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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Fur gezielten Pflanzenschutz ist Wissen um die molekularen Ablaufe in verschiedenen Pilz-
Pflanze-Interaktionen hilfreich. Dabei wird unter anderem das RNAIi-System verwendet.

Der Brandpilz Thecaphora thlaspeos kann Brassicaceaen wie Arabis alpina oder Arabis
hirsuta sowie unter Laborbedingungen Arabidopsis thaliana infizieren und bietet daher
interessante Forschungsoptionen. Fur diese zuklnftige molekulare Erforschung wurden hier
Methoden zur genetischen Modifikation von T. thlaspeos etabliert. Zudem wurde das RNAi-
System dieses Pilzes auf Funktionalitdt und mogliche biologische Verwendung untersucht.
Fir die genetische Modifikation wurden aufgrund der Biologie von T. thlaspeos und
erfolgreicher Methoden verwandter Pilze haploide Filamente aus Flussigkultur fur die
Protoplasten-basierte Transformation gewahlt. Hierfur konnten geeignete Zellwand-
abbauende Enzyme, Puffer und Stabilisatoren identifiziert und zu einem effizienten Protokoll
zur Gewinnung intakter Protoplasten optimiert werden. Basierend auf Parametern fir
zuverlassige Selektion fur verschiedene Antibiotika konnten Resistenz-vermitteInde Plasmide
hergestellt und erfolgreich in beide Stdmme von T. thlaspeos transformiert werden. Analysen
zeigten, dass beide Transformanten die Konstrukte langfristig stabil exprimieren.

Die Analysen des RNAIi-Systems ergaben, dass T.thlaspeos Gene flr die
Schlisselkomponenten kodiert, die in Domanenarchitektur und Aminosaureidentitat ihren
Homologen aus verwandten Brandpilzen mit funktionellem RNAIi-System &hneln. Als
Alternative zur Deletion von Dicer wurden Methoden vorbereitet, die den Nachweis der
Funktionalitat entweder durch Expression von sRNA-Vorlaufermolekilen von einem zweiten
transformierten Konstrukt oder durch extern applizierte sRNAs ermdéglichen sollten. Die
Sequenzierung von sRNAs aus beiden Wildtypen zeigte, dass sRNAs meistens von rDNA-
Loci stammen. Zudem weist die Akkumulation 22-24 nt langer sRNAs von Protein-kodierenden
und intergenischen Regionen auf Dicer-abhangig generierte siRNAs und milRNAs und die
Anhaufung von 30-32 nt langen sRNAs von pra-mRNA auf Dicer-unabhangig produzierte
siRNAs hin. Vorhergesagte endogene Zieltranskripte der sRNAs legen nahe, dass
T. thlaspeos sein RNAIi-System zur Regulation des Zellzyklus und zur Kontrolle von
Transposons nutzen kénnte. Wahrend der Infektion kdnnten durch pilzliche sRNAs pflanzliche
Zieltranskripte mit Funktionen im Endomembrantransport mittels RNAi reguliert werden,
wodurch das pflanzliche Immunsystem beispielsweise in der ROS-Bildung,
Zellwandzusammensetzung oder Rezeptor-Recycling und -Faltung beeintrachtigt werden
konnte. Durch RNAi-vermittelte Regulation weiterer putativer Zieltranskripte kdnnte indirekt die
Synthese und Sekretion pflanzlicher sRNAs in extrazellulare Vesikel reduziert werden, was
wiederum die sRNA-induzierte Manipulation von der Pflanze im Pathogen reduzieren kénnte.

Auf diese Weise kdnnte das RNAIi-System zum Infektionserfolg von T. thlaspeos beitragen.



Summary

Summary

For targeted plant protection knowledge about the molecular processes in different fungus-
plant interactions is helpful. For this the RNAi-system is utilized, among others.

The smut fungus Thecaphora thlaspeos can infect Brassicaceae species such as Arabis alpina
or Arabis hirsuta and, under laboratory conditions, Arabidopsis thaliana, which offers
interesting research opportunities. For this future molecular research, methods to genetically
modify T. thlaspeos were established here. Additionally, the fungal RNAi system was analyzed
regarding functionality and possible biological utilization.

For the genetic modification, haploid filaments from liquid culture were chosen for the
protoplast-based transformation because of the fungal biology and successful methods used
in related fungi. For this purpose, suitable cell wall degrading enzymes, buffers and stabilizers
were identified and optimized to result in an efficient protocol for the isolation of intact
protoplasts. Based on parameters for reliable selection for different antibiotics, resistance-
mediating plasmids were produced and successfully transformed into both strains of
T. thlaspeos. Analyses proved a stable and long-term expression of the constructs in both
strains.

The analysis of the RNAIi system showed that T. thlaspeos encodes the genes for the key
components which are similar in domain architecture and amino acid identity to their homologs
in related smut fungi with a functional RNAIi system. Alternatively to a Dicer deletion strain,
methods were arranged that soon should prove the functionality by expression of precursor
molecules from a second transformed construct or by external application of sRNAs.
Sequencing of sRNAs from both wildtype strains showed that most sRNAs were derived from
rDNA loci. Additionally, an accumulation of 22-24 nt sRNAs from protein-coding and intergenic
regions suggests Dicer-dependently generated siRNA and milRNA and an enrichment of 30-
32 nt sRNA from pre-mRNA hint at Dicer-independently generated siRNA. Predicted
endogenous target transcripts of these sRNAs indicate T. thlaspeos could use its RNAI system
to control its cell cycle and transposons. During the infection, fungal sRNAs could regulate
plant target transcripts with roles in endomembrane transport via RNAI, so the plant immune
system might get compromised in ROS generation, cell wall composition or receptor recycling
and folding. RNAi-induced regulation of further putative target transcripts might indirectly
reduce the synthesis and secretion of plant SRNAs in extracellular vesicles whereby the sSRNA-
mediated manipulation by the plant in the pathogen could be diminished. This way the RNAI

system could contribute to the successful infection of T. thlaspeos.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Modellsysteme fir die Erforschung von Pilz-Pflanze-

Interaktionen

Pilze stellen durch anhaltende Infektionen eine Bedrohung fir die Nahrungsmittelsicherheit
dar (Fisher et al., 2012). Darunter fihren Brandpilze zu deutlichen Ertragsverlusten bei
Nutzpflanzen wie Mais, Weizen, Gerste oder Kartoffeln (Schirawski et al., 2010, Lanver et al.,
2018, van der Linde and Gohre, 2021, Xia et al., 2020, Ali et al., 2014a, Andrade et al., 2004,
Kronstad, 1996). Die Ertragsverluste betragen beispielsweise flr Thecaphora solani bis zu
85 % bei Kartoffeln in der Andenregion und flir Thecaphora frezii bis zu 51 % bei Erdnlissen
(Andrade et al., 2004, Conforto et al., 2013). Um die Mechanismen wahrend der Pilz-Pflanze-
Interaktionen zu verstehen und neue Methoden flir die Pathogenbekampfung zu etablieren, ist
Wissen um die Infektionsstrategien und involvierte molekularbiologischen Faktoren hilfreich.
Die genetische Modifikation ist dabei besonders hilfreich, da sie es ermoglicht, die Funktion
einzelner Gene bzw. Proteine zu untersuchen. Obwohl mehrere Brandpilze und ihre
Wirtspflanzen genetisch modifiziert werden kdnnen, sind molekulare Studien an diesen
Pflanzen aufgrund ihrer komplexen Genome aufwendig (Wang et al., 1988, Yadava et al.,
2017, Okmen et al., 2021, Bartlett et al., 2008, Ghareeb et al., 2019, Belide et al., 2017, Bdsch
et al., 2016, Rabe et al., 2016, Frantzeskakis et al., 2017). Daher werden neue Modellsysteme
etabliert. Ein solches Modellsystem besteht aus dem Brandpilz Ustilago bromivora und
Brachypodium-Spezies, die wie Mais zu der Familie der Pocaceae gehéren (Rabe et al., 2016).
Far U. bromivora konnte durch die Etablierung der genetischen Modifikation bereits der
Lebenszyklus von der Paarung Uber die Infektion und die Sporidienbildung bis hin zur Bildung
neuer Sporidien und der damit verbundenen Segregation bei der Meiose nachvollzogen
werden (Rabe et al.,, 2016). Dies lasst darauf hoffen, dass zur Klarung der molekularen
Interaktion bald Studien mit beiden genetisch modifizierten Interaktionspartnern veroéffentlicht
werden.

Ein weiteres Modellsystem in der Etablierungsphase besteht aus Thecaphora thlaspeos und
seinen zweikeimblattrigen Wirtspflanzen, zu denen unter anderem die mehrjahrige
Modellpflanze Arabis alpina gehort (Frantzeskakis et al., 2017). Dieser Pilz bietet den enormen
Vorteil, dass er unter Laborbedingungen auch Arabidopsis thaliana infizieren kann, eine
Modellpflanze mit einem Ubersichtlichen, modifizierbaren Genom und umfangreichem Wissen
Uber dessen Immunsystem (Frantzeskakis et al., 2017). Weitere offene Fragen, zu deren
Beantwortung die Forschung an T. thlaspeos beitragen konnte, sind Unterschiede in
molekularen Aspekten zum Befall von ein- und mehrjahrigen Pflanzen sowie von ein- und

zweikeimblattrigen Pflanzen (van der Linde and Gohre, 2021, Sharma et al.,, 2014,
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Hemetsberger et al., 2015, Frantzeskakis et al., 2017). Die Etablierung von T. thlaspeos als
Modellorganismus koénnte daher die Erforschung von Brandpilz-Wirtspflanzen-Interaktion
beschleunigen und diversifizieren. Tatsachlich wird bereits versucht, Parallelen zwischen dem
agronomisch relevanten Brandpilz T. frezii und T. thlaspeos zu ziehen, da erste Studien
bereits Beispiele fir Komponenten in der Pilz-Pflanze-Interaktion identifizieren konnten (Arias
et al., 2021, Frantzeskakis et al., 2017, Courville et al., 2019).

1.2. Molekulare Pilz-Pflanze-Interaktion

Wahrend der biotrophen Infektion muss das pflanzliche Immunsystem weitestgehend
Uberlistet werden. Das pflanzliche Immunsystem erkennt Mikroben an konservierten
Molekilen, sogenannten Pathogen-assoziierten molekularen Strukturen (pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs) wie Chitin oder Flaggelin durch meist in der
Plasmamembran lokalisierte Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) (Nguyen et al.,
2021). Die Aktivierung dieser PRRs I0st erste unspezifische Abwehrreaktionen aus und wird
als Pathogen-ausgel6ste Immunitat (pathogen-triggered immunity, PTI) bezeichnet (Xia et al.,
2020). Hierbei kann es sich beispielsweise um apoplastische reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) handeln, die dem Pathogen schaden kénnen, oder um Callose-Ablagerungen, die die
Zellwand verstarken und so die Invasion der Mikrobe stéren sollen (Gohre and Robatzek,
2008, Nguyen et al., 2021). Sekretierte Effektoren von Pilzen kénnen zu einer erfolgreichen
Infektion flhren, indem diese PTI hemmen (Xia et al., 2020). Ein Beispiel ist der Effektor Pep1,
der wahrend der Infektion durch Ustilago maydis und weiteren Brandpilzen wie Ustilago hordei
den PAMP-ausgel6sten apoplastischen Anstieg von ROS unterdriickt und so das Eindringen
in die Epidermis ermdglicht (Zuo et al., 2019, Lanver et al., 2017). Ein weiteres Beispiel ist der
Effektor Cce1, der in mehreren Brandpilzen, darunter U. maydis und U. bromivora, konserviert
ist und die Callose-Akkumulation an der Infektionsstelle reduziert und so zum Infektionserfolg
beitragt (Xia et al., 2020). Weiterhin ist die Proteinsequenz von See1 in vielen Brandpilzen
konserviert, aber die Funktion dieses Effektors scheint an die Wirtspflanze angepasst zu sein,
da er in der U. maydis-Mais-Interaktion die pflanzliche Zellteilung stimuliert, das Ortholog aus
U. hordei den Deletionsphanotyp aus U. maydis aber nicht komplementieren konnte (Lanver
et al.,, 2017, Zuo et al., 2019). Pflanzliche Rezeptoren kdnnen diese Effektoren wiederum
wahrnehmen und Effektor-induzierte Immunitat (effector-triggered immunity, ETI) auslésen
(Xia et al., 2020). Beispielsweise agiert das Resistenzprotein Ruh1 aus Gerste gegen den
Effektor UhAVR1 aus U. hordei, wodurch es zum Zelltod um die Infektionsstelle kommt,
wodurch die Ausbreitung des Pilzes gestoppt werden soll (Montenegro Alonso et al., 2020).
Diese Resistenzgene kdnnen wiederum durch pilzliche Effektoren antagonisiert werden,

sodass ein evolutionarer Wettlauf im Infektionsgeschehen entsteht (Xia et al., 2020).
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Neben Protein-Effektoren gibt es auch RNA-Effektoren, auf die in Kapitel 1.5 ,RNAi“ ndher
eingegangen wird. Die kleinen RNAs kénnen von beiden Interaktionspartnern nicht nur zur
Regulation der endogenen Genexpression, sondern auch zur Modulation des
Infektionsgeschehens genutzt werden (Nicolas and Garre, 2016, Weiberg et al., 2013). Das
RNAIi-System, in dem sie agieren, ist von besonderem Interesse fUr die Erforschung der Pilz-
Pflanze-Interaktion und fir die allgemeine genetische Forschung, da es die Nutzung von
Modellsystemen mit und ohne Methoden zur genetischen Modifikation unterstitzen kann
(Mahanty et al., 2023, Malavia et al., 2020).

1.3. Der Brandpilz T. thlaspeos

Brandpilze sind eine nicht monophyletische Gruppe biotropher Pilze, die dunkle Teliosporen
in der Pflanze bilden, aber durchaus Unterschiede bei der Kolonisierung zeigen (Arias et al.,
2021, van der Linde and Goéhre, 2021). So keimen Teliosporen von T. thlaspeos im Gegensatz
zu allen untersuchten Brandpilzen erst, wenn ein weit verbreitetes, noch unbekanntes
Pflanzensignal vorhanden ist (Abbildung 1) (Frantzeskakis et al., 2017). Wahrend sich aus
Teliosporen der Graser infizierenden Brandpilze U. maydis, Sporisorium reilianum und
U. hordei haploide Sporidien entwickeln, die mit einem kompatiblen Partner paaren bevor sie
ein dikaryotisches, pathogenes Filament bilden, entsteht bei T. thlaspeos ein Filament, das
direkt die Wirtspflanze infizieren kann (Frantzeskakis et al., 2017, Ghareeb et al., 2019, Okmen
et al., 2021). Andere Thecaphora-Spezies wie Thecaphora solani keimen ebenfalls als
Filamente (Andrade et al., 2004). Die Paarungsgene von U. maydis bestehen aus je einem
Gen kodierend fir das Paarungspheromon mfa1 bzw. mfa2 sowie flr einen entsprechenden
Pheromonrezeptor pra1 bzw. pra2, welche fir die Plasmogamie zweier kompatibler Zellen
bendtigt werden (Vollmeister et al., 2012). Zudem werden in U. maydis kompatible Allele der
Gene bW und bE bendétigt, um den dimorphischen Wechsel von hefeartigem zu filamentésem
Wachstum einzuleiten, welches wiederum die Infektion der Wirtspflanze ermdglicht
(Vollmeister et al., 2012). Die beiden derzeit kultivierten T. thlaspeos-Isolate LF1 und LF2
besitzen Homologe dieser Gene von U. maydis und sind in der Lage zu paaren (Frantzeskakis
etal., 2017, Plucker et al., 2021). T. thlaspeos infiziert verschiedene Brassicaceaen in Europa,
darunter Arabis alpina, Arabis hirsuta und Arabidopsis lyrata sowie unter Laborbedingungen
Arabidopsis thaliana (Frantzeskakis et al., 2017). Damit ist er wie beispielsweise
Melanopsichium pennsylvanicum, T. solani oder T. frezii ein Brandpilz, der zweikeimblattrige
Pflanzen befallt (Courville et al., 2019, van der Linde and Goéhre, 2021). Wie S. reilianum und
U. hordeiinfiziert T. thlaspeos seine Wirtspflanzen systemisch ohne offensichtliche Symptome
bis zur Bliitenbildung (Okmen et al., 2018, Schirawski et al., 2010, Frantzeskakis et al., 2017).
Dabei wachsen sowohl T. thlaspeos als auch U. hordei entlang der Leitbundel (Frantzeskakis

etal., 2017, Okmen et al., 2018). In den mehrjahrigen Wirtspflanzen wie A. hirsuta findet man
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T. thlaspeos erst nach der Vernalisierung im Spross und allen anhangenden Organen, bevor
er schliel3lich in den Schoten Teliosporen bildet, die das Saatgut bedecken oder es ersetzen
(Frantzeskakis et al., 2017). Daruber hinaus kann T. thlaspeos in seiner mehrjahrigen

Wirtspflanze Uberwintern (Frantzeskakis et al., 2017).
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Abbildung 1 Lebenszyklus von T. thlaspeos. Teliosporen von T. thlaspeos werden aus den Schoten (mittleres Bild)
in die Umwelt freigesetzt oder verbreiten sich zusammen mit dem Saatgut. Sie keimen in Anwesenheit eines noch
unbekannten Pflanzensignals filamentds aus. Zunachst werden basal sogenannte leere Sektionen gebildet, bevor
die Verzweigung zum Myzel beginnt. Das Myzel kann axenisch kultiviert werden. Filamente aus gekeimten Sporen
koénnen direkt die Pflanze infizieren. Alternativ kdnnen Isolate verschiedener Paarungstypen sich wahrscheinlich
anhand von Pheromonen erkennen, an den Hyphenspitzen fusionieren und anschlieRend filamentds auswachsen.
Aufgrund von Ahnlichkeiten zu anderen Brandpilzen kann dieses vermutlich dikaryotische Filament wahrscheinlich
die Wirtspflanze infizieren. Die Infektion erfolgt Giber die Wurzel oder durch Appressorien-ahnliche Strukturen auf
Blattern. T. thlaspeos proliferiert systemisch entlang der Leitbiindel ohne offensichtliche Symptome hervorzurufen
bis die Sporen in den Schoten das Saatgut der Pflanze iberziehen oder ersetzen. Die Abbildung wurde modifiziert
nach (Frantzeskakis et al., 2017) (Abb. 8).

Zur Etablierung von T. thlaspeos als Modellpilz wurde bereits fur beide Isolate das Genom

sequenziert, assembliert und Protein-kodierende Gene annotiert (Courville et al., 2019). Es ist
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vergleichbar zu anderen etablierten Brandpilzen, da es ein kleines Genom von ca. 20,5 Mbp
mit 22-24 Chromosomen und einem geringen Anteil an repetitiven DNA-Abschnitten (Repeats)
besitzt (Courville et al., 2019). In LF1 wurden 6239 manuell kuratierte Protein-kodierende
Gene vorhergesagt (Courville et al., 2019). Die Genome von LF1 und LF2 weisen zwar eine
hohe Ahnlichkeit auf, sind aber nicht vollkommen identisch (Courville et al., 2019).
Beispielsweise gibt es 11509 Einzelnukleotid-Polymorphismen zwischen den beiden Isolaten
(Courville et al., 2019). Das LF1-Genom konnte auf 32 Scaffolds und das LF2-Genom auf 537
meist deutlich kirzeren Scaffolds assembliert werden (Courville et al., 2019). Zudem umfasst
die Genannotation flir LF2 mit 6504 Genmodellen, die nachtraglich nicht manuell kuratiert
worden sind, mehr Genmodelle als fur LF1 (Courville et al., 2019). Dartber hinaus wurden 31
Genmodelle nicht im jeweils anderen Isolat identifiziert (Courville et al., 2019). Insgesamt ist
die Anzahl der annotierten Gene in LF1 vergleichbar zum Pathogen fir zweikeimblattrige
Pflanzen, M. pennsylvanicum, aber etwas geringer als fir die sequenzierten Brandpilze, die
einkeimblattrige Pflanzen befallen (Courville et al., 2019, Rabe et al., 2016). Unter den
vorhergesagten Protein-kodierenden Genen waren verbreitete Effektoren von Brandpilzen wie
den Peroxidase-Inhibitor Pep1, aber auch neue Effektoren, deren Signifikanz flr den
Infektionserfolg durch heterologe Expression in U. maydis oder A. thaliana bestatigt werden
konnte (Courville et al., 2019). Fur nahere Untersuchungen waren Deletionsstdmme in

T. thlaspeos wiinschenswert.

1.4. Genetische Modifikation

Fir die Untersuchung verschiedener Effektoren waren genetisch veranderte Laborstamme
hilfreich. Fur die Transformation kénnen verschiedene Methoden, unterschiedliches pilzliches
Ausgangsmaterial sowie weitere Faktoren wie Selektionsmarker und DNA-Sequenzen
gewahlt werden (Kawai et al., 2010, Meyer, 2008, Tomico-Cuenca et al., 2021).

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die bestehenden Protokolle zur genetischen
Modifikation von U. maydis als Ausgangspunkt verwendet (Brachmann et al., 2004, Terfriichte
et al.,, 2014). Insbesondere die Handhabung kritischer Schritte wurde im Rahmen dieser
Dissertation in einem Videoformat mit Protokoll publiziert (Bdsch et al., 2016). Basierend auf
diesen Protokollen von U. maydis und unterstitzt durch Transformationsprotokolle weiterer

Pilze sollte hier die genetische Modifikation von T. thlaspeos etabliert werden.

1.4.1. Transformationsmethode
Fir Pilze wurden verschiedene Transformationstechniken erfolgreich etabliert. Jedoch ist
schwer vorherzusagen, welche Technik fir welchen Organismus gut funktioniert, und jede

muss individuell angepasst werden (Meyer, 2008).
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Fur verschiedene Verwandte von T. thlaspeos wie U. maydis, S. reilianum oder
Ustilago bromivora  wurden  Protokolle zur Protoplastierung mit anschlielender
Polyethylenglycol (PEG)-Transformation etabliert (Schulz et al., 1990, Gillissen et al., 1992,
Bosch et al., 2016, Ghareeb et al., 2015, Rabe et al., 2016). Diese kostenglinstige Methode
funktioniert auch bei filamentdsen Pilzen wie Serendipita indica (friiher: Piriformospora indica),
Neurospora crassa oder Fusarium graminearum (Osman et al., 2020, Cairns et al., 2016, Li et
al., 2017a, Zuccaro et al., 2009). Protoplasten kbénnen aus unterschiedlichem
Ausgangsmaterial wie Sporen, gekeimten Sporen oder Hyphen durch Zellwand-abbauende
Enzyme gewonnen werden (Meyer, 2008, Rivera et al., 2014). Mit Hilfe von PEG und
Calciumchlorid wird die DNA in die Protoplasten aufgenommen (Li et al., 2017a). Bei
mycelartig wachsenden Pilzen wirden zusammenhangende, aber mdglicherweise nicht oder
unterschiedlich modifizierte Zellabschnitte verbunden bleiben, wodurch ein Austausch von
Molekilen durch die Poren der Septen mdglich ware (Kim et al., 2015). Daher stellt die
raumliche Trennung der transformierten Protoplasten auf Festmedium einen Vorteil dieser
Methode dar. Nachteile dieser aufwendigen Methode sind zum einen die haufig auftretenden
multiplen Insertionen der Fremd-DNA und zum anderen die vielen kritischen Schritte, die bei
der Etablierung individuell getestet werden mussen (Li et al., 2017a, Meyer, 2008). Aullerdem
wurde ein Einfluss der Enzym-Charge auf die Transformationsrate berichtet (Meyer, 2008).
Bei der Agrobacterium-vermittelten Transformation werden die Bakterien mit dem Pilz co-
kultiviert (Meyer, 2008). Dabei nutzt Agrobacterium tumefaciens die auf dem T-Vektor
kodierten Virulenzgene fir den Transfer von DNA eines zweiten sogenannten binaren Vektors,
auf welchem sich das zu transferierende Konstrukt zwischen zwei imperfekten Repeats
befindet (Meyer, 2008). Auch bei dieser effizienten Methode kann unterschiedliches
Ausgangsmaterial wie Sporen, Hyphen, Fruchtkérper oder Protoplasten verwendet werden (Li
et al., 2017a). Zudem kommt es oft zu einer niedrigen Anzahl an Insertionen und es kann zu
einer hohen Rate homologer Rekombinationsereignisse kommen (Li et al., 2017a). Diese
Methode ist allerdings zeitaufwandig und die Transformationsrate abhangig von vielen
Parametern wahrend der Co-Kultivierung wie Verhaltnis von Pilz- und Bakterienzellen,
Temperatur und Zeit (Meyer, 2008, Wang et al., 2017c).

Bei der Elektroporation wird durch eine angelegte Spannung die Membranpermeabilisierung
geandert, wodurch DNA in die Zellen aufgenommen werden kann (Meyer, 2008). Sie wird
beispielsweise fur Cryptococcus-Spezies oder Fusarium oxysporum verwendet (Wang, 2021,
Liang et al.,, 2014). Es ist eine einfache, effiziente und glnstige Methode, welche mit
unterschiedlichem Ausgangsmaterial wie Sporen, Konidien und zum Teil intakten Zellen
durchgefihrt werden kann (Meyer, 2008, Rivera et al., 2014). Oft ist dafur aber die
Generierung von Protoplasten nétig (Rivera et al., 2014). Daruber hinaus muss ein

Elektroporationssystem angeschafft werden (Wang, 2021). Auch hier muss eine Vielzahl an
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Parametern wie Pufferkomposition, pH-Wert und einige zelluldre und elektrische Parameter
optimiert werden (Rivera et al., 2014).

Eine weitere Methode ist die Biolistik. Hierbei werden Partikel, die kleiner als eine Pilzzelle
sind, mit DNA beladen und so beschleunigt, dass sie die Pilzzelle passieren und die DNA in
der Zelle hinterlassen (Rivera et al., 2014). Dies ist oft eine gute Alternative, wenn Pilze schwer
kultivierbar sind oder eine Protoplastierung nicht funktioniert (Li et al., 2017a). Sie ist aber
teuer, resultiert oft in einer niedrigen Transformationseffizienz und benétigt spezielle Gerate,
um die Partikel mit DNA zu beschichten und sie mit hoher Geschwindigkeit auf die Zellen
treffen zu lassen (Rivera et al., 2014, Meyer, 2008). Sie wird zum Beispiel in Cryptococcus
neoformans verwendet.

