstresses auf die Citrininbildung bei P. verrucosum

Da P. verrucosum Citrinin und Ochratoxin A bildet, wurde die Bildung beider Toxine
analysiert. In der Abbildung 32 ist deutlich zu erkennen, dass auf PDA mit niedrigen
NaCl-Konzentrationen die Citrininbildung deutlich hdher ist. Das Maximum der
Citrininbildung wurde bei 5 g/l NaCl erreicht. Danach ging die Citrininkonzentration
wieder herunter. Die Citrinin- und Ochratoxin A-Bildung haben &ahnliche Kinetiken.
Jedoch ist das Optimum der Ochratoxin A-Bildung zu héheren NaCl-Konzentrationen
verschoben. Die Ochratoxin A-Bildung nimmt mit steigender NaCl-Konzentration, bis
zu einer NaCl-Konzentration von 30 g/l zu und dann verringert sich wieder mit

zunehmenden NaCl-Konzentrationen.
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Abb. 32: Einfluss des Salzstresses auf die Citrinin- und Ochratoxin A-Bildung bei
P. verrucosum BFEB08 auf PDA. 0: Die Citrininbildung auf PDA-Medium ohne NacCl
(Kontrolle). Hellblau: Citrinin. Dunkelblau: Ochratoxin A.

Einfluss des Salzstresses auf die Citrininbildung bei P. expansum

Auch bei P. expansum nimmt die Citrininkonzentration auf PDA mit niedrigen NaCl-
Konzentrationen stark zu. Auf PDA mit 10 g/l NaCl hat P. expansum, gegentber PDA
ohne zugesetztes NaCl, die doppelte Citrininmenge gebildet. Bei hoheren NaCl-
Konzentrationen nimmt die Citrininbildung allméahlich wieder ab. Wie bei
P. verrucosum ist P. expansum auf NaCl-Konzentrationen ab 70 g/I nicht mehr in der
Lage Citrinin zu bilden.

44



6 T
5
= __
S 4
=
£ 3
O 5 T
1- . T
O = T T T T T T ' T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

NaCl [g/l]

Abb. 33: Einfluss des Salzstresses auf die Citrininbildung bei P. expansum auf PDA.

Einfluss des Salzstresses auf die Citrininbildung bei P. citrinum

Der Einfluss von NaCl auf die Citrininbildung bei P. citrinum ist auf der Abbildung 34
dargestellt. Wie auf der Grafik deutlich zu sehen ist, ist die Citrininkonzentration auf
PDA mit 10 g/l NaCl stark angestiegen. Die gebildete Citrininmenge von 10 pug/ml auf
PDA ohne NaCl ist bei PDA mit 10 g/l NaCl auf ca. 70 pg/ml angestiegen. Die
Citrininmenge nimmt danach mit zunehmenden NaCl-Konzentrationen durchgehend

bis zu PDA mit 70 g/l NaCl zu, wo die maximale Citrininkonzentration erreicht wird.
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Abb. 34: Einfluss des Salzstresses auf die Citrininbildung bei P. citrinum auf PDA.

Die Ergebnisse zeigen, dass es innerhalb des untersuchten Salzbereiches
signifikante Unterschiede in der Citrininbildung bei den drei Penicillium Spezies gibt.
Trotz erhdhten Salzstresses konnte P. citrinum gut wachsen und auf allen NaCl-
Konzentrationen hohe Citrininmengen bilden. Im Gegensatz zu P. citrinum, sind
P.expansum und P. verrucosum empfindlicher gegenliber Salzstress.
Interessanterweise ist die Citrininbildung bei allen drei Spezies bei niedrigen NaCl-
Konzentrationen im Gegensatz zum nicht substituierten Medium stark angestiegen.
Dies ist ein Hinweis, dass ein gewisser Salzstress einen starken Einfluss auf die
Citrininbildung hat.

3.8 Rolle von HOG-Signalweg in der Citrininbildung bei Penicillium

Die Untersuchungen der Citrininbildung unter Salzstress haben gezeigt, dass die
Citrininbiosynthese bei den drei Penicillium-Spezies unterschiedlich reguliert ist. Bei
filamentdsen Pilzen ist bekannt, dass der HOG-Signalweg, bei der Biosynthese von
verschiedenen Sekundarmetaboliten involviert ist. Bei der Mykotoxinbildung konnte
gezeigt werden, dass der HOG-Signalweg bei der Regulation der Bildung von
Ochratoxin A und Citrinin bei P. verrucosum eine wichtige Rolle spielt (Stoll et al.,
2013). In dieser Arbeit wird versucht, die Rolle von HOG-Signalweg bei der

Regulation der Citrininbildung bei P. expansum und P. citrinum zu verstehen. Um die
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genaue Aufgabe dieses Signalwegs bei der Citrininbildung in P. expansum zu
verstehen, wurde der Hogl Transkriptionsfaktor durch die Inaktivierung des Hogl-

Gens ausgeschaltet.

Rolle von HOG-Signalweg in der Citrininbildung bei P. expansum

Zur Inaktivierung von Hogl-Gen in P. expansum wurde ein Inaktivierungsvektor
hergestellt. Zur Konstruktion des Vektors wurde ein Fragment aus der Hogl-Gen in
P. expansum mit dem Primerpaar HogPN_For und HogPN_Rev amplifiziert und in
den Vektor pGEM-T Easy kloniert. Mit diesem Vektor wurden die Protoplasten von
P. expansum transformiert. Die Citrininbildung bei den Transformanten wurde mittels
DC uberpruft. Die Abbildung 35 zeigt einige Transformanten, deren Unterschied zum
Wildtyp deutlich zu erkennen ist.

Std ™ T2 T3 T4 T5 6  T7 T8 T9 T10

Abb. 35: Dunnschichtchromatographische Uberprifung der Hogl-Transformanten
von P. expansum. Std: Citrinin Standard. WT: P. expansum Wildtyp. T:
Transformanten. Nach der Transformation wurden die transformierten Protoplasten
auf einem Minimalmedium ausplattiert. Nachdem sie gewachsen waren, wurden
einige davon fir die Weiteruntersuchung auf YES-Medium uberflihrt. Nach 7 Tagen
Wachstum bei 25 °C wurde eine DC mit den Transformanten durchgefiihrt. Als
Kontrolle wurde der Wildtyp mitgefuhrt.

Die Transformanten T4, T7, T8 und T9 haben im Gegensatz zum Wildtyp deutlich
mehr Citrinin gebildet. Die anderen Transformanten unterscheiden sich nicht so stark
vom Wildtyp. Die vier Transformanten mit hohen Citrininmengen wurden

weiteranalysiert, in dem sie mittels Southern Blot Hybridisierung Uberpruft wurden.
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WT T4 T7 T8 T9

Abb. 36: Uberprifung der Hogl-Transformanten von P. expansum mittels Southern
Blot. M: 2-log Standard, WT: P. expansum Wildtyp. T4, T7, T8 und T9 sind die Hog1-
Transformanten.

Wenn man sich das Bild der Hybridisierung (Abb. 36) anschaut, sieht man
Unterschiede in den Hybridisierungsmustern zwischen dem Wildtyp und den
Transformanten. Beim Wildtyp sind zwei Banden zu sehen: Eine Bande befindet sich
bei 3 kb und die andere Bande befindet sich bei 5 kb. Das liegt daran, dass in
P. expansum eine EcoRI-Schnittstelle in der Zielsequenz des Hog-Gens vorhanden
ist. Bei allen Transformanten ist ebenso eine Bande bei 3 kb oder geringfligig
verkleinerte Banden zu erkennen. Bei den Transformanten T4 und T7 ist zudem eine
groRere Bande (> 5 kb) zu erkennen. Dies spricht wahrscheinlich fir eine homologe
Integration des Inaktivierungsplasmids mit dem Hogl-Fragment ins Genom von
P. expansum. Die Transformanten T8 und T9 zeigen nur die 3 kb Bande, was flr
eine Deletion der 5 kb Bande spricht. Die gegentber dem Wildtyp auftretenden
Unterschiede im Southern Blot Muster zeigen eine komplexe Integration des

Inaktivierungsvektors an und deuten auf eine Inaktivierung des Hogl-Gens.

Rolle von HOG-Signalweg in der Citrininbildung bei P. citrinum

Um die Rolle des HOG-Signalwegs in der Regulation der Citrininbildung zu
verstehen, wurde das Hogl-Gen in dieser Spezies inaktiviert. Nach der Inaktivierung
und nachdem die Transformanten auf Minimalmedium gewachsen waren, wurden sie
auf YES-Agar uberfuihrt. Nach 7 Tagen Inkubation bei 25 °C wurde die Citrininbildung
mittels DC analysiert. Wie die Abbildung 37 deutlich zeigt, hat die Transformante 7
verglichen mit dem Wildtyp und den anderen Transformanten etwas weniger Citrinin
gebildet. Das sieht man deutlich an der schwacheren Citrininbande bei dieser

Transformante.
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Stda WT T1 T2 T3 T4 15 T6 T7 T8 T9 T10

Abb. 37: Einfluss der Hog1l-Inaktivierung auf die Citrininbildung bei P. citrinum. Std:
Citrinin Standard. WT: P. citrinum Wildtyp. T: Hogl-Transformanten.

Die Transformante T7 wurde mittels Hybridisierung weiter untersucht. Die DNA
wurde aus dem Wildtyp und der Transformante isoliert, mit dem Restriktionsenzym

EcoRI geschnitten und anschliel3end wurde ein Southern Blot durchgefuhrt.

B 6k
@ .

-

<— 800 bp

WT T7

Abb. 38: Uberpriifung der Hogl-Transformante von P. citrinum mittels Southern Blot.
WT: Wildtyp. T: Hog1-Transformante.

Bei der Transformante sieht das Hybridisierungsmuster anders aus als beim Wildtyp.
In der Spur der Transformante sind zwei deutliche Banden zu erkennen. Die eine ist
800 bp lang und die andere, groéf3ere Bande entspricht einer Lange von 6 kb. Bei
dem Wildtyp ist nur eine Bande zu sehen. Dies deutet auf eine Verdnderung des
Hogl-Gens der Transformante hin. Die Citrininbildung bei dieser Transformante
wurde durch die Transformation nicht komplett ausgeschaltet, sondern sie hat sich
nur geschwacht. Es kénnte gut sein, dass es sich bei dieser Transformante um ein

Heterokaryon handelt.
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Sowohl bei P. citrinum, als auch bei P. expansum konnte der HOG-Signalweg
inaktiviert werden. Vergleicht man nun das Ergebnis der Hogl-Inaktivierung bei
P. expansum und P. citrinum, so kann man feststellen, dass HOG-Signalweg nicht
immer die gleiche Rolle bei der Citrininbildung spielt. Bei P. expansum hat die Hog1-
Inaktivierung zur Erhéhung der Citrininbildung gefuhrt, wahrend bei P. citrinum die
Hogl-Inaktivierung eine Reduktion der Citrininbildung verursacht hat, die eventuell
aufgrund der Heterokaryonbildung nicht vollstdndig war. Es scheint, dass die

Funktion des HOG-Signalwegs bei der Citrininbildung speziesspezifisch ist.

3.9 Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei Penicillium

Neben der Wasseraktivitat ist der pH-Wert ein wichtiger Umweltfaktor. Um zu
untersuchen, inwieweit der pH-Wert die Citrininbildung beeinflusst, wurden die drei
Penicillium Spezies auf PDA-Medium mit verschiedenen pH-Werten angeimpft und
nach 7 Tagen Wachstum bei 25 °C, die gebildete Citrininmenge mittels HPLC

gemessen.

Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei P. verrucosum

Die vorliegende Grafik (Abb. 39) stellt die Wirkung des pH-Wertes auf die
Citrininbildung bei P. verrucosum dar. Im sauren Bereich, bei pH 5 und pH 6, hat
diese Spezies viel Citrinin produziert, wobei bei pH 6 die Citrininproduktion am
hdchsten ist. Danach nahm die Citrininbildung bei den héheren pH-Werten ab. Bei
pH 7 und pH 8 wurde fast die gleiche Menge an Citrinin gebildet. Bei pH 9 hat sich

die Citrininkonzentration etwas reduziert.
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Abb. 39: Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei P. verrucosum BFE808.

Citrinin [ug/ml]

Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei P. expansum

Bei P. expansum ist ein anderes Bild zu sehen als bei P. verrucosum. Im sauren
Bereich, bei einem pH-Wert von 5, wurde wenig Citrinin gebildet. Danach stieg die
Citrininmenge bei pH 6 und pH 7 an. Bei pH 7 ist die Bildung am starksten. Im

basischen Bereich, also mit steigendem pH-Wert, nahm die Citrininbildung wieder
ab.
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Abb. 40: Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei P. expansum BFE189.
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Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei P. citrinum

Wie auf der Abbildung 41 deutlich zu erkennen, wurden bei allen pH-Werten, sowohl
im sauren als auch im alkalischen Bereich, hohe Mengen an Citrinin gebildet. Es ist
eine leichte Oszillation zu sehen, aber generell betrachtet, ist die Citrininmenge bei

allen pH-Werten relativ hoch und konstant.
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Abb. 41: Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei P. citrinum BFES12.

Citrinin [pg/ml]

Es scheint, dass der pH-Wert keinen groRen Einfluss auf die Citrininbildung bei

P. citrinum hat.

Abschliel3end kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass der pH-Wert
einen starken Einfluss auf die Citrininbildung bei P. expansum und P. verrucosum
hat, wahrend die Citrininbildung bei P. citrinum sich kaum durch den pH-Wert
verandert hat. Dies deutet wieder auf eine geringere Regulation der Citrininbildung in
P. citrinum hin.

3.10 Rolle des PACC-Signalwegs in der Citrininbildung bei Penicillium

Aus den vorherigen Ergebnissen ist bekannt, dass der pH-Wert ein wichtiger
abiotischer Faktor ist, der die Citrininbildung beeinflusst. Wie schon beschrieben
spielt der PACC-Signalweg bei der pH-Regulation eine wichtige Rolle. Um die Rolle
dieses Signalwegs in der Citrininbildung zu verstehen, wurde der PacC
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Transkriptionsfaktor in P. expansum und P. citrinum durch das Ausschalten des

PacC-Gens inaktiviert.

Rolle des PACC-Signalwegs in der Citrininbildung bei P. expansum

Zur Inaktivierung des PacC in P. expansum wurde ein Fragment des PacC-Gens mit
dem Primerpaar PacC_P.exp_for und PacC_P.exp_rev amplifiziert und in den
pPGEM-T Vektor kloniert. Der Vektor wurde im Bakterium E. coli vermehrt und mit
dem EcoRI-Enzym auf die richtige Klonierung des PacC-Fragmentes Uberpruft.
Danach wurden die Protoplasten von P. expansum mit diesem Vektor transformiert.
Die Untersuchung der PacC-Transformanten mittels DC zeigte, dass einige
Transformanten weniger Citrinin gebildet haben. Eine der PacC-Transformanten, die
weniger Citrinin gebildet hat, wurde auf PDA-Medium mit verschiedenen pH-Werten
angeimpft und bei 25 °C inkubiert. Nach 7 Tagen Wachstum wurde die
Citrininbildung des Wildtyps und der Transformante mittels DC/HPLC bestimmt.

Std pH 5 pH 6 pH7 pH 8 pH 9

Abb. 42: Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei P. expansum.
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Std pH 5 pHE6  pH7 pH 8 pH 9

Abb. 43: Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei der PacC-Transformante
von P. expansum.

Der Wildtyp konnte wie erwartet auf allen pH-Werten unterschiedliche Mengen an
Citrinin bilden (Abb. 42). Bei pH7 und pH 8 hat der Wildtyp die hdchsten
Citrininmengen gebildet. Die Transformante konnte nur bei pH 8 hohe Mengen an
Citrinin bilden (Abb.43). Bei den anderen pH-Werten wurden nur sehr geringe

Mengen gebildet. Die Messung der Citrininbildung mittels HPLC bestatigt das
Ergebnis der DC (Abb. 44).
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Abb. 44: Bestimmung der Citrininbildung bei der PacC-Transformante von
P. expansum mittels HPLC.

Es scheint, dass der PACC-Signalweg bei P. expansum eine wichtige Rolle bei der

Citrininbildung, insbesondere im sauren und im basischen pH-Bereich spielt.
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Eine mdgliche Veranderung des PacC-Gens wurde mittels Southern Blot Uberprft.
Dazu wurden der Wildtyp und die Transformante im flissigen MG-Medium fir 6 Tage
bei 25 °C inkubiert. Nach der DNA-Isolation wurde der Southern Blot, wie im
Methodenteil beschrieben, durchgefuhrt. Die Abbildung 45 zeigt das Ergebnis der
Hybridisierung.

WT T

Abb. 45: Uberprufung der PacC-Transformante von P. expansum mittels Southern
Blot. WT: Wildtyp. T: PacC-Transformante.

Beim Wildtyp ist eine deutliche Bande zu erkennen, wahrend in der Spur der
Transformante keine Bande zu sehen ist, obwohl die DNA-Konzentrationen des
Wildtyps und die der Transformante gleich hoch waren. Aul3erdem wurde die
Effizienz des EcoRI-Verdaus auf einem 1%igen Agarosegel Uberprift. Nach dem
EcoRI-Verdau war auf der Spur der Transformante dieselbe Bandenanzahl wie beim
Wildtyp zu sehen. Dies bedeutet, dass bei der Transformante der Verdau genauso
gut funktioniert hatte, wie beim Wildtyp. Daher wird hier vermutet, dass das PacC-
Gen oder ein Teil davon bei der Transformation deletiert wurde, so dass es nicht

mehr moglich war dies nachzuweisen.

Nach diesem Ergebnis kann man sagen, dass PACC insgesamt eine wichtige Rolle
bei der Citrininbildung bei P. expansum spielt. Die Bildung hoher Citrininmengen der
PacC-Mutante bei pH 8, deutet darauf hin, dass bei diesem pH-Wert der PACC-
Signalweg fur die Citrininbildung nicht wichtig ist.

55



Rolle des PACC-Signalwegs in der Citrininbildung bei P. citrinum

Um zu untersuchen, ob der PACC-Signalweg fur die Citrininbildung bei P. citrinum
wichtig ist, wurde das PacC-Gen, das fur PacC-Transkriptionsfaktor codiert, in
P. citrinum inaktiviert. Neun putative Transformanten wurden auf ihre Citrininbildung

mit der DC untersucht.

Std WT T1 T2 T3 T4 15 T6  T7 8 19

Abb. 46: Dinnschichtchromatographische Uberprifung der PacC-Transformanten
von P. citrinum. Std: Citrinin Standard, WT: P. citrinum Wildtyp. T: PacC-
Transformanten.

Wie auf dem DC-Bild (Abb. 46) zu sehen ist, konnte die Transformante 7 kein Citrinin
bilden. Diese Transformante wurde weiter analysiert, in dem sie auf PDA-Medium mit
verschiedenen pH-Werten angeimpft und nach 7 Tagen Wachstum bei 25 °C, die
Citrininbildung mit der DC untersucht wurde. Der Wildtyp P. citrinum diente als

Kontrolle.

WT PacC-Transformante 7
A A

Std pHS pH6 pH7 pH8 pH9 pHS5 pH®G6 pH7 pH8 pH9

Abb. 47: Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei der PacC-Mutante von
P. citrinum. Std: Citrinin Standard.
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Im Gegensatz zum Wildtyp bildete die Transformante bei allen pH-Werten viel
weniger Citrinin (Abb. 47). Aber auf pH 8 konnte die Transformante im Vergleich zu
den anderen pH-Werten mehr Citrinin bilden, allerdings in geringerem Umfang als
die P.expansum Mutante. Um zu Uberprifen, ob das PacC-Gen durch die
Transformation inaktiviert wurde, wurde die Transformante 7 mittels Southern Blot
Uberprift. Die DNA wurde aus dem Wildtyp und der Transformante, wie im
Methodenteil beschrieben, isoliert und anschlieRend wurde ein Southern Blot

durchgeflhrt. Die folgende Abbildung 48 stellt das Ergebnis der Hybridisierung dar.

—hJ

-

WT T7

Abb. 48: Uberpriifung der PacC-Mutante von P. citrinum mittels Southern Blot. WT:
P. citrinum Wildtyp. T7: PacC-Transformante.

Beim Wildtyp ist eine klare Bande zu sehen, wahrend bei der Transformante keine
Hybridisierung nachzuweisen war, obwohl die DNA-Konzentrationen bei dem Wildtyp
und der Transformante gleich waren. Dies deutet stark auf eine Deletion des
ursprunglichen PacC-Gens hin und bestatigt die Inaktivierung dieses Gens. Obwohl
der pH-Wert keinen grof3en Einfluss auf die Citrininbildung bei P. citrinum hatte, hat
die PacC-Inaktivierung bei dieser Spezies zur Hemmung der Citrininbildung gefuhrt.
Dies deutet darauf hin, dass der PACC-Signalweg fur die Citrininbildung
entscheidend ist.

Vergleicht man nun die Ergebnisse der PacC-Inaktivierung zwischen P. expansum
und P. citrinum, so stellt man fest, dass PACC-Signalweg unterschiedliche
Reaktionen hervorrufen kann. Bei P. expansum reguliert der PACC-Signalweg die
Citrininbildung im sauren und im alkalischen Bereich. Bei P. citrinum ist der PACC-

Signalweg fur die gesamte Bildung des Citrinins wichtig aber nicht fiir die Regulation.
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Zusammenfassend kann man sagen, der PACC-Signalweg unterschiedliche
Aufgaben bei der Regulation der Citrinibildung in P. expansum und P. citrinum
wahrnimmt. Dies kénnte eventuell an der Aktivitat des Transkriptionsfaktors ctnR
liegen. Eine Mdglichkeit ware, dass der Transkriptionsfaktor ctnR durch den PACC-
Regulator unterschiedlich reguliert wird. Um das zu Uuberprifen, wurde eine
heterologe Uberexpression des ctnR-Transkriptionsfaktors aus P. citrinum in

P. expansum durchgefuhrt.

3.11 Heterologe Uberexpression des Transkriptionsaktivators in P. expansum

Zur heterologen Uberexpression des Transkriptionsaktivators, wurde das ctnR-Gen
mit dem Promotor und Terminator aus P. citrinum mit dem Primerpaar For_ctnR und
Rev_ctnR mittels PCR amplifiziert und in den Vektor pGEM-T Easy kloniert. Im
nachsten Schritt wurden Protoplasten aus P. expansum generiert und mit diesem
Vektor transformiert. Die Transformation wurde, wie im Methodenteil beschrieben,
durchgefiihrt. Nach 7 Tagen Inkubation wurde die Citrininbildung bei den

Transformanten mittels DC analysiert.

Std WT T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

Abb. 49: Dunnschichtchromatographische Uberpriifung der Citrininbildung bei den
ctnR-Transformanten von P. expansum BFE189. Std: Citrinin Standard. WT:
P. expansum Wildtyp. T: ctnR-Transformanten.

Das Ergebnis der DC zeigt, dass die Transformanten unterschiedliche
Citrininmengen gebildet haben. Im Vergleich zum Wildtyp haben manche
Transformanten wesentlich mehr Citrinin produziert (T1, T2, T5, und T10). Die
Citrininbildung bei den drei Transformanten T2, T5 und T10 wurde mit der HPLC

weiter bestimmt.
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Abb. 50: Bestimmung der Citrininbildung bei den ctnR-Transformanten von

P. expansum BFE189 mittels HPLC. WT: P. expansum BFE189 Wildtyp. T: ctnR-
Transformanten.

Das Ergebnis der HPLC bestétigt das Ergebnis der DC. Bei den drei untersuchten
Transformanten T2, TS5 und T210 ist im Vergleich zum Wildtyp eine deutlich héhere

Citrininbildung zu beobachten. Die Transformanten T5 und T10 wurden mittels PCR
weiter Uberpruft (Abb. 51).

1,5kb
1,2 kb

Abb. 51: Uberpriifung der ctnR-Uberexpression mittels PCR. M: 2-Log Marker. WT:
P. expansum BFE189 Wildtyp. T: ctnR-Transformanten.

Beim Wildtyp ist keine Bande zu sehen. Dies wurde erwartet, da Primer verwendet
wurden, die spezifisch fir das ctnR-Gen aus P. citrinum sind. Bei den
Transformanten T5 und T10 trat eine Bande bei ca. 1, 5 kb auf. Dies deutet auf die
Prasenz des ctnR-Gens aus P. citrinum in P. expansum hin. Fir die weiteren

Analysen wurde die Transformante T5 selektiert.
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Um den Einfluss der ctnR-Uberexpression auf die Citrininbildung bei der ctnR-
Transformante weiter zu uberprifen, wurde die Transformante T5 auf PDA-Medium
mit verschiedenen pH-Werten angeimpft und nach 7 Tagen Inkubation bei 25 °C

wurde die Citrininbildung mittels DC untersucht.

Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung der ctnR Transformante

Neben der P. expansum ctnR-Transformante, wurden der P. citrinum und der
P. expansum Wildtyp als Kontrollen mitgefiihrt. Wie auf den folgenden Bildern
deutlich zu erkennen ist, bildet P. citrinum wie erwartet auf dem gesamten pH-
Spektrum groRRe Citrininmengen (Abb. 52). Im Vergleich zu P. citrinum, der
durchgehend hohe Mengen an Citrinin bildet, ist die Citrininbildung bei P. expansum
im gesamten pH-Spektrum viel schwacher (Abb. 53). Die héchste Citrininmenge ist
im neutralen Bereich zu sehen. Die Ergebnisse stimmen vollkommen mit vorherigen

Experimenten uberein (siehe Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung).