Eine einfache, schnelle und sichere Methode, um Zellen genetisch zu verandern, ist die
Agitation mit Glasperlen (Rivera et al., 2014). Hierbei werden die Zellen mit Glasperlen, Trager-
und Plasmid-DNA schuttelnd inkubiert (Rivera et al., 2014). Die Glasperlen sollen die Zellen
beschadigen, sodass sie ohne osmotische Unterstiitzung nicht mehr anwachsen kdnnen
(Gietz and Woods, 2001). Dies lasst vermuten, dass die DNA durch die Beschadigung in die
Zelle gelangen kann. Das Resultat ist jedoch eine der niedrigsten Transformationseffizienzen
(Rivera et al., 2014). Diese Methode wurde beispielsweise flr S. cerevisiae getestet (Rivera
et al., 2014).

SchlieBlich gibt es die Schockwellen-vermittelte Transformation (Rivera et al., 2014, Li et al.,
2017a). Durch Schockwellen kann eine transiente akustische Kavitation erzeugt werden,
welche die Membranpermeabilitat andert, worauthin DNA in die Zellen aufgenommen werden
kann (Li et al., 2017a). Es ist eine einfache Methode mit hoher Effizienz, die ohne
Protoplastierung auskommt und auch mit Sporen durchgefiihrt werden kann (Rivera et al.,
2014, Li et al., 2017a). Allerdings sind die Anschaffungskosten hoch (Rivera et al., 2014).
Diese Methode wurde fir Aspergillus niger getestet (Li et al., 2017a).

Da die Protoplastierung mit anschlieRender PEG-Transformation bei verwandten und auch bei
anderen filamentésen Pilzen etabliert wurde und aufgrund der Moglichkeit der Vereinzelung
der Zellen mit einzelnen Transformationsereignissen, soll diese Methode fir T. thlaspeos

etabliert werden.

1.4.2. Das Ausgangsmaterial
Im nachsten Schritt wurde das zu transformierende Pilzmaterial festgelegt. Es ist grundsatzlich
mdglich, Sporen und Filamente zu protoplastieren (Meyer, 2008). Es gibt allerdings einige
Aspekte, die bei der Wahl des Ausgangsmaterials berlcksichtigt werden sollten. Das
Ausgangsmaterial fur Transformationen sollte idealerweise in groRen Mengen verflgbar sein,
da die Etablierung viele verschiedene Analysen bendtigt. Genetisch identisches

Ausgangsmaterial verhindert einerseits genetische Einflisse auf die Transformationsrate
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(Kawai et al., 2010) und ermdglicht andererseits genetisch klar definierte Transformanten.
Studien an haploiden Zellen vereinfachen die Herstellung von Nullmutanten im Vergleich zu
di- oder polyploiden Zellen (Cui et al., 2020a). Langfristig ist ein sequenziertes Genom von
Vorteil, um gezielte Modifikationen planen zu kénnen (Cairns et al., 2016). All diese Aspekte
sprechen bei T. thlaspeos fur die Verwendung von Filamenten, da diese in grolen Mengen
angezogen werden kdnnen, aus genetisch identischen, haploiden Zellen bestehen und ihr
Genom bereits sequenziert ist (Frantzeskakis et al., 2017, Courville et al., 2019). Gegen die
Verwendung von Filamenten spricht, dass mit diesen bislang im Gegensatz zu Sporen noch
keine Infektion nachgewiesen wurde. Moglicherweise mussten die haploiden Filamente aus
der Flussigkultur zuvor paaren (Frantzeskakis et al.,, 2017). Fur diese Analyse wéaren
Paarungspartner hilfreich, die unterschiedliche Fluorophore exprimieren. Diese Argumente
legen die Verwendung von Filamenten nahe.

T. thlaspeos ist axenisch in Flussig- und Festmedium kultivierbar (Frantzeskakis et al., 2017),
allerdings war fur die Transformation eine einheitliche Qualitdt und zuverlassiges
Wachstumsverhalten noétig. Daher sollten verschiedene Kulturmedien und verschiedene
Geliermittel getestet werden. Sobald die entsprechenden Geratschaften und Stamme
verfugbar wurden, sollte dartber hinaus die Kultivierung in niedrigem Kulturvolumen mit

Echtzeitverfolgung von Biomasse und Fluoreszenz etabliert werden.

1.4.3. Protoplastierung
Zur Gewinnung von Protoplasten muss die Zellwand enzymatisch oder seltener auch durch
physikalische, aber weniger effiziente Methoden degradiert werden (Li et al., 2017a). Die
pilzliche Zellwand schutzt die Zelle vor physikalischem Stress, bildet ein Gerust fir Zellwand-
assoziierte Proteine, die wiederum die Polysaccharid-haltigen Komponenten der Zellwand vor
degradierenden Enzymen schitzt (Klis et al., 2006). Dartiber hinaus formt und stabilisiert die
Zellwand und verhindert so durch den Gegendruck das Platzen der Zelle aufgrund meist
hoherer Osmolaritat im Cytoplasma (Klis et al., 2006). Die Zellwand von Pilzen besteht meist
aus Chitin, welches aus beta-1,4-glykosidisch verknipften N-Acetylglucosaminen besteht,
einer Schicht aus Glucanen, die meist aus beta-1,3-glykosidisch verknupfter Glucose besteht,
und Glykoproteinen (Langner et al., 2015, Bowman and Free, 2006, Klis et al., 2006). Sie kann
in ihrer Zusammensetzung innerhalb einer Spezies wahrend des Lebenszyklus sowie
zwischen Spezies variieren (Li et al., 2017a). Deshalb ist eine individuelle Anpassung der
Enzyme fur die Protoplastierung wichtig. Eine Kombination von Enzymen kann notwendig sein,
und scheint neben dem Testen von Protokollen nahe verwandter Pilze eine gute Strategie zu
sein (Ghareeb et al., 2015, Bosch et al., 2016, Rabe et al., 2016, de Bekker et al., 2009).
Daruber hinaus muss der Protoplastierungspuffer nicht nur die Aktivitat der gewahlten Enzyme

gewahrleisten, sondern auch die Protoplasten stabilisieren, da diese sensitiv gegentber
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Osmose sind (Li et al., 2017a). Weiterhin mussen ggf. die optimale Temperatur und
Inkubationszeit fur Enzyme und Pilzmaterial gefunden werden (Li et al., 2017a). Zu dieser
Methode bestanden bereits Publikationen zu U. maydis, die wahrend dieser Dissertation in
Form eines Videos mit Protokoll, insbesondere mit den kritischen Schritten, aufbereitet und
veroffentlicht wurden (Bdsch et al., 2016, Brachmann et al., 2004, Terfrichte et al., 2014).
Wahrend der Protoplastierung sind dies hauptsachlich die Vermeidung von osmotischem und
mechanischem Stress, aber auch eine ausreichende Inkubationszeit mit den

Protoplastierungsenzymen (Bosch et al., 2016).

1.4.4. Transformation

Auch wahrend der Transformation mussen die Protoplasten osmotisch stabilisiert werden (Li
et al., 2017a). Die Transformation dient dazu, die Fremd-DNA in die Zelle bzw. den
Protoplasten zu bringen. Dazu muss die zunachst extrazellular vorliegende Fremd-DNA intakt
bleiben und durch die Plasmamembran und im Falle der Integration in das Genom schlief3lich
in den Zellkern gelangen. Die Inhibierung von Nukleasen wird bei Transformationen vermutlich
durch Zusatze wie Heparin vermittelt, welches aufgrund seiner negativen Ladung
maoglicherweise mit DNA um deren Bindung konkurriert (Bauchwitz, 1991). Die Mischung aus
Protoplasten, DNA und ggf. Heparin wird oft einige Minuten auf Eis inkubiert, damit die DNA
sich an die Oberflache der Protoplasten anlagern kann (Li et al., 2017a, Bosch et al., 2016,
Rabe et al., 2016, Yu et al., 2015, Zuccaro et al., 2009). Die Aufnahme der DNA in die Zelle
soll durch Calciumchlorid und PEG vermittelt werden (Li et al., 2017a). Dazu soll
Calciumchlorid Kanale in der Plasmamembran 6ffnen (Li et al., 2017a). Es gibt zwei Theorien,
wie die DNA mit Hilfe von PEG in die Zelle gelangt. Zum einen geht man davon aus, dass
Protoplasten fusionieren und die DNA dabei aufgenommen wird (Gietz and Woods, 2001).
Zum anderen soll PEG die Membranpermeabilitdt andern und die Adhasion zwischen
Membran und DNA verbessern, so dass Nukleinsauren leichter in die Zelle gelangen kénnen
(Li et al., 2017a). AuRerdem wird vermutet, dass Endocytose an der Aufnahme von DNA
beteiligt sein kdnnte (Kawai et al., 2010). Darlber hinaus soll PEG Einfluss auf das
Transkriptom und das Metabolom bei Stressantworten haben (Kawai et al., 2010). Nachdem
die DNA mdglicherweise Uber Endocytose in die Zelle aufgenommen wurde, ist unklar wie sie
in den Zellkern gelangt (Kawai et al., 2010).

Daruber hinaus sind fur den Transformationserfolg einige Faktoren bezlglich der Fremd-DNA
und Aspekte zum Einbau der DNA ins Genom relevant, die im nachsten Abschnitt erlautert

werden.
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1.4.5. Zu transformierende DNA

Nachdem die DNA in die Zelle gelangt ist, kann sie, je nach Moéglichkeiten des Organismus
und der DNA-Sequenz, entweder extrachromosomal als Plasmid oder Minichromosom
erhalten bleiben, zufallig oder gezielt in das Genom integriert oder aber degradiert werden
(Arras and Fraser, 2016). Fur die Forschung sind insbesondere die Generation von
Gendeletionen oder Punktmutationen, die zeitiche oder quantitative Anderung der
Genexpression, die Fusionierung eines Gens mit einem Markergen oder auch die Expression
heterologer Gene relevant. Um wahrend der Infektionsexperimente keinen Selektionsdruck flr
den Erhalt der Plasmide aufrecht erhalten zu missen, soll in dieser Arbeit ein Protokoll fur die
Integration der DNA in das Genom etabliert werden. Um Fremd-DNA in die genomische DNA
zu integrieren, werden die zelleigenen Mechanismen zur Reparatur von Doppelstrangbrichen,
die Verbindung nicht-homologer Enden (non-homologous end joining, NHEJ) oder die
homologe Rekombination, genutzt (Schuster and Kahmann, 2019). Bei NHEJ werden die
beiden Enden ligiert, wobei haufiger Punktmutationen entstehen kénnen (Song et al., 2019).
Bei homologer Rekombination wird DNA mit homologen Sequenzen miteinander rekombiniert,
sodass die Fremd-DNA schliellich die endogene Sequenz ersetzt (Schuster and Kahmann,
2019). Dies ist ein akkurater Mechanismus, der beispielsweise die Fusion eines endogenen
Gens mit einem Markergen ohne Leserasterverschiebung erlaubt (Lai et al., 2010). Je nach
experimenteller Fragestellung kann die Fremd-DNA fir ein Gen, einen Promotor, einen
Terminator, eine Expressionskassette fiir einen Selektionsmarker fir den Zielorganismus, eine
Sequenz fir den meist bakteriellen Amplifikationsschritt fiir die Klonierung und ggf. homologe
Flanken kodieren (Terfriichte et al., 2014). Da verschiedene Spezies bestimmte Codons,
Dicodons, regulatorische Elemente und Flankenlangen bevorzugen, missen jeweils
geeignete Komponenten gefunden werden (Meyer, 2008). Darlber hinaus finden sich in der
Literatur gegensatzliche Aussagen zur Effizienz von linearen oder zirkularen Sequenzen
(Gietz and Woods, 2001, Song et al., 2019).

1.4.6. Regeneration und Selektion

Wahrend der Regenerationsphase wird die Zellwand der Protoplasten neu gebildet, weshalb
auch hier ein individueller osmotischer Stabilisator nétig ist (Li et al., 2017a). Die Regeneration
der Zellwand und die Selektion transformierter Protoplasten sollen moglichst in einem
Arbeitsschritt erfolgen, beispielsweise in Form der flur U. maydis etablierten Zweischicht-
Agarplatten, bei denen das Antibiotikum aus der unteren in die obere Schicht diffundieren
muss (Bdsch et al., 2016).

Da fir T. thlaspeos derzeit keine Prototrophien bekannt sind, sollen Selektionsmarker fiir
Wachstum-inhibierende Substanzen etabliert werden. Hygromycin B ist eine haufig fur die

Selektion filamentdser Pilze verwendete Substanz, die neben Nourseothricin, Carboxin und
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G418 auch bei U. maydis verwendet wird (Wang et al.,, 2017c, Bdsch et al., 2016).
Hygromycin B inhibiert die Translation vermutlich durch die Stabilisierung der Peptidyl-tRNA
an der ribosomalen Aminoacyl-Stelle (Gonzalez et al., 1978). Hygromycin B kann jedoch durch
eine Phosphotransferase modifiziert werden, sodass Resistenz vermittelt wird (Rao et al.,
1983). Nourseothricin inhibiert die Proteinsynthese und kann durch die Nourseothricin N-
Acetyltransferase modifiziert werden und so Resistenz vermitteln (Yang et al., 2019). Fur die
erwahnte Selektion sollte die minimal Wachstum-erlaubende Konzentration (minimal inhibitory
concentration, MIC) verschiedener Antibiotika bestimmt werden. Da T. thlaspeos auf
Festmedien mit verschiedenen Geliermitteln angezogen wird, sollte dies fiir beide bestimmt
werden. Dazu sollten Resistenzgenkassetten mit Promotor und Terminatorsequenzen aus
T. thlaspeos und einem Codon-optimierten Gen fur die Resistenz-vermittelnde Hygromycin-
Phosphotransferase hergestellt werden, zu denen es schon Vorarbeiten gab (Thorsten

Langner und Merve Otztiirk, persénliche Kommunikation).

1.4.7. Stammuverifizierung

Um zu Uberprifen, ob und ggf. wo die Transformanten das transformierte Konstrukt in das
Genom integriert haben, sind einige Untersuchungen nétig. Zunachst sollten die
Transformanten auf Selektionsmedium anwachsen und dabei wenn mdglich vereinzelt werden
(Bosch et al., 2016). Dies gewahrleistet genetisch homogenes Ausgangsmaterial und zeigt
andauernde Resistenz gegenliber dem verwendeten Selektionsmarker. Im Falle einer
zufalligen Insertion kann eine PCR mit einem Primerpaar durchgefihrt werden, das
ausschlieB8lich im transformierten Konstrukt bindet (Pllicker et al., 2021). Nur Kandidaten,
deren PCR ein Produkt in erwarteter Lange aufweisen, sollten weiterverwendet werden
(Plicker et al., 2021).

Bei Deletionen kann nach der Selektion und Vereinzelung mit einer Multiplex-PCR festgestellt
werden, ob das zu deletierende Gen noch vorhanden ist und die transformierte DNA
dementsprechend ektopisch inseriert wurde (Bdsch et al., 2016). Ein Primerpaar sollte dazu
innerhalb des zu deletierenden Gens binden und ein weiteres Primerpaar sollte genomische
DNA binden und ein PCR-Produkt ergeben, das langer ist als das des zu deletierenden Gens
(Bésch etal., 2016). Das langere PCR-Produkt stellt sicher, dass die PCR unter den gewahlten
Bedingungen erfolgreich durchfiihrbar war und das kirzere weist den bei einer Deletion
unerwunschten DNA-Abschnitt nach. Da flr weitere Analysen nur Kandidaten weiterverwendet
werden, in deren PCR das zu deletierende Gen nicht nachgewiesen werden konnte, kann die
Anzahl der weiter zu testenden Kandidaten oft deutlich reduziert werden (Bdsch et al., 2016).
In einer zweiten PCR wird Uberprtft, ob das Konstrukt am gewlinschten Locus inseriert wurde.
Hierzu werden jeweils flr upstream- und downstream Flanke Primer verwendet, von denen

einer auferhalb der Flanken und des transformierten Konstrukts und ein zweiter innerhalb der
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Plasmid-DNA bindet (Bosch et al., 2016). SchlieRlich werden die Kandidaten, bei denen in der
ersten PCR der Verlust des zu deletierenden Gens und in der zweiten PCR die Insertion des
Konstrukts in den gewunschten Locus nachgewiesen werden konnte, in einem Southern Blot
getestet (Bdsch et al., 2016). Wenn die Sonde im Southern Blot die Flanken des
Deletionslocus bindet und sofern die Restriktionsendonuklease, mit der die genomische DNA
geschnitten wird, sorgfaltig ausgewahlt wurde, kénnen Wildtyp und gewlnschte
Deletionsmutante durch deutlich unterschiedliche Bandenmuster unterschieden werden. Alle
zusatzlichen Banden weisen auf zusatzliche Insertionsloci oder unverdaute DNA hin. Letzteres
sollte vermieden werden und Kandidaten mit zusatzlichen Banden sollten verworfen werden
(Bdsch et al., 2016).

1.5. RNAI
1.5.1. Das Funktionsprinzip von RNA.i

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein in den meisten Eukaryoten konservierter Mechanismus, durch
den Gene sequenzspezifisch reguliert werden (Nicolds and Garre, 2016). Die Spezifitat wird
dabei durch kleine RNAs (small RNAs, sRNAs) vermittelt, die aus dsRNAs generiert werden
(Abbildung 2) (Nicolas and Garre, 2016, Svoboda, 2020). Klassischerweise besteht RNAi aus
dem Schneiden einer langeren dsRNA durch die Endoribonuklease Dicer in doppelstrangige
kurze interferierende RNA (short interfering RNA, siRNA), dem Beladen eines dieser siRNA-
Strange in Argonaute (Ago), der durch die siRNA sequenzspezifisch vermittelten
Basenpaarbindung an RNA und schlieBlich deren endonukleolytischer Spaltung durch Ago
(Svoboda, 2020). Dabei kénnen RNA-abhangige RNA-Polymerasen (RdRPs) an der
Generierung der dsRNA beteiligt sein (Svoboda, 2020). Tatsachlich gibt es mehrere
Mechanismen, die kleine RNAs von ca. 20-30 nt Lange sowie Dicer und Ago zur Genregulation
verwenden, und inzwischen zum Teil auch RNAi genannt werden, wie zum Beispiel
transkriptionelles Gen-Silencing, bei dem DNA de novo methyliert oder Histone modifiziert
werden kénnen (Nicolas and Garre, 2016, Svoboda, 2020, Villalobos-Escobedo et al., 2016).
Auch Dicer-unabhangig generierte sRNAs werden mit RNAI assoziiert (Nicolas and Garre,
2016). Dartber hinaus kénnen die an der Prozessierung beteiligten Enzyme sowie die Prasenz
von Modifikationen wie Methylierungen in Tieren, Pflanzen und Pilzen variieren (Zhao and
Guo, 2022).
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dsRNA hpRNA O
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siRNA-Duplexe
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RdRP-vermittelte ’
SIRNA-Amplifikation M RISC

Bildung des RISC-Komplexes
mit antisense-RNA-Strang und Argonaute

RISC
Ziel-mRNA J

Degradierung der Ziel-mRNA

Abbildung 2 RNAi-vermittelte Regulation der Genexpression in Pilzen. Doppelstrangige RNA oder hpRNA wird von
Dicer in etwa 21 nt lange siRNA prozessiert. Der Leitstrang der siRNA wird von Ago gebunden und bilden mit
weiteren Proteinen den RISC—Komplex. Dieser bindet an eine weitestgehend homologe Ziel-mRNA, wonach diese
degradiert wird. Die Komponenten des RISC-Komplexes werden recycelt. In manchen Pilzen bilden RdRPs neue
siRNA-Duplexe und erlauben so eine anhaltende Regulation. dsRNA: Doppelstrangige RNA, hpRNA: Haarnadel-
RNA (hairpin-RNA), siRNA: kleine interferierende RNA (small interfering RNA), Ago: Argonaute, RISC: RNA-
induzierter Silencing-Komplex (RNA-induced silencing complex), RARP: RNA-abhangige RNA-Polymerase (RNA-
dependent RNA polymerase). Abbildung maodifiziert nach (Malavia et al., 2020) (Abb. 2).

Zwei Klassen von sRNAs, die fir Pilze relevant sind, sind kurze interferierende RNAs (short
interfering RNAs, siRNAs) und microRNA-ahnliche RNAs (microRNA-like RNAs, milRNAs)
(Dang et al., 2011, Zhao and Guo, 2022). siRNAs werden durch die Endoribonuklease Dicer
aus exogenen RNA-Vorlaufermolekilen wie viraler RNA, endogenen repetitiven Sequenzen
wie transponierbaren Elementen oder Transkripten, die lange Haarnadelstrukturen bilden
kdnnen, oder anderen dsRNAs, beispielsweise durch Uberlappende sense- und antisense-
Transkripte, generiert (Dang et al., 2011, Nicolas and Garre, 2016). Dabei kann eine RdRP an
der Bildung der dsRNA beteiligt sein (Dang et al., 2011). In Pilzen wurden milRNAs anstelle
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von microRNAs (miRNAs) identifiziert. Diese &hneln den in Tieren und Pflanzen
vorkommenden miRNAs darin, dass sie von intergenischen miRNA-Genen als ssRNA-
Vorlaufer generiert werden und Haarnadelstrukturen bilden (Nicolas and Garre, 2016, Torres-
Martinez and Ruiz-Vazquez, 2017, Mann et al., 2023). Wahrend die Vorlaufer-Transkripte der
meisten pflanzlichen und tierischen miRNAs von der RNA-Polymerase Il hergestellt werden,
eine 5’-Cap-Struktur besitzen und polyadenyliert sind, kdnnen milRNAs in Pilzen von der RNA-
Polymerase lll, wie in N. crassa, oder der RNA-Polymerase |l, wie in V. dahliae, hergestellt
werden, und werden nicht zwingend von Dicer prozessiert (Carthew and Sontheimer, 2009,
Mann et al., 2023). DarlUber hinaus unterscheiden sich siRNAs und miRNAs in weiteren
Faktoren. Die Vorlaufer-Transkripte von siRNAs stammen von perfekt homologen dsRNAs und
werden an nicht exakt definierten Stellen aus diesem geschnitten, wahrend miRNAs aus
imperfekten, nicht-kodierenden RNA-Duplexen gebildet werden und an definierten Positionen
geschnitten werden (Zhao and Guo, 2022, Carthew and Sontheimer, 2009). Sowohl siRNAs
als auch miRNAs kénnen zum Schneiden der RNA oder zu translationaler Repression fuhren,
siRNAs sind dariber hinaus auch an transkriptionellem Gen-Silencing in Spalthefe beteiligt
(Carthew and Sontheimer, 2009, Dang et al., 2011).

In N. crassa wurde neben dem oben beschriebenen RNAI ein weiterer Mechanismus des Gen-
Silencing entdeckt und als Quelling (englisch: unterdriickend) beschrieben, als zusatzliche
Kopien eines mit der Farbgebung in Zusammenhang stehenden Gens eingebracht wurden
und unerwarteterweise etwa 30 % weilde Pilzkolonien auftraten (Fulci and Macino, 2007). Die
Ursache waren vor allem Transgene, die im selben Locus hintereinander angeordnet waren
und somit repetitive Sequenzen darstellten (Yang et al., 2015). Doppelstrangbriiche in diesen
repetitiven Sequenzen l6sen Quelling aus, indem sie zu homologer Rekombination (HR) dieser
Sequenzen fuhren (Yang et al., 2015). Zwischenstufen der HR kénnten durch Komponenten
des Quellings erkannt werden (Yang et al., 2015). So kénnte die DNA-Helikase QDE-3 diese
Zwischenstufen in ssDNA entwinden, worauthin die DNA/RNA-abhangige RNA-Polymerase
QDE-1 zunachst ssRNA und daraus dsRNA generiert (Yang et al., 2015). Auf diese Weise
wird sichergestellt, dass diese Art von siRNAs, qiRNAs (Quelling- oder QDE-2-assoziierte
RNAs), nur von repetitiven Sequenzen, aber nicht von anderen genomischen Loci hergestellt
wird (Yang et al., 2015, Gutbrod and Martienssen, 2020). Dadurch wird scheinbar nicht nur die
Vervielfaltigung von Transposons, sondern auch die Anzahl der rDNA-Kopien kontrolliert
(Nicolas and Garre, 2016, Gutbrod and Martienssen, 2020).

Daruber hinaus werden die sRNAs je nach Ursprung und Art des Vorlaufermolekuls, der an
der weiteren Prozessierung beteiligten Enzyme sowie an der Zusammensetzung des Ago-
enthaltenden Komplexes unterschiedlich benannt, sodass es inzwischen zahlreiche
Kategorien gibt (Villalobos-Escobedo et al., 2016, Nicolas and Garre, 2016, Nunes et al.,
2011b). Obwohl sRNAs bis zu 200 nt lang sein kdnnen, sind die fur die Genregulation
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verwendeten sRNAs mit 20-30 nt meist deutlich kirzer (Nicolas and Garre, 2016, Zanini et al.,
2021). Abhangig vom Lebenszyklus wurden aber auch etwas langere sRNAs mit 27-40 nt in
Pilzen wie M. oryzae oder Puccinia triticina identifiziert (Nunes et al., 2011a, Dubey et al.,
2019). Zur Vereinfachung werden in dieser Arbeit alle RNAs mit 18-40 nt als sRNAs

bezeichnet. Sollten 1angere sRNAs thematisiert werden, wiirde explizit darauf hingewiesen.