Std pHS PpH®6 pH7 pH8 PpHY

Abb. 52: Dunnschichtchromatographische Untersuchung der Wirkung des pH-
Wertes auf die Citrininbildung bei P. citrinum. Std: Citrinin Standard.
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Std pH 5 pH 6 pH 7 pH8 pH9

Abb. 53: Dunnschichtchromatographische Untersuchung der Wirkung des pH-
Wertes auf die Citrininbildung bei P. expansum BFE189. Std: Citrinin Standard.

Die ctnR-Transformante von P. expansum, die den Transkriptionsaktivator von
P. citrinum enthalt zeigt eine andere Citrininbildungskinetik (Abb. 54), verglichen mit
dem P. expansum Wildtyp. Die Bildungskinetik von Citrinin bei der Transformante
unter verschiedenen pH-Werten ahnelt sehr stark der Bildungskinetik von P. citrinum,
d. h. sie wird durch den pH-Wert kaum beeinflusst. Auch die gebildete Citrininmenge
ahnelt der von P. citrinum. Dies deutet darauf hin, dass die nahezu konstitutive
Citrininbildung der P. expansum ctnR-Transformante durch die Expression des

Transkriptionsfaktors ctnR aus P. citrinum bedingt wird.

Std pH 5 pH 6 pH7 pH8 pH 9

Abb. 54: Einfluss des pH-Wertes auf die Citrininbildung bei der ctnR-Transformante
von P. expansum BFE189. Std: Citrinin Standard.
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Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass die Citrininbildung stark von der
Aktivitdat des Transkriptionsfaktors ctnR abhéngt. Bei P. expansum fuhrt die
Aktivierung des Transkriptionsaktivators zur starken Regulation der Citrininbildung
durch den PACC-Signalweg. Die Aktivierung des Transkriptionsaktivators bei

P. citrinum fuhrt zu einer starken aber kaum regulierten Citrininbildung.

3.12 Einfluss des oxidativen Stresses auf die Citrininbildung bei Penicillium

Es ist bekannt, dass filamentdose Pilze Mykotoxine als Antwort gegen
Stressbedingungen bilden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Salzstress
unterschiedliche Wirkungen auf die Citrininbildung bei den drei untersuchten
Penicillium Spezies hat. Eine andere wichtige Stressform ist der oxidative Stress, der
die Mykotoxinbildung beeinflussen kann. Bei P. verrucosum konnte gezeigt werden,
dass erhohter oxidativer Stress die Mykotoxinbildung von Ochratoxin A in Richtung
Citrinin verschiebt. Mit der Erh6hung des oxidativen Stresses im Nahrmedium nahm
die Ochratoxinbildung ab und Citrininbildung hat sich erhéht (Schmidt-Heydt et al.,
2015). Um zu sehen, was fur einen Einfluss der oxidative Stress auf die
Citrininbildung bei den drei Penicillium Spezies hat, wurden die Spezies auf PDA-
Medium mit verschiedenen Wasserstoffperoxidkonzentrationen (H,O,) angeimpft und

das Wachstum und die Citrininbildung der Spezies darauf analysiert.

Einfluss des oxidativen Stresses auf die Citrininbildung bei P. verrucosum

Wenn man sich das Wachstum auf den gesamten H,O,-Konzentrationen anschaut,
merkt man, dass H,0, das Wachstum beeinflusst. Das Wachstum auf PDA mit 2 mM
H,O, sieht genauso aus wie auf PDA ohne H;0O,. Auf den hdheren H,0O,

Konzentrationen 5 mM und 10 mM hat sich das Wachstum verringert.
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0 2mM 5mM 10 mM

Abb. 55: Einfluss von H,O, auf das Wachstum von P. verrucosum BFES808. Das
PDA-Medium wurde hergestellt und autoklaviert. Nach Abkihlung des Mediums auf
ca. 45 °C wurde H,0O, mit den Konzentrationen 2 mM, 5 mM und 10 mM steril zum

Medium gegeben. Nach 7 Tagen Inkubation bei 25 °C im Dunkeln wurde das
Wachstum dokumentiert.

Im Gegensatz zum Wachstum, hat H,O; einen positiven Effekt auf die Citrininbildung.
Wie der Abbildung 56 zu entnehmen ist, hat die gebildete Citrininmenge auf PDA mit
2 mM und 5 mM H,0, deutlich zugenommen, wahrend die Citrininbildung bei 10 mM
wieder die Hohe des Ausgangswertes erreicht hat. Diese geringere Induktion der

Citrininbildung konnte die hohere Sensitivitdit gegentber H,O, wahrend den
Wachstumsversuchen bedingen.

0 2 5 10

H,0, [mM]

Citrinin [pug/ml]

SO B N W A~ 00 O N

Abb. 56: Einfluss von H,O, auf die Citrininbildung bei P. verrucosum BFE808. Die

Messung der Citrininbildung erfolgte nach 7 Tagen Wachstum bei 25 °C mittels
HPLC.
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Einfluss des oxidativen Stresses auf die Citrininbildung bei P. expansum

Im Gegensatz zu P. verrucosum, hat H,O, weniger Einfluss auf das Wachstum von
P. expansum. Auf PDA mit 2 mM H,0, ist das Wachstum etwas besser als auf PDA
ohne H,0,. Es scheint, dass H,O, mit niedrigen Konzentrationen das Wachstum von
P. expansum sogar fordert.

0 2mM 5 mM 10 mM

Abb. 57: Einfluss von H,O, auf das Wachstum von P. expansum BFE189. Die Patten
wurden nach 7 Tagen Inkubation bei 25 °C fotografiert.

Die Grafik Uber die Wirkung von H,0, auf die Citrininbildung bei P. expansum in der
Abbildung 58 zeigt, dass die gebildete Citrininmenge auf PDA mit H,O, zugenommen
hat. Auf PDA mit 2 mM H,0; hat sich die Citrininproduktion verdoppelt. Bei 5 mM und
10 mM H,0; hat sich die Citrininbildung weiter erhért, wobei bei 5 mM und 10 mM
dieselbe Citrininmenge zu sehen ist. Im Vergleich mit P. verrucosum bildet
P. expansum deutlich hohere Mengen an Citrinin bei steigenden H,0,

Konzentrationen.
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Abb. 58: Einfluss von H,0O, auf die Citrininbildung bei P. expansum BFE189. Die
Citrininbildung wurde auf PDA-Medium mit H,O, nach 7 Tagen bei 25 °C im Dunkeln
mit der HPLC gemessen.

Das Wasserstoffperoxid hat einen starken Einfluss auf die Citrininbildung bei
P. expansum. Obwohl das Wachstum nicht beeinflusst wurde, ist die

Citrininproduktion unter erhéhten oxidativen Stressbedingungen stark angestiegen.

Einfluss des oxidativen Stresses auf die Citrininbildung bei P. citrinum
Wie bei P. expansum haben die verwendeten H,O, Konzentrationen keinen grof3en
Einfluss auf das Wachstum von P. citrinum. Diese Spezies konnte sich trotz

Erhdhung des oxidativen Stresses durchsetzen und gut wachsen.

0 2mM > mM 10 mM

Abb. 59: Einfluss von H,0, auf das Wachstum von P. citrinum BFES12.
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Unter denselben Bedingungen wurde neben den Wachstumsversuchen auch die
Citrininbildung bestimmt. Wenn man sich die folgende Grafik in der Abbildung 60
anschaut, merkt man, dass nach der Zugabe von H,O, mehr Citrinin gebildet wurde.
Im Vergleich zu den beiden anderen Spezies ist die Citrininbildung bei P. citrinum um
mehrere GrolRenordnungen hoher.
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Abb. 60: Einfluss von H,0O, auf die Citrininbildung bei P. citrinum BFES12.

Obwohl sich das Wachstum mit steigenden H,O,-Konzentrationen nicht verandert
hat, hat die Citrininbildung deutlich zugenommen. Wenn man die Citrininwerte auf
PDA und auf PDA mit 10 mM H,0, miteinander vergleicht, so kann man deutlich

erkennen, dass es nahezu zur Verdopplung der Citrininkonzentration kam.

Bei den drei Penicillium Arten hat H,O, die Citrininbildung gefdrdert. Bei P. citrinum
und P. expansum steigt die Citrininkonzentration auf PDA mit 2 mM H,0O, und bleibt
auch bei héheren H,O»-Konzentrationen hoch. Bei P. verrucosum ist bei héheren
H,O,-Konzentrationen ein leichter Rickgang in der Bildung zu erkennen, was die
hohere Sensitivitat dieser Spezies bei héheren H,O, Konzentrationen erklaren

kdénnte.

Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse kann man sagen, dass H,O, bei den drei
Spezies einen positiven Effekt auf die Citrininbildung hat. Dies koénnte Uber den

cAMP/PKA-Signalweg bei diesen Spezies reguliert werden.
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3.13 Rolle des cAMP-Signalwegs in der Citrininbildung bei Penicillium

Der cAMP-Signalweg ist bei Pilzen hochkonserviert und kann an der Regulation der
Mykotoxinbildung beteiligt sein. Dieser Signalweg wird durch verschiedene externe
Faktoren aktiviert. Einer dieser Faktoren ist der oxidative Stress. Um zu uberprtfen,
ob dieser Signalweg ebenso bei der Citrininbiosynthese involviert ist, wurde die
Citrininbildung bei P. verrucosum, P. expansum und P. citrinum auf PDA-Medium mit
vier verschiedenen Konzentrationen an cAMP untersucht. Die verwendeten
Konzentrationen sind 5 mM, 10 mM, 15 mM und 20 mM. Nachdem das PDA-Medium
hergestellt und autoklaviert wurde, wurden die entsprechenden Mengen an cAMP
zum Medium steril hinzugegeben. Die Citrininbildung wurde mit der DC nach
7 Tagen Inkubation bei 25 °C untersucht.

Std 0 5SmM  10mM 15mM 20 mM

Abb. 61: Einfluss von externem cAMP auf die Citrininbildung bei P. verrucosum
BFES808. Std: Citrinin Standard. 0: Kontrolle (PDA ohne cAMP).

Std 0 omM 10mM 15mM 20 mM

Abb. 62: Einfluss von externem cAMP auf die Citrininbildung bei P. expansum
BFE189. Std: Citrinin Standard. 0: PDA ohne cAMP.
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Std 0 5mM 10mM 15mM 20 mM

Abb. 63: Einfluss von externem cAMP auf die Citrininbildung bei P. citrinum BFES12.

Wie deutlich auf den DC-Bildern zu erkennen ist, ist die Citrininbildung bei
P. verrucosum und P. expansum auf PDA mit 10 mM, 15 mM und 20 mM hoher, als
im Vergleich zur Citrininbildung auf PDA ohne cAMP. Beide Spezies haben auf PDA
und PDA mit 5 mM cAMP weniger Citrinin gebildet als auf PDA mit 10 mM, 15 mM
und 20 mM. Wéhrend bei P. verrucosum und P. expansum das cAMP einen starken
Einfluss auf die Citrininbildung hat, hat es bei P. citrinum einen geringeren Einfluss.
P. citrinum hat auf PDA ohne cAMP schon viel Citrinin gebildet. Auf PDA mit 10 mM
und 15 mM cAMP hat diese Spezies fast die gleiche Menge an Citrinin, wie auf PDA
ohne cAMP, gebildet. Auf PDA mit 20 mM cAMP ist die Citrininbildung etwas hdher.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Regulation der Citrininbildung durch
cAMP bei diesen Spezies unterschiedlich ist. Bei P. expansum und P. verrucosum ist
die Citrininproduktion stark von cAMP abhangig. Bei P. citrinum ist die Citrininbildung
kaum durch cAMP reguliert. Bei P. citrinum ist eventuell der cAMP-Signalweg an der
Citrininbiosynthese beteiligt aber nicht entscheidend, da dieser Pilz ohne Zufuhr von
cAMP hohe Mengen an Citrinin bilden konnte. Bei P. expansum und P. verrucosum,

scheint der cAMP-Signalweg eine grol3e Rolle bei der Citrininregulation zu spielen.

3.14 Untersuchung der antioxidativen Wirkung von Citrinin

Um die biologische Bedeutung von Citrinin weiter zu untersuchen, wurde die
Citrininbildung bei P. citrinum, dem Wildtyp und einer Citrininmutante, unter
oxidativen Stressbedingungen untersucht. Die Mutante und der Wildtyp wurden auf
PDA und PDA mit 10 mM H,0, angeimpft und nach 7 Tagen bei 25 °C wurde das

Wachstum dokumentiert.
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Wie die Abbildung 64 deutlich zeigt, ist der Wildtyp in der Lage auf PDA mit 10 mM
H,0, so gut zu wachsen wie auf PDA ohne H,O,. Nicht nur die Grél3e der Kolonien
auf PDA und PDA mit H,O, ist ahnlich, sondern auch die Sporulation ist durch die
hohe H,0O,.Konzentration nicht beeintrachtigt. Der Wildtyp konnte auf PDA mit H,O,
genauso gut sporulieren wie auf PDA ohne H,0,.

Abb. 64: Einfluss von H,0O, auf das Wachstum von P. citrinum BFES12 auf PDA. A:
Wachstum auf PDA. B: Wachstum auf PDA mit 10 mM H,0..

Im Gegensatz zum Wildtyp konnte die Citrininmutante nur auf PDA ohne H,0, gut
wachsen. Auf PDA mit 10 mM H,O, war sie nicht in der Lage zu wachsen. Das
Ergebnis ist auf der Abbildung 65 dargestellt.

Abb. 65: Einfluss von H,O, auf das Wachstum der Citrininmutante von P. citrinum

BFES12. A: Wachstum der Mutante auf PDA. B: Wachstum der Mutante auf PDA mit
10 mM Hzoz,
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Da die Citrininmutante nicht in der Lage ist Citrinin zu bilden, ist eventuell die
Unfahigkeit auf PDA mit 10 mM H,O, zu wachsen auf die Unfahigkeit Citrinin zu
synthetisieren, zurlickzufihren. Wie bereits erwahnt, wirkt Citrinin antioxidativ und
dadurch kann sich der Pilz unter oxidativen Stressbedingungen durchsetzen. Dies

wird hier durch die Inaktivierung der Citrininbiosynthese bestatigt.

Einfluss des oxidativen Stresses auf das Wachstum von P. nordicum

Penicillium nordicum ist eine Pilzart, die kein Citrinin bildet. Diese Spezies bildet
hohe Mengen an Ochratoxin A. Um zu untersuchen, ob diese Spezies, die kein
Citrinin bilden kann, unter oxidativen Stressbedingungen wachsen kann, wurde sie
auf PDA und PDA mit 10 mM H,O, angeimpft und nach 7 Tagen Wachstum bei
25 °C wurde das Wachstum dokumentiert. Auf den folgenden Wachstumsbildern
(Abb. 66) ist deutlich zu erkennen, dass P. nordicum auf PDA mit H,O, sehr schlecht
wachsen kann. Auf PDA ohne H,O; ist diese Pilzart ganz normal gewachsen und hat

auch normal sporuliert.

Abb. 66: Einfluss von H,O, auf das Wachstum von P. nordicum BFE487.
A: Wachstum auf PDA. B: Wachstum auf PDA mit 10 mM H,0,.

Wahrend P. citrinum, der viel Citrinin bilden kann, auf PDA mit steigenden H,0,-
Kontzentrationen gut wachsen konnte und seine Citrininproduktion erhoht hat,
konnten die Citrininmutante von P. citrinum und der P. nordicum Wildtyp, die kein
Citrinin bilden koénnen, unter erhtéhten oxidativen Stressbedingungen kaum bzw.
geringer wachsen. Obwohl P. nordicum hohe Mengen an Ochratoxin A bilden kann,

konnte diese Pilzart unter oxidativen Stressbedingungen nicht normal wachsen.

Diese Ergebnisse bestatigen weiter die Bedeutung der Bildung von Citrinin als

Schutzmechanismus gegen oxidative Stressbedingungen.
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3.15 Rolle von Velvet in der Citrininbildung bei Penicillium

Filamentdse Pilze verfiigen uber globale und spezifische Regulatoren. Velvet (VeA)
ist ein hoch konservierter Regulator bei filamentdésen Pilzen. Dieser globale
Regulator spielt laut Literatur eine groRe Rolle bei der Sekundarmetabolitenbildung.
Er ist auch in der Regulation von verschiedenen zellularen Prozessen involviert. Die
Inaktivierung von VeA in friheren Studien in Fusarium graminearum fihrte u. a. zur
Reduktion der Desoxynivalenolbildung, eines der Sekundarmetabolite von Fusarium
(Jiang et al., 2011). Daher wurde hier vermutet, dass VeA eventuell eine Rolle bei
der Citrininbildung bei Penicillium spielen konnte. Aus diesem Grund wurde VeA in

P. verrucosum, P. expansum und in P. citrinum inaktiviert.

Rolle von VeA in der Citrininbildung bei P. verrucosum

Zur Inaktivierung von VeA in P. verrucosum wurde ein VeA-Fragment mittels PCR
mit dem Primerpaar VeA for und VeA rev amplifiziert, aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und aufgereinigt. Das PCR-Produkt wurde dann in das Plasmid
PGEM-T Easy kloniert und im Bakterium E. coli DH5a amplifiziert. Nachdem das
Plasmid mittels EcoRI-Verdau auf die richtige Klonierung des VeA-Fragmentes hin
Uberpruft wurde, wurde P. verrucosum damit transformiert. Die Transformation
wurde, wie in den vorherigen Versuchen dargestellt, durchgefuhrt. Viele der
Transformanten, zeigten einen anderen Phanotyp als der Wildtyp. Sie zeigten keine
Sporenbildung und die Kolonien waren morphologisch stark verandert. Von diesen
putativen Transformanten wurden 13 selektiert und auf ihre Citrininbildung tberpraft.
Die Toxinbildung wurde mittels DC bestimmt.

Std WI T T2 T3 T4 T5 16 T7 18 T9 T10 T11 T12 T13

Abb. 67: Uberprifung der Toxinbildung bei den VeA-Transformanten von
P. verrucosum. Std: Citrinin Standard. OTA: Ochratoxin A. WT: P. verrucosum
Wildtyp. T: VeA-Transformanten.
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Wie auf dem DC-Foto (Abb. 67) zu entnehmen ist, hat der Wildtyp viel Citrinin und
Ochratoxin A gebildet. Nach dem Ergebnis lassen sich die Transformanten in zwei
Gruppen einteilen. Eine Gruppe, die weder Citrinin noch Ochratoxin A gebildet hat.
Dies sind die Transformanten T1, T2, T3, T7, T9, T10, T11, T12 und T13. Die andere
Gruppe beinhaltet die Transformanten, die kein Citrinin, aber unterschiedliche
Mengen an Ochratoxin A gebildet haben. Diese sind die Transformanten T4, T5, T6
und T8. Die Variabilitat im Phanotyp war ein Anzeichen fir eine Genomveranderung
bei diesen Transformanten. Aus diesem Grund wurden fir die weiteren

Untersuchungen die Transformanten T2, T3 und T7 ausgewahlt.

WT T2 T3 T7

Abb. 68: Einfluss der VeA-Inaktivierung auf das Wachstum von P. verrucosum. WT:
P. verrucosum BFE 808 Wildtyp. T: VeA-Transformanten.

Die Transformanten T2, T3, und T7 wurden ausgewahlt, um die Inaktivierung des
VeA-Gens mittels Southern Blot zu Uberprifen. Die Transformanten und der Wildtyp
wurden wie Ublich in MG-Flissigmedium fir 6 Tage bei 25 °C inkubiert. Danach
wurde die DNA daraus isoliert und eine Hybridisierung durchgefuhrt. Fur den
Southern Blot wurde jeweils die gleiche DNA Menge eingesetzt. Nach dem EcoRI-
Verdau wurden die Verdauprodukte DNAs mittels einer Gelelektrophorese

aufgetrennt. Der Verdau hat bei allen Proben vollstandig und gut funktioniert.
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Abb. 69: Uberpriifung der VeA-Transformanten von P. verrucosum BFE808 mittels
Southern Blot. WT: P. verrucosum Wildtyp. T: VeA-Transformanten.

Das Ergebnis der Hybridisierung zeigt, dass beim Wildtyp zwei Banden zu sehen
sind. Dies liegt daran, dass in der VeA-Sequenz eine EcoRI-Schnittstelle vorhanden
ist. Bei den Transformanten T2 und T3 sind keine Banden zu erkennen. Das spricht
fur eine Deletion der beiden Fragmente. Bei der Transformante T7 sind zwei Banden
erkennbar. Eine ist bei 3,4 kb und die andere ist bei 900 bp. Beide Banden zeigen
andere GroRRen als die des Wildtyps. Dies deutet auf eine Veranderung in den zwei

VeA-Fragmenten bei dieser Transformante hin.

Rolle von VeA in der Citrininbildung bei P. expansum

Bei P. expansum wurde auch das VeA-Gen inaktiviert. Die Inaktivierung wurde
genauso, wie oben bei P. verrucosum beschrieben, durchgefuhrt. Nach der
Transformation wurden 12 putative Transformanten auf die Citrininbildung hin

Uberpruft.

Std WT T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

Abb. 70: Einfluss der VeA-Inaktivierung auf die Citrininbildung bei P. expansum
BFE189. Std: Citrinin Standard. WT: Wildtyp. T: VeA-Transformanten.
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Wie es deutlich zu sehen ist, konnte die Transformante T4 kein Citrinin bilden
(Abb. 70). Diese Transformante hatte, wie auch die Transformanten von
P. verrucosum, einen anderen Phénotyp als die anderen Transformanten und der
Wildtyp (Abb. 71).

WT T4

Abb. 71: Einfluss der VeA-Inaktivierung auf Wachstum von P. expansum BFE189.
Der Wildtyp und die VeA-Transformante wurden auf YES-Medium angeimpft und
nach 7 Tagen Inkubation bei 25 °C, wurde das Wachstum dokumentiert.

Die Transformante wurde weiterhin mit einer PCR analysiert. Die PCR wurde mit
dem Primerpaar VeA_ for und VeA rev durchgefuhrt. Bei der PCR konnte bei der
Transformante kein PCR-Produkt erzielt werden, wahrend beim Wildtyp ein PCR-
Produkt erzielt werden konnte. Da das Ergebnis bei den Transformanten negativ war,
wurde die PCR mehrmals wiederholt. Trotz mehrmaliger Wiederholungen der PCR
konnte bei der Transformante kein PCR-Produkt erzielt werden. Daher wurde
vermutet, dass das VeA-Gen bei der Transformante deletiert wurde. Die

Transformante wurde durch Southern Blot weiter Uberpruft.

4 kb

1,6 Kb wp

WT T4

Abb. 72: Uberprifung der VeA-Transformante von P. expansum mittels Southern
Blot. WT: P. expansum BFE189 Wildtyp. T: VeA-Transformante 4.
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Das Ergebnis des Southern Blots (Abb. 72) zeigt, dass beim Wildtyp zwei Banden zu
erkennen sind. Das war auch der Fall bei P. verrucosum. Der Grund dafur ist, dass
auch in der Zielsequenz des VeA-Gens bei P. expansum eine EcoRI-Schnittstelle zu
finden ist. Bei der Transformante T4 fehlen die beiden Banden. Da auch bei der PCR
kein Produkt erzielt werden konnte, spricht das Ergebnis fur eine Deletion des VeA-

Gens bei der Transformante.

Rolle von VeA in der Citrininbildung bei P. citrinum

Zur Inaktivierung von VeA in P. citrinum wurde zuerst ein Inaktivierungskonstrukt
hergestellt. Das Inaktivierungskonstrukt ist der Vektor pGEM-T Easy, der ein
Fragment von 700 bp des zu inaktivierenden VeA-Gens enthélt. Fir die Herstellung
des Inaktivierungsplasmids wurde ein VeA-Fragment mit dem Primerpaar
P.S VeA for und P.S_VeA rev amplifiziert und das PCR-Produkt mittels einer
Gelelektrophorese Uberprift. Die relevante Bande bei 700 bp wurde aus dem Gel
ausgeschnitten und aufgereinigt. Danach wurde das PCR-Produkt in den Vektor
PGEM-T Easy ligiert und im Bakterium E. coli DH5a vermehrt. Nach der
Plasmidisolation aus dem Bakterium wurde es mittels EcoRI-Verdau Uberprift und
die Protoplasten von P. citrinum mit diesem Vektor transformiert. Um zu sehen, ob
die Inaktivierung von VeA bei P. citrinum einen Effekt auf die Citrininbildung hat,

wurde die Citrininbildung bei den Transformanten mittels DC analysiert.

Std WI 71 T2 13 T4 T5 T6 17 T8 T9 T10

Abb. 73: Einfluss der Inaktivierung von VeA auf die Citrininbildung bei P. citrinum.
Std: Citrinin Standard. WT: P. citrinum Wildtyp. T: VeA-Transformanten.