1.5.2. RNA.i in Pilzen

Wahrend das RNAIi-System in Spalthefen wie Schizosaccharomyces pombe und
Schizosaccharomyces japonicus Heterochromatin bildet und die Genexpression auf
transkriptioneller Ebene reguliert, wird es in filamentésen Pilzen Uberwiegend auf
posttranskriptioneller Ebene verwendet (Dang et al., 2011, Chapman et al., 2022). Darliber
hinaus kdnnen RNAi-Komponenten dber Chromatinmodifikationen Einfluss auf
Chromosomensegregation nehmen (Gutbrod and Martienssen, 2020). RNAi wird zur Abwehr
von Viren, transponierbaren Elementen, Transgenen und Plasmiden genutzt, welche die
Genomintegritat gefahrden koénnten (Nicolas and Garre, 2016). Zudem stellen rDNA-Loci
repetitive Sequenzen dar, welche sRNA fiir RNAIi produzieren kénnen (Villalobos-Escobedo
et al., 2016). Es wird spekuliert, dass sie eine Rolle bei Kontrollpunkten des Zellzyklus haben
kénnten, um ggf. bei DNA-Schaden den Zellzyklus anhalten zu kénnen (Dang et al., 2011).
Aulierdem sind RNAi-Komponenten an der Aufrechterhaltung repetitiver Loci beteiligt, da der
Verlust von Dicer in S. pombe zu einer Verringerung der Anzahl der rDNA-Gene fihrt (Gutbrod
and Martienssen, 2020). Interessanterweise kdénnen Komponenten von RNAi und DNA-
Reparaturmechanismen interagieren und scheinen funktionellen Einfluss aufeinander zu
haben, da beispielsweise die Depletion von Ago und Dicer in humanen Zellen zu einer
Reduktion der DNA-Reparatur fihrt (Bhattacharjee et al., 2019).

Zudem sind RNAIi-Schlisselkomponenten an der Regulation von Wachstum, Entwicklung und
Physiologie beteiligt (Bhattacharjee et al., 2019, Dang et al., 2011, Nicolas and Garre, 2016).
Beispielsweise zeigen in Mucor circinelloides und Trichoderma atroviride verschiedene Dicer-
Deletionsmutanten Defizite im vegetativen Wachstum und bei der Bildung asexueller Sporen
(Carreras-Villasenor et al.,, 2013, Nicolas et al., 2010). In F. graminearum sind die RNAi-
Komponenten an der Bildung und Keimung von Konidien und Ascosporen beteiligt (Gaffar et
al., 2019). Im Gegensatz dazu konnte bei dem Brandpilz S. reilianum bislang kein Phanotyp
identifiziert werden (Dissertation (Ghareeb, 2011)). Hier wird Dicer nur in Kultur, nicht aber
wahrend der Infektion exprimiert, und die Deletionsmutante zeigte dementsprechend keine
Anderung in der Anzahl der Maiskolben pro Pflanze, der Befallsrate, oder -intensitat
(Dissertation (Ghareeb, 2011)). Bei axenischer Kultivierung glichen Kolonien der Dicer-
Deletionsmutante unter UV-, Temperatur-, Zellwand- und osmotischem Stress sowie in

Mangelmedium dem des Wildtyps (Dissertation (Ghareeb, 2011)). Allerdings scheint es so, als
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waren gelegentlich sehr detaillierte Tests erforderlich, um einen Phanotyp zu identifizieren. So
wurde in einem Stamm von M. oryzae ein Einfluss von Dicer auf die Konidienbildung
identifiziert, in einem anderen Stamm gab es jedoch keine Beteiligung von Dicer an der
Keimung der Konidien (Raman et al., 2017, Lee et al., 2022).

1.5.3. RNAi wahrend der Infektion in Pflanzen

Wahrend es in manchen Organismen nur je ein Protein fur jede RNAi-Schlisselkomponente
existiert, gibt es in A. thaliana vier Dicer-Proteine und zehn AGO-Proteine (Huang et al., 2019).
Wahrend DCL1 miRNAs herstellt, ist DCL4 fur siRNAs zustandig (Weiberg et al., 2014). Unter
den Ago-Proteinen scheint AGO1 eine besondere Rolle bei Infektionen von Pilzen zu spielen,
da Mutanten resistenter gegen B. cinerea und V. dahliae waren (Weiberg et al., 2013). In
diesem multizelluldren Organismus ist nicht nur die Expression und Abundanz, sondern auch
die Lokalisation der sSRNA und des Zieltranskripts wichtig fiir erfolgreiche RNAi (Segi¢ et al.,
2021a). RNAI kann aber nicht nur mit innerhalb einer Zelle produzierten RNAs stattfinden, da
sRNAs uber Plasmodesmata in die Nachbarzelle und Uber das Phloem in weiter entfernte
Pflanzenteile transportiert werden kénnen (Mahanty et al., 2023). Auch die Beladung von
sRNAs in EVs und deren Sekretion ist moéglich und fir die im folgenden Kapitel thematisierte
RNAIi zwischen verschiedenen Spezies relevant (Mahanty et al., 2023).

In Pflanzen ist RNAI relevant fir Wachstum, Entwicklung, Metabolismus, Genomintegritat und
wahrend der Interaktion mit Pathogenen (Mahanty et al., 2023). Dabei regulieren sie die
Reprogrammierung der Genexpression und kalibrieren die Feinabstimmung in der pflanzlichen
Immunabwehr (Weiberg et al., 2014). Ein Beispiel flir die endogene Regulation des
Wachstums ist miR396, welche die Zone der Zellproliferation in Blattern von A. thaliana
reguliert, da sie in sieben von neun Wachstums-regulierenden Faktoren Zielsequenzen besitzt
(Rodriguez et al., 2016). Pflanzliche sRNAs kénnen wahrend der Infektion differentiell
exprimiert werden (Weiberg et al., 2014). Hier kdnnen pflanzliche sRNAs auf verschiedenen
Ebenen agieren, um endogene Gene zu regulieren. So kann die Expression pflanzlicher
sRNAs durch PAMPs heraufreguliert werden. Ein Beispiel dafir ist miR160a aus A. thaliana,
welche in Anwesenheit des bakteriellen PAMPs flg22 akkumuliert und zu vermehrter Callose-
Ablagerung flhrt (Li et al., 2010). Wahrend der Infektion von Mikroben sind sRNAs an der
Regulation von PTI beteiligt. Beispielsweise wird in A. thaliana die miR398 wahrend der
Infektion von M. oryzae heraufreguliert. Diese reguliert verschiedene Superoxiddismutasen,
welche ROS in Wasserstoffperoxid umsetzen kénnen und so zur Resistenz beitragen (Se&i¢
et al., 2021a, Weiberg et al., 2014). Dartber hinaus kdnnen pflanzliche sRNAs pflanzliche
Resistenzgene regulieren, die die pilzlichen Effektorproteine erkennen und zu ETI fihren. Die
Infektion von P. syringae beispielsweise reduziert die Menge pflanzlicher miR482 in Tomaten

(Seti¢ et al., 2021a). Einige der Zieltranskripte sind solche pflanzlichen Resistenzgene und
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werden dementsprechend starker exprimiert, wodurch die Pflanze resistenter wird (Segi¢ et
al., 2021a). Auch in der Interaktion von Baumwolle und V. dahliae wurde die pflanzliche
miR482 herunterreguliert (Segi¢ et al., 2021a). Pflanzliche sRNAs werden aber nicht nur zur
Verstarkung der Immunantwort genutzt, sondern kénnen diese auch reprimieren. So werden
in Tomate oder Baumwolle sRNAs aus Transkripten verschiedener Resistenzgene gebildet,
die deren Expression unter normalen Bedingungen auf einem niedrigen Niveau kontrollieren
(Weiberg et al., 2014). Diese Repression wird bei einer Infektion reprimiert, sodass die
Resistenzgene verstarkt exprimiert werden und zur pflanzlichen Immunabwehr beitragen
kénnen (Weiberg et al., 2014).

1.5.4. Reiche-ubergreifende RNAi (ck-RNAi)

Wahrend der Infektion werden die pflanzlichen Immunsystem-Komponenten und Pathogen-
Effektoren meist differentiell exprimiert (Huang et al., 2019, Lanver et al., 2018). Auch sRNAs
werden wahrend der Infektion in Pilzen und Pflanzen differentiell exprimiert (Huang et al.,
2019, Mann et al., 2023). Diese koénnen, wie im vorigen Kapitel erldutert, Funktionen im
herstellenden Organismus haben oder aber in den Interaktionspartner transportiert werden,
um dessen Genexpression, beispielsweise von Immunitats- oder Virulenz-relevanten Genen,
zu beeinflussen (Ma et al., 2020, Zhao et al., 2021a, Song et al., 2021). Da Interaktionspartner
aus zwei biologischen Reichen beteiligt sind, wird dies Reiche-lbergreifende RNAI (cross-
kingdom RNAI, ck-RNAIi) genannt (Abbildung 3) (Huang et al., 2019). Darlber hinaus kann
dieses Phanomen als Wirts-induziertes Gen-Silencing (host-induced gene silencing, HIGS)
bezeichnet werden, wenn die sRNA aus der Pflanze stammt, und als Pathogen-induziertes
Gen-Silencing (PIGS), wenn die sRNA aus dem Pilz stammt (Kong et al., 2022, Kwon et al.,
2020).

Naturliches ck-RNAi findet beispielsweise wahrend der Infektion von Botrytis cinerea in
A. thaliana und Solanum lycopersicum statt, wahrend derer der Pilz z. B. die siRNAs Bc-siR3.2
und Bc-siR3.5 produziert, die in der Pflanze die Expression der Immunitats-relevanten
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen MPK1 und MPK2 bzw. die Zellwand-assoziierten Kinase
WAK herunterregulieren (Weiberg et al., 2013). Auch in F. oxysporum wird eine sRNA, Fol-
milR1, exprimiert, die die mMRNA der CBL-interagierenden Proteinkinase SlyFRG4 in Tomaten
reguliert, welche unter anderem die ROS-Produktion beeinflusst (Ji et al., 2021). In
F. graminearum hat Fg-sRNA1 Einfluss auf den Infektionserfolg in Weizen, indem sie die
mRNA eines Chitin-Elicitor bindenden Proteins kontrolliert, das modglicherweise an der
Wahrnehmung des PAMPs Chitin beteiligt sein koénnte (Jian and Liang, 2019).
Puccinia striiformis nutzt Pst-milR1, um eine -1,3-Glucanase in Weizen zu regulieren, die zur
Gruppe der PR2- (pathogenesis related; Pathogenitats-bezogen) Gene zahlt, welche mit

Immunantworten der Pflanze assoziiert werden (Wang et al., 2017a). Hier hydrolysieren die
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Glucanasen das B-Glucan der pilzlichen Zellwand, wodurch PAMPs freigesetzt werden, die
systemisch Resistenz in der Pflanze auslésen kdnnen (Wang et al., 2017a). Darlber hinaus
wurden in der Interaktion von M. oryzae und B. distachyon auf beiden Seiten mehrere SRNAs
mit vorhergesagten mRNAs identifiziert, die wahrend der Infektion differentiell exprimiert
werden (Zanini et al., 2021). Da Deletionsstamme fiur die verschiedenen Dicer und Ago von
M. oryzae zum Teil reduzierte Virulenz zeigten, vermuten die Autoren, dass ck-RNAi in dieser

Pilz-Pflanze-Interaktion eine Rolle spielt (Zanini et al., 2021).

Pilzzelle

Pilz-mRNAs

@ ~ MVB
el \

Vakuole

Nukleus Pflanzenzelle

Abbildung 3 Cross-kingdom RNAI (ck-RNAi; Reiche-Ubergreifende RNAI) zwischen Pilz und Pflanze. Abhangig vom
Ursprung der sRNA wird ck-RNAi in HIGS (host-induced gene silencing; Wirts-induziertes Gen-Silencing) und PIGS
(pathogen-induced gene silencing; Pathogen-induziertes Gen-Silencing) unterteilt. Bei PIGS gelangen pilzliche
sRNAs Uber nicht vollstandig geklarte Mechanismen in die Pflanzenzelle, in der sie mit dem pflanzlichen AGO
interagiert und so die Expression von Wirtsgenen reguliert. Bei HIGS gelangen sRNAs von der Pflanze in den Pilz
und regulieren dort die Genexpression. Die sRNAs werden in extrazellularen Vesikeln und moglicherweise tber
andere Mechanismen in den Pilz transportiert. AGO: Argonaute, ER: Endoplasmatisches Retikulum, TGN/FE:
Trans-Golgi-Netzwerk/Frihe Endosomen, MVB: (multivesicular body) multivesikulare Korperchen, MV:
Mikrovesikel. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Cai et al., 2019) (Abb. 1B).
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Die reduzierte Kolonisierung von A. thaliana durch die Dicer-Doppelmutante von B. cinerea
zusammen mit der erhdhten Suszeptibilitat der A. thaliana Dicer-Mutante und der verringerten
Suszeptibilitat der A. thaliana ago1-27-Mutante legen nahe, dass die sSRNAs im Pilz gebildet
werden, aber ihre Auswirkungen mit dem pflanzlichen Ago durchfiuihren (Weiberg et al., 2013).
Auch der Oomycet Hyaloperonospora arabidopsidis produziert sRNAs, die mit dem
pflanzlichen Ago coimmunprazipitieren und deren Zielsequenzen in der Pflanze lokal um den
Oomyceten reguliert werden (Dunker et al., 2020).

Auch Pflanzen scheinen sRNAs in Pilze zu transportieren, um tGber RNAi Gene zu regulieren
(Cai et al., 2018). Sowohl Pflanzen als auch Pilze scheinen in der Lage zu sein, RNA aus der
Umgebung aufzunehmen und fir RNAi zu verwenden (Wang and Dean, 2020). DarlGber
hinaus scheinen sRNAs gezielt mit Hilfe von RNA-bindenden Proteinen in Vesikel geladen zu
werden (He et al., 2021). Die sRNAs werden durch multivesikulare Kérperchen aus der Zelle
sekretiert und gelangen so in extrazellularen Vesikeln bzw. Exosomen zum Pilz (Cai et al.,
2018). Man geht davon aus, dass die extrazellularen Vesikel durch Endocytose aufgenommen
werden kénnten, aber wie die SRNAs im Pilz freigesetzt werden, ist bislang unklar (Zhao and
Guo, 2022). A.thaliana produziert beispielsweise sRNAs, die auf mRNAs des
Vesikeltransports von B. cinerea abzielen (Cai et al., 2018). Auch B. distachyon produziert
sRNAs mit Pathogenese-relevanten vorhergesagten Zieltranskripten in M. oryzae, wie einem
SNARE (soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor) -Protein,
einem Transkriptionsfaktor und einem Effektor (Zanini et al., 2021). Auch Baumwoll-sRNAs
sind komplementar zu fir Virulenz nétige Verticillium dahliae-mRNAs (Zhang et al., 2016b).
Trotz der generellen Konservierung von RNAi und deren Rolle flr unter anderem die
Genomintegritat gibt es Eukaryoten wie Saccharomyces cerevisiae und U. maydis, die die
Komponenten des RNAIi-Systems im Laufe der Evolution verloren haben (Nicolas et al., 2013).
Im Genom von U. maydis scheinen im Vergleich zu verwandten Pilzen Dicer und Ago von
konservierten syntanen Regionen aufgrund von intrachromosomaler Rekombination
ausgeschnitten worden zu sein (Laurie et al., 2012). Da in U. maydis dariber hinaus keine
Homologe flir bestimmte andere Mechanismen zur Kontrolle der Genomintegritat gefunden
wurden, konnte diese Rolle teilweise durch die effektive homologe Rekombination
ubernommen worden sein (Laurie et al., 2012, Lax et al., 2020). Vorteile fur den Verlust des
RNAIi-Systems koénnte ein Mycovirus, ein sogenannter Killervirus, bieten, welcher unter
anderem in S. cerevisiae und U. maydis vorkommt (Nicolas and Garre, 2016, Nicolas et al.,
2013). Dieses Virus ist mit dem RNAI-System inkompatibel, kodiert ein Toxin, welches
uninfizierte Zellen abtéten kann, und vermittelt der infizierten Zelle Resistenz gegentber dem
Toxin (Nicolas and Garre, 2016, Allen et al., 2013). Andererseits kdnnte das Fehlen des RNAI-
Systems die Genomplastizitat erhdhen, wodurch Pathogene moglicherweise schneller an das

ebenfalls evolvierende Immunsystem des Wirtes angepasst werden kdnnen (Nicolas and
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Garre, 2016). Dies wird fur C. deuterogatti angenommen (Nicolas and Garre, 2016).
Insgesamt bietet ein RNAi-System einem Eukaryoten vielfaltige Regulationsmoglichkeiten,
dessen Verlust konnte andererseits evolutive Moglichkeiten bieten (Nicolas and Garre, 2016).
Falls ck-RNAi in der Interaktion von T. thlaspeos mit seinen Wirtspflanzen vorkommt, kann
dies zwischen den verschiedenen Wirtspflanzen verglichen werden, um mehr Informationen
zu unterschiedlichen Infektionsstrategien in ein- oder mehrjahrigen Pflanzen zu erlangen.
Auch Unterschiede in der Infektion zwischen ein- und zweikeimblattrigen Pflanzen kdnnten
diesbezuglich nicht nur auf Protein-, sondern auch auf sSRNA-Ebene erforscht werden. Dies ist
besonders interessant, da zwei agronomisch relevante Brandpilze, T. frezii und T. solani, mit
T. thlaspeos verwandt sind und ebenfalls zweikeimblattrige Pflanzen befallen (Frantzeskakis
et al., 2017, van der Linde and Goéhre, 2021), sodass beispielsweise konservierte Aspekte auf

einen Nutzen im Pflanzenschutz getestet werden kdnnten.

1.5.5. Nutzung des RNAi-Systems fiir die Forschung

Aufgrund der Regulationsméglichkeiten von RNAI bieten sich interessante Moéglichkeiten flr
die Forschung (Torres-Martinez and Ruiz-Vazquez, 2017). Durch die Expression eines
Vorlaufermolekils in einem transformierbaren Eukaryoten kénnen Gene gezielt gesilenced
werden, ohne dass Methoden zur gezielten Gendeletion benétigt werden (Meyer, 2008). Bei
externer Applikation von RNAs entfallt bei verschiedenen Eukaryoten die Notwendigkeit der
Transformierbarkeit (Meyer, 2008). Da RNAi die Expression in der Regel nicht vollstandig
unterbindet, eignet es sich zudem zur Untersuchung essentieller Gene (Meyer, 2008). Dartber
hinaus kénnen mit RNAI funktionelle Screens durchgefiihrt werden, bei denen mehrere Gene
gleichzeitig stillgelegt werden kénnen (Chen et al., 2020). Dies ist ein Aspekt, der aufgrund der
limitierten Anzahl validierter Selektionsmarker fur die Transformation besonders interessant
wird (Cairns et al., 2016).

ck-RNAi kommt in vielen Pathosystemen vor und kontrolliert die Genexpression von
Komponenten des pflanzlichen Immunsystems und von Virulenzgenen der Pathogene und
beeinflusst damit den Infektionserfolg (Huang et al., 2019, Kong et al., 2022). Dies ist die
Grundlage fir verschiedene Methoden zur Pathogenkontrolle, wie HIGS, Virus-induziertes
Gen-Silencing (VIGS) oder Spruh-induziertes Gen-Silencing (SIGS) (Wang and Dean, 2020,
Kong et al., 2022, Huang et al., 2019). Fur HIGS wird in diesem Fall die Pflanze gentechnisch
so modifiziert, dass sie die sSRNA(s) herstellt, die zur Genregulation im Pathogen verwendet
werden (Kong et al., 2022). Die Nachteile von HIGS sind technische und rechtliche Aspekte,
da die Abhangigkeit von Transformationsmethoden fur die Pflanze sind nicht immer gegeben
ist und gentechnisch modifizierte Organismen nicht in allen Landern frei kultiviert werden
durfen (Huang et al., 2019). Bei VIGS werden Pflanzen mit modifizierten Viren behandelt,

welche die genetischen Informationen fir die RNA gegen das Pathogen enthalten (Huang et
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al., 2019). Die viralen Expressionsvektoren sind jedoch pathogen fur die Pflanze und kénnen
zu Krankheitssymptomen fuhren (Huang et al., 2019, Tiwari et al., 2014). Da RNAs von Pilzen
wie B. cinerea und F. graminearum auch aus der Umgebung aufgenommen werden kénnen,
wurde das SIGS entwickelt, um die Kolonisierung durch Pathogene durch externe Applikation
von RNAs zu verringern (Wang et al., 2016, Koch et al., 2016). SIGS wird beispielsweise durch
die recht kurze Haltbarkeit der applizierten RNA eingeschrankt (Mann et al., 2023). Diese
Methoden konnen beispielsweise im Labor angewendet werden, um die Pilz-Pflanze-
Interaktion zu erforschen (Wang et al., 2017a, Jian and Liang, 2019, Werner et al., 2021).
Darlber hinaus gibt es Bestrebungen, SIGS fir die kommerzielle Landwirtschaft zu etablieren
(Cheng et al., 2023).

Voraussetzung fir diese Art der Genregulation ist ein funktionierendes RNAI-System (Meyer,
2008). Daruber hinaus ist die transformationsfreie externe Applikation von RNAs auf
Aufnahmemechanismen angewiesen, die scheinbar in manchen Pilzen nicht oder
unzureichend effektiv vorhanden sind (Qiao et al., 2021, Liu et al., 2021). Zu beachten ist
zudem, dass das Silencing bei manchen Genen zu gering ausfallen oder nicht stabil genug
sein kann, um Auswirkungen weiter untersuchen zu kénnen (Cairns et al., 2016). Aullerdem
kann es zu Epimutationen kommen, wodurch beispielsweise Resistenzgene mit Hilfe von
sRNAs und verschiedenen RNAi-Komponenten reversibel gesilenced werden kénnen (Calo et
al., 2014, Chang et al., 2019). Auch die Homogenitat der Repression innerhalb einer Kultur
kann variieren (Chen et al., 2020). Da fiir RNAI keine vollstdndige Homologie erforderlich ist,
kann es darlber hinaus zur Regulation unerwlinschter Gene kommen, weshalb sRNAs
sorgfaltig ausgewahlt und zusatzliche Kontrollen durchgefiihrt werden sollten (Svoboda,
2020).

Insgesamt kann RNAIi als eine nutzliche Methode in der Forschung flir verschiedene
Fragestellungen verwendet werden. Daher ist eine Untersuchung des RNAI-Systems von
T. thlaspeos auch unabhangig von einer moglichen natirlichen Verwendung wahrend der

Infektion interessant.

1.6. Zielsetzung dieser Arbeit

Fir die Entwicklung neuer Strategien zur Pathogenkontrolle ist mehr Wissen um die
molekularen Ablaufe in der Pilz-Pflanze-Interaktion nétig. Ziel dieser Arbeit war die Etablierung
von Methoden zur genetischen Modifikation und die Evaluation der Funktionalitat und
Verwendung des RNAI-Systems von T. thlaspeos.
Die genetische Modifikation ermdglicht eine Vielzahl an molekularen Studien und sollte mit
Hilfe der Transformation von Protoplasten erfolgen, um die durch leere Abschnitte
verbundenen Filamente zu trennen und so genetisch homogene Kulturen zu erhalten. Fir
diese Methode missen geeignete Zellwand-abbauende Enzyme, Puffer und osmotische
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Stabilisatoren identifiziert und optimiert werden. Fur die Selektion sollten geeignete
Konzentrationen von Antibiotika bestimmt und entsprechende Resistenz-vermitteinde
Plasmide hergestellt werden. Auch fur die Regeneration und Transformation sollten geeignete
Parameter festgestellt werden. Schlieflich sollten ein fluoreszierender Stamm durch zufallige
Integration ins Genom und Gendeletionsstdmme des Paarungspheromonrezeptors prat
und/oder von Dicer durch gezielte genomische Integration mittels homologer Rekombination
hergestellt werden.

Durch RNAI kann die Genexpression sowohl endogen als auch im Interaktionspartner reguliert
werden. Darlber hinaus kann es artifiziell zur gezielten Reduktion der Genexpression genutzt
werden. Daher sollte bioinformatisch evaluiert werden, welche klassischen RNAi-
Komponenten im Genom von T. thlaspeos vorkommen. Fr die funktionelle Analyse sollte die
Dicer-Deletionsmutante verwendet werden, deren Herstellung vom ersten Teil dieser Arbeit
abhangig ist. Alternativ sollte ein sRNA-exprimierender Stamm verwendet werden oder ein
System etabliert werden, in dem die Wirkung extern applizierter SRNAs gemessen werden
kann. Durch eine sRNA-Sequenzierung mit anschlieRender Zieltranskript-Vorhersage sowohl
fur endogene als auch fur pflanzliche mRNAs sollte eingeschatzt werden, fir welche
biologischen Zwecke das RNAIi-System verwendet wird.

Die durch beide Projektteile etablierten Methoden und gewonnenen Informationen wird es
Folgeprojekten erméglichen, beispielsweise Unterschiede und Gemeinsamkeiten in der
Infektion von ein- und mehrjahrigen Pflanzen sowie zwischen Infektionen in ein- und
zweikeimblattrigen Pflanzen zu identifizieren. Daraus koénnten zukilnftig Aspekte fir den
Pflanzenschutz gegen die agronomisch relevanten Brandpilze T. freziiund T. solani gewonnen

werden.
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2. Ergebnisse

21. Etablierung von Protokollen zur genetischen
Modifikation
2.1.1. Kultivierung

Nach Abwagung der Vor- und Nachteile sowie der Verfugbarkeit wurde beschlossen fir die
genetische Modifikation von T. thlaspeos Zellen aus Flussigkultur zu verwenden und die PEG-
Transformation von Protoplasten zu etablieren. Hierfir wurde sich an dem bewahrten und
ebenfalls Protoplasten-basierten PEG-Transformationsprotokoll von U. maydis orientiert.
Dieses Protokoll wurde im Rahmen dieser Dissertation als Video mit einem Protokoll
veroffentlicht, das sich auf die Handhabung fokussiert somit als Leitfaden dienen kann (Bésch
et al., 2016). Diese Handgriffe und Materialien wurden als Ausgangspunkt fur die Etablierung
der Methoden zur genetischen Modifikation von T. thlaspeos verwendet und um weitere
Beispiele anderer Pilze aus der Literatur erweitert.

Um einen geeigneten Erntezeitpunkt fiir die Protoplastierung festzulegen, wurde das
Wachstum von T. thlaspeos in Flussigkultur gemessen (Abbildung 4). Hierzu sollte eine
Standardkurve erstellt werden, die Rulckschlisse auf das Wachstum erlaubt. Da bei
filamentésen Pilzen oft mehrere Cytoplasma-geflillte Abschnitte Uber sogenannte leere
Segmente verbunden bleiben, wirde eine Bestimmung der Lebendzellzahl durch Kolonie-
bildende Einheiten voraussichtlich geringer ausfallen. Die Biomasse ist dagegen einfach
messbar, weshalb das Frischgewicht gemessen wurde.