Wie auf dem DC-Bild (Abb. 73) deutlich zu sehen ist, waren die Transformanten T2,
T4, und T6 nicht in der Lage Citrinin zu bilden. Nicht nur die Citrininbildung wurde bei
diesen Transformanten gehemmt, es sind auch keine anderen Sekundarmetaboliten

bei diesen Transformanten zu sehen. Beim Wildtyp und bei den anderen

75



Transformanten, sind zusatzlich zum Citrinin zwei blaue Banden darlber zu
erkennen. Diese sind bei den Transformanten T2, T4 und T6 abwesend.
Die putativen VeA-Mutanten zeigten ein reduziertes Wachstum und konnten nicht

normal sporulieren. Ein Beispiel daftr ist in der Abbildung 74 gezeigt.

WT T4

Abb. 74: Einfluss der VeA-Inaktivierung auf das Wachstum bei P. citrinum. WT:
Wildtyp. T: VeA-Transformante.

Da diese Transformante T4 einen anderen Phéanotyp als der Wildtyp aufwies und
kein Citrinin gebildet hatte, ist anzunehmen, dass eine Veranderung in ihnrem Genom
stattgefunden hat. Das reduzierte Wachstum, die veranderte Morphologie und die
Abwesenheit der gesamten Sekundarmetaboliten bei der Transformante deuten auf
einen pleiotropen Effekt der VeA-Mutante hin. Zum Uberprifen der erfolgreichen
Transformation wurde ein Southern Blot mit der Transformante 4 durchgefihrt
(Abb. 75).

WT T4

Abb. 75: Uberprifung der VeA-Transformante von P. citrinum mittels Southern Blot.

Wie das Ergebnis der Hybridisierung deutlich zeigt, trat bei der Transformante eine
Bande auf. Die Bande der Transformante liegt in derselben H6he wie die des

Wildtyps. Jedoch ist die Bande bei der Transformante viel schwacher im Gegensatz
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zur Bande des Wildtyps, obwohl die gleiche Menge an DNA fur den Southern Blot
verwendet wurde. Dies deutet auf die Entstehung eines Heterokaryon hin.

Wie die vorherigen Ergebnisse gezeigt haben, kam es bei den durchgefihrten
Transformationsexperimenten haufiger zu Deletionen des Zielgens. Fir die
Transformationsexperimente  wurden  Protoplasten aus vegetativen, also
mehrkernigen Zellen, durchgeftihrt. Falls es bei der Transformation von P. citrinum
zu einer solchen Deletion in einem oder mehreren der gesamten Kerne des
Protoplasten gekommen ist, fuhrt dies zu einer Reduktion der Kopienanzahl des
Zielgens in der Transformanten-DNA und damit zu einem schwéacheren

Hybridisierungssignal.

Im Gegensatz zu den obigen Regulatoren HOG und PACC, hat die Inaktivierung von
VeA bei den drei Penicillium Spezies zum selben Effekt gefuhrt. Bei allen Spezies
kam es bei den VeA-Mutanten zur kompletten Inhibierung der Citrininbildung und zur
Anderung des Phanotyps. Dies deutet auf einen pleiotropen Effekt der Inaktivierung
des VeA-Gens hin.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass VeA fir alle drei Spezies eine wichtige

Rolle als positiver Regulator der Citrininbildung spielt.

3.16 Biologische Bedeutung der Citrininbildung

Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum auf verschiedenen Apfelsorten

Penicillium expansum ist ein wichtiger pathogener Pilz, der Pilzerkrankungen an
verschiedenen Frichten verursacht. Eine Kinetik der Citrinin- und Patulinbildung bei
P. expansum auf PDA-Medium zeigte, dass diese Toxine unterschiedlich reguliert
sind. Um zu untersuchen, wie die Citrinin- und Patulinbildung auf natirlichen
Habitaten aussehen, wurde die Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum auf
verschiedenen Apfelsorten analysiert. Zu diesem Zweck wurde der Stamm BFE1393
ausgewahlt. Dieser Stamm wurde aus einem kontaminierten Apfel isoliert und mittels
RAPD und der Sequenzierung der ITS-Regionen charakterisiert. Die Uberpriifung
der Citrinin- und Patulinbildung bei diesem Stamm zeigte, dass er auf PDA-Medium
hohe Mengen an Citrinin und Patulin bilden kann. Um einen weiteren Uberblick tiber

die Regulation der Citrinin- und Patulinbildung zu bekommen, wurde dieser Stamm
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auf unterschiedlichen Apfelsorten angeimpft und die Citrinin- und Patulinbildung
wurden mittels HPLC gemessen.

Wachstum von P. expansum auf verschiedenen Apfelsorten

Um das Wachstum von P. expansum auf Apfeln zu bestimmen, wurde die
kolonisierte Flache nach einer bestimmten Inkubationszeit gemessen. Es wurden
drei biologische Replikate durchgefuhrt. Beispielhaft wurde das Wachstum auf den

drei Apfelsorten Granny Smith, Golden Delicious und Jonagold gezeigt.

® Granny Smith  ®m Golden Delicious Jonagold
35
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-kl
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Inkubationszeit [Tage]

Wachstum [cm?]

Abb. 76: Wachstum von P. expansum BFE1393 auf verschiedenen Apfelsorten. Die
Apfel wurden zuerst mit Ethanol 70 % bespritht und danach grindlich mit
destilliertem Wasser gewaschen. Zum Animpfen des Pilzes wurden die Apfel mit
einem sterilen Skalpell leicht angeritzt (ca. 5 mm in das Apfelgewebe) und mit 5 pl
einer Sporensuspension (10* Sporen/ml) angeimpft. Nach dem Animpfen von
P. expansum BFE1393, wurden die beimpften Apfel bei 25 °C im Dunkeln inkubiert.
An aufeinanderfolgenden Tagen wurde das Wachstum gemessen.

In der Grafik (Abb. 76) ist deutlich zu erkennen, dass dieser Stamm nicht auf allen
Apfelsorten das gleiche Wachstum zeigt. Auf der Apfelsorte Granny Smith zeigt er
das starkste Wachstum. Auf den anderen Apfelsorten ist das Wachstum etwas

geringer.

Die Ergebnisse zeigen, dass das Wachstum von P. expansum auf Apfeln von den

Apfelsorten abhangt.
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Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum auf der Sorte Granny Smith

Die Untersuchung der Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum BFE1393 auf der
Apfelsorte Granny Smith zeigt, dass dieser Stamm grof3ere Mengen an Patulin in der
frihen Wachstumsphase produziert. Das Maximum der Patulinbildung ist nach
4 Tagen zu erkennen. Danach verringert sich die Patulinmenge mit zunehmender
Inkubationszeit. An Tag 12 ist jedoch nochmal ein leichter Anstieg zu erkennen.

Im Gegensatz zur Patulinbildung, wird bis Tag 11 kein Citrinin nachgewiesen. Erst an

Tag 12 ist Citrinin messbar.
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Abb. 77: Kinetik der Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum BFE1393 auf der
Apfelsorte Granny Smith. Zum Animpfen von P. expansum wurde die Sporenanzahl
mit der Thoma-Zahlkammer unter dem Mikroskop auf 10* Sporen/ml eingestellt.
Wahrend des Wachstums wurden an verschiedenen Tagen Proben entnommen.
Jeweils 1 g der kontaminierten Apfelflachen wurde in 2 ml Eppendorfgefalie
eingewogen und mit 1 ml Chloroform extrahiert. Die Toxinkonzentrationen wurden
mittels HPLC gemessen. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert aus drei unabhangigen
Messungen.

Diese stark unterschiedliche Bildungskinetiken deuteten auf eine unterschiedliche
Expression der beiden Polyketidsynthasegene hin, was im Folgenden untersucht
wurde. Eine Untersuchung der Kinetik der pksCT- und patK-Expression, der
Polyketidsynthasen fur die Citrinin- und Patulinbildung, zeigt deutlich, dass sowohl

pksCT als auch patK tber den gesamten Beobachtungszeitraum exprimiert werden.
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Abb. 78: Kinetik der pksCT- und patK-Expression von P. expansum BFE1393 nach
Kolonisierung von Apfeln (Granny Smith). Von den kontaminierten Apfelstellen
wurden Proben entnommen und in flissigem Stickstoff mit Hilfe eines Pistills und
eines Morsers gemorsert und die RNA isoliert. Die RNA wurde mit Hilfe des RNeasy
Plant Mini Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers
isoliert. Die pksCT- und patK-Expression wurde mit der RT-PCR analysiert. Die
Normalisierung der Expression erfolgte lber die Expression des Haushaltsgens 13-
Aktin.

Da pksCT auch wahrend der ersten Tage der Wachstumsphase hoch exprimiert
wird, steht die Vermutung nahe, dass Citrinin auch frih wahrend der
Wachstumsphase gebildet wird. Es konnte sein, dass Citrinin zwar gebildet wird,

dieses jedoch wieder abgebaut bzw. an Matrixbestandteile gebunden wird.

Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum auf der Sorte Golden Delicious

Auf der Apfelsorte Golden Delicious zeigt sich die Tendenz der Citrinin- und
Patulinbildung fast genauso wie bei Granny Smith. Auch auf dieser Sorte wird zuerst
Patulin in groRen Mengen synthetisiert, welches sich allmahlich nach langeren

Inkubationszeiten verringert. Citrinin ist nur an Tag 11 detektierbar (Abb. 79).
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Abb. 79: Kinetik der Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum auf Golden
Delicious. An verschiedenen Tagen wurden Proben aus der Mitte der kolonisierten
Flachen der Apfel entnommen (1 g), mit 1 ml Chloroform extrahiert und mittels HPLC
gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen.

Die Untersuchung der Expression von pksCT und patK in einer Kinetik zeigt, dass
beide Polyketidsynthasen wahrend der ganzen Kinetik exprimiert werden. Allerdings

ist die Expression in den ersten Tagen der Kinetik etwas hoher.
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Abb. 80: Kinetik der pksCT- und patK-Expression nach Wachstum von P. expansum
BFE1393 auf der Apfelsorte Golden Delicious. Die Expression wurde mit der RT-
PCR gemessen und auf das Haushaltsgen 3-Aktin normalisiert.
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Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum auf der Sorte Jonagold

Der Grafik der Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum auf der Apfelsorte
Jonagold ist zu entnehmen, dass Patulin in den ersten Tagen in grol3en Mengen
produziert wird. Es ist hier auch zu erkennen, dass die Patulinbildung ein Optimum
erreicht und dann wieder abnimmt. Im Vergleich zur Patulinbildung auf den anderen
Sorten, erhdht sich die Patulinkonzentration langsam bis Tag 7. Nach einer

Inkubation von 8 Tagen und darUber ist die Patulinkonzentration deutlich

zurlickgegangen.
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Abb. 81: Kinetik der Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum BFE1393 auf
Jonagold. Die Toxine wurden aus der Mitte der kolonisierten Apfelflachen mit
Chloroform extrahiert und mit der HPLC gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert aus
drei unabh&ngigen Messungen.

Im Gegensatz zu den vorherigen Apfelsorten ist Citrinin auf dieser Sorte schon ab
Tag 6 detektierbar. Wie bei den anderen Sorten ist die Citrininkonzentration viel
geringer als die Patulinkonzentration. Um einen Uberblick tiber die Expression der
Polyketidsynthasen fur die Citrinin- und Patulinbildung zu verschaffen, wurde die
Expression von pksCT und patK auf dieser Apfelsorte auch analysiert. Wie in der

Grafik (Abb. 82) zu erkennen ist, werden beide Gene gleichzeitig exprimiert.
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Abb. 82: Kinetik der pksCT- und patK-Expression bei P. expansum BFE1393 auf
Jonagold. Zur Analyse der pks Expression wurde die RNA aus der Mitte der
kolonisierten Apfelflachen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die pks Expression
wurde mit der RT PCR gemessen.

Die Grafik der Expression lasst sich in drei Zeitspannen einteilen. An Tag 4 ist die
Expression beider Gene sehr hoch. Von Tag 5 bis Tag 9 ist die Expression der
beiden Gene niedriger geworden als an Tag 4, aber beide Gene sind ungefahr gleich
exprimiert. In der dritten Zeitspanne (Tag 11 und Tag 12) hat die Expression beider

Gene wieder zugenommen.

Kinetik der Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum auf der Sorte Royal
Gala

Wie auf den anderen Sorten der Fall war, wird Patulin auch auf dieser Sorte frih und
in groRen Mengen gebildet. Zudem oszilliert die Patulinbildung mit der Zeit genauso
wie auf den anderen Apfelsorten. Allerdings ist Oszillierung der Patulinkonzentration
auf dieser Apfelsorte sehr ausgepragt und starker als auf den vorherigen Sorten.
Nachdem auf manchen Tagen bestimmte Mengen gebildet werden (Tag 4, Tag 7
und Tag 11) nimmt die Bildung an den darauffolgenden Tagen ganz ab, wobei die
Bildung an den Tagen 5, 10 und 12 sich stark reduziert hat. Es ist auch zu bemerken,
dass nach der Reduzierung der Bildung wieder ein starkeres Maximum erreicht wird.
An Tag 7 wurde mehr als an Tag 4 gebildet und an Tag 11 ist die Bildung am

starksten.
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In Bezug auf die Citrininbildung konnte an den Tagen 4 bis 10 kein Citrinin gemessen
werden. Erst an den Tagen 11 und 12 konnten kleine Citrinin Mengen detektiert
werden. Auf der folgenden Abbildung 83 ist die Kinetik der Citrinin- und
Patulinbildung dargestellit.
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Abb. 83: Kinetik der Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum BFE1393 auf
Royal Gala. Die Apfel wurden, wie oben bei den anderen Apfelsorten beschrieben,
angeimpft. Es wurden 5 pl von einer Sporensuspension von 10* Sporen/ml angeimpft
und bei 25 °C im Dunkeln inkubiert. An verschiedenen Tagen wurden Proben
entnommen und die Toxinkonzentration wurde mit der HPLC gemessen.

Neben der Messung der Toxinbildung wurde die Expression der
Polyketidsynthasegene fur die Citrinin- und Patulinbildung (pksCT und patK)
untersucht. Fir die Genexpressionsanalyse wurden an verschiedenen Tagen Proben
von den kolonisierten Apfelflachen enthommen und daraus die RNA isoliert. Die RNA
wurde wie Ublich mit dem RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
isoliert. Die folgende Abbildung 84 zeigt die pksCT- und patK-Expression bei
P. expansum BFE1393 auf der Sorte Royal Gala.
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Abb. 84: Kinetik der pksCT-und patK-Expression bei P. expansum BFE1393 auf
Royal Gala. Die pks Expression wurde mit der RT PCR gemessen.

Die Untersuchung der Citrinin- und Patulinbildung bei P. expansum auf
verschiedenen Apfelsorten zeigte, dass sowohl Citrinin als auch Patulin auf Apfeln
gebildet werden. Obwohl das pksCT-Gen Uber die gesamte Zeitkinetik exprimiert
wird, kann die Citrininbildung erst bei spateren Inkubationszeiten und nur in kleinen
Mengen detektiert werden. Im Gegensatz zur Citrininbildung konnten grol3e Mengen
an Patulin gemessen werden. Die gebildeten Patulinmengen bleiben nicht gleich,
sondern sie andern sich im Laufe der Zeit. Auf3erdem &ndert sich die Tendenz der
Patulinbildung stark mit den unterschiedlichen Apfelsorten. Da die verschiedenen
Apfelsorten mit demselben P. expansum Stamm und mit der gleichen Sporenmenge
angeimpft wurden, deutet dies darauf hin, dass die Regulation der Patulinbildung auf

den unterschiedlichen Apfelsorten unterschiedlich ist.

Citrinin konnte erst spat in der Wachstumsphase und nur in geringen Mengen
gemessen werden. Das koénnte auf verschiedene Grunde zuriickzufiihren sein. Einer

dieser Griinde ist eventuell die Bindung an die Apfelmatrix.

Bindung von Citrinin an die Apfelmatrix
Um eine mogliche Bindung von Citrinin an Apfelbestandteile zu Uberprifen, wurden
verschiedene Versuche durchgefiihrt. Im ersten Versuch wurden Apfel der Sorte

Granny Smith leicht angeritzt und mit reinem Citrinin inkubiert. Um zu untersuchen,
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ob das aufgebrachte Citrinin wieder von der Apfelmatrix extrahiert werden kann,
wurden Proben nach unterschiedlichen Zeiten von den Applikationsstellen mittels
Skalpell entnommen und anschlieRend wurden die Proben mit Chloroform extrahiert

und eine DC durchgefihrt.

Std 0 2h 4 h 6 h 24 h

Abb. 85: Uberprufung der Citrininbindung an Apfelbestandteile. Um zu uberpriifen,
ob Citrinin an die Apfelmatrix gebunden wird, wurden drei Apfel der Sorte Granny
Smith mit einem sterilen Skalpell leicht angeritzt und 5 pl einer Citrininlésung
(0,1 pg/pul) aufgebracht. Die Apfel wurden im Dunkeln bei 25 °C inkubiert. Nach 2 h,
4 h, 6 h und 24 h wurden mehrere Sticke (0,5 x 0,5 x 0,5 cm) aus den angeritzten
Apfelstellen entnommen und mit Chloroform extrahiert. Std: Citrinin Standard (5 ul;
0,1 pg/ulb). h: Stunde.

Wie das Ergebnis zeigt, konnte nach allen Inkubationszeiten kein Citrinin mehr
extrahiert werden. Derselbe Versuch wurde mit den Apfelsorten Braeburn, Golden
Delicious und Royal Gala wiederholt und dasselbe Ergebnis konnte erzielt werden.

Dies deutet darauf hin, dass Citrinin stark an die Apfelmatrix gebunden wird.

Bindung von Citrinin an Pektin

Pektine gehdren zu wichtigsten Bestandteilen der Apfelmatrix. Daher wurde
vermutet, dass Citrinin u. a. an Pektin gebunden werden kann. Um das zu
Uberprifen, wurde Citrinin mit reinem Pektin gemischt. Zu diesem Zweck wurde
Pektin mit verschiedenen Konzentrationen in Wasser aufgeldést und mit reinem
Citrinin gemischt. Als Kontrolle wurde Citrinin mit Wasser ohne Pektin vermischt. Um
zu untersuchen, ob Citrinin von dem Pektin wiedergewonnen werden kann, wurden

die Mischungen mit Chloroform extrahiert und eine DC durchgefuhrt (Abb. 86).
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Abb. 86: Dunnschichtchromatographische Uberprifung der Bindung von Citrinin an
Pektin. Zur Uberpriifung der Bindung von Citrinin an Pektin wurden verschiedene
Pektinmengen (5 mg, 10 mg, 20 mg und 60 mg) in 500 ml Wasser aufgeldst und mit
Citrinin gemischt. Die Proben wurden 30 min stark geschittelt und 15 min bei
13000 UPM zentrifugiert. Der Uberstand und das Pellet wurden weiterhin separat fir
30 min mit 500 pl Chloroform extrahiert und das Chloroform in einer
Vakuumzentrifuge eingedampft. Die Extrakte wurden in 60 pl Methanol
resuspendiert und jeweils 10 pl davon fur die DC verwendet. Std: 10 ul von Citrinin
Standard mit der Konzentration 0,1 pg/ul. 0: Kontrolle (Mischung von Citrinin mit
Wasser ohne Pektin).

Wie auf dem DC-Bild deutlich zu sehen ist, konnte Citrinin bei dem
Kontrollexperiment wieder extrahiert werden (Spur 0). Bei der Mischung von Citrinin
mit Pektin konnte kein Citrinin extrahiert werden. Auch bei der niedrigsten
Pektinkonzentration von 5 mg war es nicht moglich Citrinin aus der Pektinsuspension
wieder zu gewinnen. Dies deutet darauf hin, dass Citrinin an Pektin gebunden wird.
Um eine eventuelle Bindung von Citrinin an die Pektinmatrix zu bestatigen, wurden
verschiedene Mengen an Pektin, das Citrinin gebunden hatte in Wasser aufgelost
und mit einer Pektinase behandelt. Nach der Behandlung mit der Pektinase wurden
10 pl von Citrinin mit der Konzentration 0,1 pg/ul zu den Pektinproben pipettiert und
fur 15 min gut geschuttelt, damit sich Citrinin in den Eppendorfgefal3en gut verteilt.
Nach einer Zentrifugation von 15 min bei 13000 UPM, wurden die Uberstande von
den Pellets getrennt, fir 30 min in Chloroform extrahiert und anschlieRend wurde
eine DC durchgefihrt. Das Ergebnis ist auf der Abbildung 87 dargestellt.
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Abb. 87: Wiedergewinnung von Citrinin nhach dem Pektinabbau. Die Pektinmengen
5 mg, 10 mg und 20 mg wurden in jeweils 500 ml Wasser aufgeldst und fir 15 min
auf einem Schittler fir eine gleichmafige Verteilung des Pektins, geschittelt.
Danach wurden zu den Proben jeweils 20 mg Pektinase (Konzentration 40 mg/ml)
gegeben und fur eine Stunde bei 40 °C inkubiert. Std: Citrinin Standard (10 pl;

0,1 pg/ul).

Wie das Ergebnis zeigt, kann Citrinin nach der Behandlung des Pektins mit der
Pektinase, wieder extrahiert werden. Das ist bei 10 mg und 20 mg im Pellet deutlich

zu sehen. Vom Uberstand konnte kein Citrinin wieder extrahiert werden.

Aus diesem Ergebnis lasst sich schlieBen, dass Citrinin an die Pektinmatrix
gebunden wird. Diese starke Bindung von Citrinin an Pektin erklart die Diskrepanz
zwischen der frithen Expression des pksCT-Gens bei der Kolonisierung von Apfeln
durch P. expansum und der spaten Nachweisbarkeit von Citrinin wahrend der
Kolonisierungskinetik. Dies ist in direktem Gegensatz zum Patulin, das schon in einer

sehr frihen Kolonisierungsphase nachgewiesen werden kann.

Citrininbildung bei P. expansum auf Apfelagar

Um die Citrininbindung an die Pektinmatrix weiter zu analysieren, wurde die
Citrininbildung bei P. expansum auf einem Apfelmedium untersucht. Zur Herstellung
des Mediums wurden Apfel der Sorten Golden Delicious und Royal Gala mit einem
Mixer zermahlen, in ddH,O vermischt und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren
wurde das Medium in Petrischalen gegossen und trocknen gelassen. Nach dem
Animpfen von P. expansum wurden die Platten bei 25 °C im Dunkeln inkubiert. Zur
Analyse der Citrininbildung wurden wahrend des Wachstums an verschiedenen

Tagen Proben entnommen (mit einem sterilen Korkbohrer jeweils 2 Agarblockchen
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aus der Mitte der Kolonien) und anschlie3end wurde die Citrininkonzentration mittels
HPLC quantifiziert.
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Abb. 88: Kinetik der Citrininbildung bei P. expansum BFE1393 auf Apfelmedium der
Sorte Golden Delicious. 500 g Apfel wurden mit einem Mixer zermahlen und mit 16 g
Agar in einem Liter Wasser gemischt und 20 min bei 120 °C autoklaviert. Danach
wurde P. expansum BFE1393 mit einer Sporensuspension von 10* Sporen/ml
aufgebracht und bei 25 °C fir eine Kinetik inkubiert.
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Abb. 89: Kinetik der Citrininbildung bei P. expansum BFE1393 auf Apfelmedium der
Sorte Royal Gala. Apfel der Sorte Royal Gala wurden mit ddH,O gewaschen. 500 g
Apfel wurden mit einem Mixer zermahlt und mit 16 g Agar in einem Liter Wasser

gemischt und autoklaviert. AnschlieBend wurde der Stamm BFE1393 aufgebracht
(wie oben beschrieben) und bei 25 °C inkubiert.
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Auf Apfelmedium beider Sorten konnte Citrinin gemessen werden. Auf Medium, das
mit der Sorte Golden Delicious hergestellt wurde, war Citrinin schon nach 7 Tagen
Inkubation messbar, wahrend auf Medium, das mit der Sorte Royal Gala hergestellt
wurde Citrinin erst nach 10 Tagen nachgewiesen werden konnte. Dies lasst darauf
schlieRen, dass die Sorte Royal Gala hthere Mengen an Pektin enthalt. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Pektin die gebildete Citrininmengen so lange
bindet bis Pektin gesattigt ist und kein Citrinin mehr binden kann. Die in den
Abbildungen 88 und 89 dargestellten Citrininmengen, sind offensichtlich die Mengen
an Citrinin, die nach der Sattigung des Pektins gebildet wurden. Interessanterweise
wurden nach Wachstum von P. expansum auf Apfelmedium beider Apfelsorten
wesentlich hdhere Citrininmengen gemessen als nach Wachstum des Pilzes direkt
auf der Apfelmatrix. Hier konnten wesentlich geringere Citrininmengen erst nach
langeren Inkubationszeiten gemessen werden. Im Vergleich zur Situation auf Apfeln,
konnte Citrinin auf Apfelmedium auch einige Tage friher nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu konnte wie oben gezeigt, P. expansum auf Labormedium Uber die
gesamte Zeitkinetik von Tag 3 bis Tag 10 Citrinin bilden. Dies ist ein Hinweis, dass in
der Apfelmatrix eventuell noch weitere Bedingungen, die analytische
Nachweisbarkeit von Citrinin beeinflussen. Dies koénnte z. B. durch eine
Derivatisierung des gebildeten Citrinins geschehen. Eine Madoglichkeit wére eine
Degradation des Citrinins durch die reaktiven Wasserstoffradikale (ROS), die von

den Apfeln gebildet werden.

Verstarkung der ROS-Konzentration in den Apfeln nach der Infektion mit

P. expansum

Es ist bereits vielfach bekannt, dass die Pflanzen nach erstem Kontakt mit
pathogenen Pilzen ihren ROS-Status verstarken (Mittler, 2002). Dies dient dem
Schutz der Pflanze gegen die Infektion durch den Pilz. Um zu untersuchen, ob dies
wahrend der Infektion von Apfeln durch P. expansum ebenso der Fall ist, wurde
P. expansum auf Apfeln angeimpft und danach die ROS-Konzentration in den Apfeln
gemessen. Die Apfel wurden zuerst mit dieser Pilzart angeimpft und nach 5 Tagen
Wachstum bei 25 °C wurde die ROS-Konzentration der Apfel gemessen. Als
Kontrolle wurde die ROS-Konzentration bei intakten Apfeln derselben Sorte
gemessen. Die ROS-Messungen wurden, wie im Methodenteil beschrieben,
durchgefuhrt.
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Abb. 90: ROS-Konzentration der Apfel vor und nach der Infektion durch
P. expansum. Die Apfel wurden mit einem sterilen Skalpell leicht angeritzt und mit
5 pul einer Sporensuspension von P. expansum (10 Sporen/ml) beimpft. Nach
5 Tagen Inkubation bei 25 °C, wurden jeweils 50 mg Proben von den intakten und
den infizierten Apfeln entnommen und darin die ROS-Konzentration bestimmt.

Wie das Ergebnis zeigt, weisen die infizierten Apfel eine deutlich héhere ROS-

Konzentration auf, als die nicht infizierten Apfel.

Aufgrund dieses Ergebnisses kann man festhalten, dass die Kolonisierung von
Apfeln durch P. expansum, den ROS-Status der Apfel, als Schutzmechanismus
gegen den Pilzangriff, anhebt. Dies sollte zum einen zu einer Erhéhung der
Citrininbiosynthese fuhren, wie in den vorherigen Experimenten gezeigt, zum
anderen sollte die Erhéhung der ROS-Aktivitdt zu einer Derivatisierung des freien
Citrinins fuhren, wenn Citrinin als Antioxidans wirkt, wie es in der Literatur
beschrieben ist (Heider et al., 2006).

Inkubation von Citrinin mit Wasserstoffperoxid

Wasserstoffperoxid ist eine der bekannten reaktiven Sauerstoffspezies. Um zu
Uberprufen, ob Citrinin durch die erhéhte ROS-Konzentration abgebaut/derivatisiert
wird, wurde Citrinin mit H,O, gemischt. Anschlie3end wurde Citrinin wieder aus der

Mischung extrahiert und der Abbau mittels DC tberprift.
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Abb. 91: Mischung von Citrinin mit H,O,. Std: 20 pl Citrinin (0,1 pg/pl). 1: 20 pl
Citrinin wurden mit 20 ul H,O, (35 %) und 100 pl ddH,O vermischt und fur 1 min bei
RT inkubiert. Danach wurde mit 500 pl Chloroform fir 30 min extrahiert, die
Chloroform-Phase in einer Vakuumzentrifuge eingedampft, die Extrakte in 20 ul
Methanol resuspendiert und auf eine DC-Platte aufgetragen. 2: 20 ul Citrinin wurden
mit 100 yl ddH,O gemischt und fir 1 min bei RT inkubiert. Nach der Extraktion wurde
die Chloroform-Phase eingedampft, die Extrakte in 20 pyl Methanol aufgelost und auf
eine DC-Platte aufpipettiert.

Wie auf dem DC-Bild deutlich zu erkennen ist, war nach H,O, Behandlung kein
Citrinin mehr nachweisbar (Abb. 91, Spur 1). Bei der unbehandelten Kontrolle
(Abb. 91, Spur 2), war eine Extraktion von Citrinin, wie erwartet, mdglich. Dies
deutet darauf hin, dass Citrinin durch H,O, degradiert wird. Die potentielle
Derivatisierung/Degradation von Citrinin wurde weiter untersucht. Zum Nachweis der
mdoglichen Degradationsprodukte von Citrinin, wurde die LC-DAD-MS (liquid
chromatography with fotodiode array detection-mass spectrometry) eingesetzt. Die

Messung der Citrinin-Derivate wurde von Dr. Sebastian T. Soukup, MRI,
durchgefuhrt.
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Abb. 92: Abbau von Citrinin durch H,O,. M1, M2 und M3 sind Abbau-Produkte von
Citrinin nach der Mischung mit H,O,. Die Degradationsprodukte wurden mit der
LC-DAD-MS gemessen.

Wie die Grafik zeigt, konnte in der Mischung mit H,O, kein Citrinin nachgewiesen
werden. Statt Citrinin wurden drei Degradationsprodukte (M1-M3) gefunden. Im
Kontrollansatz, zu dem kein H,O, zugesetzt wurde, konnte erwartungsgemaf Citrinin
nachgewiesen werden. Das Ergebnis zeigt deutlich, dass Citrinin durch HO,
abgebaut wird. Um zu analysieren, ob Citrinin auch in vivo degradiert wird, wurde
P. expansum auf Apfel der Sorte Royal Gala angeimpft und wahrend des Wachstum
an verschiedenen Tagen Proben aus der Mitte der kontaminierten Apfelstellen (1 g
vom Apfelgewebe) entnommen und mit 1 ml Chloroform fur 30 min unter starkem
Schutteln extrahiert. Danach wurden die Extrakte mit der LC-DAD-MS gemessen.
Das Ergebnis ist auf der Abbildung 93 dargestellt.
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Abb. 93: Abbau von Citrinin in Apfeln. P. expansum BFE1393 wurde auf Apfel der
Sorte Royal Gala angeimpft und bei 25 °C inkubiert. Die Degradationsprodukte von
Citrinin M1, M2 und M3 wurden mit der LC-DAD-MS gemessen.

Es ist deutlich zu sehen, dass von Tag 4 bis Tag 8 weder Citrinin noch Citrinin-
Derivate nachgewiesen wurden (Bindung an Pektin). Bei langeren Inkubationszeiten
(Tag 10, Tag 11 und Tag 12) konnten sowohl Citrinin als auch die Derivate M1 und
M2 gefunden werden. An Tag 11 wurden die hdchsten Mengen an Citrinin und
dessen Derivate gefunden. Das Produkt M3 konnte nur an Tag 11 in kleinen Mengen
gemessen werden. Der Nachweis von intaktem Citrinin, neben seinen
Abbauprodukten zeigt, dass Citrinin in Apfeln teilweise abgebaut wird. Die
Ergebnisse der LC-DAD-MS stimmen sehr gut mit den HPLC-Messungen Uberein.
Mit der HPLC konnten auch bei langeren Inkubationszeiten nur geringe Mengen an

Citrinin nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse zeigen jetzt deutlich, dass Citrinin zum Teil an die Bestandteile der
Apfel gebunden wird und zum Teil abgebaut wird. Da auf der Apfelsorte Royal Gala
die Expression des pksCT-Gens schon ab Tag 4 gemessen werden konnte, wurde
Citrinin eventuell auch von Tag 4 bis Tag 8 gebildet aber an das Pektin gebunden
bzw. durch ROS Aktivitat degradiert. Was dazu fuhrt, dass Citrinin auf Apfeln, im

Gegensatz zu Labormedien, erst spat detektiert werden kann
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Einfluss von Citrinin auf die Kolonisierung von Apfeln durch P. expansum

Penicillium expansum I6st die griine Faulnis in vielen Frichten wie Apfeln,
Weintrauben und Birnen aus, eine nach der Ernte auftretende Krankheit, die unter
Obst und Gemdise sehr verbreitet ist. Wie schon erwéhnt, fordert Patulin die
Kolonisierung von P. expansum auf Apfeln (Sanzani et al., 2012; Snini et al., 2016).
Um zu wissen, ob Citrinin bei der Infektion von Apfeln durch P. expansum eine Rolle
spielt, wurden in dieser Arbeit verschiedene Experimente bezlglich der Pathogenitat

von P. expansum durchgefihrt.

Wachstum der pksCT- Mutante von P. expansum auf Apfeln

Penicillium expansum Wildtyp und die pksCT-Mutante (diese Mutante ist, wie oben
gezeigt, nicht in der Lage Citrinin zu bilden) wurden auf den Apfelsorten Braeburn
und Granny Smith angeimpft. Nach 4 Tagen Inkubation bei 25 °C wurden die Apfel
fotografiert. Die Abbildung 94 zeigt die Unterschiede in der Kolonisierung der Apfel
zwischen dem Wildtyp und der Citrininmutante.

Abb. 94: Kolonisierung von Apfeln durch P. expansum. Links: Sorte Granny Smith.
Rechts: Sorte Braeburn. WT: P. expansum Wildtyp. ApksCT: pksCT-Mutante von
P. expansum T3. Die Apfel wurden mit einem sterilen Skalpell angeritzt (etwa 5 mm
in das Fruchtfleisch) und mit einer Sporensuspension von 10*Sporen/ml des
Wildtyps bzw. der pksCT-Mutante angeimpft. Es wurden jeweils 5 pl von jeder
Sporensuspension angeimpft.
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Auf den beiden Apfelsorten konnte der Wildtyp ganz normal und wie erwartet
wachsen. Dies ist durch die gro3e Infektionsstelle und das gebildete Myzel auf der
Oberflache der Apfel deutlich zu erkennen. Im Vergleich zum Wildtyp, ist das
Wachstum bei der Citrininmutante sehr reduziert. Wie auf den Bildern zu sehen ist,
konnte die Mutante die Apfel zwar infizieren, aber sie konnte, im Gegensatz zum
Wildtyp, nicht weiterwachsen. Dies weist darauf hin, dass Citrinin die Kolonisierung
von Apfeln fordert. Um die Rolle von Citrinin bei der Kolonisierung von Apfeln durch
P. expansum weiter zu untersuchen, wurde reines Citrinin auf die Infektionsstelle der
Citrininmutante von P. expansum gegeben. Fur diesen Versuch wurde die Apfelsorte
Granny Smith ausgewahlt. Jeweils drei Apfel wurden zuerst mit dem Wildtyp und der
Mutante angeimpft und bei 25 °C inkubiert. Da das Wachstum der Mutante sehr
reduziert war, wurden nach zwei Tagen Inkubation 5 pl reines Citrinin (Konzentration
0,1 pg/ul) auf die Infektionsstellen der Mutante pipettiert und die Apfel im Dunkeln
weiter inkubiert. Nach drei weiteren Inkubationstagen wurde das Wachstum
dokumentiert. Als Kontrolle wurden drei Apfel angeritzt, nur mit 5 pl reinem Citrinin
beimpft und ebenfalls inkubiert. Die Abbildung 95 zeigt die positive Wirkung von

Citrinin bei der Kolonisierung von Apfeln durch P. expansum.
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Abb. 95: Einfluss von Citrinin auf die Kolonisierung von Apfeln durch P. expansum.
1: Wildtyp. 2: Citrininmutante von P. expansum. 3: Citrininmutante nach der Zugabe
von 5 pl Citrinin. 4: Kontrolle (nekrotische Wirkung von Citrinin, dafir wurden die
Apfel angeritzt und mit 5 pl Citrinin (0,1 pg/ul) inkubiert). Die gesamten Apfel wurden
bei 25 °C im Dunkeln inkubiert (A). Nach 5 Tagen Inkubation wurden die Apfel
fotografiert. B: Quantitative Messung der nekrotischen Flachen. Reprasentiert ist
jeweils der Durschnittswert von mehreren Apfeln.

Wie auf der Abbildung 95 zu sehen ist, hat die Zugabe von Citrinin das Wachstum
der Mutante deutlich verbessert. Das Wachstum der Mutante nach der Zugabe von
externem Citrinin, ist fast genauso gut, wie das des Wildtyps. Dies ist ein starker
Hinweis, dass Citrinin eine wichtige Rolle bei der Kolonisierung von Apfeln durch

P. expansum spielt.
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Wachstum der PacC-Mutante von P. expansum auf Apfeln

Wie schon bereits gezeigt, spielt der PACC-Signalweg bei der pH-abhangigen
Regulation der Citrininbildung auf Labormedium eine wichtige Rolle. Um die Rolle
des PACC-Signalweges bei der Kolonisierung von Apfeln durch P. expansum zu
untersuchen, wurde die PacC-Mutante auf ihre Fahigkeit der Kolonisierung auf
Apfeln tberpruft. Es wurden insgesamt sechs Apfel mit einem sterilen Skalpell ca.
5 mm tief in das Fruchtfleisch angeritzt. Die Sporensuspensionen des Wildtyps und
der PacC-Mutante wurden auf 10* Sporen/ml eingestellt. VVon der Suspension

wurden jeweils 5 pl angeimpft.

Abb. 96: Einfluss der PacC-Inaktivierung auf die Kolonisierung von Apfeln durch
P. expansum. WT: Wildtyp. Die Apfel wurden leicht angeritzt und mit einer
Sporensuspension des Wildtyps und der PacC-Mutante von P. expansum angeimpft.
Nach 5 Tagen Wachstum bei 25 °C, wurden die Apfel fotografiert.

Der Wildtyp ist auf allen Apfeln ganz normal gewachsen, wahrend die PacC-Mutante
auf keinem Apfel wachsen konnte. Das Ergebnis deutet darauf hin, dass die korrekte
Regulierung der Citrininbildung Gber PACC (wie oben gezeigt) eine wichtige Rolle
beim Kolonisierungsprozess spielt. Gerade der pH-Wert spielt als externer

Parameter eine wichtige Rolle innerhalb der Apfelmatrix.

Einfluss der Uberexpression des Transkriptionsaktivators ctnR auf das
Wachstum von P. expansum auf Apfeln

Im Vergleich zum Wildtyp hat die Transformante T5, die das heterologe ctnR-Gen
aus P. citrinum enthalt, auf PDA-Medium wesentlich hohere Citrininmengen
produziert. Weiterhin zeigte sich die Bildung gegentber Schwankungen des pH-
Wertes im Wesentlichen unempfindlich. Wenn die bisherige Theorie stimmt, sollte
dieser Phanotyp zu einer, im Vergleich zum P. expansum Wildtyp, erhdhten

Kolonisierung von Apfeln filhren. Daher wurde das Wachstum der Transformante T5,
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die ctnR aus P.citrinum heterolog exprimiert, auf Apfeln verfolgt. Diese
Transformante wurde auf der Apfelsorte Granny Smith angeimpft und nach 5 Tagen
Inkubation bei 25 °C, wurde das Wachstum gemessen. Als Kontrolle wurde der
Wildtyp BFE189 mit angeimpft. Parallel dazu wurden in einem anderen Versuch 5 pl

reines Citrinin, 2 Tage nach dem Beimpfen, zum Wildtyp gegeben.

Wachstum der ctnR-Transformante auf Granny Smith
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Abb. 97: Einfluss der ctnR-Uberexpression auf das Wachstum von P. expansum auf
Apfeln der Sorte Granny Smith. WT: P. expansum BFE189 Wildtyp. T: ctnR-
Transformante. Die Sporensuspensionen des Wildtyps und der Transformante
wurden auf 10* Sporen/ml eingestellt. Jeweils 5 pl der Sporensuspension wurden
angeimpft. Citrinin wurde mit einer Konzentration von 0,1 pg/pl verwendet.
A: Beispiele der Wachstumsbilder. B: Jeweils der Durchschnittswert von mehreren
Apfeln.
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Wachstum der ctnR-Transformante auf der Sorte Royal Gala

Um das Ergebnis zu bestatigen, wurde derselbe Versuch mit einem der roten
Apfelsorten durchgefiihrt. Genauso wie vorhin beschrieben wurde die ctnR-
Transformante von P. expansum auf der Apfelsorte Royal Gala angeimpft. Als
Kontrolle wurde der Wildtyp mit angeimpft.
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Abb. 98: Einfluss der ctnR-Uberexpression auf das Wachstum von P. expansum auf
Apfeln der Sorte Royal Gala. WT: Wildtyp. T: ctnR-Transformante. A: Beispiele der
Wachstumsbilder. B: Jeweils der Durschnittswert von mehreren Apfeln.

Sowohl auf den Apfelbildern, als auch in der Grafik ist deutlich zu erkennen, dass
das Wachstum der Transformante wesentlich starker ist als das des Wildtyps. Dies
deutet darauf hin, dass die Uberexpression des Transkriptionsaktivators einen
positiven Effekt auf das Wachstum von P. expansum auf Apfeln hat. AuBerdem hat

die Zugabe von Citrinin zum Wildtyp das Wachstum deutlich verbessert.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann abgeleitet werden, dass Citrinin eine wichtige Rolle

bei der Kolonisierung von Apfeln durch P. expansum spielt.
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Einfluss der Ascorbinsaure auf die Kolonisierung von Apfeln durch

P. expansum

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Zugabe von H,O, zum Nahrmedium zur
Verstarkung der Citrininbildung bei P. expansum gefiihrt hat. Dies deutet darauf hin,
dass Citrinin von dieser Pilzspezies als Schutz gegen oxidativen Stress gebildet wird.
AulRRerdem ist in der Literatur beschrieben, dass Citrinin antioxidative Eigenschaften
hat (Heider et al., 2006). Aus diesem Grund wurde vermutet, dass P. expansum,
Citrinin als Schutz gegen die reaktiven Sauerstoffradikale, die von den Apfeln
gebildet werden, produziert. Ascorbinsdure wirkt ebenfalls antioxidativ. Um zu
untersuchen, ob Ascorbinsdure eine antioxidative Wirkung gegen die ROS Aktivitat
der Apfel haben kann, wurden Apfel der Sorte Jonagold mit P. expansum beimpft.
Danach wurden 10 ul Ascorbinsaurelésung verschiedener Konzentrationen auf die
Infektionsstelle gegeben. Als Kontrolle wurden die Apfel lediglich mit P. expansum

angeimpft, ohne Zugabe von Ascorbinsaure (0 mM).
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Abb. 99: Einfluss von Ascorbinsaure auf die Kolonisierung von Apfeln durch
P. expansum. Die Apfel wurden mit einem Skalpell leicht angeritzt (5 mm in das
Apfelgewebe) und mit 5 ul einer Sporensuspension von 10* Sporen/ml angeimpft. Zu
den Infektionsstellen wurden 10 pl von der Ascorbinsaure mit einer Konzentration
10 mM und 100 mM pipettiert. Die Apfel wurden fir 5 Tage bei 25 °C inkubiert.
Danach wurden sie fotografiert (A) und die Flache des Wachstums wurde bestimmt

(B).

Es ist deutlich zu erkennen, dass die kolonisierten Flachen nach Zugabe von 10 mM
und 100 mM Ascorbinsaure, deutlich groRer sind, als es bei der Kontrolle ohne

Ascorbinséaurezugabe der Fall ist.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Erhohung der Konzentration
antioxidativer Substanzen die Kolonisierung von Apfeln fordert und zeigen weiterhin
die Bedeutung der antioxidativen Wirkung von Citrinin fur die Infektion.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es Einblicke in die Regulation der Citrininbildung der drei
Penicillum Spezies zu gewinnen. Die Regulation der Citrininbildung wurde auf
Labormedien und auch in Bezug zu bestimmten Lebensmittelprodukten untersucht.
P. citrinum, P. expansum und P. verrucosum kommen in unterschiedlichen Habitaten
vor. Jedoch kdnnen sie gemeinsam auf salzhaltigen Substraten vorkommen. In der
vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte der Regulation der Citrininbildung
bei diesen drei Spezies untersucht. Ziel dieser Untersuchungen war es zum einen
die Bedingungen der Citrininbiosynthese zu verstehen und zum anderen Aussagen
Uber die Etablierung neuer Methoden zur Bekampfung der Citrininkontamination von

Lebensmitteln, zu treffen.

Untersuchung der Biodiversitat von P. expansum

Da keine systematischen Erkenntnisse uber die Variation der Citrinibildung
verschiedener P. expansum Stdmme vorlagen, wurden im Rahmen dieser Arbeit
20 neue P. expansum Stamme von kontaminierten Apfeln verschiedener Sorten
isoliert. Die Isolate hatten eine &hnliche Koloniemorphologie. Zur weiteren
Charakterisierung der neu isolierten Stamme wurde zuerst die RAPD Methodik
eingesetzt. Anhand der entstandenen RAPD-Muster wurde ein Stammbaum erstellt.
Die Analyse des erstellten phylogenetischen Stammbaums zeigte, dass die isolierten
P. expansum Stamme in zwei grol3e Gruppen eingeordnet werden konnten. Die
beiden Gruppen besitzen eine genetische Ahnlichkeit von mehr als 60 %. Innerhalb
jeder Gruppe zeigten die Stamme hohe Homologie, wobei es Stamme gab, die sogar
eine Homologie von 100 % aufwiesen. Die Differenzierung der isolierten Stamme in
zwei Gruppen durch die RAPD-Analyse ist ein Hinweis, dass die Population von
P. expansum heterogen ist. Weiterhin wurden die ITS-Regionen der Stamme
sequenziert. Auf Grund der Homologie der IST-Sequenzen konnten alle isolierten
Stdmme als P. expansum chrakterisiert werden. Die Bildung von Citrinin und Patulin
ist eine bekannte Eigenschaft von P. expansum (Abulhamd, 2009; Anderson et al.,
2004; Vinas et al., 1993). Die genetische Variabilitdt innerhalb von P. expansum
reflektierte sich in der Variabilitat in der Citrinin- und Patulinbildung. Es zeigte sich,
dass die verschiedenen Stamme hinsichtlich der Toxinbildung sehr variabel waren.
Trotz des eindeutigen Unterschiedes der beiden P. expansum Populationen, die

durch die RAPD-Analyse deutlich wurden, konnte keine Korrelation zwischen der
103



Citrinin- und Patulinbildung bei den Populationen beobachtet werden. Die Variabilitat
in der Citrinin- und Patulinbildung zwischen den verschiedenen Stammen von
P.expansum st in der Literatur schon beschrieben. Es gibt einige
Veroffentlichungen, die zeigen, dass die meisten P. expansum-Isolate zwar Citrinin
und Patulin bilden kénnen. Die beiden Toxine werden aber nicht konsistent gebildet.
(Abulhamd, 2009; Anderson et al., 2004; Vinas et al., 1993).

Die Kinetik der Citrininbildung der drei Penicillium-Arten

Die Ergebnisse der Bildungskinetik auf PDA zeigten, dass diese Spezies sehr
unterschiedliche Bildungsprofile haben. Citrinin wird von P. citrinum Uber die
gesamte Zeitkinetik konsistent und in hohen Mengen gebildet. Gleich zu Beginn der
Wachstumsphase wurde eine hohe Bildung beobachtet, die Uber einen langen
Zeitraum erhalten blieb. Laut einigen Studien in der Literatur stellt Citrinin ein
Schutzfaktor gegen verschiedene Formen von Stress (Schmidt-Heydt et al., 2015;
Stgrmer et al., 1998). Da P. citrinum ubiquitar in der Natur vorkommt, konnte das
u. a. durch die hohe Citrininbildung gewéhrleistet sein. Bei P. expansum wurde
neben Citrinin auch die Patulinbildung analysiert. Es wurde festgestellt, dass sowohl
Citrinin als auch Patulin bereits nach drei Tagen Wachstum gebildet werden. Wie
auch bei P. citrinum konnte bei P. expansum in der frihen Wachstumsphase (Tag 3)
Citrinin gemessen werden. Uber die gesamte Bildungskinetik wurden bei dieser
Spezies unterschiedliche Citrininmengen ermittelt. Jedoch ist die Citrininbildung tber
die gesamte Kinetik im Gegensatz zu P. citrinum viel geringer. Die Schwankungen in
der Citrininbildung bei dieser Spezies deuten auf eine starke Regulation hin. Patulin
wurde nach drei Tagen Wachstum von P. expansum in hohen Mengen gebildet.
Diese Mengen reduzierten sich im Verlauf der Kinetik. Die hohen Mengen an Patulin
zu Beginn des Wachstums konnten dadurch erklart werden, dass P. expansum
Patulin als wichtiger Metabolit fir die Kolonisierung von Habitaten bendtigt. Patulin
wurde als Kolonisierungsfaktor von P. expansum fir die Kolonisierung von Apfeln
beschrieben (Sanzani et al., 2012; Snini et al., 2016). Die Reduktion der
Patulinbildung konnte durch eine Degradation dieses Mykotoxins vom Pilz selbst
erklart werden, da eine potentielle Degradation der Mykotoxine nach ihrer Bildung fur
verschiedene Mykotoxine in der Literatur beschrieben ist (Abrunhosa et al., 2007;
Schmidt-Heydt et al.,, 2010; Siegmund, 1994). P. verrucosum kann Citrinin und
Ochratoxin A bilden. Die Untersuchung der Toxinbildung bei dieser Spezies in einer
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Kinetik zeigte, dass sie zuerst Ochratoxin A und nach langerer Inkubationszeit
Citrinin produziert. Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen mit einigen Daten in
Literatur Uberein, die zeigen, dass P. verrucosum je nach Umweltbedingungen hohe
Citrinin- oder Ochratoxinmengen bilden kann (Schmidt-Heydt et al., 2011; Schmidt-
Heydt et al., 2015).

Aufgrund der Ergebnisse kann ausgesagt werden, dass die Citrininbildung der
verschiedenen Penicillium Spezies auf PDA unterschiedlich reguliert ist. Bei
P. citrinum wird Citrinin nahezu konstitutiv gebildet, wahrend es bei P. expansum und
P. verrucosum stark reguliert ist. Die Kinetik der Citrininbildung bei den
letztgenannten Spezies unterscheidet sich stark, was eventuell auf unterschiedliche

Adaptionsmechanismen hindeutet.