In YL wuchsen beide Stdmme bis zum flinften Kultivierungstag exponentiell mit einer
Verdopplungszeit von ca. 1,2 Tagen und gingen dann in die stationare Phase uber. Das
Wachstum der Kulturen konnte durch eine Zunahme des Frischgewichts bis zum vierten
Kultivierungstag nachgewiesen werden, nach dem sie in die stationare Phase Ubergingen.
Dies entspricht einer Verdopplungszeit von ca. 1,5 Tagen in der exponentiellen Phase. Die
ODesoo korreliert bis etwa 1,5 linear zum Frischgewicht (Abbildung 4C). Daher scheint
grundsatzlich eine Kultivierung bis zu einer ODgyo von etwa 1,5 bzw. vier Kultivierungstagen
sinnvoll. Da fir Protoplastierungen gerne Material aus der exponentiellen Wachstumsphase
verwendet wird (Rabe et al.,, 2016, Bosch et al., 2016, Zhang et al., 2016a), wurde
beschlossen, fir T. thlaspeos ODsoo von 0,5-0,8 zu verwenden.

Daruber hinaus wurde fur das Wachstum neben dem Saccharose-haltigen YL auch die
Glukose-haltigen Vollmedien CM und YMPG getestet (Abbildung 4D). Im Gegensatz zu YL
wuchs T. thlaspeos in CM und YMPG auch Uber Tag funf hinaus weiter an. Die
Verdopplungszeitin YMPG war mit 1,1 Tagen etwas schneller als in CM mit 1,2 Tagen. Da die

Verdopplungszeit am niedrigsten und die gemessene ODego in YMPG am hdchsten war,
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erscheint YMPG geeignet fur die schnelle Anzucht von T. thlaspeos. Allerdings stellt das

Prazipitat von YMPG fur Anwendungen wie Mikroskopie einen Nachteil dar.
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Abbildung 4 Wachstum der T. thlaspeos-Stamme LF1 und LF2. Dabei wurden die ODegoo (A) bzw. das Frischgewicht
(B) alle 24 h in YL gemessen. Beide Werte der exponentiellen Wachstumsphase aus (A) und (B) wurden
gegeneinander aufgetragen, um linear korrelierende Bereiche als Arbeitsbereiche zu definieren (C). Wegen der
Ubersichtlichkeit wurden die Fehlerbalken der Daten aus (A) und (B) in (C) nicht gezeigt. Ansonsten sind Mittelwert
und Standardabweichung dreier experimenteller Replikate mit mindestens einem biologischen Replikat als Punkte
mit Fehlerbalken gezeigt. Die Ergebnisse exponentieller Regressionen (A, B) bis zum Beginn der stationaren Phase
ist als Linie dargestellt. Fir (C) wurden lineare Regressionsanalysen bis zu einer ODgyo von 1,5, durchgefihrt.
Wachstum von LF1 in verschiedenen Medien (D). Mittelwert und Standardabweichung von je drei biologischen

Replikaten wurden aus dem Mittelwert dreier technischer Replikate berechnet.
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Fur weitere Optimierungen des Mediums, insbesondere im Hinblick auf weiterfihrende
Studien z.B. fur Proteomanalysen oder fur die Behandlung mit extrazellularen sRNAs, ware
eine automatisierte Wachstumsanalyse winschenswert. Dafiir wurden Pilotexperimente in
einem Mikrobioreaktor vorgenommen, als das Gerat verfligbar wurde.

In einem ersten Experiment konnten die Biomasse sowie die Gfp- und mCherry-Fluoreszenz
transgener Stamme, welche im Laufe dieser Arbeit erstellt wurden und spater im Kapitel 2.1.6
»1ransformation“ beschrieben werden, detektiert werden (Abbildung 5). Vergleichbar zu den
manuell erfassten Zelldichten wuchs die in arbitrdren Biomasse-Einheiten gemessene
Zelldichte auch hier bis zum funften Kultivierungstag exponentiell an. Auch die
Verdopplungszeit in YL ist mit 1,2-1,4 Tagen ebenfalls vergleichbar zur manuellen Messung.
Der leichte Unterschied in der Verdopplungszeit zwischen den Stammen kdnnte auf eine ODegoo
der Vorkultur zurtickzufiihren sein, die aufgrund der limitierten Gerateverfligbarkeit fir dieses
Pilotexperiment verwendet wurde. Die hohe ODsgo kdnnte bedeuten, dass mit einem
geringeren Anteil lebenden Zellen inokuliert wurde und/oder dass die Zellen physiologisch an
den inzwischen niedrigen Nahrstoffgehalt der Vorkultur angepasst waren. Beides wirde zu
einer Verlangerung der lag-Phase fuhren. Nach Tag funf sinkt die Zelldichte erst ztgig und
dann langsamer und scheint schlie8lich nach dem siebten Kultivierungstag relativ konstant zu
sein. Ob die unterschiedliche Entwicklung der Zelldichte zwischen dem flinften und siebten
Kultivierungstag an einer Stagnation des Wachstums, einer vermehrten Bildung leerer
Segmente, zerborstenen Zellen, natirlichem Zelltod und/oder einer verstarkten
Klimpchenbildung liegt, ist derzeit unklar.

Neben der Biomasse konnte auch Fluoreszenz detektiert werden. Fir LF1_hpt-gfp korrelierte
die Gfp-Fluoreszenz wahrend der exponentiellen Phase mit der Biomasse. Fir LF1 wurde kein
Gfp-Signal erwartet, da es sich um einen Wildtyp handelt. Tatsachlich sank die
Autofluoreszenz von LF1 bis zu Kultivierungstag 4,5 und stieg danach leicht an. Bei der
Mikroskopie von T. thlaspeos und U. maydis entstand der Eindruck, dass die Zellen nach
langerer Kultivierungszeit vermehrt Autofluoreszenz im Gfp-Kanal zeigten. Diese Annahmen
sowie der leichte Unterschied in der Verdopplungszeit verdeutlichen die Wichtigkeit einer
qualitativ guten Vorkultur, die fiir dieses Pilotexperiment aus Griinden der limitierten Gerate-
Verflugbarkeit leider untergeordnet werden musste.

Im Gegensatz zu Gfp konnte fir den Wildtyp LF2 im mCherry-Kanal keine Autofluoreszenz
beobachtet werden. LF2-hpt-mcherry zeigte wahrend der exponentiellen Phase eine
Korrelation zwischen mCherry-Fluoreszenz und Biomasse. Bei detaillierter Betrachtung der
Daten fiel eine periodische Schwankung der Messwerte im mCherry-Kanal bei allen Replikaten
auf. Dies korrelierte mit der Nutzung eines anderen Hitze- und Luftfeuchte-emitierenden

Geréates in der Nahe des Geratestandortes.
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Abbildung 5 Automatisierte Datenerfassung verschiedener Parameter wahrend des Wachstums von T. thlaspeos.
Wahrend der Kultivierung von A) LF1 und LF1_hpt-gfp sowie B) LF2 und LF2_hpt-gfp in YL im Mikrobioreaktor in
Round-Well-Platten bei 1500 uL Fullvolumen, einer Start-ODggo von 0,05, 1000 rpm und einer Gas-permeablen
Folie mit verdunstungsreduzierender Schicht wurden Biomasse sowie Gfp- bzw. mCherry-Fluoreszenz alle 30 min
erfasst. Dabei betrug der Verstarkungsfaktor (Gain) fir die Biomasse 5 und fiir die Fluoreszenz-Kanale jeweils 100.
Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung dreier biologischer Replikate. Regressionskurven der Biomasse
wurden bis zum Ende der exponentiellen Phase berechnet und sind in schwarz (WT) und grau (Transformant)
dargestellt. Gezeigt ist ein Pilotexperiment. Biomasse und Fluoreszenz wurden in arbitréaren Einheiten gemessen,

die durch den Mikrobioreaktor definiert sind.

Darliber hinaus wurden weitere Parameter fur die Kultivierung von T. thlaspeos im
Mikrobioreaktor getestet (Tabelle 1). In einer anderen Platte, die keine runden, sondern
blumenférmige Kavitaten (Flower-Well-Platte) besal3, konnte bei 800 pL Fillvolumen und einer
Schuttelfrequenz von 1000 rpm ein linearer Anstieg der Biomasse beobachtet werden. Bei
einer Schittelfrequenz von 1500 rpm klebten die Zellen an den Wanden der Kavitaten und
konnten deshalb nicht detektiert werden. Da in der Round-Well-Platte die Ubliche exponentielle
Wachstumskurve beobachtet werden konnte, wurden die weiteren Parameter in Round-\Well-
Platten getestet. Bei Verwendung von atmungsaktiven Folien wurde ein Flussigkeitsverlust

26



Ergebnisse

von 20-38 % gemessen. Auch wenn das Gerat aufgrund des ungeeigneten Standorts die
Luftfeuchtigkeit nicht ausreichend regulieren konnte, sollte zukiinftig eine Folie mit
verdunstungsreduzierender Schicht verwendet werden.

Bei der Detektion der Zellen und der Darstellung der Daten werden Verstarkungsfaktoren
(Gains) verwendet. Fir die Biomasse erreichten die Werte bei einem Gain von 40 ein
Maximum, Uber das hinaus das Gerat keine weitere Zunahme detektieren konnte. Dies konnte
entweder durch einen niedrigeren Gain oder durch eine geringere Start-ODeoo verhindert
werden. Bei Gains von 5, 10, 20 und 30 war die Biomasse stets im detektierbaren Bereich. Fur
die Messung der Gfp-Fluoreszenz wurden die Gains 80 und 100 getestet. Beide erreichen das
Maximum nicht und kdnnen daher verwendet werden. Dasselbe gilt flir einen Gain von 100 fir
die mCherry-Fluoreszenz. Da der Gain und die Start-ODey das Detektionsmaximum
beeinflussen, sollte bei diesen Gains eine Start-ODegyo von 0,05 verwendet werden.

Bei einem Kulturvolumen von 1500 uL wurde beobachtet, dass Zellen an der Wand der Kavitat
und der Folie klebten. Diese wirden nicht detektiert werden, da das Geréat die Zelldichte von
unten misst. Bei einem Kulturvolumen von 1000 uL war dies nicht der Fall.

Aullerdem wurde das Wachstumsverhalten unterschiedlich lange inkubierter Vorkulturen
gemessen. Dabei zeigte sich, dass eine Subkultivierung alle 2-4 Tage ausreicht, um ein

schnelles, exponentielles Wachstum wie in Abbildung 5 zu erreichen.

Tabelle 1 Getestete Parameter zur Kultivierung von T. thlaspeos im Mikrobioreaktor. Einige Bedingungen wurden
einmalig getestet.

getestete Parameter empfohlene Parameter
Geratestandort schwankende Temperatur und klimatisiert

Luftfeuchte
Plattentyp Round-Well-Platte, Flower-Platte Round-Well-Platte
Folie atmungsaktiv, verdunstungsreduzierend

verdunstungsreduzierend

Gain Biomasse 5, 10, 20, 30, 40 5
Gfp 80, 100 keine Praferenz
mCherry 100 100
Start-ODsoo 0,025; 0,05 0,05
Kulturvolumen Round-Well- = 1000, 1200, 1500 1000
[mL] Platte
Alter der Kultur 1-6 2-4
[Tage]

Zusammenfassend wurden fur T. thlaspeos verschiedene Wachstumsbedingungen
untersucht. Fur die Kultivierung in Schikanekolben in YL wird eine Kultivierung bis zu einer

ODesoo von 1,5 empfohlen, da hier ODeyo und Frischgewicht linear korrelieren. Bei einer
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Verdopplungszeit von 1,2 Tagen sollte eine Subkultivierung also alle drei bis vier Tage
erfolgen. Der Erntezeitpunkt wurde in der friihen exponentiellen Phase bei einer ODgoo von
0,5-0,8 gewahlt. Mit einer Verdopplungszeit von 1,1 Tagen zeigte T. thlaspeos in YMPG ein
etwas schnelleres Wachstum gegentber YL und CM. Damit wurden die Grundlagen fir
zuverlassig planbares Ausgangsmaterial geschaffen. Fir eine automatisierte Analyse des
Wachstums wurden einflussreiche Aspekte fir die Verwendung des Mikrobioreaktors fur
T. thlaspeos identifiziert, wobei neben der Biomasse auch Gfp- und mCherry-Fluoreszenz
detektierbar sind. Wichtige Parameter umfassen den Geratestandort, die Verwendung
niedriger Gains fUr die Biomasse-Detektion, die Qualitat der Vorkultur und die Verwendung
einer Gas-permeablen Folie mit verdunstungsreduzierender Schicht. AufRerdem sollten
Round-Well-Platten mit 1000 yL Kulturvolumen gefiillt werden. Anhand dieser essentiellen
Vorarbeiten kdnnen nun Analysen zur Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erfolgen, um
beispielsweise Minimalmedien zu optimieren oder Fluoreszenz-basierte Langzeitmessungen,
z.B. nach Behandlung mit sRNA, durchzufiihren (siehe Kapitel 3.2.2 ,Experimentelle

Untersuchung der Funktionalitat der RNAi-Schlisselkomponenten®).

2.1.2. Protoplastierung

21.21. Identifikation geeigneter Zellwand-abbauender Enzyme

Nachdem flr T. thlaspeos eine Protoplastierung von Filamenten aus FlUssigkultur mit
anschlieliender PEG-Transformation aus oben genannten Griinden aussichtsreich erschien,
wurden verschiedene Strategien getestet, um geeignete Zellwand-abbauende Enzyme zu
identifizieren. Es wurden Protokolle anderer filamentoser Pilze sowie Protokolle verwandter,
aber nicht zwingend filamentds wachsender Pilze getestet. Aulerdem wurden Enzyme
systematisch kombiniert, um alle Zellwandbestandteile degradieren zu kénnen und
gegebenenfalls gezielt bestimmte Enzymmengen dosieren zu kdnnen. Die eingesetzten
Enzyme waren auf die Ublichen Bestandteile der pilzlichen Zellwand, Giberwiegend Glucan und
Chitin, abgestimmt (Bowman and Free, 2006). So besitzt der Enzym-Mix Glucanex unter
anderem Beta-1,3-Glucanase-Aktivitat, wodurch die Glucan-Schicht abgebaut werden soll,
und der Enzym-Mix Yatalase weist vor allem Chitinase-, Chitobiase und Beta-1,3-Glucanase-
Aktivitat auf, wodurch dartiber hinaus die Chitin-Schicht degradiert werden soll (Pllcker et al.,
2021).

Das Protoplastierungsprotokoll des filamentdésen Pilzes Serendipita indica (fruher:
Piriformospora indica sieht eine einstlindige Inkubation in Sorbitol-haltigem MES-Puffer mit
20 mg/mL Glucanex bei 37°C vor (Osman et al., 2020, Zuccaro et al., 2009). In einem ersten
Experiment mit T. thlaspeos konnten wenige Protoplasten beobachtet werden (Tabelle 2),
jedoch war dies nicht reproduzierbar. Daraufhin wurden Enzymkonzentration, Inkubationszeit-

und -temperatur, oder verschiedene Kombinationen davon getestet. Eine langere
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Inkubationszeit in Kombination mit einer hoheren Temperatur ergaben wieder wenige
Protoplasten.

Da sich verschiedene verwandte Pilze gut protoplastieren lassen, wurden verschiedene dieser
Protokolle getestet. Fir U. maydis wird eine bis zu 20-minutige Inkubation in Sorbitol-haltigem
Citrat-Puffer mit 12,5 mg/mL Glucanex verwendet (Bésch et al., 2016). Bei T. thlaspeos waren
unter diesen Bedingungen keine Protoplasten sichtbar. Auch eine achtfache
Enzymkonzentration und eine mehrstiindige Inkubation anderten daran nichts (Tabelle 2).

U. bromivora wird in einem MES-Puffer mit Magnesiumsulfat (MgSOs) und einer
Enzymkombination aus 10 mg/mL Glucanex und 5 mg/mL Yatalase inkubiert (Rabe et al.,
2016). Fir T. thlaspeos wurde unter diesen Bedingungen beobachtet, dass die leeren
Sektionen, die die Cytoplasma-geflillten Zellen verbinden, aufgelést wurden. Bei doppelter
Enzymkonzentration konnte fur erste Versuche eine zufriedenstellende Menge an
Protoplasten beobachtet werden (Tabelle 2).

Fir den filamentésen Pilz Aspergillus niger wurden systematisch verschiedene
Enzymkombinationen getestet, um die Zellwand abzubauen und Protoplasten zu erhalten (de
Bekker et al., 2009). Dieses Schema wurde auch flr T. thlaspeos adaptiert. Hier flhrten
20 mg/mL Glucanex und 0,3 U/mL Chitinase in einem Sorbitol-haltigem Citrat-Puffer nach zwei
Stunden Inkubation bei Raumtemperatur zu einer geringen Protoplastenausbeute (Tabelle 2).
Da die parallel durchgefiihrten Versuche nach dem Protokoll von U. bromivora eine deutlich
bessere Ausbeute ergaben, wurde darauf verzichtet, dieses Protokoll durch zusatzliche
Hemicellulase und beta-Glucuronidase zu erweitern.

Zusammenfassend war eine Protoplastierung in Sorbitol-haltigen Puffern mit Glucanex im
besten Fall unzureichend. Durch Zugabe von Chitinase konnten in solchen Puffern immerhin
wenige Protoplasten beobachtet werden. Erst die Kombination von Glucanex und Yatalase in
einem MgSOs-haltigen Puffer zeigte ausreichend Protoplasten. Nach diesen ersten
Ergebnissen war eine erhdhte Chitinase-Aktivitat, entweder durch reine Chitinase oder durch
Yatalase, notwendig.

Fur T. thlaspeos wurden zwei Enzymkombinationen in verschiedenen Puffern identifiziert,
welche Protoplasten produzierten. Diese sind Glucanex mit Chitinase in Citrat-Puffer mit
Sorbitol und Glucanex mit Yatalase in MES-Puffer mit MgSO.. Damit war ein Meilenstein fir

die Etablierung eines Protoplasten-basierten Transformationsprotokolls erreicht.
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Tabelle 2 Getestete Parameter zur Identifikation geeigneter Zellwand-abbauender Enzyme. Die meisten Bedingungen wurden einmalig getestet. Die Strategien wurden angelehnt

an Protokolle verwandter Pilze, filamentdser Pilze oder auf den Zellwandaufbau angepassten Enzymmischung. Diese Tabelle wurde modifiziert nach (Plicker et al., 2021) (Tab. S1).

Strategie
Verwandtschaft
(U. maydis)
Verwandtschaft
(U. maydis)
Filamento6ser Pilz
(S. indica)

Filamentoser Pilz
(S. indica)

Zellwandaufbau
(A. niger)
Zellwandaufbau
(A. niger)
Verwandtschaft
(U. bromivora)
Verwandtschaft

(U. bromivora)

Enzyme

12,5 mg/mL Glucanex

100 mg/mL Glucanex

20 mg/mL Glucanex

100 mg/mL Glucanex

20 mg/mL Glucanex +
0,015 U/mL Chitinase
20 mg/mL Glucanex +
0,3 U/mL Chitinase
10 mg/mL Glucanex +
5 mg/mL Yatalase

20 mg/mL Glucanex +

10 mg/mL Yatalase

Pufferzusammensetzung

0,02 M Citrat-Puffer +
1 M Sorbitol
0,02 M Citrat-Puffer +
1 M Sorbitol

0,02 M MES + 0,05 M CaCl, +

1,33 M Sorbitol

0,02 M MES + 0,05 M CaCl +

1,33 M Sorbitol

0,02 M Citrat-Puffer +
1 M Sorbitol

0,02 M Citrat-Puffer +
1 M Sorbitol

0,02 M MES +

1 M MgSO4

0,02 M MES +

1 M MgSO4

Temperatur
RT

RT

RT, 28 °C,

37 °C

RT, 28 °C,

37 °C

RT

RT

RT

RT

Inkubationszeit
2h

2h

Bis zu5 h

Bis zu5 h

bis 20 h

2h

bis
1,5h
bis
1,5h

Protoplasten

nein

nein, fragmentiertes
Cytosol

Bei 37 °C konnten
vereinzelt
Protoplasten
beobachtet werden
Bei 37 °C konnten
vereinzelt
Protoplasten
beobachtet werden

nein

wenige

nein, leere Sektionen

entfernt

ausreichend

Referenz
(Bosch et al., 2016)

(Bosch et al., 2016)

(Zuccaro et al., 2009)

(Zuccaro et al., 2009)

(de Bekker et al., 2009)

(de Bekker et al., 2009)

(Rabe et al., 2016)

(Rabe et al., 2016)
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21.2.2. Optimierung des Protoplastierungspuffers

Nachdem zwei fur die Protoplastierung von T. thlaspeos geeignete Enzymkombinationen
gefunden wurden, wurde die effizientere von beiden, Glucanex mit Yatalase, fur die
Optimierung ausgewahlt.

Da Puffer einen Einfluss auf die Enzymaktivitat und die Stabilitdt von Protoplasten haben
(Schomburg et al., 2012, Li et al., 2017a), wurde zunachst der Puffer optimiert. Dieser besteht
aus zwei Faktoren, dem Puffer und dem osmotischen Stabilisator (Li et al., 2017a). Wahrend
der ldentifikation Zellwand-abbauender Enzyme wurden bereits einige Protoplastierungspuffer
getestet. Ein MES-Puffer mit MgSO. und ein Citrat-Puffer mit Sorbitol erlaubten die
Beobachtung von Protoplasten unter Verwendung verschiedener Enzymkombinationen. Dies
deutet darauf hin, dass die Protoplasten in diesen Protoplastierungspuffern stabil waren.

Bei anderen Pilzen kommen oft verschiedene Citrat-Puffer und MES-Puffer mit osmotischen
Stabilisatoren wie Sorbitol, MgSO4 oder Saccharose zum Einsatz (Tabelle 3) (Zuccaro et al.,
2009, Ghareeb et al., 2015, Rabe et al., 2016, Yu et al., 2015, Bosch et al., 2016). Da in einem
Pilotexperiment der Citrat-Puffer mit MgS O effizienter erschien als der MES-Puffer mit MgSO4
(Masterarbeit (Pllcker, 2017)), wurden darlber hinaus die osmotischen Stabilisatoren in

Citrat-Puffer getestet.

Tabelle 3 Ubersicht verschiedener Protoplastierungsprotokolle in Pilzen.

Organismus Wachstums- Protoplastierungspuffer Enzyme Referenz
form

S. indica Filamente 0,02 M MES + 0,05 M CaCl, 20 mg/mL Glucanex (Zuccaro et al.,
+ 1,33 M Sorbitol 2009)

S. reilianum Hefeform 0,02 M Citrat-Puffer 2,5 mg/mL Novozym (Ghareeb et al.,
+ 1 M Sorbitol 2015)

U. bromivora  Hefeform 0,02 M MES + 1 M MgSO4 10 mg/mL Glucanex (Rabe et al.,

+ 5 mg/mL Yatalase 2016)

U. esculenta Hefeform 0,02 M Citrat-Puffer 15 mg/mL Lywallzyme (Yu et al., 2015)
+ 0,4 M Saccharose

U. maydis Hefeform 0,02 M Citrat-Puffer 12,5 mg/mL Glucanex (Bosch et al.,
+ 1 M Sorbitol 2016)

In 0,1 M Citrat-Puffer mit 0,01 M EDTA und 1,2 M MgSO4 (Thecaphora-Protoplastierungs-
Puffer 1, TPP1) wurden die Zellwande effizient abgebaut, was zu 1,6 * 107 Protoplasten pro
mL und einer geringen Menge an Zellresten fuhrte (Abbildung 6). In 0,2 M Citrat-Puffer mit
1,2 M MgSO4 (TPP2) waren mit ca. 2,9 * 107 Protoplasten pro mL deutlich mehr Protoplasten
sichtbar und auch die Menge an Zellresten war gering. In 0,02 M MES-Puffer mit 1,2 M MgSO4
(TPP3) wurden mit ca. 6,1 * 10° Protoplasten pro mL deutlich weniger Protoplasten gezahlt.

Die Menge an Zellresten war hier hdher als in den ersten beiden Puffern. In 0,1 M Citrat-Puffer
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mit 0,01 M EDTA und 1 M Sorbitol (TPP4) und in 0,2 M Citrat-Puffer mit 0,4 M Saccharose
(TPP5) war die Anzahl der Protoplasten sehr stark reduziert. Gleichzeitig waren sehr viele
Filamente zu sehen. Da der Unterschied zu den ersten drei Puffern so eindeutig schlechter
war, wurde hier auf eine Quantifizierung verzichtet. Der Trend zeigt bereits, dass ein etwas
hdher konzentrierter Citrat-Puffer onne EDTA und mit MgSOs4 als osmotischem Stabilisator die
meisten Protoplasten erzeugt.

Nach Evaluation verschiedener Protoplastierungspuffer wurden in beiden Replikaten in 0,2 M
Citrat-Puffer mit 1,2 M MgS O, die meisten Protoplasten gezahlt. Die Protoplastierungseffizienz
war im Vergleich zu den anderen quantifizierten Puffern in beiden Replikaten durchschnittlich
2,7-mal bzw. 4,8-mal héher. Damit konnten ausreichend Protoplasten flir Transformationen

hergestellt werden.
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A
TPP1: 0,1 M Citrat-Puffer + EDTA + MgSO,

sy

TPP2: 0,2 M Citrat-Puffer + MgSO,

4x107 -

— [ ]

E 3x1074

5 °

w 2x107+ .

2 °

2 1x1074

8 :
o 0

1 | 1
TPP1 TPP2 TPP3

Abbildung 6 Optimierung des Protoplastierungspuffers. T. thlaspeos LF1 Filamente wurden in verschiedenen
Protoplastierungspuffern (TPP) mit 20 mg/mL Glucanex und 10 mg/mL Yatalase inkubiert (A). AnschlieRend wurden
Protoplastenkonzentrationen der drei sichtbar effizientesten Protoplastierungspuffer ausgezahlt (B). Weille
Pfeilkopfe zeigen Protoplasten und schwarze Pfeilkdpfe zeigen Zellreste. GréRenbalken sind 10 ym lang. Es
wurden zwei experimentelle Replikate erstellt. TPP1: 0,1 M Citrat Puffer + 0,01 M EDTA + 1,2 M MgSO., TPP2:
0,02 M Citrat Puffer + 1,2 M MgSO4, TPP3: 0,02 M MES + 1,2 M MgSO., TPP4: 0,1 M Citrat Puffer + 0,01M EDTA
+ 1 M Sorbitol, TPP5: 0,02 M Citrat Puffer + 0,4 M Saccharose.
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21.2.3. Optimierung der Enzymmenge
Um die Kosten langfristig niedrig zu halten, wurde getestet, ob eines der Enzyme uberflussig
ist oder die Enzymmenge reduziert werden kann (Abbildung 7). In TPP1, bestehend aus 0,1 M
Citrat-Puffer mit 0,01 M EDTA und 1,2 M MgSOs4, waren ohne Enzyme lediglich einige Partikel
in den intakten Filamenten sichtbar, jedoch keine Protoplasten. Nach Zugabe von 20 mg/mL
Glucanex und 10 mg/mL Yatalase konnten nach 30 Minuten viele runde Protoplasten und
einige Zellreste beobachtet werden. Wurde nur Glucanex verwendet, waren fast ausschlief3lich
Filamente mit vielen Partikeln und nur selten Protoplasten zu sehen. Bei Verwendung von
Yatalase waren die meisten Filamente noch intakt. Es wurden mehr Protoplasten gebildet als
mit Glucanex, aber deutlich weniger als bei Verwendung der Enzymkombination. Daher ist die
Verwendung der Enzymkombination aus Glucanex und Yatalase fir eine effiziente
Protoplastierung der Filamente von T. thlaspeos unbedingt erforderlich.
Zudem wurde die Enzymkonzentration Uberprift (Kollaboration mit Lesley Plicker). Die
Kombination aus 20 mg/mL Glucanex und 10 mg/mL Yatalase resultierte in TPP1 wie gewohnt
zu vielen Protoplasten und einigen Zellresten. Bei jeweils halbierter Enzymkonzentration
wurden wieder viele Protoplasten beobachtet. Hier gab es subjektiv betrachtet marginal 6fter
langere Zellreste. Bei einem Viertel der urspringlich eingesetzten Enzymmenge waren
deutlich weniger Protoplasten und deutlich mehr und gréflRere Zellreste zu sehen.
Grundsatzlich kénnen sowohl die Konzentration als auch die Inkubationsdauer unter
Protoplastierungsbedingungen die Protoplastenausbeute und -viabilitat beeinflussen (Koukaki
et al, 2003). Bei Aspergillus nidulans war die Anzahl der Protoplasten bei einer
Enzymkonzentration von bis zu 100 mg/mL oder einer Inkubationszeit von 60-90 min maximal
und sank jeweils bei hdheren oder niedrigeren Werten (Koukaki et al., 2003). Allerdings wurde
auch von verringerter Protoplastenviabilitdt im Zusammenhang mit beiden Faktoren berichtet
(Koukaki et al.,, 2003). Daher kénnten diese Faktoren nach der Etablierung geeigneter
Bedingungen fiir die Regeneration weiter optimiert werden.
Fiur eine effiziente Protoplastierung missen also 20 mg/mL Glucanex in Kombination mit
10 mg/mL Yatalase eingesetzt werden. Die Protoplastierung war in dem verwendeten Citrat-
Puffer mit MgSO, effizient genug, um Aufreinigungen und erste Transformationen

durchzufiihren.
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A

ohne Enzyme 20 mg/mL Glucanex + 10 mg/mL Yatalase

20 mg/mL Glucanex 10 mg/mL Glucanex 5 mg/mL Glucanex
+ 10 mg/mL Yatalase + 5 mg/mL Yatalase + 2,5 mg/mL Yatalase

[ &

Abbildung 7 Optimierung der Protoplastierungsenzyme. T. thlaspeos LF1 Filamente wurden in TPP1 (0,1 M Citrat-
Puffer + 0,01 M EDTA + 1,2 M MgSOy) inkubiert, welches A) verschiedene Enzymkombinationen oder B)
unterschiedliche Enzymkonzentrationen enthielt. Weil3e Pfeilkdpfe zeigen Protoplasten und schwarze Pfeilkdpfe
zeigen Zellreste. GroRenbalken sind 10 ym lang. Die Tests zur Enzymkonzentration wurden in Kollaboration mit
Lesley Plicker durchgefuhrt. Gezeigt ist je eines von drei experimentellen Replikaten. Teil A der Abbildung wurde
modifiziert nach (Pliicker et al., 2021) (Abb. 3A).

2.1.2.4. Etabliertes Protoplastierungsprotokoll
Um Protoplasten aus T. thlaspeos zu gewinnen wurde folgendes Protokoll etabliert
(Abbildung 8). Filamente von T. thlaspeos wurden in YL auf eine ODey von 0,5-0,8
angezogen. Ein Volumen entsprechend ca. 1,8 g Frischgewicht, also 100-160 mL, wurde
abfiltriert und mit TPP1 gewaschen. Die Zellen wurden dann in 9 mL TPP1 mit 20 mg/mL
Glucanex und 10 mg/mL Yatalase bei Raumtemperatur inkubiert und dabei zwei- bis dreimal
leicht geschwenkt. Nach 30 min wurde der Protoplastierungsfortschritt mikroskopisch
Uberpruft. Die Zellen waren zu diesem Zeitpunkt fast vollstdndig protoplastiert und nur einige
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Zellreste waren zu sehen. Um die Protoplastierung zu stoppen, wurden alle weiteren Schritte
auf Eis durchgefuhrt. Da die Protoplasten in dem MgSOQOs-haltigen Puffer aufschwammen,
wurde ein Sammelpuffer auf Grundlage eines Protokolls von Aspergillus sp. (Yelton et al.,
1984) etabliert, um die Protoplasten in einer Interphase sammeln zu kénnen (Masterarbeit
(Placker, 2017)). Dazu wurde das Volumen mit eiskaltem TPP1 auf 24 mL eingestellt und die
Ldésung gleichmalig auf vier 15 mL-Zentrifugenréhrchen aliquotiert. Diese wurden dann
vorsichtig mit je 5 mL eiskaltem Sammelpuffer Uberschichtet. Nach einer Zentrifugation von 15
min bei 5000 rpm und 4 °C in einem Ausschwenkrotor konnte gezeigt werden, dass die
Protoplasten sich in der Interphase sammelten, und das Pellet aus Zellresten bestand
(Masterarbeit (Pllicker, 2017)). Die enthommene Interphase wurde mit einem gleichen
Volumen an eiskaltem STC versetzt und fir 10 min bei 5000 rpm und 4 °C in einem
Ausschwenkrotor zentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 mL eiskaltem STC geldst und unter den
gleichen Bedingungen zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Pellet in 800 uL eiskaltem STC
geldst. Hier konnte gezeigt werden, dass die Protoplasten aufgereinigt vorlagen. Eine
Quantifizierung ergab durchschnittlich 7,2 *10” Protoplasten pro g Frischgewicht bei

Verwendung von LF1. Eine erste Quantifizierung von LF1_hpt-gfp ergab ahnliche Ergebnisse.
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Ca. 1,8 g Frischgewicht Protoplastierung

Filtrieren
und waschen

Uberschichtung mit Sammelpuffer
und Zentrifugation

Ausbeute: 7,2 * 107 Protoplasten / g Frischgewicht

Sammeln der Interphase
und waschen

Abbildung 8 Protoplastierungsprotokoll fiir T. thlaspeos. Etwa 1,8 g Frischgewicht einer Flissigkultur wurden filtriert,
mit Protoplastierungspuffer gewaschen und in TPP1 (0,1 M Citrat Puffer + 0,01 M EDTA + 1,2 M MgSOQO,) mit
20 mg/mL Glucanex und 10 mg/mL Yatalase fir ca. 30 min bei RT inkubiert. Nach Uberschichtung mit
Sammelpuffer (0,1 M Tris/HCI, pH7 + 0,6 M Sorbitol) und Zentrifugation sammelten sich Protoplasten in der
Interphase, welche gesammelt und mit STC (0,01 M Tris/HCI, pH7,5 + 0,1 M CaCl, + 1 M Sorbitol) gewaschen
wurden. Aufgereinigte Protoplasten wurden vor der Mikroskopie 1:1 in STC verdinnt. Ausbeute stellt Mittelwert und
Standardabweichung aus drei experimentellen Replikaten von LF1 dar. GréRenbalken entsprechen 10 um. In
Teilen in Kollaboration mit Lesley Plicker. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Plicker et al., 2021) (Abb. 2).

Damit wurde erfolgreich ein Protokoll zur Gewinnung und Aufreinigung von T. thlaspeos
Protoplasten etabliert, welches Grundlage fur die folgende Transformation ist. Um vor diesem
arbeits- und zeitintensiven Schritt die Qualitat der Protoplasten besser abschatzen zu kénnen,

wurden weitere Qualitatsanalysen etabliert.

2.1.2.5. Analyse der Qualitat von Protoplasten
Die Qualitdt der gewonnenen Protoplasten ist ausschlaggebend fur deren
Regenerationsfahigkeit. Dazu gehdrt die Integritat der Cytoplasmamembran, welche mit
Trypanblau analysiert werden kann. Es dringt durch porése Membranen und farbt die Zellen
bzw. Protoplasten dunkel an (Blachutzik et al., 2012).
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Sowohl unbehandelte als auch mit Trypanblau behandelte Protoplasten wurden nicht gefarbt
(Abbildung 9 A und C). Eine partielle Lyse der Protoplasten mit Ethanol (Téth et al., 2014)
fuhrte nicht zum Platzen der Protoplasten, es wurden aber viele Partikel im Cytoplasma
sichtbar (Abbildung 9B). Erst nach Behandlung mit Ethanol und Trypanblau wurden alle
Protoplasten dunkel gefarbt (Abbildung 9D). Darlber hinaus gab es viele Strukturen, die
ausschlieBlich in Proben mit Trypanblau auftraten (Abbildung 9C und D). Diese stammten aus
der Trypanblau-Ldsung und kénnten eventuell zuklnftig durch Filtration entfernt werden. Die

Ergebnisse deuten darauf hin, dass die meisten Protoplasten intakt sind.

A B

unbehandelt mit Ethanol

C
mit Trypanblau

»

Abbildung 9 Analyse der Protoplasten-Integritat. Aufgereinigte Protoplasten von LF1 wurden 20x verdinnt und
anschlielend unbehandelt (A), mit Ethanol partiell lysiert (B), mit Trypanblau versetzt (C) oder mit Ethanol partiell
lysiert und mit Trypanblau versetzt (D) mikroskopiert. Trypanblau ist nicht-membranpermeabel und indiziert so
durch Akkumulation in der Zelle beschadigte Membranen. Hellblaue Pfeilkdpfe zeigen Protoplasten. Schwarze
Pfeilkopfe zeigen Partikel, die aus der Trypanblau-Losung stammen. GréRenbalken sind 10 uym lang. N= ein
Experiment.
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Es wurde ein Protokoll zur Analyse der Cytoplasmamembranintegritdt von T. thlaspeos
Protoplasten etabliert, welches zuklnftig bei jedem Experiment durchgefihrt werden sollte, da
diese wichtig flr die Regeneration ist. Dass eine erste Analyse intakte Membranen indizierte,

war vielversprechend flr die Regeneration der Protoplasten.

2.1.3. Regeneration von Protoplasten
Nach einer Transformation sollten Protoplasten méglichst schnell eine Zellwand aufbauen und
die Zellteilung beginnen. Da LF1, wie oben gezeigt, in YMPG schnelles und dichtes Wachstum
zeigte, wurde dieses Medium fur die Regeneration gewahlt. Erste Regenerationstests zeigten,
dass die Protoplasten deutlich besser auf 1 M Saccharose regenerieren als auf 1 M Sorbitol
oder 1 M Glukose (Masterarbeit (Plucker, 2017)).
Zu Beginn dieser Arbeit wurde T. thlaspeos auf Medien mit Pflanzenagar oder Phytagel
kultiviert. Daher wurden Protoplasten auf Regenerationsmedien mit beiden Geliermitteln
ausgebracht, um zu testen, ob eines vorteilhaft ist. Dabei wurde neben dem Wildtyp LF1 auch
der spater erstellte Transformant LF1_hpt-gfp protoplastiert, auf den im Kapitel 2.1.6
»1ransformation“ eingegangen wird. Von sieben Protoplastierungen, die auf Phytagel
ausgebracht wurden, regenerierten vier gut, zwei nur gering und eine gar nicht (Tabelle 4). Da
fur dieses Medium jedoch Hygromycin B nicht zur Selektion verwendet werden kann (siehe
Kapitel 2.1.4.1 ,Hygromycin B*), ist die weitere Verwendung nicht sinnvoll. Von neun
Protoplastierungen, die auf Pflanzenagar ausgebracht wurden, regenerierten drei gut, finf nur
in geringem Malf3e und einmal gar nicht (Tabelle 4). Die Regeneration schwankt also bei beiden
Geliermitteln. Zwischen den Stammen war kein Unterschied fir die Regeneration zu
beobachten. Auch die Zelldichte, das Alter der Kultur, die flr die Protoplastierung eingesetzte
Zellmenge oder die Inkubationszeit korrelierten nicht eindeutig mit der Regenerationseffizienz
(Tabelle 4).
Wenn Protoplasten auf YMPG mit 1 M Saccharose und 0,6 % Pflanzenagar regenerierten,
wuchsen sie innerhalb von vier bis acht Wochen zu Kolonien aus.
Es konnte gezeigt werden, dass T. thlaspeos Protoplasten auf Festmedien mit YMPG mit 1 M
Saccharose mit schwankender Rate regenerieren und innerhalb von vier bis acht Wochen
Kolonien bilden konnen. Fiur die Regeneration ist zu beachten, dass bei Selektion mit

Hygromycin B unbedingt Pflanzenagar als Geliermittel verwendet werden sollte.
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Tabelle 4 Regeneration nach verschiedenen Protoplastierungsbedingungen. Gezeigte Faktoren beschreiben den

verwendeten Stamm, die ODsoo der Pilzkultur, die Inkubationszeit der Kultur seit dem letzten

Subkultivierungsschritt, die fiir die Protoplastierung eingesetzte Menge an Pilzmaterial, die Inkubationszeit der

Protoplastierungsreaktion und die relative Effizienz der Regeneration auf Regenerationsmedium mit

verschiedenen Geliermitteln. Die Protoplasten wurden auf YMPG mit 1 M Saccharose und 0,6 % Pflanzenagar

oder 1 % Phytagel ausgebracht und fiir 4-8 Wochen inkubiert. n.d. nicht durchgefiihrt.

Stamm

LF1
LF1
LF1
LF1
LF1
LF1
LF1
LF1
LF1
LF1
LF1_hpt-
afp
LF1_hpt-
afp
LF1_hpt-
afp

ODsoo

0,816
0,912
1,168
1,048
0,784
0,596
1,292
0,936
0,472
0,52

1,032

0,656

0,8

Alter
der
Kultur
[Tage]

A W W DA A OO DDA DO

Einsatz
Pilzmenge
(ODeoo *
Volumen in mL)
81,6

80

80

80

74,4

80

64,6

80

80

80

80

80

80

Protoplas-
tierungszeit

[min]

60
40
40
40
30
30
40
30
30
30
70

30

30

Regenerationsmedium

Mit
Pflanzenagar

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
gut
gut
gering
nein
gering
gering

gut

gering

gering

Mit Phytagel

gut
gut
nein
gering
gut
gut
gering
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
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2.1.4. Selektionsmarker

Um die Transformanten nach der Transformation selektieren zu kdnnen, werden
Selektionsmarker wie z. B. Antibiotika bendtigt. Fir deren Nutzung muss vorab getestet
werden, ab welcher minimal inhibitorischen Konzentration (MIC) diese wirksam gegen den
individuellen Organismus in Abhangigkeit des jeweiligen Nahrmediums sind. Von besonderem
Interesse waren hier Festmedien, die vor allem bei der Regeneration von Protoplasten und
nach dem Uberstreichen potentieller Transformanten zum Einsatz kommen. Fir T. thlaspeos
wurden dazu bisher als Geliermittel Pflanzenagar oder Phytagel verwendet. Fur die
Regeneration nach der Transformation wurde YMPG mit 1 M Saccharose mit Pflanzenagar
oder Phytagel und fur die Anzucht intakter Zellen wurde YL mit Pflanzenagar oder Phytagel
verwendet. Die Wahl der Antibiotika fiel auf Hygromycin B und Nourseothricin, weil diese gut
fur die Selektion von U. maydis funktionieren (Bdsch et al., 2016). Die gewahlten Antibiotika-
Konzentrationen stammen aus Pilotexperimenten mit verschiedenen Medien und den fir
U. maydis verwendeten Konzentrationen von 200 ug/mL Hygromycin B bzw. 150 pg/mL
Nourseothricin (Bésch et al., 2016).

21.41. Hygromycin B
Auf YMPG mit 1 M Saccharose und 0,6 % Pflanzenagar ohne Antibiotikum wuchsen die
Wildtypen gut an (Abbildung 10A). Sie wuchsen jedoch schon bei Supplementation von
4 yg/mL Hygromycin B wesentlich schlechter und ab 6 pg/mL gar nicht mehr.
Auf YL mit 0,6 % Pflanzenagar wuchsen die Wildtypen lediglich auf Platten ohne Hygromycin
B-Supplementation (Abbildung 10B). Bei Zugabe von 6, 10 oder 200 pg/mL Hygromycin B
fand kein Wachstum statt.
Auf YMPG mit 1 M Saccharose und 1 % Phytagel wuchsen die Wildtypen auf Medium ohne
Hygromycin B (Abbildung 10C). Bei Supplementation von 4 und 6 ug/mL Hygromycin B waren
die Wildtypen noch in der Lage geringfligig zu wachsen, bei 10 ug/mL jedoch nicht mehr.
Auf YL mit 1 % Phytagel wuchsen die Wildtypen auf Medium supplementiert mit 0, 4 sowie
6 ug/mL Hygromycin B, etwas weniger stark auf 10 ug/mL Hygromycin B und gar nicht mehr
bei 200 ug/mL Hygromycin B (Abbildung 10D).
Von besonderem Vorteil fir Hygromycin B waren die spater verfigbaren Hygromycin B-
resistenten Transformationsstamme LF1_hpt-gfp und LF2_hpt-mcherry (siehe Kapitel 2.1.6
»1ransformation), welche als Kontrolle verwendet werden konnten. Dadurch sollte das
Wirkspektrum bei hohen Konzentrationen eingegrenzt werden. Die Transformanten wuchsen
auf den verschiedenen Festmedien auf allen getesteten Hygromycin B-Konzentrationen mit
Ausnahme von YMPG mit 1 M Saccharose und 1 % Phytagel (Abbildung 10). Hier waren sie
in der Lage, auf bis zu 10 pg/mL Hygromycin B Kolonien zu bilden, jedoch war die

Reproduzierbarkeit hier nicht gegeben. Da die Ergebnisse der parallel durchgeflhrten
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Experimente auf anderen Medien reproduzierbar waren, kann ausgeschlossen werden, dass
dies an der Kultur lag. Da alle Platten parallel gegossen wurden, sollte ein Handhabungsfehler
auch dabei ausgeschlossen sein. Man koénnte spekulieren, dass der Promotor nicht
ausreichend starke Expression des Resistenzgens zulasst. Allerdings ist bekannt, dass die
Menge an Hygromycin B abhangig vom osmotischen Stabilisator angepasst werden muss
(Curragh et al.,, 1993, Cullen et al., 1987). Darlber hinaus wurde fiur die Antibiotika
Nourseothricin und Geneticin (G418) ein Einfluss von Phytagel auf die Toxizitat berichtet
(Jaeger et al., 2015). Die Daten zur MIC zeigen, dass Phytagel ebenfalls einen Einfluss auf
die Toxizitat von Hygromycin B hat. Da sich die Transformanten nicht zuverlassig auf einer fir
den Wildtyp wachstums-inhibierenden Konzentration von Hygromycin B vermehren kdnnen,
kann dieses Regenerationsmedium mit Phytagel flr Transformationen mit dem endogenen
Hsp70-Promotor fir die Expression des Resistenzgens nicht verwendet werden. Aus diesem
Grund wurde die Selektionskonzentration fur Hygromycin B flir die anderen verwendbaren

Medien geringfligig Uber der MIC gewahlt (Tabelle 5).
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YMPG +1M Saccharose +0,6% Pﬂanzenagar + Hygromycin B
200 pg/mL Hygromycin B

LF1_hpt-gfp
LF2_hpt-mcherry

YL + 0 6 % Pﬂanzenagar + Hygromycin B
200 pg/mL Hygromycin B

LF1_hpt-gfp
LF2_hpt-mcherry

YMPG +1M Saccharose +1% Phytagel + Hygromycin B
200 pg/mL Hygromycin B
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LF2_hpt-mcherry
LF1

LF2

YL + 1 % Phytagel + Hygromycin B
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LF1_hpt-gfp
LF2_hpt-mcherry
LF1

LF2
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Abbildung 10 Analyse der minimal inhibitorischen Konzentration von Hygromycin B gegen T. thlaspeos. Das fir die

Regeneration von Protoplasten verwendete YMPG mit 1 M Saccharose sowie das fiir die Kultivierung intakter Zellen

verwendete YL wurden in Kombination mit je zwei Geliermitteln, Pflanzenagar und Phytagel, getestet. Durch die

Verwendung der Hygromycin B-resistenten Transformanten LF1_hpt-gfp und LF2_hpt-mcherry war eine

Eingrenzung des Wirkspektrums zu hohen Konzentrationen maoglich. Gezeigt ist eines von drei experimentellen

Replikaten. hpt: Hygromycin Phosphotransferase, vermittelt Resistenz gegeniber Hygromycin B.
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Die MIC fur Hygromycin B wurde in Abhangigkeit von vier Festmedien getestet und daraus
Selektionskonzentrationen abgeleitet. Dabei stellte sich heraus, dass YMPG mit 1 M
Saccharose und 1 % Phytagel sich nicht fur die Selektion mit Hygromycin B eignet. Daher wird
generell die Nutzung von Pflanzenagar als Geliermittel empfohlen. Die
Selektionskonzentration betragt 10 ug/mL Hygromycin B, sowohl fir das fir intakte Zellen
verwendete YL mit 0,6 % Pflanzenagar als auch fir das fir die Regeneration von Protoplasten

verwendete YMPG mit 1 M Saccharose mit 0,6 % Pflanzenagar.

Tabelle 5 Minimal inhibitorische Konzentration und Selektionskonzentration von Hygromycin B fur T. thlaspeos in
Abhangigkeit verschiedener Medien und Geliermittel. Getestet wurden das fur die Regeneration von Protoplasten
verwendete YMPG mit 1 M Saccharose sowie das fur die Kultivierung intakter Zellen verwendete YL, jeweils in
Kombination mit den Geliermitteln Pflanzenagar und Phytagel. MIC: Minimal inhibitorische Konzentration.

0,6 % Pflanzenagar 1 % Phytagel

MIC Selektionskonzentration MIC Selektionskonzentration
YL 6 yg/mL 10 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL
YMPG + 1 M Saccharose 6 pug/mL 10 pg/mL Nicht verwendbar Nicht verwendbar

2.1.4.2. Nourseothricin
Auf YMPG mit 1 M Saccharose und 0,6 % Pflanzenagar wuchsen die Wildtypen bei 0, 5, 10
und 15 pg/mL Nourseothricin (Abbildung 11A). Bei 20 yg/mL war das Wachstum im Vergleich
zum Startzeitpunkt nur sehr gering. Daher liegt die MIC von Nourseothricin in YMPG mit 1 M
Saccharose und 0,6 % Pflanzenagar bei 50 ug/mL (Tabelle 6).
Auf YL mit 0,6 % Pflanzenagar wuchsen die Wildtypen ausschlieRlich auf Platten ohne
Nourseothricin (Abbildung 11B). Die MIC und die Selektionskonzentration flir Nourseothricin
in diesem Festmedium liegt also bei 5 ug/mL (Tabelle 6).
Auf YMPG mit 1 M Saccharose und 1 % Phytagel wuchsen die Wildtypen ohne
Supplementation von Nourseothricin sowie bei 5, 10 und 15 pg/mL (Abbildung 11C). Bei
20 ug/mL zeigte sich im Vergleich zum Startzeitpunkt nur sehr marginales Wachstum. Daher
betragen die MIC und die Selektionskonzentration von Nourseothricin in YMPG mit 1 M
Saccharose und 1 % Phytagel bei 50 ug/mL (Tabelle 6).
Auf YL mit 1 % Phytagel wuchsen die Wildtypen bei 0, 5, 10, 15 und 20 pg/mL Nourseothricin
(Abbildung 11D). Daher liegt die MIC und die Selektionskonzentration von Nourseothricin in
YMPG mit 1 M Saccharose und 0,6 % Pflanzenagar bei 50 pg/mL (Tabelle 6).
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A

YMPG + 1 M Saccharose + 0,6 % Pflanzenagar + Nourseothricin

0 5 10 15 20 50 150 200 300 500 pg/mL Nourseothricin
B

YL + 0,6 % Pflanzenagar + Nourseothricin
0 5 10 15 20
Cc
YMPG + 1 M Saccharose + 1 % Phytagel + Nourseothricin

0 5 10 15 20 50

0 5 20 50 150 200 300 500 pg/mL Nourseothricin
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Abbildung 11 Analyse der minimal inhibitorischen Konzentration von Nourseothricin gegen T. thlaspeos. Das fur
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LF2
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LF1
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150 200 300 500 pg/mL Nourseothricin

LF1

LF2

D
YL +1 % Phytagel + Nourseothricin
10 15

die Regeneration von Protoplasten verwendete YMPG mit 1 M Saccharose sowie das fir die Kultivierung intakter
Zellen verwendete YL wurden in Kombination mit je zwei Geliermitteln, Pflanzenagar und Phytagel, getestet.

Gezeigt ist eines von drei experimentellen Replikaten.