Charakterisierung der Citriningencluster in Penicillium

Die Mykotoxine gehéren den Polyketiden an. Diese werden Uber einen langen
Polyketidweg synthetisiert. Dabei sind zahlreiche Enzyme beteiligt. Seit der
Charakterisierung von Citrinin als Mykotoxin und der Entdeckung seiner chemischen
Struktur gibt es mehrere Studien, die sich mit den zugrundeliegenden molekularen
Eigenschaften seiner Biosynthese auseinandergesetzt haben. Shimizu et al. (2007)
konnten einen Citriningencluster bestehend aus funf Genen in M. purpureus
identifizieren. Die Gene entsprechen einer Dehydrogenase, einem Regulator, einer
Oxygenase, einer Oxidoreduktase, einer Polyketidsynthase und einem Transporter.
Die Inaktivierung des Regulatorgens (ctnR) fuhrte, nach Aussage der Autoren, zur
starken Reduktion der Expression des Polyketidsynthasegens (pksCT) und somit zur
Reduktion der Citrininbildung. He und Cox (2016) haben den enzymatischen Ablauf
der Citrininbildung in Aspergillus oryzae beschrieben. Durch eine Reihe von
Knockout-Experimenten und Experimenten zur heterologen Genexpression konnten
sie die Einzelschritte der Citrininbiosynthese entschlisseln. Die Genome von
P. citrinum und P. verrucosum wurden in unserer Arbeitsgruppe (Stoll und Schmidt-
Heydt) mittels MiSeqg-Sequenzierer (lllumina) sequenziert und auf der Webseite von
NCBI mit den Zugangsnummern LAKWO01000000 fur P. verrucosum und
LKUPO0000000.1 fur P. citrinum hinterlegt, wahrend das Genom von P. expansum
bereits veroffentlicht war (Ballester et al., 2015). Anhand der Citriningene aus
Monascus konnte in dieser Arbeit die Citriningencluster in den Genomen der drei

Penicillium Spezies identifiziert werden. Die Citriningene in Penicillium weisen hohe
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Ahnlichkeit zu den Genen in Monascus auf. AuRerdem sind die Struktur und die
Organisation der Gene innerhalb des Clusters zwischen den drei untersuchten
Penicillium Spezies hoch konserviert. In vielen Studien wurde die Rolle des
horizontalen Gentransfers (HGT) in der Entwicklung von Genclustern far die
Sekundarmetaboliten bei Pilzen erlautert. Viele Mykotoxine werden von vielen
Pilzspezies verschiedener Gattungen gebildet. So wird z. B. das Mykotoxin Patulin
von ca. 60 Spezies der Gber 30 Gattungen gebildet (Lai et al., 2000). Zudem gehdren
die Spezies, die das Mykotoxin Sterigmatocystin bilden, zu verschiedenen Gattungen
(Rank et al., 2011). Die Bildung dieser Mykotoxine von verschiedenen Spezies
bedeutet, dass die vielen Spezies Uber die Gencluster fur diese Mykotoxine
verfigen, was flr einen horizontalen Gentransfer spricht (Ropars et al., 2015;
Walton, 2000). Der DNA-Austausch wurde in Penicillium nachgewiesen. Ein schones
Beispiel wurde von Ropars et al. (2015) beschrieben. P. roqueforti ist eine Spezies,
die in Kase vorkommt. Bei dieser Spezies wurden von Ropars et al. (2015) zwei
DNA-Bereiche beschrieben, die mit anderen Spezies desselben Habitats
ausgetauscht werden konnen. Die transferierbaren DNA-Bereiche wurden Wallaby
und CheesyTer genannt. Da die in dieser Arbeit untersuchten Penicillium Spezies
gemeinsam in salzhaltigen Habitaten vorkommen kénnen, ware es moglich, dass ein
DNA-Austausch zwischen diesen Spezies stattgefunden hat was die hohe
Homologie und die identische Organisation der Citrinincluster der drei untersuchten
Spezies erklaren wirde. Obwohl die Citriningencluster in den drei Penicillium
Spezies ahnlich sind, waren die Citrininbildungsprofile sehr unterschiedlich, was auf

den unterschiedlichen Einfluss der Regulationsmechanismen hindeutet.

Rolle der Polyketidsynthase pksCT in der Citrininbiosynthese

Bei der Suche nach den Schlisselgenen fir die Citrininbildung, wurden einige
Studien Uber M. purpureus und M. aurantiacus durchgefiihrt. Um die notwendigen
Gene zu identifizieren, wurden verschiedene Genexpressionsanalysen sowie Knock-
out Experimente durchgefiihrt. He and Cox (2016) fanden heraus, dass die
Oxidoreduktasen fur die Citrininbildung von Bedeutung sind. Weiterhin konnten
Shimizu et al. (2005) zeigen, dass die Expression des pksCT-Gens, das flur die
Kodierung der Polyketidsynthase verantwortlich ist, in M. purpureus mit der
Citrininbiosynthese korreliert war. AuRerdem haben die letzten Autoren pksCT-

Mutanten erzeugt, die nicht mehr in der Lage waren, Citrinin zu bilden. Dies
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bedeutet, dass die Polyketidsynthase eine wichtige Rolle bei der Citrininbildung in
M. purpureus spielt. Um das Bild der Citrininregulation zu erweitern, wurde in dieser
Arbeit das pksCT-Gen in den drei Penicillium Spezies ebenfalls ausgeschaltet. Das
Ziel der pksCT-Inaktivierung war die Aufklarung der Frage ob die pksCT-Gene bei
den drei Spezies die gleiche Rolle spielen. Mittels Southern Blot und PCR konnte
gezeigt werden, dass das pksCT-Gen bei den drei Spezies tatsachlich inaktiviert
wurde. Die pksCT-Inaktivierung fuhrte in allen Fallen zur starken Inhibierung der
Citrininbildung. Zudem zeigten die Mutanten einen anderen Phénotyp als der
Wildtyp. Die Diameter der Kolonien bei den Mutanten waren im Vergleich zum
Wildtyp etwas reduziert. Dies bestétigt, dass die Polyketidsynthase pksCT bei der
Citrininbildung dieser Penicillium Spezies eine wichtige Rolle spielt. Diese Daten
stimmen mit den Ergebnissen von Ballester et al. (2015) dberein. Die
Mykotoxinregulation bei P. verrucosum scheint komplex zu sein. Bei P. verrucosum
wurde durch die pksCT-Inaktivierung auch die Ochratoxinbiosynthese bei den
pksCT-Mutanten gehemmt. Es sind mehrere Transformanten entstanden, die weder
Citrinin noch Ochratoxin A bilden konnten. Dies Ilasst vermuten, dass der
Citrinincluster auch fur die Ochratoxinbildung notwendig ist. Die Inhibierung der
Ochratoxinbiosynthese durch das Ausschalten des pksCT-Gens stimmt mit den
Ergebnissen von O’Callaghan und seinen Kollegen Uberein (O’Callaghan
et al., 2003).

Einfluss der Umweltfaktoren auf die Citrininbildung

Da die untersuchten Penicillium-Arten auf einem breiten Spektrum von Lebensmitteln
vorkommen, wurde in dieser Arbeit der Einfluss der wichtigsten Umweltfaktoren auf
deren Citrininbildung untersucht. Die in dieser Arbeit untersuchten Umweltfaktoren
simulieren die wichtigsten Bedingungen in den natlrlichen Habitaten. In Bezug auf
die Temperatur konnte bei den drei Spezies gezeigt werden, dass sie nicht in der
Lage sind bei niedrigen Temperaturen (15 °C) Citrinin zu bilden. Der optimale
Temperaturbereich fur die Citrininbildung bei den drei Spezies liegt zwischen 20 °C
und 25 °C. Die hohe Citrininbiosynthese bei 30 °C bei P. verrucosum und
P. expansum ist vielleicht eine Reaktion gegen den Temperaturstress. Diese
Penicillium-Arten kommen in den Klimaregionen mit moderaten Temperaturen vor.
Eine Temperatur von 30 °C stellt anscheinend einen Stressfaktor fur diese beiden
Spezies dar. Daher haben beide Spezies hohe Citrininmengen gebildet.
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Das ungebundene Wasser in Lebensmitteln wird von den Mikroorganismen fur ihr
Wachstum und fir unterschiedliche enzymatische Reaktionen beansprucht. Da viele
Lebensmittelprodukte, insbesondere Obst- und Gemuseprodukte, viel Wasser
enthalten, wurde die Wasseraktivitat auf ihren Einfluss auf die Citrininbildung bei den
drei Penicillium-Spezies uberpruft. Die Untersuchung der Citrininbildung erfolgte bei
Wasseraktivitaten von 0,9; 0,93; 0,95; 0,98 und 0,99. Dieser a,-Bereich wurde
aufgrund von vorhandenen Daten aus der Literatur Uber die Wasseraktivitat
verschiedener Lebensmittelprodukte ausgewahlt. Aufl3erdem liegen die Werte der
Wasseraktivitditen der meisten Obst- und Gemduseprodukte innerhalb dieses
ausgewahlten Bereiches. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die
Wasseraktivitat einen starken aber unterschiedlichen Einfluss auf die Citrininbildung
bei den drei Penicilium Spezies hat. P. verrucosum und P. expansum waren
sensitiver gegentber Veranderungen des a,.Wertes als P. citrinum_ Bei a,-Werten
von unter 0,98 war P. expansum nicht in der Lage zu wachsen und damit Citrinin zu
bilden. Auch P. verrucosum zeigte erst oberhalb eines a,-Wertes von 0,95
Wachstum und Citrininbildung. P. citrinum ist resistenter als P. expansum und
P. verrucosum und konnte auf allen untersuchen a,-Werten wachsen und hohe
Mengen an Citrinin bilden, nur bei einem a,-Wert von 0,93 war eine geringere
Citrininbildung festzustellen. Die Ergebnisse stimmen mit einigen Arbeiten in der
Literatur Gberein. P. citrinum wurde schon als xerophil beschrieben, da diese Spezies
in der Lage ist auch auf trockenen Substraten zu wachsen (Hocking and Pitt, 1979;
Pitt and Christian, 1968). P. expansum konnte bei niedrigen a,-Werten (a,, 0,93 und
ay 0,95) nicht wachsen, da diese Spezies auf solchen Substraten nicht so gut
adaptiert ist. Sie kommt in der Regel auf Substraten mit hohem Wassergehalt, z. B.
auf Apfeln vor. Daher war das Wachstum bei a,~Werten unter 0,98 nicht méglich. Im
Gegensatz zu P. expansum konnte P. verrucosum bei tieferen a,,-Werten bis a,~Wert
0,95 gut wachsen und Citrinin bilden. P. verrucosum ist wasserdrmere Substraten
besser adaptiert als P. expansum, da diese Spezies in der Regel auf Getreide
vorkommt. Wéahrend die Citrininbildung bei P. citrinum bei tiefen a,-Bedingungen
(aw0,93) nur etwas herunterreguliert wird, wird es bei P. expansum und
P. verrucosum komplett gehemmt, was wiederum auf die stark unterschiedliche
Regulation der Citrininbildung bei den unterschiedlichen Spezies hindeutet.

In der Literatur sind verschiedene Studien zu finden, die sich mit dem Einfluss des
pH-Wertes auf die Sekundarmetabolitenbildung befasst haben. Keller et al. (1997)
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untersuchten die Wirkung des pH-Wertes auf die Sterigmatocystin- und
Aflatoxinbildung bei Aspergillus nidulans (A. nidulans) und A. parasiticus. Beide
Mykotoxine werden Uber denselben Biosyntheseweg von verschiedenen Spezies der
Gattung Aspergillus gebildet (Keller and Hohn, 1997). Laut diesen Autoren werden
beide Mykotoxine in grol3en Mengen im sauren Bereich bei pH 4 und pH 5 gebildet.
Im neutralen und im basischen pH-Bereich werden diese Toxine in geringeren
Mengen gebildet. Bezlglich der Wirkung vom pH-Wert auf die Citrininbildung gibt es
nur wenige Daten. Darum wurde in dieser Arbeit die Wirkung des pH-Wertes auf die
Citrininbiosynthese bei den drei Penicillium Spezies untersucht. Bei P. citrinum hatte
der pH-Wert nur einen sehr geringen Einfluss auf die Citrininbildung. Diese blieb tber
den pH-Bereich von pH 5 bis pH 9 nahezu unverédndert. Im Gegensatz dazu hatte
der pH-Wert eine grof3ere Wirkung auf P. expansum und P. verrucosum, wobei der
Einfluss auf P. expansum stéarker war. Bei P. expansum war die Citrininbildung im
saurem und alkalischem pH-Wert deutlich reduziert. Das Optimum lag bei
P. verrucosum bei pH 6 wéahrend P. expansum ein Optimum zwischen pH 7 und pH 8

besal.

Rolle des PACC-Signalwegs in der Regulation der Citrininbildung

Bei Veranderungen des pH-Wertes spielt die PacC-Signalkaskade eine wichtige
Rolle. Der PacC-Transkriptionsfaktor ist ein Teil der PacC-Signalkaskade und wird
bei alkalischem pH aktiviert. PacC-Homologe wurden im Rahmen dieser Arbeit in
den drei Penicillium Spezies gefunden. Um die Rolle des PacC-Signalwegs in der
Citrininregulation aufzuklaren, wurde das pacC-Gen in P. expansum und P. citrinum
inaktiviert. Die Transformanten wurden mittels Southern Blot Gberpruft. Das Ergebnis
von Southern Blot zeigte, dass es bei den Transformanten nicht zur Integration des
Inaktivierungsplasmids in das pacC-Gen der Zielspezies kam, sondern offensichtlich
das pacC-Gen bei den Transformanten deletiert wurde. Die Deletion des pacC-Gens
deutet auf die erfolgreiche Inaktivierung dieses Gens hin. Die PacC-Mutanten von
P. citrinum und P. expansum unterschieden sich vom Phanotyp her stark vom
Wildtyp. Der Wildtyp wuchs normal und war wie immer dunkelgriin gefarbt, wahrend
die Mutanten weif3 aussahen. Die neu entstandenen Phanotypen weisen darauf hin,
dass die Inaktivierung von PacC zu einem pleiotropen Effekt in den Transformanten
von P.expansum und P. citrinum fuhrte. Die Mutanten von P. expansum und

P. citrinum wurden auf PDA mit verschiedenen pH-Werten angeimpft und deren
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Citrininbildung untersucht. Die Untersuchung der Citrininbildung bei der Mutante von
P. citrinum zeigte, dass dieser Stamm im Vergleich zum Wildtyp wesentlich weniger
Citrinin bildete. Die Citrininbildung wurde allerdings nicht vollstandig gehemmit,
sondern nur stark reduziert. Interessanterweise bildete die PacC-Mutante von
P. citrinum bei pH 8, im Gegensatz zu den anderen pH-Werten etwas mehr Citrinin,
obwohl es keinen phéanotypischen Unterschied der Koloniemorphologie auf den
verschiedenen pH-Werten gab. Dies deutet darauf hin, dass bei P. citrinum die
PacC-Signalkaskade fur die Citrininbildung eine entscheidende Rolle spielt, dass
aber noch weitere Faktoren an der Regulation beteiligt sind. Trotz Inaktivierung des
PacC konnte P. citrinum geringe Mengen an Citrinin bilden, die vermutlich Uber
andere Mechanismen reguliert werden. Solange die relevanten Bildungswege bzw.
Regulationskaskaden blockiert oder ausgeschaltet sind, versuchen filamentose Pilze
wichtige Metaboliten Gber andere Wege zu bilden. Dies konnte der Fall bei der
Citrininbildung von P. citrinum nach dem Ausschalten des PacC-Signalwegs sein.

Die PacC-Mutante von P. expansum hat auf den pH-Werten pH 5, pH 6, pH 7 und
pH 9 nur geringe Citrininmengen gebildet. Bei pH 8 hat sie hohe Mengen an Citrinin
gebildet. Der PacC-Signalweg spielt bei Verdnderungen des pH-Wertes im sauren
und im alkalischen Bereich eine wichtige Rolle. Da die PacC-Mutante von
P. expansum hohe Citrininmenge bei pH 8 bilden konnte, ist das ein Hinweis, dass
sie in diesem pH-Bereich kein PACC braucht. Trotz Inaktivierung des PacC war die
Citrininbildung bei der Mutante von P. expansum bei pH 8 sehr hoch. Dies wirde
heiRen, dass PacC bei P. expansum eine regulatorische Funktion hat. Es scheint,
dass PacC bei P. expansum fiur die pH-abhangige Regulation der Citrininbildung von
Bedeutung ist. Bei P. citrinum hat die PacC-Mutante bei pH 8 zwar etwas erhohte
aber geringe Mengen an Citrinin gebildet. Die Untersuchung der Wirkung des pH-
Wertes beim P. citrinum Wildtyp zeigte, dass der Wildtyp auf den pH-Werten von
4 bis 9 hohe Mengen an Citrinin bilden kann. Dies wirde bedeuten, dass PacC bei
P. citrinum keine regulatorische Rolle spielt, sondern fur die konstitutive
Citrininbildung insgesamt erforderlich ist. Nach der heterologen Uberexpression des
Transkriptionsfaktors ctnR aus P. citrinum in P. expansum hat sich die
Transformante von P. expansum gegentber Veranderungen des pH-Wertes
genauso verhalten wie P. citrinum Wildtyp. Die Citrininbildung bei der ctnR-
Transformante war nach der heterologen Uberexpression des ctnR-

Transkriptionsfaktors nicht mehr pH-abhangig wie der P. expansum Wildtyp. Dies
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deutet stark darauf hin, dass das Zusammenspiel zwischen PacC und CtnR wichtig
fur die Regulation der Citrininbildung und die pH-Adaptation ist.

Einfluss des oxidativen Stresses auf die Citrininbildung

Der oxidative Stress wurde durch die Zugabe von verschiedenen Mengen an H,O,
zum Nahrmedium induziert. Erh6hte H,O,-Konzentrationen im Medium fuhrten zu
einem erhohten oxidativen Stress. Bei den drei Penicillium Spezies erhéhte sich die
Citrininbildung mit gréReren H,O,-Mengen stark. Diese Ergebnisse stimmen mit
bereits vorhandenen Daten in der Literatur Uberein. Schmidt-Heydt et al. (2015)
haben den Einfluss von oxidativem Stress auf die Mykotoxinbildung bei
P. verrucosum untersucht. Sie konnten herausfinden, dass erhéhter oxidativer Stress
die Citrininbildung bei P. verrucosum fordert. Aul3erdem untersuchten Mahoney et al.
(2010) die Wirkung von oxidativem Stress auf die Aflatoxinbildung bei Aspergillus
flavus (A. flavus). Diese Autoren haben herausgefunden, dass durch den oxidativen
Stress die Bildung von Aflatoxin induziert wird. Eine Zugabe von Antioxidantien zum
Medium, wie Gallotannine, Flavonoide und Phenolsauren, die in verschiedenen
Nusssorten vorkommen, fiihrte zur starken Reduktion der Aflatoxinproduktion. Laut
diesen Autoren war die Reduktion der Aflatoxinbildung auf die antioxidativen
Eigenschaften der oben genannten Verbindungen zurtickzufuhren. Laut einigen
Arbeiten in der Literatur hat Citrinin antioxidative Eigenschaften (Heider et al., 2006;
Ishikawa et al., 1988). Da die drei Penicillium Spezies ihre Citrininbildung unter
oxidativen Stressbedingungen verstarkten, deutet das auf die moglicherweise
protektive Wirkung von Citrinin hin. Die protektive Funktion von Citrinin wurde durch
die Unfahigkeit der Citrininmutante auf PDA-Medium mit 10 mM H,O, zu wachsen,
bestatigt. Wahrend der Wildtyp von P. citrinum starkes Wachstum zeigte, war die
Citrininmutante nicht in der Lage, unter diesen Bedingungen zu wachsen. Es wird
berichtet, dass die Antioxidantien eine Hydroxylgruppe besitzen, mit der sie die
Oxidantien reduzieren. Da Citrinin auch eine freie Hydroxylgruppe enthalt, wirkt diese
vermutlich als Elektronen-Donor bei der Wechselwirkung mit den reaktiven Radikalen

und agiert somit als Radikalfanger.

Einfluss des Salzstresses auf die Citrininbildung

Bei erhthtem Salzgehalt werden filamentose Pilze, die in diesen Substraten
vorkommen, dem Salzstress ausgesetzt. Der Salzstress hat einen grol3en Einfluss
auf die Mykotoxinbildung. Von Schmidt-Heydt et al. (2012) liegen Untersuchungen
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vor, die den Einfluss von NaCl auf die Regulation der Ochratoxinbildung bei
P. nordicum und P. verrucosum beschreiben. P. nordicum ist durch die Bildung des
Mykotoxins Ochratoxin A bekannt. Diese Spezies ist an den salzhaltigen Substraten
gut adaptiert und kommt u. a. auf verschiedenen salzhaltigen Kasesorten vor. Die
zuvor genannten Autoren fanden heraus, dass NaCl einen starken Effekt auf die
Regulation der Ochratoxinbildung bei P. nordicum und P. verrucosum hat.
P. nordicum war in der Lage hohe Mengen an Ochratoxin A auf den gesamten
untersuchten Medien mit unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen (5-100 g/l) zu
bilden. P. verrucosum bildete Citrinin bei niedrigen bis moderaten NaCl-
Konzentrationen (5-20 g/l). Auf den Medien mit héherem NaCl-Gehalt stellte die
Spezies seine Toxinbildung auf Ochratoxin A um. Ochratoxin A besitzt ein
Chloridatom. Durch die Bildung und Ausscheidung von Ochratoxin A werden
Chloridatomen standig von den Zellen ausgeschieden. Dies ist ein Mechanismus, mit
dem P. nordicum und P. verrucosum ihre Cl-Homobostase zumindest teilweise
sichern kdnnen und sind damit in der Lage sich besser an salzhaltige Substrate zu
adaptieren (Schmidt-Heydt et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurde der
Einfluss des Salzstresses auf die Citrininbildung bei P. citrinum, P. expansum und
P. verrucosum untersucht. Der Salzstress wurde durch die Zugabe von
verschiedenen NaCl-Mengen zum Medium induziert. P. citrinum hat sowohl auf
niedrigen als auch auf hohen NaCl-Konzentrationen gleiche Mengen an Citrinin
gebildet. Aullerdem war das Wachstum durch hohe NaCl-Mengen nicht
beeintrachtigt. Diese Spezies ist sowohl auf PDA ohne NaCl, als auch auf PDA mit
hohen NaCl-Konzentrationen gut gewachsen. Dies deutet wieder auf die allgemein
hohe Stressresistenz dieser Spezies hin. Laut Literatur kénnen auch erhéhte NaCl-
Konzentrationen im Nahrmedium zur Erhéhung der ROS-Bildung und damit zu einem
erhohten oxidativen Stress fiihren (Petrovic et al., 2006). Wie schon gezeigt, hat
P. citrinum auf erhdéhten H,O,-Konzentrationen seine Citrininbildung verstéarkt. Die
konsistente und hohe Citrininbildung dieser Spezies bei erhohten NacCl-
Konzentrationen ist moglicherweise auf erhdhten oxidativen Stress, der durch hohe
NaCl-Mengen im Medium induziert wird, zurlickzufihren. Durch die hohe
Citrininbildung wird P. citrinum vermutlich in die Lage versetzt, sich in salzhaltigen
Habitaten besser durchzusetzen. Bei P. expansum hat sich die Citrininkonzentration

nach anfanglicher Induktion mit steigenden NaCl-Konzentrationen bzw. osmotischem
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Stress allmahlich wieder reduziert. Die Citrininbildung bei P. expansum korrelierte mit
dem Wachstum. Das Wachstum ging auf hohen NaCl-Konzentrationen stark zurtck.

Die Erhéhung der NaCl-Konzentration im Wachstumsmilieu bedeutet eine Reduktion
der Wasseraktivitat dieses Milieus. Die Abnahme in der Citrininbildung bei
P. expansum liegt moglicherweise an der Reduktion der Wasseraktivitat, wobei in
einem vorherigen Versuch gezeigt werden konnte, dass die Reduktion der
Wasseraktivitat zur kompletten Hemmung des Wachstums von P. expansum fuhrte.

Bei P. verrucosum sind Citrinin- und Ochratoxinbildung unter Salzstressbedingungen
mutuell reguliert. Diese Spezies bildet Citrinin bei moderaten NaCl-Mengen. Die
Citrininbiosynthese verringert sich mit steigenden NaCl-Konzentrationen. Ab einer
bestimmten NaCl-Konzentration wird Ochratoxin A gebildet und steigt mit
zunehmenden NaCl-Mengen bzw. unter hyperosmotischen Stressbedingungen an.
Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen von Schmidt-Heydt et al. (2012)

Uberein.

Die Variabilitat in der Citrininbildung innerhalb der drei Spezies deutet auf eine
Variabilitat in der Adaptation hin. Im Gegensatz zur Spezies P. citrinum, die sowohl
auf niedrigen als auch auf hohen NaCl-Konzentrationen hohe Citrininmengen
gebildet hat, war eine starke Zunahme in der Citrininbildung bei P. verrucosum und
P. expansum nur im Bereich von 5-10 g/l NaCl und danach gingen die gebildeten
Citrininmengen allmahlich herunter. Parallel dazu hat sich das Wachstum beider
Spezies verschlechtert. Dies ist ein starker Hinweis, dass P. verrucosum und
P. expansum nicht so gut an Substrate mit hohen NaCl-Konzentrationen adaptiert
sind, wie P. citrinum. P. citrinum als starker Citrininbildner und P. nordicum als
starker Ochratoxinbildner kénnen sogar in reinem Salz bzw. Salzseen gefunden
werden (Butinar et al., 2011). Und wie oben erwéhnt fihren erhéhte NaCl-Mengen
neben dem osmotischen Stress auch zur Erhdhung des oxidativen Stresses.
Citrininbildner sollten daher aufgrund der antioxidativen Eigenschaften einen
Wachstumsvorteil unter diesen Bedingungen besitzen. Dies war bei P. citrinum
deutlich zu beobachten. P. verrucosum und P. expansum bilden im Gegensatz zu
P. citrinum geringere Mengen an Citrinin, was mit der Durchsetzungsfahigkeit unter

hoheren NaCl-Konzentrationen korreliert.

Aufgrund der Ergebnisse Uber die Umweltfaktoren ist festzustellen, dass
Verdanderungen dieser Faktoren einen grofRen Effekt auf die Citrininbildung bei
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diesen Spezies haben. Die Umweltfaktoren konnten sogar zur kompletten
Inhibierung der Citrininbiosynthese fuhren. Wahrend bei P. expansum und
P. verrucosum die Umweltfaktoren einen starken Einfluss auf die Citrininbiosynthese
ausubten, hatten diese einen geringeren Einfluss auf P. citrinum. In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass die Citrininmutante von P. citrinum auf PDA mit 10 mM H,0,
nicht in der Lage war zu wachen. Es ist auch bereits beschrieben, dass Citrinin als
Schutzfaktor gegen Licht gebildet wird (Stgrmer et al., 1998). Diese Eigenschaft
wurde von Schmidt-Heydt et al. (2015) bestatigt. Die nahezu konstitutive Bildung von
Citrinin durch P. citrinum deutet darauf hin, dass Citrinin das ubiquitare Vorkommen
dieser Spezies, auch in verschiedenen extremen Habitaten unterstitzt. P. expansum
und P. verrucosum kommen in der Regel nur in bestimmten Habitaten vor. Bei
beiden Spezies ist die Citrininbildung unterschiedlich und stark reguliert, das sich mit
den beschrankteren Habitaten dieser beiden Spezies deckt. Aul3erdem bilden beide
Spezies weitere Mykotoxine, wie Patulin und Ochratoxin A, die eventuell die
Adaptation an andere Habitate unterstitzen. Im Fall von P. verrucosum konnte Stoll
et al. (2013) zeigen, dass diese Spezies die Bildung von Ochratoxin A bzw. Citrinin je
nach Umweltbedingungen anpassen kann. Unter Bedingungen, in denen hohe
Salzkonzentrationen vorkommen, z. B. fermentierte Oliven, bildet P.verrucosum
hauptsachlich Ochratoxin A. Unter Bedingungen von erhéhtem oxidativen Stress,
z. B. bei Kontamination von Getreide unter Feldbedingungen, bildet diese Spezies

vermehrt Citrinin.

Rolle des HOG-Signalwegs in der Regulation der Citrininbildung

Die Rolle von HOG-Signalweg in der Ochratoxinbildung bei P. verrucosum ist in der
Literatur beschrieben (Stoll et al., 2013). Dabei konnte gezeigt werden, dass bei
P. verrucosum der Phosphorylierungslevel des Hogl mit der Erh6hung von NaCl auf
YES-Medium korreliert. Au3erdem konnte durch die Deletion des hogl-Gens gezeigt
werden, dass HOG eine wichtige Funktion bei der Regulation der
Ochratoxinbiosynthese bei P.verrucosum hat (Stoll et al., 2013). Bei der
Citrininbildung wurde jedoch kein grofR3er Unterschied zwischen dem Wildtyp und den
hogl-Mutanten beobachtet. In der Literatur sind auch Studien zu finden, welche die
Rolle des HOG-Signalwegs bei der Mykotoxinbiosynthese aufklaren konnten. Ochiai
et al. (2007) untersuchten die Rolle dieses Signalwegs in der Regulation der

Trichothecenbildung in Fusarium graminearum. Aul3erdem konnten Graf et al. (2012)
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die Beteiligung des HOG-Signalwegs bei der Alternariolbildung in Alternaria alternata
(A. alternata) nachweisen. Mittels Western Blot stellte sich dabei heraus, dass die
Phosphorylierung des Hogl mit der Alternariolbildung korreliert. Dartber hinaus
beschrieben die Autoren eine Hogl-Mutante, die gegentber dem Wildtyp nicht in der
Lage war, Alternariol zu produzieren. Aufgrund dieser Daten wurde vermutet, dass
der HOG-Signalweg eventuell fir die Citrininregulation eine Rolle spielt. In dieser
Arbeit konnten mittels der Blast-Funktion des NCBI und PCR-Reaktionen Homologe
des Transkriptionsfaktors Hogl in P. citrinum, P. expansum und in P. verrucosum
gefunden werden. Um die Funktion des HOG-Signalwegs bei der Citrininbildung zu
verstehen, wurde in dieser Arbeit das hogl-Gen, das fur den Transkriptionsfaktor
Hogl codiert, in P. citrinum und P. expansum ausgeschaltet. Bei P. citrinum konnten
trotz mehreren Versuchen keine reinen Transformanten, sondern nur heterokaryote
Stamme erzeugt werden. Im Vergleich zum Wildtyp bildete das Heterokaryon
deutlich geringere Mengen an Citrinin. Auf3erdem zeigte die Mutante (Heterokaryon)
einen anderen Phanotyp als der Wildtyp. Dies deutet darauf hin, dass der HOG-
Signalweg bei P. citrinum fur die Citrininbildung wichtig ist. Bei P. expansum scheint
es, dass die Citrininregulation Uber diesen Signalweg anders ist als bei P. citrinum.
Wahrend bei P. citrinum die Hog-Mutante weniger Citrinin bildete, haben die Hog-
Mutanten von P. expansum ihre Citrininbildung verstarkt. Bei mehreren
Transformanten war nach der Hog-Inaktivierung eine Zunahme der Citrininbildung
festzustellen. Die Transformanten wurden mittels Southern Blot Gberpruft und es
zeigte sich, dass das hogl-Gen durch die Transformation inaktiviert werden konnte.
Es scheint, dass der HOG-Signalweg einen negativen Effekt auf die
Citrininbiosynthese bei P. expansum hat. Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen mit
vorherigen Daten in der Literatur Uberein. In A. alternata haben Graf et al. (2012)
gezeigt, dass die Alternariolbildung durch die Inaktivierung des hogl-Gens komplett
ausgeschaltet war. Die Signalkaskaden haben nicht immer dieselbe Funktion. Eine
Signalkaskade kann bei bestimmten Spezies einen positiven Einfluss haben und bei
anderen Spezies einen negativen Effekt. Die jeweilige Wirkung der Signalkaskaden

hangt von den Spezies und den Wachstumsbedingungen ab (Yin et al., 2017).

Rolle des cAMP-Signalwegs in der Regulation der Citrininbildung
In der Literatur ist beschrieben, dass der cAMP-Signalweg an verschiedenen

zellularen Prozessen in filamentdésen Pilzen involviert ist. Dabei spielen die
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intrazellulare cAMP-Konzentration, a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins und
die PKA eine wichtige Rolle. Die Rolle des cAMP/PKA-Signalwegs in der
Mykotoxinbildung wurde in Aspergillus spp. weitgehend erforscht (Hicks et al., 1997;
Roze et al., 2004; Shimizu et al., 2001). Hicks et al. (1997) konnten herausfinden,
dass die Regulation des Wachstums, der Sterigmatocystin- und der Konidienbildung
bei A. nidulans unter der Kontrolle eines G-Proteins ist. In dieser Arbeit wurde die
Beteiligung des cAMP-Signalwegs in der Citrininbildung bei drei Penicillium Spezies
untersucht. Die Untersuchung der Rolle dieses Signalwegs erfolgte durch die Zugabe
vom exogenen cAMP zum N&hrmedium. Die Ergebnisse zeigten, dass sich die
Citrininbildung bei den drei Spezies durch die Zugabe vom externen cAMP zum
Medium verstarkt hat. Je starker die cAMP-Konzentration war, desto mehr Citrinin
wurde von den Pilzspezies gebildet. Wobei der Effekt vom cAMP auf die
Citrininbildung bei P. expansum und P. verrucosum starker war, als bei P. citrinum.
Bei P. citrinum hat sich die Citrininkonzentration mit erhéhten cAMP-Mengen auch
verbessert aber nicht so stark wie bei den anderen Spezies. Die Erhdéhung der
Citrininbildung auf steigenden cAMP-Konzentrationen deutet auf eine wichtige Rolle
dieses Botenstoffs in der Citrininregulation hin. Ein &hnlicher Effekt von cAMP auf die
Induktion der Bildung anderer Mykotoxine wurde in einigen Studien beschrieben. In
einer Studie wurde gezeigt, dass das Wachstum von A. parasiticus auf einem mit
cAMP supplementierten Medium zur Verstarkung der Aflatoxinbildung fihrte (Tice
and Buchanan, 1981). Diese positive Wirkung von cAMP wurde weiterhin durch
Roze et al. (2004) bestatigt. Diese Autoren versuchten die Funktion von FadA (a-
Untereinheit des G-Proteins), cAMP und PKA in der Regulation der Konidien- und
Aflatoxinbildung in A. parasiticus zu erklaren. Sie supplementierten GMS-Agar
Medium mit cAMP oder Dibutyryl-cAMP (DcAMP) verschiedener Konzentrationen.
Anschlieend wurde die intrazellulare cAMP-Konzentration bei A. parasiticus
gemessen. Genauso wie die Ergebnisse von Tice und Buchanan (1981) haben diese
Autoren herausgefunden, dass die Zugabe von cAMP die Aflatoxin- und die
Konidienbildung fordert. Da die Citrininbildung bei den drei Penicillium Spezies
zugenommen hat, scheint es, dass die durch cAMP aktivierte PKA den
Transkriptionsfaktor ctnR aktiviert, der im Citrinincluster die Expression der

Citriningene aktiviert.
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Rolle des globalen Regulators VeA in der Citrininbildung

Bei der Regulation der Biosynthese von Mykotoxinen sind neben den spezifischen
Signalkaskaden auch komplexe globale Regulatoren notwendig. Dazu zahlt z. B. das
VeA Protein der filamentosen Pilze (Myung et al.,, 2012). Das Protein pendelt
zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma. Im Licht lokalisiert VeA im Zytoplasma.
Im Dunkeln wird es in den Zellkern via das Protein a-importin KapA transportiert
(Stinnett et al., 2007). Dort interagiert VeA mit den Proteinen VelB und LeA und bildet
den VelB-VeA-LeA-Komplex. VeA ist an vielen zellularen Prozessen beteiligt. Vor
allem ist es fur die Lichtantwort und die Regulation der Sekundarmetabolitenbildung
wichtig. Die Rolle von VeA bei der asexuellen/sexuellen Entwicklung wurde in
A. nidulans beschrieben. Im Licht fihrte das aktive VeA zur Reduktion der Bildung
von Kleistothecien, den Fruchtkdrpern, in denen die Ascosporen gebildet werden.
Dadurch dominiert die asexuelle Entwicklung. In Dunkelheit werden die
Kleistothecien gebildet und der Pilz entwickelt sich sexuell (Kim et al., 2002).
AulRerdem konnten Kato et al. (2003) herausfinden, dass VeA fir die Regulation der
Biosynthese des Mykotoxins Sterigmatocystin und des Antibiotikums Penicillin eine
Rolle spielt. Bei der Sterigmatocystinbiosynthese aktiviert VeA die Expression des
Transkriptionsaktivators AfIR, der wiederum die Gene fir die Bildung von
Sterigmatocystin reguliert. Bereits durchgefiihrte Studien von Spréte and Brakhage
(2007) Uber VeA zeigten, dass VeA die Bildung von Penicillin inhibiert. Dies
geschieht durch die Inhibierung der Expression des acvA-Gens, das eins der drei
Enzyme, die fur die Penicillinbildung wichtig sind, kodiert. Aufgrund dieser Daten
wurde eine Rolle von VeA bei der Citrininbildung vermutet. Daher wurde VeA in den
drei Penicillium Spezies ausgeschaltet. Bei P. expansum fuhrte die VeA-Inaktivierung
zur Hemmung der Citrininbildung. Au3erdem wurde bei der VeA-Mutante eine grol3e
phanotypische Veranderung gegenuber dem Wildtyp beobachtet. Auch bei
P. verrucosum und P. citrinum konnte der gleiche Effekt beobachtet werden. Die
erzeugten P. verrucosum Mutanten, waren weder in der Lage Citrinin noch
Ochratoxin A zu bilden. Dies deutet stark darauf hin, dass beide Mykotoxine Citrinin
und Ochratoxin A Uber VeA reguliert sind. Bei P. citrinum war der Effekt der VeA-
Inaktivierung noch starker. Bei dieser Spezies wurden auch weitere extrahierbare
Sekundarmetabolite, die beim Wildtyp mittels DC detektierbar waren, von den VeA-

Mutanten nicht mehr gebildet.
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Im Gegensatz zu den HOG- und PACC-Signalwegen, die bei den unterschiedlichen
Spezies unterschiedliche Wirkungen haben, hat das VeA bei den drei Spezies einen
vergleichbaren Einfluss. Bei allen Spezies flhrte die Inaktivierung von VeA Zur
Reduktion der Citrininbildung und zu einer pleiotropen und gleichen Veranderung der

Morphologie.

Nach den Inaktivierungsversuchen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt
wurden, kamen bei der Uberprifung der Transformanten mittels Southern Blot
verschiedene Ergebnisse heraus. Neben der Integration des gesamten
Inaktivierungskonstruktes, konnte auch eine teilweise Integration festgestellt werden.
AulRerdem kam es ofter zur Deletion des zu inaktivierenden Gens. Die Ergebnisse
dieser Arbeit stimmen mit einigen Daten in der Literatur, die die Entstehung von
solchen Fallen erklaren (Monfort et al.,, 2003). Gerade Stamme, die aus der
naturlichen Umgebung isoliert wurden, wie die hier bearbeiteten Stamme, kdnnen bei
integrativen Transformationen zu unerwarteten Ergebnissen fihren. Die Entstehung
von heterokaryoten Transformanten war ebenfalls zu beobachten. Bei filamentdsen
Pilzen sind die vegetativen Zellen multinukleat. Es kommen in der Regel mehrere
Kerne in einer Zelle vor. Bei Einzelsporkulturen des Wildtyps sind die vielen Kerne
genetisch identisch, stellen also ein Homokaryon dar. Wahrend der Transformation
werden manche Kerne getroffen und andere nicht. Dies fuhrt zur Entstehung von

Heterokaryote Stamme.

Rolle von Citrinin bei der Kolonisierung von Apfeln durch P. expansum

Die Apfel sind durch die Schale gut geschiitzt und eine Infektion erfolgt an
geschadigten oder verletzten Apfeln. Ein Zusammenhang zwischen der Toxinbildung
und der Infektion von Pflanzen durch pathogene Pilze ist noch nicht vollstandig
aufgeklart. In der Literatur gibt es einige Daten Uber verschiedene Studien, die eine
Funktion von Mykotoxinen in der Kolonisierung von bestimmten Habitaten durch
filamentbse Pilze angedeutet haben. Desjardins et al. (1992) haben das Tox5-Gen,
das fur die Polyketidsynthase fir die Trichothecenbiosynthese, in Gibberella pulicaris
inaktiviert. Die Tox5-Inaktivierung fiihrte zur starken Reduktion der Kolonisierung von
Pastinakenwurzeln. Ein solcher Effekt wurde auch bei der Infektion von Apfeln durch
P. expansum beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass Patulin die Kolonisierung
von Apfeln durch P. expansum unterstiitzt. Die vorhandenen Daten uber die Rolle

von Patulin in der Infektion von Apfeln sind jedoch nicht einheitlich. Sanzani und
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Mitarbeiter (2012) beschrieben, dass Patulin ein Pathogenitatsfaktor fur die
Kolonisierung von Apfeln darstellt. Sie inaktivierten das patK-Gen, das die
Patulinpolyketidsynthase kodiert (6-methyl-Salisylsauresynthase). Dieses Enzym ist
fur den ersten Schritt bei der Patulinbiosynthese, die Kondensation von Acetyl-CoA
und Malonyl-CoA Molekilen, notwendig. Trotz patK-Inaktivierung waren die
Mutanten in der Lage niedrige Mengen an Patulin zu bilden. Au3erdem impften die
Autoren die charakterisierten Mutanten und den Wildtyp auf Apfeln an. Der Wildtyp
konnte normal infizieren wahrend die Mutanten eine reduzierte Infektion zeigten.
Nach der Komplementation des patK-Gens bei den Mutanten wurde die normale
Infektionsfahigkeit zurtickerhalten. Die Rolle von Patulin in der Kolonisierung von
Apfeln wurde auch von Barad et al. (2014) untersucht. Die Inaktivierung des IDH-
Gen, das fur die Patulinbiosynthese eine Rolle spielt, fihrte zur groRen Reduktion
der Patulinbildung. Die IDH-Mutanten waren auch in der Apfelpathogenitat sehr
reduziert. Auch Ballester et al. (2015) inaktivierten die Polyketidsynthase fir die
Patulinbiosynthese (PatK). Es gelang ihnen Mutanten zu erzeugen, die kein Patulin
produzieren konnten. Jedoch konnten sie keinen Zusammenhang zwischen der
Patulinbildung und der Infektion von Apfeln zeigen. Durchgefiihrte
Pathogenitatsversuche dieser Autoren zeigten, dass die Patulinmutanten Apfel
genauso wie der Wildtyp infizieren konnten. Eine neue Studie wurde von Snini et al.
(2016) veroffentlicht. Diese Autoren konnten zeigen, dass Patulin zwar ein
Kolonisierungsfaktor ist, jedoch seine Pathogenitatswirkung stark von den jeweils
infizierten Apfelsorten abhéngt (Snini et al.,, 2016). In dieser Arbeit wurde die
Patulinbildung bei P. expansum auf verschiedenen Apfelsorten in einer Kinetik
untersucht. Es zeigte sich, dass Patulin durch P. expansum auf allen untersuchten
Sorten in hohen Mengen gebildet wird. Zudem konnte die Patulinbildung schon frih,
ab dem dritten Tag der Wachstumskinetik nachgewiesen werden. Ferner wurde die
Expression des patK-Gens in der ganzen Wachstumsphase auf den verschiedenen
Apfelsorten gemessen. Es erwies sich, dass das patK-Gen wahrend der gesamten
Kinetik hoch exprimiert wird. Allerdings unterschied sich die Tendenz der Bildung
sowie der patK-Expression zwischen den verschiedenen Apfelsorten. Diese Daten
sprechen fiir eine wichtige Rolle von Patulin bei P. expansum auf Apfeln. Die friihe
Bildung von Patulin deutet darauf hin, dass Patulin vermutlich fur die erste Phase der
Infektion von Bedeutung ist. Dennoch scheint es, dass die Patulinregulation stark von

den unterschiedlichen Apfelsorten abhangt, was die Ergebnisse von Snini et al.
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(2016) bestatigt. Wahrend die Rolle von Patulin auf Apfeln weitgehend aufgeklart
werden konnte, wurden bisher keine Studien Uber die biologische Bedeutung von
Citrinin bei der Kolonisierung von Apfeln durchgefiihrt. Da P. expansum auch das
Mykotoxin Citrinin bilden kann, war die Arbeitshypothese dieser Arbeit, dass Citrinin
bei der Kolonisierung von Apfeln durch P. expansum eine biologische Rolle spielt.
Daher erfolgten im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Versuche auf Apfeln. Die
Untersuchung der Kinetik der Citrininbildung auf Apfeln durch P. expansum ergab,
dass Citrinin erst nach langeren Inkubationszeiten in geringer Menge nachgewiesen
werden konnte, obwohl die pksCT-Expression schon frih, d. h. nach drei Tagen
Wachstum des Pilzes auf Apfeln induziert wurde. Dies ist im starken Gegensatz zur
Citrininbildung auf Labormedien. Die Untersuchung der Citrininbildung bei
P. expansum auf PDA-Medium zeigte, dass Citrinin Uber die gesamte Zeitkinetik
gebildet wird. Dies ist in Ubereinstimmung mit einigen Daten in der Literatur, die
zeigen, dass Citrinin auf Apfeln mit den analytischen Methoden nur in geringen
Mengen nachgewiesen werden kann, wahrend die entsprechenden Stamme auf
Labormedien hohe Mengen an Citrinin bilden (Dietrich et al., 2001; Martins et al.,
2002; Pepeljnjak et al., 2002). Die spate Nachweisbarkeit von Citrinin auf Apfeln trotz
der hohen und frihen Expression des pksCT-Gens kann auf verschiedene Grinde
zurUckgefuhrt werden. Es besteht z. B. die Moéglichkeit einer posttranskriptionellen
Regulation, die zu einer Verzogerung der Bildung des Citrinins fihren konnte. Die
erzielten Ergebnisse zeigen aber, dass zwei andere Mechanismen fur die verzdgerte
analytische Nachweisbarkeit von Citrinin in der Apfelmatrix eine Rolle spielen. Eine
Moglichkeit, die die Nachweisbarkeit von Citrinin verhindert, ist die Bindung an
Bestandteile der Apfelmatrix. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eindeutig, dass
das Pektin eine starke Bindung mit Citrinin eingehen kann und Citrinin auf diese
Weise dem Nachweis entziehen kann. Als eine andere Ursache fiir die verzégerte
Detektion von Citrinin auf Apfeln wurde eine Degradation dieses Toxins durch die
ROS, die von den Apfeln wahrend der Infektion vermehrt gebildet werden, vermutet.
Durch die Messung der Abbauprodukte des Citrinins mit der LC-DAD-MS konnte
gezeigt werden, dass bei spateren Inkubationszeiten von P. expansum auf Apfeln
neben kleineren Mengen an Citrinin auch drei Citrininderivate gefunden werden
konnen. Die Ergebnisse bestéatigen, dass Citrinin von P. expansum offensichtlich
wahrend des Wachstums auf Apfeln produziert wird, es aber wahrend der frithen

Wachstumsphase teilweise durch Pektin gebunden oder durch die inharente ROS-
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Aktivitat degradiert wird. Offensichtlich kann Citrinin erst nach Sattigung des Pektins,
bzw. nach Reduktion der ROS-Aktivitat durch seine antioxidative Wirkung, d. h. in
der spaten Wachstumsphase in nachweisbaren Mengen gebildet werden. Patulin
besitzt diese Eigenschaften offensichtlich nicht, da es schon frih in der
Wachstumsphase in grollen Mengen nachgewiesen werden kann.Um zu
untersuchen welche Rolle Citrinin bei der Infektion von Apfeln spielt, wurde der
P. expansum Wildtyp und eine der charakterisierten pksCT-Mutanten auf Apfeln der
Sorten Granny Smith und Braeburn angeimpft und deren Wachstum untersucht.
Wahrend der Wildtyp auf Apfeln der beiden Sorten normal wachsen konnte, war die
Mutante nicht in der Lage normal zu wachsen. Das Wachstum der Mutante war sehr
reduziert. Sie konnte zwar infizieren, jedoch nicht normal weiterwachsen. Die Zugabe
von Citrinin zur Infektionsstelle verstarkte das Wachstum der pksCT-Mutante.
Ascorbinsédure zahlt zu den bekanntesten Antioxidantien und ist durch ihre
antioxidativen Wirkung bekannt. Die Infektion der Apfel durch P. expansum war nach
der Zugabe von Ascorbinsaure deutlich verbessert. Die Verbesserung der
Kolonisierung deutet stark darauf hin, dass die Starke der Infektion auf antioxidative
Eigenschaften von Ascorbinséure zurtickzufihren ist. Da Citrinin auch antioxidativ
wirkt, ist das ein weiterer Beweis, dass Citrinin bei der Infektion von Apfeln bei
P. expansum eine wichtige Rolle spielt (Heider et al., 2006; Touhami et al., 2018).
Die bisherige Situation zeigt, dass Citrinin eine Rolle bei der Kolonisierung von
Apfeln bei P. expansum spielt. Dies steht im Einklang mit einigen Daten in der
Literatur, die zeigen, dass Mykotoxine als Pathogenitatsfaktoren agieren konnen.
Graf et al. (2012) konnten zeigen, dass Alternariol, ein Mykotoxin, das u. a. von
A. alternata gebildet wird, fur die Infektion von Tomaten durch diese Spezies wichtig

ist. Derselbe Effekt wurde auch von Geisen et al. (2016) beschrieben.