Da fiir Nourseothricin noch keine resistenten Transformanten von T. thlaspeos existieren,
kann die obere Grenze des Wirkspektrums von Nourseothricin nicht abgeschatzt werden.
Daher wird die MIC als Selektionskonzentration empfohlen (Tabelle 6).
Zusammenfassend wurden fur Hygromycin B und Nourseothricin die MIC fur zwei Medien mit
je zwei Geliermitteln bestimmt und daraus Selektionskonzentrationen abgeleitet. Auffallig war
eine héhere MIC unter Verwendung von YL mit 1 % Phytagel verglichen mit Pflanzenagar fir
beide Antibiotika. AuRerdem ergab sich fur das Regenerationsmedium YMPG mit 1 M
Saccharose und 1 % Phytagel mit Hygromycin B kein zuverlassiges Wirkspektrum. Deshalb
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wird von der Verwendung von Phytagel fur T. thlaspeos abgeraten. Eine sehr gute Alternative
sind Medien mit Pflanzenagar. Aus den Daten geht hervor, dass fir Protoplasten YMPG mit
1 M Saccharose und 0,6 % Pflanzenagar mit 10 pyg/mL Hygromycin B oder mit 50 pg/mL
Nourseothricin, und fur intakte Zellen YL mit 0,6 % Pflanzenagar mit 5 yg/mL Hygromycin B
oder mit 10 pg/mL Nourseothricin verwendet werden sollte. Damit wurden Bedingungen
etabliert, um T. thlaspeos wahrend der Regeneration von Protoplasten und wahrend der

Kultivierung intakter Zellen selektionieren zu kénnen.

Tabelle 6 Minimal inhibitorische Konzentration und Selektionskonzentration von Nourseothricin fur T. thlaspeos in
Abhangigkeit verschiedener Medien und Geliermittel. Getestet wurden das fur die Regeneration von Protoplasten
verwendete YMPG mit 1 M Saccharose sowie das fur die Kultivierung intakter Zellen verwendete YL jeweils in
Kombination mit den Geliermitteln Pflanzenagar und Phytagel. MIC: Minimal inhibitorische Konzentration.

0,6 % Pflanzenagar 1 % Phytagel

MIC Selektionskonzentration MIC Selektionskonzentration
YL 5ug/mL 5 pg/mL 50 pg/mL 50 pg/mL
YMPG + 1 M Saccharose 50 pg/mL 50 pg/mL 50 pyg/mL 50 pg/mL

2.1.5. Plasmide
Um T. thlaspeos transformieren zu kdnnen, missen die Transformanten selektiert oder
gescreent werden. Wie in Kapitel 2.1.4 ,Selektionsmarker® erlautert, wurde die Selektion
gewahlt. Dementsprechend wurden Resistenz-vermittelnde Gene mit funktionalen Promotoren

und Terminatoren bendtigt.

2.1.51. HygromycinB

Zu Beginn dieser Arbeit existierten bereits zwei Plasmide, die Hygromycin B-Resistenz in
U. maydis vermittelten. Hierzu waren aus T. thlaspeos je 1 kb lange Sequenzen up- bzw.
downstream des Hitzeschock-Proteins 70 (Hsp70, THTG_01007) bzw. des ribosomalen
Proteins S27 (Rps27, THTG_04331) als Promotor bzw. Terminator kloniert worden. Diese
waren an ein fur U. maydis Codon-optimiertes Fusionsgen kloniert, welches fir die
Hygromycin-Phosphotransferase (Hpt) und das Grin-fluoreszierende Protein (Gfp) kodiert.
Diese beiden Plasmide waren funktional in U. maydis (Plicker et al., 2021).

U. maydis ist fur seine effiziente homologe Rekombination bekannt (Kamper et al., 2006,
Terfrichte et al., 2014). Sollte sie in T. thlaspeos ebenfalls effizient sein, kdnnte Aufgrund des
Aufbaus dieser Plasmide eine homologe Rekombination im hsp70- bzw. rps27-Locus nicht
ausgeschlossen werden. Dadurch konnten diese Haushaltsgene deletiert werden, was
nachteilige Effekte auf die Zellen haben kénnte. Um dies zu vermeiden, wurden in dieser Arbeit
Promotor und Terminator untereinander vertauscht. Die Funktionalitat wurde in U. maydis

getestet. Die Transformanten beider Konstrukte waren resistent gegentiber Hygromycin B. Die
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Gfp-Fluoreszenz wurde mikroskopisch untersucht (Abbildung 12). Als Positivkontrolle diente
ein Stamm, in dem gfp mit dem konstitutiven Promotor Pqer und dem heterologen Terminator
Thos in den ip-Locus integriert war. Dieser zeigte im Gegensatz zum Wildtyp Fluoreszenz im
Gfp-Kanal. Auch beide neu assemblierten Konstrukte waren funktional, da in den jeweiligen
Transformanten Gfp-Signal detektiert wurde.

Zusammenfassend wurden zu den bereits bestehenden Plasmiden zwei weitere fur die
Selektion mit Hygromycin B hergestellt, die nicht zu homologer Rekombination flihren sollten

und deren Funktionalitét in U. maydis bestatigt werden konnte.
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DIC Gfp

FB1

FB1_cbxR:P_, . gfp_T

nos

Abbildung 12 Hygromycin B-Gfp-Resistenzkassetten werden funktional in U. maydis exprimiert. Hygromycin B-
resistente Transformanten von U. maydis wurden im DIC und Gfp-Fluoreszenz Kanal mikroskopiert. FB1: WT,
FB1_cbxR:Potef_gfp_Tnos: gfp-Gen mit konstitutivem Promotor und heterologem Terminator fir U. maydis im ip-
Locus von FB1 integriert, FB1_Plasmid:PTt_hsp70_hpt-gfp_TTt rps27: FB1 enthalt ein Plasmid welches
T. thlaspeos Hitzeschock-Protein hsp70-Promotor, hpt-gfp-Fusionsgen und T. thlaspeos ribosomalen rps27-
Terminator enthalt, FB1_Plasmid:PTt_rps27_hpt-gfp_TTt_hsp70: FB1 enthalt ein Plasmid welches T. thlaspeos
ribosomalen rps27-Promotor, hpt-gfp-Fusionsgen und T. thlaspeos Hitzeschock-Protein hsp70-Terminator enthalt.
Hpt: Hygromycin-Phosphotransferase. Grofienbalken sind 10 ym lang. Die Abbildung wurde modifiziert nach
(Plicker et al., 2021) (Abb. S4).
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21.5.2. Nourseothricin
Um einen zweiten Selektionsmarker nutzen zu kénnen, sollte ein Nourseothricin-Resistenz
vermittelndes Plasmid hergestellt werden. Wie fir Hygromycin B wurde auch das
Nourseothricin-Resistenz-vermittelnde nat7-Gen (Kojic and Holloman, 2000) fur U. maydis
Codon-optimiert (siehe Abbildung 21 im Anhang). Da inzwischen bekannt war, dass die
Verwendung von hsp70-Promotor und -Terminator im selben Konstrukt in T. thlaspeos mdglich
ist, wurden diese an das Codon-optimierte nat71Um kloniert. Zur Uberpriifung der Funktionalitat
wurde das entstandene Plasmid in U. maydis transformiert (Kollaboration mit Karolina Vogel).
U. maydis-Protoplasten des Stamms SG200 konnten nach einer Transformation mit Wasser
in Abwesenheit, aber nicht in Anwesenheit von Nourseothricin regenerieren (Abbildung 13).
Die Transformation des Nourseothricin-Resistenz vermitteindem Plasmids pNEBUN
(Brachmann et al., 2004) fuhrte zu vielen Nourseothricin-resistenten Kolonien. Das klonierte
Plasmid ist also nicht funktionell in U. maydis. Da Promotor und Terminator in anderen
Konstrukten die Expression des jeweiligen Gens erlaubten, war die Codon-Optimierung
moglicherweise die Ursache hierflr. Die Expression eines Gens kann durch die Codon-
Nutzung beeinflusst werden, da die Ribosomen bei seltenen Codons mdglicherweise nicht
immer mit Aminoacyl-tRNAs beliefert werden kénnen (Mauro, 2018). Derzeit kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Expression mit dem hsp70-Promotor aus T. thlaspeos zu
zu niedrigen Nat1Um-Konzentrationen in U. maydis flhrte. Eine Codon-Optimierung kann
auch dazu fuhren, dass die mRNA-Stabilitdt verandert und daher weniger Protein gebildet oder
der Translationselongationsrhythmus und damit die Proteinfaltung verandert wird (Mauro,
2018). Daher sollte das nat71-Gen zukunftig mit anderen Codons verwendet werden und ggf.

dessen Expression Uberpruft werden.
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A B

H,0, ohne Nourseothricin H,0, mit Nourseothricin

Abbildung 13 Das Codon-optimierte nat1Um ist nicht funktional in U. maydis. U. maydis SG200-Protoplasten
wurden als Kontrolle nach Transformation mit Wasser ohne (A) und mit (B) Selektionsdruck durch Nourseothricin
auf Regenerationsmedium ausgebracht. SG200-Protoplasten wurden nach Transformation mit dem
Nourseothricin-Resistenz  vermitteindem Plasmid pNEBUN (C) oder dem natitUm-Plasmid (D) auf
Regenerationsmedium mit Nourseothricin ausgebracht. Das nat1Um-Plasmid kodiert fir das fir U. maydis Codon-
optimierte nat1Um, welches zwischen den funktionalen T. thlaspeos Hitzeschock Protein hsp70-Promotor (Pri_nsp70)
und -Terminator (Tt nsp70) kloniert wurde. Kollaboration mit Karolina Vogel.

2.1.5.3. Deletionskonstrukte
Um mdglichst umfassende genetische Untersuchungen zu ermdglichen, sollte auch die
gezielte Deletion von Genen moglich sein. Fur diese Dissertation wurde in Bezug auf RNAI die
Deletion von Dicer angestrebt. Da die Deletion von Dicer in anderen Pilzen zu
Wachstumsphanotypen flihrte (Carreras-Villasefior et al., 2013, Nicolas et al., 2010), sollte die
Effizienz von gezielten Gendeletionen an einem Locus ohne solche erfolgen. Die Deletion des
Paarungspheromonrezeptor-Gens pral in U. maydis war bei Kultivierung ohne
Paarungspartner oder synthetischem Pheromon ohne Phanotyp (Bdlker et al., 1992), weshalb
das Homolog in T. thlaspeos hierfur ausgewahlt wurde. Fir gezielte Deletionen wurden daher
Plasmide zur Deletion der Gene des Paarungspheromonrezeptors und Dicers hergestellt. Die
Deletionskonstrukte enthielten die Pri nsp7o__hpt-gfp_Tri nspro-Resistenzkassette flankiert von

homologen Regionen up- und downstream des zu deletierenden Gens. Um die Effizienz
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verschiedener Flankenlangen fir die homologe Rekombination zu untersuchen, wurden fur
pra1 vier verschiedene Plasmide mit Flankenldngen von je 250 bp, 500 bp, 1000 bp und 2000
bp hergestellt. Fir das Dicer-Deletionskonstrukt betrug die Flankenlange 1000 bp.

2.1.6. Transformation

Nachdem die Methoden fir die Gewinnung und Regeneration von Protoplasten sowie zur
Selektion und die dafiir notwendigen Plasmide hergestellt waren, konnte die Etablierung eines
Transformationsprotokolls beginnen. Dazu wurde zuerst das Protokoll von U. maydis getestet,
da dieses im Labor etabliert war. Mit diesem Protokoll konnten erfolgreich mehrere Stamme
hergestellt werden. Die im Folgenden beschriebenen Transformationen, die initiale
Kultivierung unter Selektionsdruck sowie die Stammverifikation der Kandidaten wurden im
Rahmen zweier Masterarbeiten begonnen und von Lesley Plicker bzw. Lea Geil3l fur die
gemeinsame Publikation fortgeflhrt (Masterarbeiten (Pllcker, 2017, Geif3l, 2020)). Da die
funktionelle Charakterisierung der Transformanten bezuglich Resistenz und Fluoreszenz von
mir durchgefuhrt wurde, wird die Stammgenerierung hier aufgegriffen.

Zunachst wurden LF1-Protoplasten mit einer equimolaren Mischung aus funf linearisierten
Plasmiden transformiert, die alle hpt-gfp und verschiedene Kombinationen aus Promotoren
und Terminatoren kodierten (pUMa 2732, 2790, 2792, 3030 und 3031), um die Chance auf
eine erfolgreiche Transformation hoffentlich zu erhéhen (Masterarbeit (Plicker, 2017)). Pro
Reaktion wurden ca. 8 *10° Protoplasten sowie 1 pug DNA pro linearisiertem Plasmid
eingesetzt. Die von mir getestete Regenerationszeit wurde hier bestatigt, da nach einem
Monat 23 Kolonien angewachsen waren (Masterarbeit (Pllicker, 2017)). Von diesen wurden
20 auf Selektivmedium Uberstrichen und eine davon wuchs an (Masterarbeit (Plicker, 2017)).
Im Transformanten konnte nur das Konstrukt mit hsp70-Promotor und -Terminator mit PCR
nachgewiesen werden (Personliche Kommunikation, Lesley Plicker), welches in das Genom
integriert war (Plicker et al., 2021). Zur Klarung des Insertionslocus wurde von mir genomische
DNA extrahiert und das Genom re-sequenziert. Die Auswertung wird in Zusammenhang mit
einem anderen Projekt erfolgen. Die funktionelle Analyse des Stammes zeigte, dass LF1_hpt-
gfp im Gegensatz zu LF1 resistent gegeniiber Hygromycin B war (siehe Kapitel 2.1.4
.Selektionsmarker”). Aullerdem zeigte der Transformant im Gegensatz zum Wildtyp Gfp-
Fluoreszenz (Abbildung 14A). Dies spricht fir die funktionelle Expression des hpt-gfp-
Konstruktes. LF1_hpt-gfp zeigte auch nach mehrmonatiger Kultivierung ohne Hygromycin B
Gfp-Fluoreszenz und Wachstum in Anwesenheit von Hygromycin B. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass das Konstrukt langerfristig stabil im Genom verbleibt. Dies ist von
Vorteil flr die Durchfihrung von Experimenten mit anderen Stdmmen, wie z.B.

Paarungsstudien.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass der klonierte Promotor und Terminator des
Hitzeschockproteins 70 aus T. thlaspeos sowie das hpt-gfp-Fusionskonstrukt in T. thlaspeos
funktional waren, konnte die Methode auch von anderen Experimentatoren erfolgreich
durchgeflihrt werden. LF2 konnte mit einem Konstrukt transformiert werden, in dem gfp durch
mcherry ersetzt wurde (Plicker et al., 2021). Auch dieser Transformant zeigte die gewiinschte
mCherry-Fluoreszenz (Abbildung 14B) und Hygromycin B-Resistenz (Abbildung 10), auch

nach mehrmonatiger Kultivierung ohne Antibiotikum.
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Gfp

LF1_hpt-gfp

Abbildung 14 T. thlaspeos Transformanten exprimieren funktionelle Fusionsproteine. Die Wildtypen LF1 und LF2
und die Transformanten LF1_hpt-gfp und LF2_hpt-mcherry wurden in Flissigkultur angezogen und im DIC- und
Gfp- bzw. mCherry-Kanal mikroskopiert. Pro Fluoreszenzkanal sind die Fluoreszenzabbildungen gleich skaliert.
GroRenbalken entsprechen 10 pym. hpt: Hygromycin Phosphotransferase-Gen, vermittelt Resistenz gegentber
Hygromycin B. Die Transformanten wurden von Lesley Pliicker bzw. Lea Geil}l hergestellt und molekular analysiert.
Die Abbildung wurde modifiziert nach (Pliicker et al., 2021) (Abb. 6).

Darlber hinaus wurden Deletionskonstrukte flir das Gen des Pheromonrezeptors pra? und

Dicer transformiert, wobei im Rahmen dieser Arbeit keine Transformanten gewonnen werden
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konnten. Nach Beendigung des experimentellen Teils dieser Doktorarbeit konnte eine prai-
Deletionsmutante hergestellt werden (Plucker et al., 2021).

Zusammenfassend konnte das Transformationsprotokoll von U. maydis auf Protoplasten von
T. thlaspeos Ubertragen werden. Das Konstrukt bestehend aus hpt-gfp mit Promotor und
Terminator des endogenen Hsp70 wurde in das Genom integriert. Die prazisen Analysen von
LF1_hpt-gfp und LF2_hpt-mcherry zeigten eine funktionelle und langfristige Expression der
Fusionskonstrukte ohne Selektionsdruck. Die genetische Modifikation von T. thlaspeos wurde
somit fir beide Stdmme etabliert, und ein Ziel dieser Arbeit erreicht. Sie ermdglicht das

molekulare Studium der Vorgange in T. thlaspeos und in der Pilz-Pflanze-Interaktion.
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2.2. Untersuchungen des RNAIi-Systems in T. thlaspeos

In einem weiteren Teil dieser Arbeit sollte die Funktionalitat und Verwendung des RNAi-
Systems in T. thlaspeos untersucht werden. Neben bioinformatischen Untersuchungen sollten
hierzu idealerweise die im ersten Teil etablierte genetische Modifikation sowie eine sRNA-

Sequenzierung verwendet werden.

2.2.1. T. thlaspeos besitzt die RNAi-Schliisselkomponenten
Um zu verifizieren, dass T. thlaspeos ein RNAIi-System besitzt, wurden die
Schlusselkomponenten im Genom identifiziert. Durch lokale BLAST-Analysen (CLC) mit RNAI-
Proteinen aus dem Brandpilz S. reilianum (Dissertation (Ghareeb, 2011)) konnten in beiden
T. thlaspeos-Stammen je ein Gen fur Dicer und Argonaute und je zwei Gene fir RdRPs
identifiziert werden (Abbildung 15). Fur eine funktionelle Analyse wurden diese Proteine mit
Proteinen verwandter Pilze mit funktionierendem RNAI-System verglichen. Dazu wurden die
Doméanen und deren Funktion mit dem Programm SMART (Letunic and Bork, 2018) analysiert
und verglichen. Dicer aus T. thlaspeos war mit 1754 Aminosduren ahnlich lang wie Dicer aus
U. hordei und S. reilianum. Die vorhergesagten Domanen wurden in allen drei Brandpilzen an
ahnlichen Positionen vorhergesagt. Sie umfassen zwei unterschiedliche Helikase-Domanen:
DEXDc, eine DNA-Bindedomane von Helikasen, und HELICc, eine C-terminale Doméne von
Helikasen. Zudem besitzen die Proteine eine Dicer-Dimerisierungsdomane und zwei
Ribonuklease IlI-Domanen. Bei T. thlaspeos wurde auch eine 4nha-Doméane vorhergesagt,
welche im humanen Dicer im Rahmen struktureller Studien annotiert wurde (Tian et al., 2014).
In LF2 wurde TTLF2_01619 nach demselben Verfahren als Dicer identifiziert. Dicer aus LF1
und LF2 wiesen identische Aminosauresequenzen und Domanen auf. Zu den Basidiomyceten
S. reilianum und U. hordei ist es zu 33 bzw. 31,3 % identisch, wahrend es zu Dicer von
S. pombe 18,9 % ldentitat aufweist. Dass diese Proteine die flr Dicer charakteristischen
Domanen aufweisen, (Ciechanowska et al., 2021) bestatigt, dass beide T. thlaspeos-Stamme
je ein Gen fur Dicer kodieren.
Bei Argonaute sind die Proteinlangen der drei Brandpilze mit 971 bzw. 973 Aminosauren fast
identisch. Die vorhergesagten Domanen wurden in den anderen Pilzen an ahnlichen
Positionen identifiziert. Die PAZ- und die Piwi-Domanen wurden in allen drei Pilzen
vorhergesagt. In allen drei Brandpilzen wurden zudem die N-terminale-Domane und zwei
unterschiedliche Linker-Domanen, L1 und L2, vorhergesagt. Zusatzlich wurde die Mid-
Domane in T. thlaspeos und S. reilianum identifiziert. TTLF2_03681 wurde als Argonaute in
LF2 identifiziert. Es ist zu Dicer aus LF1 zu 99,8 % identisch und weist dieselben Domanen
auf. Letzteres ist zu Argonaute-Proteinen aus den Basidiomyceten S. reilianum und U. hordei
zu 44,3 bzw. 45,5 % identisch, wahrend es zu Argonaute des Ascomyceten S. pombe 25,2 %
Identitat aufweist. Da die fur Argonaute charakteristischen Domanen in den hier identifizierten
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Proteinen vorkommen (Dutta et al., 2019, Zanini et al., 2021), wurde bestatigt, dass beide
T. thlaspeos-Stamme je ein Gen fur Argonaute enthalten.

Bei der Identifizierung der RNA-abhangigen RNA-Polymerasen wurde das Protein von
THTG_02568 als ahnlich zu RARP-C (sr05666) von S. reilianum erkannt. AuRerdem wurden
die Proteine von THTG 00793, THTG 00794, THTG_00795, und THTG_00796 als ahnlich zu
verschiedenen Bereichen von RARP-B (sr16789) charakterisiert. Daher wurden diese vier nah
beieinander annotierten Gene mdglicherweise nicht korrekt annotiert und dementsprechend
sollte hier das Genmodell Uberprift werden. Interpretiert man die bislang als intergenisch
betrachteten Bereiche als Introns, so ergeben sich fir die RdRPs von T. thlaspeos
Proteinlangen von 1557 bzw. 1227 Aminosauren. Damit sind sie dhnlich lang wie die von
U. hordeiund S. reilianum mit 1037-1557 Aminosauren. Fur alle RdRPs wurde je eine RARP-
Domane vorhergesagt. Nur bei RdRP-A (sr12376) von S. reilianum scheint eine weitere,
kirzere RARP-Doméane direkt vor derjenigen mit der charakteristischeren Lange zu liegen.
TTLF2_00597, TTLF2_00598 und TTLF2_00599 sowie TTLF2_03637 und TTLF2_03638
zeigten jeweils zusammen Ahnlichkeiten zu RARP-A und —B bzw. RdRP-C von S. reilianum.
Wie bei LF1 sollten diese Genmodelle tberprift werden. Sollten die bisher als intergenisch
annotierten Bereiche zwischen diesen Genen hier den Introns entsprechen, ergaben sich auch
hier typische Proteinlangen von 1290 bzw. 1078 Aminosauren und jeweils eine vorhergesagte
RdRP-Domane. Pro Stamm von T. thlaspeos konnten somit zwei Proteine identifiziert werden,
die RNA-abhangigen RNA-Polymerasen verwandter Pilze in ihrer Domanenstruktur sehr
ahneln. Ihre Genmodelle sollten zukulnftig verifiziert werden.

Zusammenfassend wurden in T. thlaspeos in beiden Stammen je ein Dicer, ein Argonaute und
zwei RNA-abhangige RNA-Polymerasen identifiziert, deren Proteinlange und
Domanenarchitektur den entsprechenden Proteinen verwandter Brandpilze mit
funktionierendem RNAI-System sehr ahnlich sind (Laurie et al., 2008) (Dissertation (Ghareeb,
2011)).
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Abbildung 15 Analyse der RNAIi-Schlisselkomponenten. Dicer, Argonaute und RNA-abhangige RNA-Polymerase
wurden im T. thlaspeos LF1-Genom identifiziert. Domanenstrukturen wurden mit den Proteinen der Brandpilze mit
funktionierendem RNAI-System, U. hordei und S. reilianum, verglichen. DEXDc: DEAD-ahnliche Helikase
Uberfamilie, HELICc: Helikase Uberfamilie C-terminale Domane, Dicer dimer: Dimerisierungsdoméne, 4nha:
Hydrolase/RNA (gehdrt zu einem Protein Data Bank-Eintrag, in dem ein Teil des humanen Dicers mit einer siRNA
strukturell untersucht wurde (Tian et al., 2014)), RiboC: Ribonuklease Il Familie, ArgoN: N-terminale Doméane von
Argonaute, ArgoL1: L1-Domane von Argonaute, PAZ: PAZ-Domane, ArgoL2: L2-Domane von Argonaute, ArgoMid:
Mid-Domane von Argonaute, Piwi: Piwi-Domane, RARP: RNA-abhangige RNA-Polymerase, As: Aminosauren.

2.2.2. Erfassung des sRNA-Inventars
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifikation und Analyse von sRNAs in T. thlaspeos.
Hierzu waren mehrere Arbeitsschritte notwendig (Abbildung 16). Vorbereitend wurde Gesamt-
RNA aus je zwei Replikaten beider Stamme isoliert. Diese diente als Ausgangsmaterial fur die
Klonierung von sRNA-Bibliotheken (Anleitung durch Arne Weiberg, Antoine Porquier und
Florian Dunker an der Ludwig-Maximilians-Universitat Muinchen). Die vier mit
unterschiedlichen Adaptorsequenzen versehenen sRNA-Bibliotheken wurden gemultiplext

und sequenziert. Nach der Sequenzierung wurden die Daten vom Kollaborationspartner
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anhand der verwendeten Primer-Sequenzen gedemultiplext und verbleibende Primer-
Sequenzen entfernt. Die bioinformatische Analyse erfolgte basierend auf bestehenden
Arbeitsablaufen (Weiberg et al., 2013, Dunker et al., 2020).

Fir die eigene Analyse der Daten wurden Reads und einzigartige Sequenzen unterschieden.
Dabei sind Reads die Gesamtheit oder ein Anteil aller identifizieten Sequenzabfolgen.
Einzigartige Sequenzen beschreiben definierte Sequenzabfolgen, die sich von anderen
einzigartigen Sequenzen in ihrer Sequenzabfolge und/oder ihrer Ladnge unterscheiden. Bei der
Beschreibung von einzigartigen Sequenzen wird aul’erdem deren Abundanz nicht
berucksichtigt.