Eine reduzierte Infektion der Apfel wurde auch bei der PacC-Mutante von
P. expansum beobachtet. Wobei der Effekt bei der PacC-Mutante auf die Infektion
noch starker, als der Effekt bei der pksCT-Mutante war. Wahrend die pksCT-Mutante
geringfugig infizieren konnte, war die PacC-Mutante nicht dazu in der Lage. Dies
deutet darauf hin, dass bei der Infektion von Apfeln neben Patulin und Citrinin auch
andere durch den PacC-Transkriptionsfaktor regulierte Gene eine wichtige Rolle
spielen. Verschiedene Studien zeigten, dass der pH-Wert der von P. expansum
kolonisierten Apfel mit Zunahme der Infektion stark sinkt. Zudem wurde

herausgefunden, dass bei der Infektion P. expansum hohe Mengen an Aminosauren,
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Zitronensaure und Kohlensaure bildet (Pruskey et al., 2004). Aul3erdem konnte die
Infektion von Apfeln durch P. expansum durch die Behandlung von Apfeln mit
exogener Citronen- und Kohlensaure verstarkt werden. Die Verdnderung des pH-
Wertes in Wirtspflanzen wurde auch bei anderen pathogenen Pilzen nachgewiesen.
Im Jahre 2001 stellten Rollins und Dickmann einen solchen Effekt fest. Sklerotinia,
auch Weil3stangeligkeit genannt, ist eine weit verbreitete Pflanzenkrankheit und wird
von dem Pilz Sclerotinia sclerotiorum verursacht. Wahrend der Entwicklung der
Krankheit wurden hohe Mengen an Oxalsaure gemessen. Die Bildung von Oxalsaure
in den Wirtspflanzen verschiebt den pH-Wert in Richtung tieferer Saurewerte. Dieser
Vorgang ist wichtig fur die Funktion von hydrolytischen Enzymen, wie die
Polygalacturonase (Bateman et al.,, 1976; Lumsden, 1976). Laut diesen Daten ist
festzustellen, dass die Azidifizierung der Wirtpflanzen fur die Infektion notwendig ist.
Bei dieser Saureregulation spielt wahrscheinlich der PACC-Signalweg eine Rolle, wie
auch die hier vorgestellten Arbeiten gezeigt haben. In den hier vorgestellten Arbeiten
wurde weiterhin gezeigt, dass PACC, neben den oben genannten Einflissen eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Citrininbildung spielt. Die PacC-Mutante von
P. expansum konnte, im Gegensatz zum Wildtyp, bei tiefen pH-Werten nahezu kein
Citrinin bilden. Citrinin ist aber, wie oben diskutiert, fur die Kolonisierung forderlich.
Dies zeigt die Bedeutung der PacC-Regulation der Citrininbildung, besonders im

sauren Milieu der Apfelmatrix.

Abschlieend kann die Bedeutung der Citrininbildung in der folgenden Tabelle

zusammengefasst werden.

122



Tab. 1: Biologische Bedeutung der Citrininbildung.

Spezies

Habitat

Citrinin

Mogliche biologische

Funktion

Getreide und

regulierte, moderate
Citrininbildung;
mutuell reguliert im
Verhaltnis zu

Citrininbildung unter
oxidativen
Stressbedingungen (z. B.
Wachstum im

in S Feld/Getreide/Licht);

P. verrucosum . Ochratoxin A; die o
salzhaltigen : . Ochratoxinbildung unter
) Bildung héangt stark .

Habitaten von den osmotischen
Umweltbedingungen Stressbedingungen und
ab im Dunkeln

(Silo/Lagerung)
regulierte, moderate | Citrininbildung reguliert

Eriichte Citrininbildung; stark | durch PACC; Schutz

(Apfel) und in abhangig von gegen ROS bei der

P. expansum saFIthaIti en Umweltbedingungen; | Infektion von Apfeln;

Habitate?l unabhéngig, bzw. wichtig fur die
parallel zur Etablierung der
Patulinbildung Kolonisierung

ubiquitar, ) o

Frichte, hohe Citrininmengen; {?;?Egﬁndrﬁz#brlgl#éare

P. citrinum NuUsse und in | nahezu konstitutive Resistenz é en

salzhaltigen Bildung dati gS 9

Habitaten oxidativen Stress

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die drei Spezies unterschiedliche Habitate

besiedeln. Aufgrund der erzielten Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die

gebildeten Mykotoxine die Adaptation an die verschiedenen Habitate unterstitzen.
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5 Material und Methoden

5.1 Pilzstamme

In dieser Arbeit wurden folgende Pilzstamme verwendet:

P. expansum BFE189 und BFE1393: Beide Stamme wurden aus kolonisierten Apfeln

isoliert.

P. verrucosum BFE808: Dieser Stamm wurde aus Getreide isoliert.

P. citrinum BFES12: Dieser Stamm wurde aus fermetierten Fleischprodukten isoliert.

5.2 Materialien

Tab. 2: Verwendete Primer.

Name Sequenz Tm [°C]
Aristo 1 5'-CAG GAC GAA CTC GAT GGA TAC -3' 51
OTApks 1 rev 5-TAC GGC CAT CTT GAG CAACGG CACTGCC-3 |71
OTApks 2 for 5-ATG CCTTTC TGG GTC CGA TA -3 57,3
For_orf_MP 5'-CAG CAG CCA GAATCC TAG AAG-3 59,8
Rev_orf_MP 5-CCG ATG TGT GTC GTC TCG TC-3' 61,4
For_ctnR_MP 5-ACC CAT TGT CAACTC CCC TG-3 59,4
Rev_ctnR_MP 5-AAC ACT GTA TTG CTG AGC GTG A-3' 58,4
For_ctnA_MP 5-AGT GGT GGT TGT GCG CTC-3' 58,2
Rev_ctnA_MP 5-ATG CCC ATC TCA ACC AAG TC-3 57,3
For_ctnB_MP 5'-CAG ACA GGG CTT CGC TCA C-3' 61
Rev_ctnB_MP 5-ATC TGA TAC GCA ACG AGC GA-3' 57,3
For_ctnC_MP 5-TAA AGC GAC TCA AAG CCC G-3' 56,7
Rev_ctnC_MP 5-CGC GAT TGC CAT CTC TTT AT-3' 55,3
For_ctnR 5-CTC TGA TGG ACA GCG GGA AT-3 59,4
Rev_ctnR 5-AGC GAT CTG CTG CTC TCT ACT-3' 59,8
Patk_P.exp_for 5-ATA TCC GCC ATC GCA GGC GT-3' 61,4
Patk_P.exp_rev 5-CTC GGC ACT AGG AAG GTT GAC A-3 62,1
Patk_int_for 5-CTG CGT GAG TGG ATG ACT GC-3' 61,4
Patk_int_rev 5-GCT GCT CGG TGA TCAT GAT GA-3' 59,8
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PacC_P.exp_for 5-CTC TTC TGC GGA GAA ACC CCC A-3 64
PacC_P.exp_rev 5-TGC AAG TGC CCC ACT GGC AG-3 63,5
pksCT_P.exp_for | 5-AAG TTT GCC GAC TGC ATT ACT-3' 55,9
pksCT_P.exp_rev | 5-AGC GAG ATT CCCCTG ACC TT-3' 59,4
pksCT _int_for 5-AAG TTT GCC GAC TGC ATT ACT-3' 51
pksCT_int_rev 5'-GAG ATT TGG CAT AGA CGT CAG TC-3' 52
P.S_pksCT_for 5'-CAT GGC CTC AGG CAC TAT CA-3' 53
P.S_pksCT_rev 5'-CCC GAC CAT GCT CCATGC TC-3' 56
VeA_ for 5'-ATG GCC AAC AGA CCA CCCAT-3 59,4
VeA_rev 5'- AGG TGC GAT TGA TAT GAG GGT G-3 60,3
P.S_VeA_for 5'-GGC CAA CAG ACC ACC CAT C-3 55
P.S_VeA rev 5-CCC TGC TCA GCA ATG ATA CG-3 53
PV_bentag_for 5-CTA GGC CAG CGG TGA CAA GT-3 61,4
PV_bentaq_rev 5'-CAT GGT ACC GGG CTC CAA-3' 58,2
ITS1 5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3 61
ITS 4 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' 55,3

Die gesamten Primer wurden von der Firma Biomers (Ulm) synthetisiert.

Nahrmedien

Tab. 3: Verwendete Nahrmedien.

Nahrmedium

Zusammensetzung pro Liter

Acetamid-Minimalagar

5 g Glucose
3,75 g KH,POq4
0,5 g MgSO,
0,1 g NaCl

0,1 g CaCl,
0,75 g KOH
0,59 g Acetamid
218,6 g Sorbitol
2,1 g CsClI

15 g Agar

Acetamid-Minimal-Weichagar

5 g Glucose
3,75 g KH,PO,
0,5 g MgSO,
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0,1 g NaCl

0,1 g CaCl,
0,75 g KOH
0,59 g Acetamid
218,6 g Sorbitol
2,1 g CsCl

Weichagar wird auf 200 ml-Kolben
verteilt und jeweils 1,6 g Agar dazu
eingewogen. Nach dem
Autoklavieren wird dieses Medium
aufbewahrt und erst bei Gebrauch in
der Mikrowelle aufgekocht.

LB-Agar

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
5 g NaCl

16 g Agar

pH 7,5

LB-Bouillon

5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
10 g Trypton

MG-Agar

1 1 MG-Bouillon
15 g Agar

MG-Bouillon

17 g Malzextrakt
5 g Glucose

YES-Medium (Yeast extract sucrose)

1000 ml YES-Bouillon
20 g Agar

YES-Bouillon

20 g Hefeextrakt
150 g Saccharose

YES-Sorbitol-Bouillon

1000 ml YES-Bouillon
218,6 g Sorbitol

Kartoffel-Agar (PDA)

4 g Kartoffelextrakt
20 g Glucose
16 g Agar
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Tab. 4: Verwendete Losungen.

Losungen

Zusammensetzung

20x SSC-Puffer

175,2 g NaCl
88,23 g Trinatriumcitrat
Auf 1000 ml mit ddH,O auffillen

Ampicillin-Stammlésung

100 mg Ampicillin
1 ml H,O bei -20°C lagern

Blockierungslésung fur Southern Blot

20 g Blocking Reagenz
200 ml Maleinsaurepuffer
1h bei 60°C Idsen,

bei 4°C lagern

Denaturierungslosung

48,8 g NacCl
10 g NaOH
Auf 500 ml mit ddH-,0O aufflllen

Depurinierungslosung

12,5 ml 37% HCI
Auf 500 ml mit ddH,O

Detektionspuffer

12,1 g Tris
5,8 g NaCl
Auf 11 mit ddH,0

IPTG

0,24 g IPTG
Auf 10 ml ddH,O
Bei -20°C lagern

Maleinsaure-Puffer

11,6 g Maleinsaure
8,8 g NaCl

auf 1 I mit ddH,O
pH 7,5

Neutralisierungslosung

87,6 g NaCl

30,3 g Tris

auf 500 ml mit ddH,O
pH 7,5

Prahybridisierungslésung

50 ml 20x SSC-Puffer

150 ml H,0

0,2 g N-Lauroylsarcosin

0,04 g SDS

2 g Blocking Reagenz

Lésung 1h bei 60°C l6sen, bei -20°C
aufbewahren. Nicht Autoklavieren
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Waschlésung |

0,59 SDS
50 ml 20x SSC-Puffer
Auf 500 ml H,O auffillen

Waschloésung I

0,59 SDS
2,5 ml 20x SSC-Puffer
auf 500 ml H,O

Waschpuffer

11,6 g Maleinsaure

8,8 g NaCl

3 ml Tween-20

Auf 11 mit ddH,0

pH 7,5 (mit NaOH-Platzchen
einstellen)

X-Gal Losung

0,015 g X-Gal

500 pl Dimethylformamid
Bei -20°C lagern,

Lésung im Dunkeln lagern

Tab. 5: Verwendete Chemikalien.

Chemikalien Hersteller
Acetamid Merck, Darmstadt, Deutschland
Agar Serva, Heidelberg, Deutschland

Agarose Serva

Serva, Heidelberg, Deutschland

Ammoniumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ampicillin

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Anti-Digoxigenin-AP

Roche, Mannheim, Deutschland

Blocking Reagenz

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Borsaure

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Calciumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Casiumchlorid

Renner, Dannstadt, Deutschland

Chloroform

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

CSPD

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland
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Digoxigenin

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eisessig

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol absolut

Merck, Darmstadt, Deutschland

Glucose Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Hefeextrakt Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Kaliumhydroxid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Lysing Enzyme von Trichoderma
harzianum

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Magnesiumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Maleinséure Merck, Darmstadt, Deutschland
Malzextrakt Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Methanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumacetat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

N-Lauroylsarcosin

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ochratoxin A

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Polyethylenglycol (PEG)

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Saccharose

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Sorbitol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Toluol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trinatriumcitrat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20/Tween 80

Serva, Heidelberg, Deutschland

Xylencyanol

Genaxxon, Biberach, Deutschland

B-Glucuronidase von Helix pomatia

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid 35%

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tab. 6: Verwendete Kits.

Kits

Hersteller

Cyclisches Adenosinmonophosphat
(CAMP)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

DNeasy Plant Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

IQ SYBR Green Supermix

BioRad, Miinchen, Deutschland

JustSpin-Columns

Genaxxon, Biberach, Deutschland

MinElute PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Omniscript Reverse Transkriptase Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

OxiSelect In Vitro ROS/RNS Assay Kits

Cell Biolabs, San Diego, Deutschland

PCR DIG Labeling Mix

Roche, Mannheim, Deutschland

pGEM-T Easy Vector System-|

Promega, Mannheim, Deutschland

QIAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Plant Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

PCR PeqGold kit

Peglab Erlangen, Deutschland
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Tab. 7: Verwendete Gerate.

Gerate

Hersteller

ChemiDoc XRS System

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Elektrophoresekammern

Peglab, Erlangen, Deutschland

IQ5 Real-Time PCR detection system

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Mikroskop

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

NanoDrop 1000 Spektrophotometer

Peglab, Erlangen, Deutschland

Spectrafluor-Plus Fluorescence and
Absorbance Reader

Tecan Group Ltd., M&nnedorf, Chweiz

Thermocycler

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

TLC Scanner und Visualizer

CAMAG, Muttenz, Deutschland

UV-Crosslinker

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Vakuumzentrifuge SpeedVac

Thermo Fisher Scientific, Asheuville,
USA

HPLC Systems

LaChrom, Merk/Hitachi,VWR,
Darmstadt, Deutschland

FastPrep-24™ 5G Homogenisator

MP Biochemicals, Santa Ana, USA

Puffer fir die Pilz-Transformation
STC-Puffer

Fur 200 ml:

43,8 g Sorbitol
0,24 g TRIS

0,29 g CacCl,

auf 200 ml auffillen
pH 7,5
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KCI-Puffer (1,2 M)

Fur 100 ml:

89,4 g KCl und auf 100 ml aufftllen
pH 7

PEG-Puffer
Zuerst wird die Losung A hergestellt und dann die Lésung B.
Losung A

0,12 g Tris
0,15 g CaCl,
auf 100 ml mit ddH,O

Losung B

12 g PEG mit Losung A auf 200 ml auffullen
pH 7,5

5.3 Methoden

5.3.1 DNA-Isolierung

Die hier in dieser Arbeit ausgewahlten Methoden sind fur die DNA-Isolation aus
filamentdsen Pilzen geeignet. Zun&chst wurde von einer frischen Vorkultur eine
Sporensuspension hergestellt und davon wurden 500 pl in 250 ml MG-Bouillon in
einem Erlenmeyerkolben angeimpft und fir 6 Tage bei 25 °C bei 135 UPM
geschuttelt. Danach wurde das Myzel mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe abgesaugt.
Entscheidend fir die Auswahl einer bestimmten Methode war die gewiinschte DNA-
Konzentration. DNA fir PCR-Experimente wurde mittels DNeasy Plant Mini Kit der
Firma Qiagen nach dem Protokoll des Herstellers isoliert. Fir Southern Blot sollte die
DNA in gro3eren Konzentrationen vorliegen. Aus diesem Grund wurde die DNA-
Isolierung nach einem anderen Protokoll durchgeftihrt. Zuerst wurde das Myzel mit

dem FastPrep-24™

5G Homogenisator aufgebrochen. Hierfur wurden 200 mg vom
Myzel in speziellen Saulen abgewogen und mit 600 pl von 50 mM Lysepuffer

gemischt und in dem Homogenisator mit Hilfe von Metallkiigelchen gut gemdrsert.
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Dann wurden die DNA-Proben bei 65 °C fur 15 min im Heizblock inkubiert, um die
Lyse zu verbessern. Nach 20 min Zentrifugation bei 13000 UPM, wurde der
Uberstand in neue Eppis Uberfiihrt und mit 80 pl 4 M Natriumacetatlosung (NaOAc)
gemischt. Nach einer Stunde Inkubation auf Eis, wurde fur 20 min bei 13000 UPM
zentrifugiert. Der gesamte Uberstand wurde in neue Eppis gegeben und mit 60 pl
von der 3 M NaOAc-LOosung und 1500 pl vom eiskalten absoluten Ethanol gemischt.
Die Proben wurden tber Nacht bei -20 °C gefallt. Als Nachstes wurde fur 15 min bei
13000 UPM zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Das Pellet wurde ca. 20 min
in einer Vakuumzentrifuge (Thermo Fisher Scientific, Asheville, USA) getrocknet.
Nach der Trocknung wurde das Pellet in 200 pyl 10 mM Tris-Losung resuspendiert.
AnschlieRend wurde bei 13000 UPM zentrifugiert und der Uberstand in neue Eppis

gegeben. Die DNA wurde sofort weiterverwendet oder bei -20 °C eingefroren.

Nach der Extraktion wurde die DNA Uberprift. In dieser Arbeit wurde die
Konzentration sowie die Reinheit der DNA mittels Nanodrop 1000

Spektrophotometer (Peglab, Erlangen, Deutschland) gemessen.

5.3.2 PCR

Die PCR wurde in dieser Arbeit mit dem PeqGold Kit (Peglab, Erlangen,
Deutschland) durchgefihrt. Dabei wurde ein iCycler der Firma Bio-Rad verwendet
(Bio-Rad, Munchen, Deutschland). In dieser Arbeit wurde die PCR auf 40 Zyklen
festgelegt.

Tab. 8: Reaktionsansatz fir die PCR.

23,5 pl ddH,0O

10 pl 5x Enhancer Solution P

5ul 10x Reaktionspuffer S

2,5ul Forwarts-Primer (5 pmol/pl)
2,5ul Reverse-Primer (5 pmol/pul)

1u dNTP-Mix (10 mM)

0,5 pl Taq DNA-Polymerase (5 units/pl)
5 ul DNA
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Tab. 9: Reaktionsschritte der PCR.

Zyklen Schritte Zeit Temperatur [°C]
Zyklus 1 (1x) Schritt 1 3 min 95 °C
Schritt 1 30 Sek 95 °C
Zyklus 2 (40x) Schritt 2 40 Sek o0
Schritt 3 1 min 30 Sek 72 C
Zyklus 3 (1x) Schritt 1 3 min 72 °C
Zyklus 4 (1x) Schritt 1 © 8°C

* Die Annealingstemperatur hangt von der Zusammensetzung der Primer ab.

5.3.3 RAPD

Zur Bestimmung der Genotypen der neu isolierten P. expansum Stdmme wurde die
RAPD verwendet. Zuerst wurde die DNA aus den Stammen mittels DNeasy Plant
Mini Kit isoliert. Die PCR wurde mit dem PeqgGold Kit (Peglab, Erlangen,
Deutschland) durchgefuhrt.

Tab. 10: Reaktionsansatz fir die RAPD.

27 ul ddH,O

10 pl 5x Enhancer Solution P

5ul 10x Reaktionspuffer S

1u dNTP-Mix (10 mM)

1,5 pl Aristo 1 Primer (Konzentration 100 pmol/ul)
0,5 ul Taq Polymerase (5 units/ul)

5 ul DNA
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Tab. 11: Reaktionsschritte der RAPD.

Zyklen Schritte Temperatur [°C] Zeit

Zyklus 1(1x) Schritt 1 95 °C 2 min 50 Sek
Schritt 1 95 °C 1 min

Zyklus 2 (45x) Schritt 2 36 °C 1 min
Schritt 3 72 °C 4 min

Zyklus 3 (1x) Schritt 1 72 °C 4 min

Zyklus 4 (1x) Schritt 1 8°C 0

5.3.4 Gelelektrophorese

Zur Durchfihrung der Gelelektrophorese wurde zuerst das Gel vorbereitet. Fir ein
1 %ges Agarosegel wurde die entsprechende Menge an Agarose in einem
Erlenmeyerkolben abgewogen und in 1x TBE-Puffer in einer Mikrowelle zum Kochen
gebracht bis sich Agarose vollstdndig geldst hat. Dann wurde der Farbstoff
peqGREEN (Peglab, Erlangen, Deutschland) zum Anfarben der Nukleinsduren
hinzugegeben und gut vermischt. Die Gelldsung wurde in die schon vorbereitete
Gelvorrichtung gegossen, ein Kamm wurde eingesetzt und das Gel wurde fir etwa
30 Minuten erstarren gelassen. AnschlieBend wurde der Kamm entfernt und die
DNA-Proben in die Geltaschen aufgetragen. Hierfir wurden 9 pul der zu
analysierenden DNA-Proben mit 1,5 ul DNA-Probenpuffer vermischt und in die
Geltaschen eingebracht. Zur Bestimmung der Grof3e von DNA-Fragmenten im
Agarosegel wurden 5 pl vom 2-Log DNA-GréRenmarker mitaufgetragen. Far
Southern Blot erfolgte die Auftrennung bei einer Spannung von 90 V. Bei allen
anderen Gelen erfolgte die Auftrennung bei 130 V. Nach dem Laufen wurde das Gel
mit dem Bio-RAD ChemiDoc™ XRS+ Imaging System (Bio-Rad, Miinchen,

Deutschland) dokumentiert.
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Tab. 12: Zusammensetzung des TBE-Puffers.

10x TBE-Puffer

Stoff Molmasse Einzuwiegende Menge
Tris Base 121,1 g/mol 107,8g [0,89 M]
Borsaure 61,8 g/mol 55¢ [0,89 M]
EDTA 380,17 g/mol 7,49 [0,02 M]

Die Komponenten wurden in einer Laborglasflasche eingewogen und auf 1000 ml mit

deionisiertem Wasser aufgefillt. Der pH-Wert von 8,3 ergibt sich automatisch.

Tab. 13: Zusammensetzung des DNA-Probenpuffers.

10x DNA-Probenpuffer 60 % Saccharose

0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Xylencyanol

0,1 % Orange G

10 x TBE-Puffer

Tab. 14: Zusammensetzung des DNA-Markers.

2-Log DNA Marker 400 pl H,0
100 pl 2-Log Ladder
100 pl 6x Blue Loading Dye

5.3.5 Southern Blot

In dieser Arbeit wurde Southern Blot mehrmals durchgefihrt, um die putativen
Knockout-Transformanten zu tberpriifen. Zunachst wurde die DNA aus dem Wildtyp

und den Transformanten isoliert und mit dem EcoRI-Restriktionsenzym geschnitten.

Restriktionsverdau
Zum Verdau der DNA wurden 140 pl DNA, 20 pl 10x EcoRI-NEBuffer, 1 pul RNase
(9,063 units/mg), 2 ul EcoRI-Reaktionsenzym (20 units/ml) zusammen pipettiert und
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mit 37 pl sterilem Wasser auf 200 pl aufgefullt. DNA des Wildtyps wurde in der Regel
als Kontrolle mitgefiuihrt. Vor dem Restriktionsverdau wurde die DNA-Konzentration
bei allen Proben auf dieselbe Konzentration eingestellt. Die DNA wurde fur
6 Stunden bei 37 °C verdaut. Als Nachstes wurden 20 pl 3 M Natriumacetat-Lésung
und 500 pl Ethanol hinzupipettiert und tber Nacht bei -20 °C mit eiskaltem Ethanol
gefallt, um die verdaute DNA aufzureinigen. Nach 20 min Zentrifugation bei 13000
UPM, wurde der wéssrige Uberstand verworfen und die Proben fiir 10 min in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Das erhaltene Pellet wurde in 10 pl 10 mM Tris-
Losung aufgenommen und dann mittels Agarose Gelelektrophorese aufgetrennt. Im
nachsten Schritt wurde das Gel behandelt. Das Gel wurde fur 30 Minuten in 0,25 M
HCI bei Raumtemperatur (RT) depuriniert, 30 Minuten in einer 0,5 M NaOH-L6sung
denaturiert und anschlielRend fir wiederum 30 Minuten in einer 1,5 M NaCl-Lésung
neutralisiert. Nach der Neutralisierung wurde mit ddH,O gewaschen und 5 min mit
20x SSC inkubiert. Der Transfer der DNA auf die Nylonmembran wurde

entsprechend dem Aufbau auf der folgenden Abb. 100 durchgefiihrt

Gewicht

Papiertiicher
/ Nitrocellulose-

oder
/ Nylonmembran

Gel

f Glasblock X ——Salzlésung

Abb. 100: Aufbau von Southern Blot. Der Aufbau wurde, wie auf dem Bild gezeigt ist,
durchgefuhrt. Dabei wurde immer geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen
dem Gel und der Membran bilden. Der Transfer erfolgte Uber Nacht bei RT. Nach
dem Aufbau wurde das Ganze mit einem Gewicht von 500 g beschwert.