Um etwaige Kontaminationen auszuschlieRen, wurden stringent nur solche Sequenzen
verwendet, die Uber die gesamte Lange ohne Fehler oder Licken zum jeweiligen Genom
kartierten. Da eine Dicer-Deletionsmutante als Negativkontrolle noch nicht zur Verfugung
stand, sollte die Anzahl der zufallig produzierten Sequenzen, z.B. mRNA-Abbauprodukte,
durch Einbeziehen der Reproduzierbarkeit reduziert werden. Um dies im Programm Galaxy zu
erreichen, mussten mehrere Umwandlungen und Filterschritte vorgenommen werden. Zuerst
wurden die kartierenden Reads in einzigartige Sequenzen und deren Abundanz umgewandelt.
AnschlieRend wurde auf einzigartige Sequenzen, die mindestens einmal in jedem Replikat
eines Stammes vorkamen, gefiltert. Einzigartige Sequenzen, welche diese Voraussetzungen
erfillten, mussten im nachsten Filterschritt auch in beiden Replikaten des anderen Stammes
vorhanden sein. Zu diesem Schritt sollte erwahnt werden, dass aufgrund der Einzelnukleotid-
Polymorphismen zwischen beiden Stammen (Courville et al., 2019) mdglicherweise relevante
sRNAs verworfen wurden, die in einem Folgeprojekt naher analysiert werden kénnten, indem
die hier verworfenen Reads auf Annotationen von SNP-Regionen kartiert werden.

Dieses Vorgehen flhrte zu einer Liste mit stammubergreifend vorhandenen einzigartigen
sRNA-Sequenzen, die stringente Kartierungsbedingungen erflllten. Da die Abundanz der
einzigartigen Sequenzen in den Replikaten variieren konnte und in dieser Datei nicht
vorhanden war, wurde diese Information anschliel3end durch einen Abgleich mit der zu Beginn
erstellten Datei der auf das Genom kartierenden einzigartigen Sequenzen und deren
Abundanz zurlckgeholt. Resultat waren vier Datensets mit Reads, die unter stringenten
Bedingungen auf die Genome kartierten und deren einzigartige Sequenzen in allen vier
Replikaten vorhanden waren, aber moglicherweise unterschiedlich oft vorlagen.

Diese Daten wurden anschlieRend verwendet, um mdgliche Entstehungsorte der sRNAs zu
identifizieren. Dazu wurden die Reads sukzessive und stringent auf Annotationen von rRNAs
(Kapitel 2.2.2.1.1 ,Vorhersage von rRNA"), tRNAs (Kapitel 2.2.2.1.2 ,Vorhersage von tRNA"),
pra-mRNAs und anderen ncRNAs (Kapitel 2.2.2.1.3 ,Vorhersage anderer ncRNA®) kartiert.

Alle verbleibenden Reads kartierten dementsprechend auf unannotierte Bereiche.
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AnschlieRend wurden diese Gruppen charakterisiert. Diese Informationen konnten verwendet
werden, um die sSRNAs mit anderen sRNA-Studien zu vergleichen.

Um abzuschatzen, wofur T. thlaspeos sein RNAIi-System nutzen konnte, wurde eine
Zieltranskript-Analyse durchgefihrt. Dazu wurden einzigartige Sequenzen, die nicht auf rRNAs
und tRNAs kartierten, zunachst auf die sSRNA-typische Lange von 20-24 nt und anschlielend
auf ihre normalisierte Abundanz gefiltert. Diese wurden dann fur die Zieltranskript-Vorhersage
verwendet, welche flr Pilz- und Pflanzentranskripte durchgefihrt wurde. SchlieRlich erfolgte
eine Funktionsvorhersage der Zielproteine, um die Auswirkungen auf die Genexpression

abzuschatzen.
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Abbildung 16 Arbeitsschritte fur die Sequenzierung und Analyse von sRNA aus T. thlaspeos. Die Arbeitsschritte
wurden in Vorbereitung, Reproduzierbarkeit der Datensatze, Entstehungsort-Analyse mit Charakterisierung und

Zielort-Analyse gruppiert. Reads bezeichnet die Gesamtheit oder einen Anteil aller identifizierten Sequenzabfolgen.

Eine einzigartige Sequenz unterscheidet sich von einer anderen einzigartigen Sequenz in ihrer Sequenzabfolge

und/oder ihrer Lange.

2.2.21.

Annotation von ncRNAs

Bei der Sequenzierung von sRNAs werden ublicherweise nicht nur Dicer-abhangige sRNAs,

sondern auch Degradationsprodukte verschiedener RNA-Klassen detektiert (Drinnenberg et

al., 2009). Durch das Herausfiltern dieser verschiedenen RNA-Klassen kénnen mdgliche
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Entstehungsorte von Dicer-abhangigen sRNAs genauer charakterisiert werden (Drinnenberg
et al., 2009). Fur T. thlaspeos existierten die meisten dieser Annotationen zu Beginn dieser
Arbeit nicht. Deshalb wurden in dieser Arbeit rRNAs, tRNAs und andere ncRNAs
vorhergesagt. Da das Genom von LF2 mit 537 Scaffolds deutlich schlechter assembliert ist als
das Genom von LF1 mit 32 Scaffolds (Courville et al., 2019), wurde erwartet, dass Gene, die
maoglicherweise Uber Scaffold-Grenzen reichen, nicht annotiert werden kdnnten. Weil zu
erwarten war, dass kleinere Unterschiede in der Annotation bei der spateren Kartierung der
Reads, beispielsweise aufgrund ihrer Abundanz, zu deutlichen Unterschieden bei der
Kategorisierung fuihren wirden, wurde beschlossen, diese mit den Annotationen von LF1
durchzufuhren. Der Vollstdndigkeit halber wurden die Vorhersagen und Analysen fur LF2

dennoch durchgefuhrt.

2221A1. Annotation von rRNAs

Ribosomen bestehen aus zwei Untereinheiten, welche sich aus RNA und Proteinen
zusammensetzen (Venema and Tollervey, 1999). Die grof3e Untereinheit, LSU (large subunit),
wird in Eukaryoten aus 5S, 5.8S und 28S rRNAs gebildet, wahrend die kleine Untereinheit,
SSU (small subunit), die 18S rRNA enthalt (Lagesen et al., 2007). Es wurde erwartet, dass
18S, 5.8S und 28S rRNA-Gene nebeneinander in einem Repeat kodieren (Li et al., 2017b).
Weiterhin sind diese Repeats entweder in einem gro3en oder mehreren Tandem-Arrays auf
einem oder wenigen Chromosomen angeordnet, wahrend die 5S rRNA-Gene entweder im
Genom verteilt, in eigenstandigen Tandem-Arrays oder gekoppelt an andere Tandem-Array-
Genfamilien auftreten kénnen (Li et al., 2017b). Die Anzahl an rDNA-Repeats variiert zwischen
zwolf und mehreren hundert fir die Repeats mit 18S, 5.8S und 28S rRNA-Genen und 50-200
fur 5S rRNA-Gene (Li et al., 2017b). In S. cerevisiae enthalten die Repeats das 5S rRNA-Gen
und sie sind ca. 9 kb grof3 (Venema and Tollervey, 1999).

Zur Vorhersage von rRNAs in T. thlaspeos wurden zwei Programme verwendet. Barrnap
annotiert die rRNA-Gene als 5S, 5.8S, 18S, und 28S
(https://toolshed.g2.bx.psu.edu/repository/view_repository?id=52fc6d4b544460ef), und
Infernal annotiert sie als SSU, LSU und 5S rRNA (Nawrocki and Eddy, 2013).

Mit Barrnap wurden insgesamt 85 rRNA-Gene in LF1 annotiert (Tabelle 7). Davon waren 50
5S rRNA-Gene, zwolf 5.8S rRNA-Gene, zwolf 18S rRNA-Gene sowie zwolf 28S rRNA-Gene.
In LF2 wurden ebenso viele 5S rRNA-Gene annotiert, aber weniger von den in Repeat
angeordneten Genen. Dies konnte auf die schlechtere Genomassemblierung von LF2
zurtuckzufihren sein. Wahrend die 5S rRNA-Gene auf vielen Scaffolds zu finden waren,
wurden neben einem einzelnen 18S rRNA-Gen im mitochondrialen Genom die 5.8S, 18S und
28S rRNA-Gene ausschlieflich in der Ublichen Anordnung nebeneinander auf den Scaffolds

67, 72, 75 und 107 annotiert, weshalb sie im Folgenden als rDNA-Scaffolds bezeichnet
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werden. Die einzelnen Repeats waren ca. 10 kb grof3. Da rRNA-Sequenzen konserviert sind
(Lagesen et al., 2007), konnte als zusatzliche Kontrollmallhame die rRNA-Identitat durch
BLAST-Analyse (NCBI — Nukleotid Blast) Uberpruft werden. Dabei konnten alle Stichproben

jeden Typs verifiziert werden.

Tabelle 7 Vorhersage von rRNA-Genen in T. thlaspeos mit Barrnap. Angegeben ist die Anzahl der vorhergesagten
rRNA-Gene fiir beide Stamme.

Stamm LF1 LF2
58 rRNA 50 | 50
5.8SrRNA 12 1
18SrRNA 12 2
28S rRNA | 11 1

Mit Infernal wurden in LF1 51 5S rRNA-Gene auf vielen Scaffolds identifiziert (Tabelle 8). Die
eukaryotischen Gene einer 5.8S rRNA, von zwolf SSU und von zwolf LSU rRNAs wurden
ausschliellich auf den oben identifizierten rDNA-Scaffolds annotiert. Fir LF2 wurden
dieselben Gene mit Ausnahme der 5.8S rRNA annotiert. Wie auch bei der Vorhersage mit
Barrnap traten die in Repeats vorliegenden Annotationen weniger haufig auf. Aul3erdem
wurden in beiden Stdmmen eine kleine und eine grofRe ribosomale Untereinheit bakteriellen
Ursprungs sowie eine grolRe ribosomale Untereinheit vom archaeellen Typ identifiziert. Alle
drei wurden in LF1 auf Scaffold 106 gefunden, welcher hier das mitochondriale Genom
reprasentiert (Courville et al., 2019). In LF2 waren sie auf den Scaffolds 70 und 89 annotiert,
weshalb diese das mitochondrielle Genom von LF2 darstellen konnten. Mit einer Ausnahme
konnten alle rRNA-Typen stichprobenartig durch BLAST-Analyse (NCBI — Nukleotid Blast)
bestatigt werden. Die Ausnahme bildete die bakterielle SSU im mitochondrialen Genom,

welche als mitochondriale Sequenz erkannt wurde.

Tabelle 8 Vorhersage von rRNA-Genen in T. thlaspeos mit Infernal. Angegeben ist die Anzahl der vorhergesagten
rRNA-Gene fur beide Stamme.

Stamm LF1 LF2
5S rRNA 51 51
5.8S rRNA 1

SSU_rRNA_eukarya 12
LSU_rRNA_eukarya 12
SSU_rRNA_bacteria 1
LSU_rRNA_bacteria 1
LSU_rRNA_archaea 1

_ A A A Ao
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Von den vorhergesagten rRNA-Annotationen in LF1 Uberlappten 74, was etwa 90 %
entsprach. Die elf Annotationen, welche mit Infernal nicht Gberlappend vorhergesagt wurden,
beinhalteten ausschlieRlich 5.8S rRNAs auf den rDNA-Scaffolds. Die 5.8S rRNA-Gene waren
in T. thlaspeos immer von einem 18S- und/oder 28S rRNA-Gen flankiert. Aufgrund der starken
Ahnlichkeit zum Aufbau von rRNA-Repeats (Li et al., 2017b) wird angenommen, dass diese
5.8S rRNAs korrekt annotiert wurden. Die Annotation der LSU-rDNA-Repeats durch Infernal
scheint etwas zu kurz ausgefallen zu sein. Von den finf Annotationen, welche nicht von
Barrnap vorhergesagt wurden, waren eine eukaryotische SSU und eine eukaryotische LSU an
Scaffold-Grenzen. Hier ist vorstellbar, dass eine unvollstandige Sequenz die Identifikation
durch Barrnap verhinderte. Als nicht Ubereinstimmend identifiziert verbleiben also eine 5S
rRNA mitten in einem Scaffold und zwei nicht eukaryotische rRNA-Annotationen auf dem
mitochondrialen Scaffold 106.

Die Anzahl der rDNA-Repeats und der 5S rRNA-Gene liegt im unteren zu erwartenden
Rahmen (Li et al., 2017b).

Zusammenfassend wurden alle Typen fiir eukaryotische rRNA-Gene in beiden Stdmmen von
T. thlaspeos identifiziert. Die 18S, 5.8S und 28S rRNA-Gene bildeten in LF1 die erwarteten
Repeats, welche sich im Abstand von etwa 10 kb auf vier Scaffolds wiederholten, wahrend die
5S rRNA-Gene verteilt im Genom kodierten. Die Anzahl der rRNA-Gene lag im unteren
erwarteten Bereich. Da die Genomassemblierung von LF2 wesentlich mehr Scaffolds aufweist
(Courville et al.,, 2019), konnten die groReren rDNA-Repeats hier seltener vorhergesagt
werden. Es wurden also rRNA-Annotationen fiir beide Stamme erstellt, welche zu einer
vollstandigeren Genomannotation von T. thlaspeos beitragen. Des Weiteren ermdglicht die

Annotation der rRNAs das Filtrieren der sSRNA-Sequenzierungsdaten fur diese Dissertation.

2.2.21.2. Annotation von tRNAs

Da Dicer-abhangige sRNA-Entstehungsorte oft nicht in tRNA-Genen gesucht werden (Zhou et
al., 2012, Lau et al., 2013, Kang et al., 2013, Jiang et al., 2012), wurden tRNA-Gene in
T. thlaspeos identifiziert, um damit mogliche Degradationsprodukte herausfiltern zu kénnen.
Reife tRNAs haben oft eine Lange von ca. 75-95 nt und bilden eine kleeblattartige
Sekundarstruktur aus drei Schleifen und einem Stamm (Goodenbour and Pan, 2006). In allen
Domanen des Lebens gibt es tRNA-Gene mit Introns (Schmidt and Matera, 2020). Weitere
Charakteristika sind das Anticodon, welches fiir die Translation komplementar zur mRNA sein
sollte, und die fur die Aminosauretrager-Funktion wichtige Sequenz CCA an ihrem 3‘-Ende,
welche in Eukaryoten posttranskriptionell durch CCA-hinzufiigende Enzyme angefugt wird
(Ardell and Hou, 2016).

Far die Vorhersage wurden die Programme Aragorn (Laslett and Canback, 2004) und Infernal
(Nawrocki and Eddy, 2013) verwendet. Mit ersterem wurden 269 tRNA-Gene in LF1 und 250
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in LF2 vorhergesagt (Tabelle 9). Darunter waren jeweils Anticodons fur alle kanonischen
Aminosauren sowie flr Selenocystein und Pyrrolysin sowie ein als Stop annotiertes Anticodon
vertreten. Mit Infernal wurden 116 tRNA-Gene fir LF1 und 103 fir LF2 annotiert. Von diesen
Genen wurden in den Stdmmen 110 bzw. 98 von beiden Programmen Uberlappend
vorhergesagt. Darunter waren Anticodons fur alle kanonischen Aminosauren aulRer Cystein,
sowie flr Pyrrolysin sowie ein als Stop annotiertes Anticodon vertreten. Lediglich tRNA-Gene

fur Cystein wurden nur von einem Programm vorhergesagt.

Tabelle 9 Vorhersage von tRNA-Genen in T. thlaspeos. Angegeben ist die Anzahl der von Aragorn bzw. Infernal
vorhergesagten tRNA-Gene flr beide Stdmme.

Stamm LF1 LF2
tRNA vorhergesagt 269/116 250/103
tRNA liberlappend vorhergesagt 110 98

In U. maydis wurden 111, in S. reilianum 118, in S. cerevisiae 299, in S. pombe 196 und in
B. cinerea 212 tRNA-Gene identifiziert (Daten aus www.fungidb.org). Damit liegt die
Gesamtzahl der in T. thlaspeos identifizierten tRNA-Gene im erwarteten Bereich.

In beiden Stdmmen wurden tRNA-Gene fur alle kanonischen Aminosauren sowie fur
Selenocystein und Pyrrolysin und ein als Stop annotiertes Anticodon identifiziert. Letzteres
enthielt das Anticodon UUA, welches in Tetrahymena, Paramecium, Stylonychia, Oxytricha
und Condylostoma magnum als Glutamin translatiert wird (Grimm et al., 1998, Swart et al.,
2016). Daher scheint T. thlaspeos genetisch in der Lage zu sein, jedes der drei Stopp-Codons
zu translatieren. Ob die vorhergesagten tRNA-Gene exprimiert werden, wurde in dieser Arbeit
nicht geklart, da der Fokus darauf lag, mogliche tRNA-Degradationsprodukte herauszufiltern.
Aus diesem Grund wurden auch tRNA-Gene, die nicht von beiden Programmen Uberlappend

vorhergesagt wurden, fur die Filterschritte verwendet.

2.2.21.3. Annotation anderer ncRNAs

In sRNA-Sequenzierungsdaten werden Reads anderer ncRNAs ebenfalls nicht weiter
bericksichtigt (Zhou et al., 2012, Kang et al., 2013). Daher wurden auch diese mit Infernal
(Nawrocki and Eddy, 2013) annotiert, ihre Funktion mit der zugrundeliegenden Rfam-
Datenbank (Kalvari et al., 2018) recherchiert und mit Vorhersagen anderer Brandpilze
verglichen.

In LF1 wurden 17 und in LF2 16 ncRNAs identifiziert (Tabelle 10). Zwolf bzw. elf davon waren
Gruppe-I-Introns. In LF1 wurden alle auf dem mitochondrialen Scaffold 106 und in LF2 wurden
sie auf den Scaffolds 70 und 89 annotiert. Diese beiden Scaffolds sind schon bei der

Vorhersage der rRNAs dadurch aufgefallen, dass rRNAs bakteriellen und archaeellen
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Ursprungs dort annotiert wurden. Da in LF1 nicht-eukaryotische rRNA-Gene nur auf dem
mitochondrialen Scaffold annotiert wurden, kann man vermuten, dass die Scaffolds 70 und 89
in LF2 zum mitochondrialen Genom gehdren. Die selbstspleiRenden Ribozyme kommen unter
anderem in rRNA-, tRNA-, und mRNA-Genen in mitochondrialen Genomen von niederen
Eukaryoten vor (https://fam.org/). Eintrdge zu diesem Intron gibt es ebenfalls fir die
Brandpilze U. maydis, U. hordei und S. reilianum (https://rfam.org/).

Weiterhin wurde je ein Gruppe-ll-Intron identifiziert, welches ein selbstspleillendes Intron ist,
das unter anderem in rRNA-, tRNA-, und mRNA-Genen in Organellen von Pilzen vorkommt
(https://rfam.org/). Es wurde in LF1 auf dem mitochondrialen Scaffold 106 und in LF2 auf dem
maoglicherweise mitochondrialen Scaffold 70 annotiert. Ein solches Intron wurde ebenfalls in
U. hordei und S. reilianum, nicht aber in U. maydis identifiziert (https://rfam.org/).

AuBBerdem wurde eine U2 spliceosomale RNA identifiziert, welches eine kleine nukledre RNA
(small nuclear RNA; snRNA) ist, die eine Komponente des Major Spliceosoms darstellt
(https://rfam.org/). Sie ist in nahezu allen Eukaryoten vorhanden und wurde auch in U. maydis,
U. hordei und S. reilianum identifiziert (https://rfam.org/).

Des Weiteren wurde eine U4 spliceosomale RNA identifiziert. Diese eukaryotische snRNA
reguliert die Spliceosom-Komponente U6 (https://rfam.org/). U4 wurde auch in U. maydis,
U. hordei und S. reilianum identifiziert, wohingegen U6 lediglich in U. hordei annotiert werden
konnte (https://rfam.org/).

Zudem wurde eine 5’ ureB-sRNA annotiert. Diese sRNA lokalisiert am 5‘-Ende des ureB-Gens
und ist antisense zu diesem (https://rfam.org/). Eine 5 ureB-sRNA wurde ebenfalls in den
Brandpilzen U. maydis, U. hordei und S. reilianum gefunden (https://rfam.org/).

Schliellich wurde ein TPP-Riboswitch identifiziert, welcher auch als THI-Element bezeichnet
wird. Dieses beschreibt eine hochkonservierte RNA-Sekundarstruktur, welche direkt
Thiaminpyrophosphat binden und die Genexpression durch vielfaltige Mechanismen
regulieren kann (https://rfam.org/). Ein solcher TPP-Riboswitch wurde weder in U. maydis,
U. hordei noch S. reilianum gefunden (https://rfam.org/).

Das Beispiel der spliceosomalen RNA U6 veranschaulicht, dass, obwohl sie konserviert sein
sollte (Didychuk et al., 2018), nicht alle ncRNAs in allen Spezies identifiziert wurden. Mit
Ausnahme des TPP-Riboswitches wurden jedoch alle in T. thlaspeos identifizierten ncRNAs
auch in anderen Brandpilzen gefunden. Insofern ahneln sich die Vorhersagen fir T. thlaspeos
mit denen der hier betrachteten Brandpilze. Diese Vorhersagen ermdglichen einen weiteren

Filterschritt von Sequenzierungsdaten.
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Tabelle 10 Vorhersage anderer ncRNA in T. thlaspeos mit Infernal. Angegeben ist die Anzahl der vorhergesagten

ncRNA-Gene fiir beide Stamme.

Stamm LF1 LF2
U2 spliceosomale RNA 1 1
U4 spliceosomale RNA 1 1
5' ureB-sRNA 1 1

Gruppe | katalytisches Intron 12 11
Gruppe Il katalytisches Intron 1 1
TPP-Riboswitch (THI-Element) 1 1

Die Vorhersage von rRNA- und tRNA-Genen hat fur T. thlaspeos zu erwartende Resultate
erzielt. Bezuglich der weiteren ncRNAs erscheint die Annotation anhand von Vergleichen zu

anderen Brandpilzen zwar nicht vollstandig, aber in vertretbarem Umfang zu sein.

2.2.2.2. Herstellung von sRNA-Bibliotheken

Um die sRNAs aus T. thlaspeos zu identifizieren, mussten Bibliotheken fur die Sequenzierung
kloniert werden (Abbildung 17). Zu Beginn wurde die Qualitat der RNA mit einem BioAnalyzer
unter denaturierenden Bedingungen Uberprift. Dazu wurde Gesamt-RNA verwendet, die mit
DNasel behandelt und anschlieRend aufgereinigt wurde, um co-prazipitierte DNA zu
entfernen, die das RNA-Signal tUberlagern wirde. Das Programm identifizierte die ribosomalen
18S und 25S RNA wie erwartet bei etwas unter 2 bzw. 4 kb. AuRerdem konnte ein deutliches
Signal bei etwa 26 s, also unter 200 nt, detektiert werden, welches aufgrund seiner Lange auf
5S rRNAs, 5.8S rRNAs und tRNAs zuriickzufiihren ist. AulRer diesen deutlichen und
erwarteten Signalen ist die Grundlinie sehr flach, was flr eine sehr gute Qualitat der RNA
sprach. Die vom BioAnalyzer berechnete RNA-Integritats-Nummer (RIN) gibt auf einer Skala
von 1-10 die Qualitat der RNA von vollstandig zerfallen bis vollkommen intakt an. Mit einer RIN
von 9,1 wurde die RNA auch vom Programm als fast vollkommen intakt bewertet. Damit ist die
mit diesem RNA-Extraktionsprotokoll gewonnene RNA fiir die Herstellung von sRNA-
Bibliotheken geeignet.

Die Klonierung der sRNA-Bibliotheken wurde von mir unter Anleitung von Arne Weiberg,
Antoine Porquier und Florian Dunker durchgefiihrt. Zu Beginn wurden Aliquots der flr die
Klonierung verwendeten RNA ohne DNasel-Behandlung auf einem nativen Gel kontrolliert
(Abbildung 17C). Die 18S und 28S rRNA-Banden waren deutlich und in guter Signalintensitat
zueinander zwischen den 1 kb und 3 kb Markern zu erkennen. Kleinere rRNAs und tRNAs
waren als weniger intensive und weniger definierte Banden unter 0,5 kb zu sehen. Wie fir
T. thlaspeos typisch, war auch die RNA-Bande oberhalb der 28S rRNA-Bande sichtbar. Alle
RNA-Proben waren also intakt und wurden daher fur die Klonierung verwendet. SchlieRlich

wurde die RNA auf einem denaturierenden Gel aufgetrennt (Abbildung 17D). Hier waren die
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charakteristischen rRNA-Banden im oberen Gelbereich zu sehen, wobei die Banden bei LF2
intensiver erschienen. Unterhalb von 150 bp waren keine diskreten Banden sichtbar. Nur bei
LF2 war ein schwacher Schmier zu sehen. Da die Signalstarke bei LF2 insgesamt etwas hdher
war, wurde bei LF2 wahrscheinlich etwas mehr RNA eingesetzt. Die Bereiche um 18-35 bp
wurden ausgeschnitten (Abbildung 17E) und als Ausgangsmaterial fir die Klonierung der
sRNA-Bibliotheken mittels Kit verwendet, wobei unterschiedliche Adaptersequenzen fir jedes
der vier Replikate verwendet wurden. Die Insertionslange der Bibliotheken wurde schlie3lich
verifiziert. Die Bibliotheken wurden aufgereinigt, gemultiplext und extern sequenziert.