Im Anschluss an den Transfer wurde die Nylon-Membran 30 min luftgetrocknet. Zur
Fixierung der DNA auf der Membran wurde zweimal 3 min mit UV-Licht mittels eines
UV-Crosslinkers (GE Healthcare, Minchen, Deutschland) Crossgelinkt: DNA-Seite

zuerst nach oben dann nach unten. Durch das Crosslinken bleibt die DNA auf der
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Membran fixiert. Die Membran wurde mit 10 ml Prahybridisierungslésung in einem
Hybridisierungsrohrchen mit der DNA-Seite nach innen zeigend gegeben und fur
6 Stunden bei 65 °C inkubiert. Nach diesem Vorgang wurde die
Prahybridisierungsléosung verworfen. Anschlieend erfolgte die Hybridisierung der
gesuchten DNA-Sequenz mit einer komplementaren und Digoxigenin (DIG)
markierten DNA-Sonde. Zur Hybridisierung wurde die Sonden-Losung zunachst
10 Minuten bei 95 °c erhitzt, um die Doppelstrange aufzulésen und sofort 3 Minuten
im Eisbad abgekihlt, um die Hybridisierung der Einzelstrange zu verhindern. Danach
wurde die Membran in einem Glasrohrchen unter Rotation tber Nacht in einem Ofen
bei 65 C° inkubiert. Am n&chsten Tag wurde die Sonden-Losung entfernt und die
Membran mit einer Salzlésung gewaschen, um unspezifisch gebundene Sonden-
Teile zu entfernen. Hierfir wurde die Membran zweimal 5 min mit 10 ml
Waschlésung 1 bei RT inkubiert. Die Waschlosung 1 wurde verworfen und die
Membran zweimal fur 15 Minuten bei 65 °C mit 10 ml Waschlosung 2 inkubiert.

Aktivierung der Lumineszenz

In dieser Arbeit wurde die Sonde Uber Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Nach
den vorherigen Waschritten wurde die Membran wurde fir 5 min mit 10 ml
Waschpuffer in einem Hybridisierungsrohrchen inkubiert. Danach wurde sie far
30 min bei RT mit 10 ml der 1-fachen Blockierungslosung inkubiert. Als Nachstes
wurde sie fur 30 min bei RT mit 10 ml der 1-fachen Antikdrperlésung (Anti-
Digoxigenin-AP) unter Schuitteln inkubiert. Der Antikorper ist mit einer alkalischen
Phosphatase (AP) gekoppelt und bindet spezifisch an Digoxigenin, das in der DNA-
Sonde eingebaut ist. Danach wurde die Membran zweimal fur 15 min bei RT mit
10 ml Waschpuffer inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Membran zweimal fur
5min bei RT mit 10 ml Detektionspuffer inkubiert. Die Detektion gebundener
Oligonukleotide erfolgte durch Inkubation der Membran mit einer frisch angesetzten
CSPD-lésung (10 pl CSPD wurden mit 1 ml des 10-fachen Detektionspuffers
gemischt). Hierfir wurde die Membran in einem Plastikbeutel gelegt, die CSPD-
Losung darauf aufgetragen und dann luftblasenfrei abgedeckt. Nach 5 min
Inkubation bei RT, wurde die Flissigkeit Herausgedrtckt, die Tute zugeschweif3t und
die Membran fur 10 min bei 37 °C inkubiert. Die CSPD-L6sung enthélt CSPD-
Molektle, die von der alkalischen Phosphatase des Antikorpers dephosphoryliert
werden. Es entsteht ein metastabiles Phenolanion. Bei Anregung mit UV-Licht wird
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ein Lumineszenz Licht gesendet, das von einer Kamera des BIO-RAD ChemiDoc™
XRS+ Imaging Systems detektiert wird.

5.3.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

Vor der Durchfiihrung der Klonierung wurde zunéchst eine PCR durchgefuhrt, um
das zu ligierende Fragment zu amplifizieren. Die PCR-Produkte wurden danach auf
einem Agarosegel Uberprift, das entsprechende Fragment aus dem Gel
ausgeschnitten und mit dem MinElute PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) aufgereinigt. Die fur die Ligation gebrauchten Komponenten wurden in
1,5 ml Eppendorfgefal3e zusammen pipettiert. Fir die Ligationsreaktion wurden 3 pl
vom PCR-Produkt, 5 pul vom 2-fachen Rapid Ligation Puffer mit 1 pl pGEM-T Easy
Vektor (Promega, Mannheim, Deutschland) gemischt. Dann wurde 1 pl von der T4-

DNA Ligase hinzupipettiert. Der Ligationsansatz wurde Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Tab. 15: Reaktionsansatz der Ligation.

2-facher Rapid Ligation Buffer 5 pl
pGEM-T Easy Vektor (50 ng/ul) 1u
PCR-Produkt 3ul
T4- DNA Ligase (3 units/ul) 1l
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Abb. 101: pGEM-T Easy Vektor.

5.3.7 Transformation von Bakterienzellen

Zur Transformation wurden 5 pl vom Ligationsansatz mit 15 pl 10 mM Tris-Losung
und 100 pl E. coli DH50TH kompetente Zellen in 1,5 ml Eppis versetzt. Die Eppis
wurden dann fur 30 min auf Eis inkubiert. Als Nachstes erfolgte eine 2-minutige
Inkubation bei 42 °C. AnschlieRend wurden die Proben wieder fir 2 min auf Eis
gestellt. Danach wurde 1 ml LB-Bouillon dazu pipettiert, gut vermischt und fiir 1 h bei
37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde 1 min bei 13000 UPM abzentrifugiert und 800 pl
vom Uberstand abpipettiert. Der Rest wurde gut aufgeschiittelt und 100 pl davon mit
40 pl X-Gal (20 pg/ul) und 20 pl IPTG auf eine LB-Platte mit Ampicillin mit der
Konzentration 100 mg/ml pipettiert und mit einem Trigalski-Spatel ausplattiert. Die
Platten wurden bei 37 °C Uber Nacht, mit dem Deckel nach unten, inkubiert. Am
nachsten Tag wurde eine weil3e alleinstehende Kolonie mit einer sterilen
Pipettenspitze abgepickt und in ein 10 ml LB-ROhrchen mit 10 pl Ampicillin
(100 mg/ml) gegeben. Die LB-Rohrchen mit den Bakterien wurden tber Nacht bei
37 °C und 220 UPM geschiittelt.

Nachdem die Zellen in LB-R6hrchen gewachsen waren, wurde daraus das Plasmid
isoliert. Fur die Plasmidisolation wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma
Qiagen verwendet. Die Isolation wurde nach dem Herstellerprotokoll durchgefihrt.
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5.3.8 Animpfen der Pilzstamme

Vor dem Animpfen der Pilzstamme wurden frische Sporensuspensionen hergestellt.
Tween ermdglicht eine gleichmafige Verteilung der Sporen in der Suspension und
dadurch wird vermieden, dass die Sporen nur auf der Suspensionsoberflache
schwimmen. Die Sporensuspension wurde durch Abschwemmen der Sporen mittels
einer Impfose von einer frischen Kultur von einer MG-Platte in Tween-80/NaCl

hergestellt. Danach wurde die Sporenkonzentration bestimmt.

Sporenauszahlung

Um die verschiedenen Spezies miteinander vergleichen zu kdénnen, wurde im Laufe
dieser Arbeit vor jedem Versuch die Sporenanzahl bestimmt. Die Anzahl der Sporen
wurde mittels der Thoma-zZahlkammer (Brand GmbH + Co. KG, Wertheim,
Deutschland; 0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm? Flache) quantifiziert. Von der
Sporensuspension wurden 10 pl in die Zahlkammer pipettiert, unter dem Mikroskop
die Sporen in 5 Gro3quadraten ausgezahlt und ein Mittelwert daraus berechnet. Fur
die Bestimmung der Sporenanzahl pro ml wurde der berechnete Mittelwert mit dem
Faktor 250.000 multipliziert.

Inokulation von Apfeln

Die Apfel, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden aus lokalen Markten in
Karlsruhe gekauft. Die Apfel wurden zuerst mit 70 % Ethanol gespriht, mit
destilliertem Wasser richtig gewaschen und mit Filterpapier getrocknet. Zum
Animpfen wurden die Apfel unter der Sterilbank mit einem sterilen Skalpell leicht
angeritzt (ca. 5 mm in die Apfelfrucht) und 5 pl von einer Sporensuspension von
P. expansum mit der Konzentration 10% Sporen/ml in die geschnittene Stelle
pipettiert.
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5.3.9 Bestimmung der ROS-Konzentration in Apfeln

Der intrazellulare oxidative Stress wurde mittels OxiSelect in vitro ROS/RNS Assay
Kit (Cell Biolabs, San Diego, USA) bestimmt. Die Messung wurde nach dem
Protokoll des Herstellers durchgefiuihrt. Fur die Bestimmung der gesamten freien
Radikale wurden 50 mg vom Apfelgewebe in 1 ml der phosphatgepufferten
Salzlésung (PBS) mit dem FastPrep-24™ 5G Homogenisator (MP Biochemicals,
Santa Ana, USA) zerkleinert. Die weiteren Schritte wurden nach dem

Herstellerprotokoll durchgefihrt.

5.3.10 Knock-out von Genen in Penicillium

Konstruktion eines Inaktivierungsvektors

Um ein Inaktivierungsplasmid herzustellen wurde ein Fragment des zu
inaktivierenden Gens mittels PCR amplifiziert und in den pGEM-T Easy Vektor
kloniert. Danach wurde der Vektor in E. coli DH5aTH amplifiziert. Das Plasmid wurde
wieder aus dem Bakterium isoliert und mit dem Restriktionsenzym EcoRI
geschnitten. Durch den EcoRI-Verdau wurde Uberprift, ob das Plasmid das

gewinschte Gen-Fragment enthélt.

Protoplastengewinnung

Zur Transformation miussen aus den Pilzmyzelien Protoplasten hergestellt werden.
Im ersten Schritt wurde der zu transformierende Stamm in 500 ml YES-Bouillon mit
1,2 M Sorbitol in einem Kolben angeimpft und fur ca. 39 Stunden bei 25 °C bei
135 UPM geschiuttelt. Danach wurde das Myzel mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe
abfiltriert. AnschlieBend wurden 100 mg Lysing Enzyme (Sigma, Steinheim,
Deutschland) in 1 ml von 1,2 M KCI-Puffer aufgelost und mit 75 ul von der 13-
Glucoronidase (Sigma, Steinheim, Deutschland) gemischt. Diese Mischung wurde in
einem sterilen Erlenmyerkolbchen mit 3,925 ml vorgelegtes 1,2 M KCI-Puffers mit 1 g
des filtrierten Myzels vermischt. Das Kélbchen wurde danach fir die Protoplastierung
bei 27 °C inkubiert. Die Dauer der Protoplastierung ist stammabhéngig. Bei
P. citrinum bilden sich nach einer Stunde sehr viele Protoplasten. Bei P. expansum
und P. verrucosum dauert hingegen die Protoplastierung viel langer. Daher wurden
die letzten Stamme bis zu 3 Stunden inkubiert. Die Protoplastenbildung wurde mit

dem Lichtmikroskop kontrolliert. Sobald sich gentigend Protoplasten gebildet haben,
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wurden sie mit steriler Glaswolle in einem Erlenmeyerkolben abfiltriert. Die erhaltene
Protoplastensuspension wurde in 2 ml Eppis verteilt (jeweils 800 pl der Suspension
pro Eppy). Zu den Eppis wurden 800 pl STC-Puffer pipettiert und diese anschlielend
durch Kippen vorsichtig gemischt. Nach 5 min Zentrifugation bei 4000 UPM, wurde
der Uberstand abpipettiert, das Pellet wieder in 250 ul STC-Puffer resuspendiert und
5 min bei 4000 UPM zentrifugiert. AbschlieRend wurde der Uberstand abpipettiert
und die Pellets wurden jeweils in 25 pl STC-Puffer ganz vorsichtig resuspendiert und

in einem 2 ml Eppy zusammenpipettiert.

Co-transformation von Penicillium

Die Protoplasten wurden in dieser Arbeit mit der PEG-Methode transformiert. Die Co-
transformation ist die Transformation mit zwei unterschiedlichen Vektoren. Zur
Transformation wurden 100 pl Protoplastensuspension (10° Protoplasten/ml) mit
10 pl P3SR2-Plasmid (Hynes et al., 1983) und 10 pl von einem anderen Plasmid
(Inaktivierungskonstrukt) zusammenpipettiert und vorsichtig gut gemischt. Die
Mischung wurde 45 min bei RT leicht geschuttelt. Dann wurden 800 pl PEG-Puffer
dazu pipettiert. Die Suspension wurde nochmal 45 min unter standigem Mischen bei
RT inkubiert. Nach 5 min Zentrifugation bei 8000 UPM, wurde der Uberstand
abpipettiert und verworfen, das Protoplastenpellet in 500 pl temperiertem Weich-Agar
resuspendiert und dann in den restlichen Weich-Agar Uberfuhrt. Durch leichtes
Schwenken des Kolbens wurden die Protoplasten im Weich-Agar verteilt, sofort auf
Minimalmedium-Agar-Platten mit Acetamid gegossen und bei 25 °C inkubiert.
Nachdem die Kolonien gewachsen waren, wurden die grof3en Kolonien auf YES-
Platten Uberimpft, damit sie schneller wachsen. Die Platten wurden wieder bei 25 °C
inkubiert. Als Kontrolle wurde der Wildtyp mit angeimpft. Nach 7 Tagen Wachstum
auf YES-Platten wurde die Toxinbildung bei den Transformanten mit der DC/HPLC

analysiert.

5.3.11 Analyse der Mykotoxinbildung

In dieser Arbeit wurden die Mykotoxine mit Chloroform extrahiert. Die Toxine wurden
entweder aus Pilzmyzel auf Agarplatten oder von Apfeln direkt isoliert. Um die Toxine
von Agarplatten zu extrahieren, wurden 2 Agarblockchen aus der Mitte der Pilzkultur
mit Hilfe eines Korkbohrers (Diameter von 8 mm) ausgestochen und in ein 2 ml Eppy
uberfiihrt. Um die Mykotoxine aus den Apfeln zu extrahieren wurde 1 g von der Mitte
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der kolonisierten Apfelflache mit einem sterilen Korkbohrer (Diameter von 8 mm)
entnommen. Zu den Proben wurde 1 ml Chloroform pipettiert und 30 min auf einem
Schittler bei RT stark geschuttelt. Dann wurden Die Agarblockchen oder das
Apfelgewebe mit einer abgeflammten Pinzette entfernt. Danach wurde die
Toxinhaltige L6sung in einer Vakuumzentrifuge (Thermo Fisher Scientific, Asheville,
USA) fur ca. 30 min eingedampft. Anschlieend wurde eine DC mit den Proben
durchgefuhrt.

5.3.12 Dunnschichtchromatographie

Zur Durchfiihrung der DC wurden die schon eingedampften Proben in 60 pl Methanol
resuspendiert und jeweils 10 pl davon auf eine Kieselgel-Platte aufgetragen. Als
Referenz wurden 5 pl von einem Toxin-Standard mit aufgetragen. Zur Entwicklung
der DC-Platte wurde die Glaskammer mit dem entsprechenden Flie3mittelgemisch
gefullt und die DC-Platte hineingestellt. Nachdem die Laufmittelfront den oberen
Rand der DC-Folie bis auf ca. 1 cm erreicht hatte, wurden die Platten aus der
Entwicklungskammer genommen und unter dem Abzug getrocknet. Anschliel3end
wurden die Platten unter UV-Licht bestrahlt. Die gebildeten Toxine wurden Uber
mitgelaufene Toxin-Standards identifiziert. Fur die Detektion von Citrinin und
Ochtaroxin A wurden die DC-Fertigfolien POLYGRAM® SIL G verwendet (Machery-
Nagel & Co. KG, Diren, Deutschland). Fur Patulin wurden die DC-Fertigfolien
ALUGRAMR SIL G/UVas,4 derselben Firma verwendet.

Tab. 16: Zusammensetzung des Flie3mittels.

Zusammensetzung fur 100 ml

90 ml Toluol
5 ml Methanol

5 ml Eisessig
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Tab. 17: Verwendete Standardkonzentrationen.

Toxin Standards Verwendungskonzentration
Citrinin Standard 0,1 pg/ul

OTA Standard 83,5 ng/pl

Patulin Standard 1 mg/ml

Die Toxine wurden von der Firma Sigma-Aldrich gekauft und in Methanol aufgelost.

Danach wurden sie in Methanol auf die gewlnschten Konzentrationen verdinnt.

5.3.13 HPLC

Zur Quantifizierung der Mykotoxinmengen wurde die HPLC eingesetzt. Nach der
Extraktion wurden die getrockneten Toxin-Extrakte zuerst in 150 ul Methanol
aufgenommen. Mit einem Autoinjektor wurden von jeder Probe 10 pl durch einen
Filter aus Polytetrafluorethylen (PTFE) in die Pumpe des HPLC-Systems (LaChrom,
Merk/Hitachi, VWR, Darmstadt, Deutschland) hineingebracht. Das
Lésemittelgemisch setzte sich aus Methanol und Phosphorsaure zusammen. Durch
den Saulenoffen wurde die Temperatur wahrend der Messungen immer auf 40 °C
eingestellt. Fur die Citrininanalyse wurden eine Nukleodur C18 Pyramid 3 pm, 150/3
Saule verwendet (Machery-Nagel, Duren, Deutschland). Fir die Patulinanalyse
wurde eine andere Saule der Firma Agilent in Waldbronn verwendet (XDB C18
4,6x150/5). Die Toxine wurden mittels eines Spektrophotometers (Citrinin bei 330 nm
und Patulin bei 276 nm) gemessen und deren Konzentrationen mit externen Toxin
Standards quantifiziert. FUr die Auswertung der Daten wurde die EZ-Chrom Elite

Software benutzt.

5.3.14 Analyse der Genexpression
In dieser Arbeit wurde die Genexpression mittels Real Time PCR analysiert.

RNA-Extraktion aus filamentdsen Pilzen

In dieser Arbeit wurde die RNA mittels RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) extrahiert. Die RNA Isolation erfolgte nach den Vorgaben des
Herstellers. Zunachst wurden die Myzelzellen in 700 pl RLC-Puffer mit dem

FastPrep-24 TM 5G Homogenisator aufgeschlossen. Dann wurden 7 ul
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3-Mercaptoethanol dazu pipettiert. Nach 3 min Inkubation bei 56 °C (um die Lyse zu
forcieren), wurden die Proben direkt auf QIAshredder Spin S&ulen geladen. Die
Proben wurden dann 2 min bei 13000 UPM zentrifugiert. Der Durchfluss im
Sammeltube wurde vorsichtig und ziigig in ein frisches Eppendorfgefal3 mit 350 pl
absolutem Ethanol Gberfihrt und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gut
gemischt. Danach wurde das homogenisierte Lysat mit dem Préazipitat auf RNeasy
mini Saulen geladen. Die Gesamt-RNA bindet an die Séule und die anderen
Kontaminanten werden gewaschen. Nach 1 min Zentrifugation bei 11000 UPM
wurde der Durchfluss verworfen und die auf der RNeasy mini Saulen gebundene
RNA wurde weiterhin mit RNase freier DNase behandelt.

DNase Behandlung

Um die eventuell vorhandene DNA zu eliminieren, wurden die RNeasy Saulen mit
der DNase behandelt. Zu den RNA-Proben wurden 350 pl RW1-Puffer pipettiert,
1 min bei 11000 UPM zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. In einem separaten
Eppendorfgefall wurden 10 pl DNase | Stocklésung mit 70 pl RDD-Puffer (Qiagen,
Hilden, Deutschland) gemischt, auf die Silica-Gelmembran der RNeasy mini Saulen
pipettiert und fur 30 min bei RT inkubiert. Nach der Zugabe von 350 pl RW1-Puffer
wurde 1 min bei 11000 UPM zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Saulen wurden in ein frisches Eppendorf Reaktionsgefal tberfuhrt. Im nachsten
Schritt wurden 500 ul RPE-Puffer auf die Saulen gegeben. Die Saulen wurden
geschlossen und fir 2 min bei 11000 UPM zentrifugiert. Dieser Schritt wurde
nochmals wiederholt. Danach wurden die Saulen in geleerte Eppis gesteckt und
1 min bei 13000 UPM zentrifugiert. Zum Eluieren wurden die Saulen in 1,5 pl Eppis
Uberfahrt, 100 ul RNase freies Wasser direkt auf die Saulen pipettiert und 1 min bei
11000 UPM zentrifugiert. Die RNA wurde entweder sofort verwendet oder bei -20°C

eingefroren.

Reverse Transkription

Im Anschluss an die RNA-Isolation, wurde die RNA mit Hilfe der reversen
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die cDNA-Synthese erfolgte mittels
Omniskript reverse Transkriptase Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland), einer RNA
spezifischen DNA-Polymerase, die ausgehend von RNA die DNA synthetisiert. Der
Reaktionsansatz wurde fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Die cDNA wurde fur die RT-PCR
verwendet.
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Tab. 18: Reaktionsansatz fir die reverse Transkription.

RNA 12 pl
10 x RT Puffer 2 ul
dNTP-Mix (5 mM je Nukleotid) 2 ul
Oligo dT Primer (10 pmol/ul) 2 ul
Omniskript reverse Transkriptase (4 units/pl) 2 pl

Bestimmung der Kopienzahl eines PCR-Amplikons

Nach dem folgenden Beispiel wird gezeigt wie die Kopienzahl eines Amplikons
bestimmt werden.

Im Fall von patK-Gen betrug die Konzentration des PCR-Produktes nach der
Aufreinigung 119,4 ng/pl (0,1194 g/l). Im Durchschnitt hat ein Nukleotid eine molare
Masse von 300 g/mol. Ein Basenpaar hat die molare Masse von 600 g/mol. Die
Lange des patK-Amplikons ist 1050 bp. Die Molaritdt des Gesamtamplikons ware
630.000 g/mol/l.

630000 g entsprechen 1 mol entspricht 1l
0,1194 g entsprechen x mol entspricht 1l
X=1,89 x 10" mol entspricht 1I

1 mol entspricht 6,025 x 10?® Teilchen (Avogadro-Konstante)

1,89 x 10" mol entspricht 1,14 x 10*" Teilchen

1,14 x 10* Teilchen entsprechen 1I

1,14 x 10* Teilchen entsprechen 1 pl

Fir die Standardreihe wurde eine Verdiinnungsreihe von 10** bis 102 durchgefiihrt.

Real Time PCR

Um die Expression der Gene, die fur die Mykotoxinbildung verantwortlich sind, zu
analysieren, wurde die RT-PCR eingesetzt. In dieser Arbeit wurden mehrere RT-
PCR Versuche durchgefihrt, um die Expression der Polyketidsynthasegene fur die
Citrinin- und Patulinbildung (pksCT und patK) bei P. expansum zu analysieren. Vor
der Durchfihrung der RT-PCR wurde ein DNA-Standard erstellt. Dieser DNA-

Standard bekannter Konzentration wird bei der RT-PCR fur die Erstellung einer
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Standardreihe und somit zur Bestimmung unbekannter DNA-Konzentration benétigt.
Dafur wurde jeweils ein DNA-Fragment aus dem pksCT- und patK-Gen mit den
Primerpaaren pksCT_P.exp_for, pksCT_P.exp_rev  und patk_P.exp_for,
patk_P.exp_rev amplifiziert, mit dem MinElute PCR Purification Kit aufgereinigt, die
Konzentration mittels eines Spektrophotometers (NanoDrop 1000) gemessen und die
Kopienzahl des Amplikons bestimmt. Danach wurde die RT-PCR durchgefuhrt. Fir
die Amplifizierung des pksCT-Gen wurde das Primerpaar pksCT_int_for und
pksCT_int_rev verwendet. Fur das patK-Gen wurde das Primerpaar patK_int_for und
patK_int_rev eingesetzt. Die Ergebnisse der RT-PCR wurden mit dem R-Akin-Gen
normalisiert. Hierfir wurde eine RT-PCR Reaktion mit dem Primerpaar
PV_bentaq_for und PV_bentaq_rev durchgefihrt

Tab. 19: Reaktionsansatz fir die RT-PCR.

iQ™ SYBR Green Supermix 12,5 pl
Forwarts Primer (20 pmol) 1l
Ruckwarts Primer (20 pmol) 1p
cDNA 1l
Steriles bidest. Wasser 9,5 ul

Tab. 20: Reaktionsschritte der RT-PCR.

Zyklen Schritte Temperatur [°C] Zeit
Zyklus 1(1x) Schritt 1 50 °C 2 min
Schritt 2 95 °C 10 min
Schritt 1 95 °C 20 Sek
Zyklus 2 (40x) Schritt 2 58 °C 40 Sek
Schritt 3 72 °C 1 min
Zyklus 3 (85x) Schritt 1 53°C 10 Sek
Zyklus 4 (1x) Schritt 1 8°C o0
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5.3.15 Einstellen der Wasseraktivitat des Mediums

Die Wasseraktivitat im Medium wurde durch die Zugabe von verschiedenen Mengen
an Glycerol eingestellt. Die folgende Tabelle 21 zeigt wie man die Wasseraktivitat im

Medium mit Glycerol einstellen kann.

Tab. 21: Einstellen der Wasseraktivitat im Medium.

Wasseraktivitat (a,-Wert) Bendtigte Glycerinmenge fur
250 ml

1 0

0,99 27

0,98 32,75

0,95 49,75

0,93 61,25

0,90 78,25

Die Glycerolmengen wurden abgemessen und jeweils auf 250 ml mit PDA-Medium
aufgefullt. Nach dem Einstellen der Wasseraktivitat wurden die Medien autoklaviert,
fur 20 min bei 120 °C und anschlieBend in Petrischalen unter der Sterilbank

gegossen.
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