Es wurde verifiziert, dass die verwendete RNA-Extraktionsmethode die Isolierung intakter RNA
ermdglicht, welches ideale Bedingungen fiir die Analyse von sRNAs darstellt. Fur die
Klonierung der sRNA-Bibliotheken wurden 18-35 nt-lange RNAs verwendet. Die

anschlielende Sequenzierung lieferte die Daten, die im Folgenden analysiert werden.
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Abbildung 17 Generierung von sRNA-Bibliotheken flr die Sequenzierung. A) Schritte zur Generierung von sRNA-
Bibliotheken. B) Die Qualitat des RNA-Extraktionsprotokolls konnte durch Analyse von Gesamt-RNA von LF1 mit
DNasel-Behandlung und erneuter Aufreinigung mit einem BioAnalyzer nachgewiesen werden. Die DNasel-
Behandlung und die erneute Aufreinigung waren nétig, um verunreinigende DNA zu entfernen, welche im
BioAnalyzer das RNA-Auftrennungsmuster tiberlagern wiirde. Aufgetragen sind Fluoreszenz-Einheiten [FU] gegen
die Migrationszeit [s]. Eine Migrationszeit von 22 s entspricht ca. 25 nt, 28 s entsprechen ca. 200 nt, 33 s
entsprechen ca. 500 nt, 38 s entsprechen ca. 1000 nt, 44 s entsprechen ca. 2000 nt und 50 s entsprechen ca.
4000 nt. RIN: RNA-Integritatszahl, rangiert von 0 bis 10 in aufsteigender Qualitat. 18S und 25S wurden von der
BioAnalyzer Software definiert. IS: Interner Standard; entspricht 25 nt. C) Gesamt-RNA ohne DNasel-Behandlung
wurde auf einem nicht-denaturierenden 1 %-igen Agarosegel elektrophoriert, um zu zeigen, dass die fir die
Bibliothek verwendeten Aliquots integer sind. D) Gesamt RNA ohne DNasel-Behandlung wurde auf einem 14 %-
igen denaturierenden RNA-PAGE elektrophoriert. E) AnschlieBend wurden die Regionen zwischen ca. 18-35 nt
ausgeschnitten und fir die Generierung der RNA-Bibliothek verwendet. Hier war keine DNasel-Behandlung nétig,
da die bei der Bibliothek-Generierung verwendeten RNA-Primer nicht mit DNA-Fragmenten ligieren. C, D und E)

_R1 bezeichnet das erste und _R2 das zweite Replikat des jeweiligen Stammes.
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2.2.23. Reproduzierbarkeit

Nach der Sequenzierung wurden die Daten anhand der verwendeten Primer den jeweiligen
Replikaten zugeordnet und die Adaptorsequenzen wurden entfernt (Durchfihrung durch Arne
Weiberg). Fir jedes der vier Replikate wurden Uber 6,1 *10” Reads sequenziert. Dies
entspricht Uber 3 *108 einzigartigen Sequenzen. In der Literatur enthalten sRNA-Bibliotheken
oft 5-10 Mio. Reads, in selteneren Fallen bis zu 51 Mio. Reads. (Carreras-Villasefior et al.,
2013, Chen et al., 2014, Chen et al., 2015, Kang et al., 2013, Lau et al., 2018, Nicolas et al.,
2010). Daher sind die hier erstellten sSRNA-Bibliotheken mit iber 60 Mio. Reads umfangreich.
Hiervon konnten ca. 75 % der Reads bzw. etwa 30 % der einzigartigen Sequenzen unter
stringenten Bedingungen auf das jeweilige Genom kartiert werden (Tabelle 11 und Tabelle
12). Bei diesem Filterschritt konnten die verworfenen, nicht kartierenden Reads
Fehlpaarungen, Licken bei der Kartierung oder uneindeutig identifizierte Basen enthalten.
Auch Reads, welche zwei bislang nicht assemblierte Scaffolds oder zwei durch Spleilen
verbundene Exons Uberspannen, konnten unter diesen Bedingungen nicht kartiert werden und
wurden entsprechend verworfen. Weitere Griinde fur nicht vollstdndig homologe und daher
verworfene Reads konnen beispielsweise posttranskriptionelle Modifikationen, PolyA-
Sequenzen oder Adaptor-Kontaminationen sein (Nunes et al., 2011a, Kang et al., 2013). In
anderen Studien variiert der Anteil der vollstandig auf das jeweilige Genom kartierenden
Reads zwischen 14 % und 90 % und flr einzigartige Sequenzen zwischen 15 % und 57 %
(Carreras-Villasenor et al., 2013, Chen et al., 2015, Nicolas et al., 2010). Damit sind die hier
erreichten etwa 75 % vollstadndig auf das Genom kartierenden Reads im Vergleich zu anderen
Studien ein guter Wert (Carreras-Villasefor et al., 2013, Dubey et al., 2019, Lee et al., 2022,
Zhou et al., 2012).

Tabelle 11 Reproduzierbarkeit der sSRNA-Sequenzierung anhand von Reads. Prozentzahlen beziehen sich auf den
Ausgangswert. Fir die Kartierung auf das Genom mussten Read-Sequenzen Uber ihre gesamte Lange identisch
zur Genomsequenz sein ohne Fehler oder Licken aufzuweisen. Kontaminationen, Reads mit uneindeutiger
Basennennung (,N“) oder Reads, welche zwei Exons einer mRNA Uberspannen, wurden dementsprechend nicht

kartiert. ,_ R1“ bezeichnet das erste Replikat und ,_R2“ das zweite Replikat eines Stammes.

Replikat LF1_R1 LF1_R2 LF2_R1 LF2_R2
Anzahl Reads 69.776.351 61.620.110 65.034.068 63.745.229
auf Genom kartiert 54.422.099 46.188.592 49.038.072 47.648.726
(78,0 %) (75,0 %) (75,4 %) (74,7 %)
reproduzierbar innerhalb eines 53.459.732 45.341.733 48.036.885 46.660.160
Stammes (76,6 %) (73,6 %) (73,2 %) (74,3 %)
reproduzierbar zwischen beiden = 52.709.647 44.729.774 46.690.611 45.286.678
Stammen (75,5 %) (72,6 %) (71,8 %) (71,0 %)
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Um zufallige Degradationsprodukte herauszufiltern und dadurch tendenziell RNAi-relevante
sRNAs anzureichern, wurde geprift, ob die sRNAs in allen Replikaten identifiziert werden
konnten. Innerhalb desselben Stammes wurden bezogen auf die Bibliothekgréfie ca. 74 % der
Reads bzw. ca. 8 % der einzigartigen Sequenzen in beiden Replikaten identifiziert. Nicht
reproduzierbare Reads innerhalb eines Stammes konnten grundsatzlich aufgrund der
Sequenziertiefe oder auf individuelle Abbauprodukte zurlickzuflihren sein und wurden
verworfen. Um sRNAs zu identifizieren, die in T. thlaspeos konserviert waren, wurden nur
Sequenzen verwendet, die in beiden Stdmmen vorhanden waren. Stammibergreifend
konnten bezogen auf die BibliothekgroRe ca. 72 % der Reads bzw. etwa 3 % der einzigartigen
Sequenzen stammiuibergreifend in allen Replikaten identifiziert werden. Nicht
stammiubergreifend reproduzierbare Reads koénnten grundsatzlich aufgrund der
Sequenziertiefe, aus individuellen Abbauprodukten oder aus unterschiedlichen
Genomsequenzen stammen, wie beispielsweise den 31 Genen ohne orthologe Sequenzen im
anderen Stamm oder den 11509 Einzelnukleotid-Polymorphismen (Courville et al., 2019).
Diese 900.000 einzigartigen und nicht reproduzierbaren Sequenzen machten bis zu 3,7 % der
auf das Genom kartierenden Reads aus und waren daher vermutlich wenig abundant, was fur

zuféllige Degradationsprodukte zu erwarten ware.

Tabelle 12 Reproduzierbarkeit der sRNA-Sequenzierung anhand einzigartiger Sequenzen. Eine einzigartige
Sequenz unterscheidet sich von einer anderen einzigartigen Sequenz in ihrer Sequenzabfolge und/oder ihrer
Lange. Prozentzahlen beziehen sich auf den Ausgangswert. Fiur die Kartierung auf das Genom mussten Read-
Sequenzen uber ihre gesamte Lange identisch zur Genomsequenz sein ohne Fehler oder Liicken aufzuweisen.
Kontaminationen, Sequenzen mit uneindeutiger Basennennung (,N“) oder Sequenzen, welche zwei Exons einer
mRNA (berspannen, wurden dementsprechend nicht kartiert. ,_R1“ bezeichnet das erste Replikat und ,_R2“ das
zweite Replikat eines Stammes.

Replikat LF1_R1 LF1_R2 LF2_R1 LF2_R2
Anzahl einzigartige Sequenzen 3.300.966 3.174.590 4.171.384 4.205.755
auf Genom kartiert 1.112.512 1.054.476 1.228.902 1.224.287
(33,7 %) (33,2 %) (29,5 %) (29,1 %)
reproduzierbar innerhalb eines Stammes 283.704 283.704 320.625 320.625
(8,6 %) (8,9 %) (7,6 %) (8,2 %)
reproduzierbar zwischen beiden Stammen 126.751 126.751 126.751 126.751
(3,8 %) (4,0 %) (3,0 %) (3,0 %)

Fur die weiteren Analysen wurden also mindestens 4,5 *10” Reads bzw. etwa 1,2 *10°
einzigartige Sequenzen bericksichtigt. Im Vergleich zu anderen Studien sind dies gute bzw.

vergleichbare Werte (Carreras-Villasefior et al., 2013, Dubey et al., 2019, Nunes et al., 2011a).
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2.2.24. Analyse der Entstehungsregionen von sRNAs

Nachdem der Anteil der nicht Dicer-abhangigen Degradationsprodukte durch Einbeziehen der
Reproduzierbarkeit theoretisch verringert wurde, wurden durch Kategorisierung und
Charakterisierung weitere Anhaltspunkte fur die Funktionalitdt des RNAi-Systems in
T. thlaspeos analysiert.

Kategorisiert wurde entsprechend einer Studie an T. atroviride, indem die reproduzierbaren
Reads subtraktiv auf Annotationen von rRNAs, tRNAs, pra-mRNAs, anderen ncRNAs,
Scaffolds, auf denen ausschlieBlich rRNA annotiert wurden (rDNA-Scaffolds) und dem
mitochondrialen Genom kartiert wurden (Tabelle 13) (Carreras-Villasenor et al., 2013). Reads,
welche nicht Uber ihre gesamte Lange ohne Fehler oder Licken auf diese Annotationen
kartierten, wurden unannotierten Regionen zugeschrieben. Diese Analyse ergab, dass ca.
92 % aller Reads auf rRNA-Annotationen kartierten. Da Reads von rDNA lange nicht naher
erforscht und stattdessen verworfen wurden (Lambert et al., 2019, Weiberg et al., 2013, Dubey
etal., 2019), wurden sie zunachst nicht in die Analyse aufgenommen, sondern als Folgeprojekt
betrachtet. Da es inzwischen mehrere Beispiele fur sSRNAs aus rDNA mit regulatorischer
Funktion in der Genexpression oder Genomintegritat gibt (Lau et al., 2018, Yang et al., 2015,
Gutbrod and Martienssen, 2020), sollten diese Reads zukiinftig naher analysiert werden.
tRNA-Annotationen machten je nach Replikat ca. 7 % der Reads aus. Von den etwa 0,5 % der
Reads, die auf pra-mRNA kartierten, entfielen etwa die Halfte auf Exons und Introns und nur
sehr wenige auf untranslatierte Regionen, die hier fir alle protein-kodierenden Gene pauschal
auf 150 nt festgelegt wurde, weil in U. maydis ahnliche Langen berichtet wurden (Doyle et al.,
2011). Weitere ncRNAs machten je nach Stamm 0,05-0,14 % der Reads aus. Von den
verbleibenden Reads kartierten viele neben rRNA-Annotationen, welche nur den funktionellen
Teil der rRNA, aber nicht immer die intern transkribierten Spacer (ITS) und nie die extern oder
nicht transkribierten Spacer (ETS oder NTS) beinhalteten. Auf diese bislang unannotierten
Bereiche der rDNA-Scaffolds fielen etwa 0,07 % der Reads. Etwa 0,2 % der Reads kartierten
auf mitochondriale Sequenzen. Damit verblieben durchschnittlich 0,5 % der Reads auf bislang

unannotierte Regionen.
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Tabelle 13 Kategorisierung reproduzierbarer Reads. Fir die subtraktive Kartierung auf die jeweilige Kategorie
mussten Read-Sequenzen lber ihre gesamte Lange identisch zur annotierten Sequenz sein ohne Fehler oder
Lucken aufzuweisen. Angegeben ist der Anteil an Reads, die einer Kategorie zugeordnet werden konnten in
Prozent. Genom und Annotation von LF1 wurden fiir Reads aller Replikate verwendet. UTR: untranslatierte

Regionen.
LF1_R1 LF1_R2 LF2_R1 LF2_R2
rRNA 89,91 89,95 93,44 93,94
tRNA 8,55 8,33 5,25 4,83
Pra-mRNA 0,50 0,58 0,44 0,47
3’-UTR 0,02 0,02 0,04 0,04
5’-UTR 0,02 0,02 0,01 0,01
Exon 0,21 0,26 0,24 0,26
Intron 0,25 0,27 0,15 0,16
ncRNA 0,14 0,14 0,06 0,05
rDNA-Scaffolds 0,07 0,09 0,07 0,06
mtDNA 0,19 0,20 0,30 0,22
unannotiert 0,63 0,71 0,45 0,42

Indem die reproduzierbaren Reads durch Kartierung in verschiedene Kategorien eingeteilt
wurden, konnte gezeigt werden, dass der grofdte Teil der Reads aus rRNA und tRNA stammt.
Die relevanten pra-mRNA-Reads und die besonders interessanten auf unannotierten

Regionen kartierenden Reads machten jeweils ca. 0,5 % der Reads aus.

Weil sie Anhaltspunkte flr die Funktion von Dicer und Argonaute bieten kénnen, wurden die
Reads dariber hinaus beztiglich Lange, GC-Gehalt und 5‘-Nukleotid untersucht. Hier zeigten
beide Stdmme dieselben Eigenschaften, wenn auch quantitativ mit leichten Unterschieden
(Abbildung 18). Bei der Herstellung der Bibliotheken wurde vermutlich etwas mehr Gesamt-
RNA von LF2 als von LF1 eingesetzt (Abbildung 17D), was die quantitativen Unterschiede
erklaren konnte.

Insgesamt waren die Reads, welche weder auf rRNA- noch auf tRNA-Annotationen kartierten,
zwischen 22 und 32 nt lang, wobei kirzere Sequenzen tendenziell haufiger auftraten
(Abbildung 18A). Die wenig abundanten Reads, die auf rDNA-Scaffolds au3erhalb der rRNA-
Annotationen oder den mitochondrialen Scaffold kartierten, waren mit einer Lange von 21-
32 nt wenig definiert. Die geringe Zahl anderer ncRNA-Annotationen konnte der Grund dafur
sein, dass die hier kartierenden Reads eine recht definierte Lange von 26-28 nt aufweisen.
Interessanterweise zeigten auf pra-mRNA-Annotationen kartierende sRNAs besonders haufig
Langen von 22-24 nt sowie 30-32 nt. SchlieBlich kartierten auf bislang unannotierte Bereiche
21-32 nt lange Reads, wobei 22-25 nt lange Reads grundsatzlich haufiger auftraten. Eine
Akkumulation von ca. 20-25 nt langen sRNAs ist fur Dicer-Produkte typisch (Svoboda, 2020,

Nicolds and Garre, 2016), sodass hier bereits davon ausgegangen werden kann, dass das
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hier identifizierte Dicer aus T. thlaspeos funktionsfahig sein kdnnte. Weitere Details zur
Herstellung der sRNAs werden in der Diskussion erlautert (Kapitel 3.2.4 ,Herstellung von
SRNAs in T. thlaspeos®).

Der GC-Gehalt der nicht auf rRNA- oder tRNA-Annotationen kartierenden Reads lag zwischen
20 und 80 % (Abbildung 18B). Die Reads von mitochondrialer DNA entsprachen dem
durchschnittlichen GC-Gehalt von 30% dieses Scaffolds. Die anderen ncRNAs, die alle auf
dem mitochondrialen Scaffold annotiert sind, wiesen mit Uberwiegend 45 % einen etwas
hoéheren GC-Gehalt auf. Protein-kodierende und intergenische Bereiche produzierten
dagegen Reads mit dazu vergleichsweise heterogenem GC-Gehalt von 45-70 %. Der
durchschnittliche genomische GC-Gehalt von T. thlaspeos betragt 61 % (Courville et al.,
2019). Anhand der mitochondrial kodierten ncRNAs und den weiteren von mtDNA
stammenden sRNAs konnte bereits ein gewisser Unterschied im GC-Gehalt gezeigt werden,
der im weitaus umfangreicheren Rest des Genoms maoglicherweise gréer ausfallen kénnte.
Dementsprechend kénnten die Reads moglicherweise von unterschiedlichen Regionen des
Genoms stammen.

Ago-Proteine besitzen in Menschen und in A. thaliana aufgrund eines speziellen Bereichs in
der MID-Doméne eine Belade-Praferenz bezuglich des 5'-Nukleotids (Frank et al., 2012).
Tatsachlich sient man in A. thaliana und auch in M. circinelloides eine sehr starke
Akkumulation von sRNAs mit einem bestimmten 5°-Nukleotid bei Co-Immunprazipitationen im
Vergleich zur sRNA-Sequenzierung von Gesamt-RNA (Mi et al., 2008, Cervantes et al., 2013).
Ago oder andere Faktoren kénnen dartiber hinaus miRNAs vor Degradation schiitzen (Ha and
Kim, 2014). Daher kdnnte eine Anhaufung eines 5'-Nukleotids in sRNA-Sequenzierdaten auf
eine bevorzugte Beladung in Ago hindeuten. Gleichzeitig gibt es aber auch Beispiele flir wenig
oder nicht selektiv beladene Agos wie in M. oryzae (Nguyen et al., 2018). Auch wenn ein
verstarktes Auftreten eines 5'-Nukleotids in sSRNA-Sequenzierungsdaten von Gesamt-RNA
kein eindeutiger Hinweis auf die Beladung von Ago ist, sollte hier tberprtft werden, ob es eine
sehr starke Anreicherung gibt, die Anlass fiir nahere Untersuchungen und/oder Anhaltspunkte
fur die Auswahl oder Gewichtung der sRNAs fiir die Zieltranskript-Vorhersage bieten konnte.
In T. thlaspeos wurde in dieser Doktorarbeit flr alle mitochondrial kodierten sRNAs (mtDNA
und andere ncRNAs) eine erhdhte Praferenz fur Uridin bzw. fir Adenosin an der 5-Position
festgestellt (Abbildung 18C), die mit dem niedrigen GC-Gehalt dieses Scaffolds einhergehen
konnte. In sSRNAs aus pra-mRNAs und aus intergenischen Bereichen wurde nur jeweils eine
leichte Praferenz fur Cytidin bzw. Cytidin oder Guanosin festgestellt. Auch in F. oxysporum
wurde eine gleichmaRige Verteilung der vier Nukleotide an der 5°-Position vorgefunden (Chen
et al., 2014). Damit gab es zunachst keinen konkreten Anlass, die sSRNA-Kandidaten anhand

des 5‘-Nukleotids vor der Zieltranskript-Vorhersage zu filtern.
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Abbildung 18 Charakterisierung der kartierten Reads. Reproduzierbare Reads wurden sukzessive zu
verschiedenen funktionellen Gruppen kartiert und deren Eigenschaften charakterisiert. A) Sequenzlange, B) GC-
Gehalt, C) 5'-Nukleotid. Fur A) und B) schwarz: ohne rRNA- und tRNA-Annotationen, blau: pra-mRNA,
schwarz/weil3: ncRNA, dunkelgrau: rDNA-Scaffolds, hellgrau: mtDNA, rot: unannotiert; Fir C) schwarz: Uridin,
dunkelgrau: Guanosin, hellgrau: Adenosin, weif3: Cytidin. LF1: links, LF2: rechts. Auf den Scaffolds 67, 72, 75 und
107 wurden ausschlieRlich rRNA-Gene annotiert. Daher wurden sie rDNA-Scaffolds benannt. Auf Scaffold 106
waren als einziger ausschliellich rRNA-Annotationen bakteriellen oder archaealen Ursprungs sowie tRNAs
vorhergesagt. Er reprasentiert mitochondriale DNA. Gezeigt sind Werte fir je zwei experimentelle Replikate pro

Stamm.

Zusammenfassend wurden je zwei sRNA-Bibliotheken pro Stamm analysiert. Die meisten
Reads stammten von rRNAs. Reads von pra-mRNAs und unannotierten Regionen machten
zusammen ein Prozent der Reads aus. In diesen beiden Kategorien finden sich in beiden
Stammen oft 22-24 nt lange Reads, welche durch Dicer prozessiert worden sein kénnten. Aus
pra-mRNAs gibt es zudem eine Anreicherung von 30-32 nt langen Reads. Schlieflich lasst
eine geringe Tendenz zu Cytidin oder Guanosin als 5-Nukleotid in SRNAs von pra-mRNAs
und intergenischen Bereichen keinen Hinweis auf deutliche Belade-Praferenz von Ago in

T. thlaspeos zu.

2.2.2.5. Vorhersage potentieller endogener Zieltranskripte von sRNAs
Um zu analysieren, welche biologischen Funktionen das RNAI-System von T. thlaspeos
regulieren konnte, wurden fir die identifizierten sRNAs aus T. thlaspeos endogene
Zieltranskripte vorhergesagt und die jeweilige Proteinfunktion ermittelt. Dabei war es mdglich,
dass eine sRNA mit mehreren mRNAs und eine mRNA mit mehreren sRNAs interagiert.
Fir die Zieltranskript-Vorhersage wurden nur solche sRNAs verwendet, die perfekt auf das
Genom Kkartierten, in allen vier Replikaten vorhanden waren, nicht auf rRNA- oder tRNA-
Annotationen kartierten, 20-24 nt lang waren und eine normalisierte Abundanz von zwei Reads
in jedem der vier Replikate aufwiesen. Dies sollte zum einen folgende Analysen aufgrund der
Abundanz der sRNA erleichtern und zum anderen entsprach es Ublichen Kriterien (Ma et al.,
2020, Chen et al., 2014). Auf diese Weise wurden 97 sRNA-Kandidaten aus T. thlaspeos flr
die Zieltranskript-Vorhersage herausgefiltert (siehe Tabelle 23 im Anhang).
Von den 97 eingesetzten sRNAs wurden fiir 17 sRNAs insgesamt 19 verschiedene endogene
Zieltranskripte mit dem Programm TAPIR vorhergesagt (Tabelle 14) (Bonnet et al., 2010).
Darunter sind Transkripte von Genen wie Cytoplasmatischem Dynein schwere Kette 2
(THTG_05648), dem Karyopherin Kap123 (THTG_04410), SAP155 (THTG_04178) und IME4
(THTG_01185). Auch ein Transkript mit Ahnlichkeit zu einer Transposase (THTG_04405)
wurde vorhergesagt. Allerdings war hier die Genannotation auffallig, da das annotierte Protein

kein Methionin am N-Terminus besa® und nur 126 Aminosduren ohne vorhergesagte
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Domanen aufwies. Daher sollte die Annotation Uberprift werden. Weiter wurden
Zieltranskripte vorhergesagt, deren Gene fur Cytochrom P450 (THTG_03827), ein Protein
unbekannter Funktion ohne konservierte Domanen (THTG_03119), VPS73 (THTG_06156),
ein Aktin-blndelndes Protein (THTG_04952), eine Flavin-enthaltende
Aminoxidasedehydrogenase (THTG_05570) und Utp10 (THTG_06063) kodieren. In der
Proteinsequenz eines weiteren putativen Zieltranskriptes mit der Gen-ID THTG 05317 wurden
eine GAL4-Domane und eine pilzliche Transkriptionsfaktor regulatorische mittlere Homologie-
Region-Domane mittels Domanensuche (NCBI — Conserved Domains) identifiziert, welche
zumindest eine Zuordnung als wahrscheinlichen Transkriptionsfaktor erlauben. Des Weiteren
wurde ein Transkript des Gens THTG_01697 als Ziel von RNAI vorhergesagt, dass eine
Proteinkinase ohne nahere Funktionsbezeichnung kodiert. AuRerdem wurden mRNAs als Ziel
endogener RNAI prognostiziert, die fur die E3-Ubiquitinligase Hel2 (THTG_03301), eine
Adenylatcyclase (THTG_03864), Dynein leicht-intermediare Kette (THTG_03770), eine
Inositolpolyphosphat-Phosphatase (THTG_03611), STI1 (THTG_01782) und ein putatives
Nukleoporin (THTG_03252) kodieren.

Die biologische Funktion sowie weitere Analysemoglichkeiten und Vergleiche werden weiter

unten (Kapitel 3.2.5 ,Potentielle endogene Funktionen der sRNAs von T. thlaspeos®) diskutiert.

Tabelle 14 T. thlaspeos-sRNAs mit vorhergesagten endogenen Zieltranskripten. Verwendet wurden 20-24 nt lange
sRNAs aus axenischer Kultur, welche nicht auf vorhergesagte rRNA- oder tRNA-Annotationen kartierten und eine
normalisierte Abundanz von mindestens zwei in jedem Replikat aufwiesen. Die sRNAs sind der Reihenfolge nach
ihrer absteigenden Abundanz sortiert. Der Score spiegelt die Anzahl der Basenfehlpaarungen, Licken und G-U-
Paarungen zwischen sRNA und Zieltranskript wider. Diese kommen in validierten sRNAs in der seed-Region
(Position 2-12 vom 5°-Ende der sRNA-Sequenz) selten vor, und werden daher starker gewichtet. Daher
reprasentiert ein Score von Null eine perfekte Homologie zwischen sRNA und Zieltranskript und héhere Werte
entsprechen weniger Homologie, wobei die genannten Imperfektionen funktional gewichtet wurden.

sRNA Score Linge @ sRNA-Sequenz Gen-ID des Ziel-Protein

der (5'— 3 vorher-

sRNA gesagten

[nt] Zieltrans-

kriptes

Tt_sRNA 4 21 CCAGUGGAUGAAGA THTG_05648 Cytoplasmatisches Dynein
3 CCGAGCG schwere Kette 2
Tt_sRNA 4,5 22 CCAGUGGAUGAAGA  THTG_05648 Cytoplasmatisches Dynein
_4 CCGAGCGU schwere Kette 2
Tt_sRNA 45 22 CUCGUUGAUGAGCU THTG_04410 @ Kap123
_19 CUAUAACG
Tt_sRNA 35 22 CUCGUUGAUGAGCU  THTG_04178  SAP155
_19 CUAUAACG
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4,5
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24

24
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23
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21
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24

22
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23

23
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UAGACAGUCUGCUU
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CCAGUGGAUGAAGA
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UGAGCUGGCU
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CUGCGGUGGACGAG
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AUGCGACCGUUUGA
ACCUUGGU
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GGCUGGGCUGGUCC
GAUGGCA
GGCUGGGCUGGUCC
GAUGGCA
GCUUCGGCGGGGGA
UCUUGAUGGC
CCGUCGGAGCCCUC
CCGCcucU
CCGUCGGAGCCCUC
CCGCccucuU
UGCUUUUUUUCGGC
CGGAUUCCU
UGCUUUUUUUCGGC
CGGAUUCCU

THTG_01185

THTG_04405

THTG_03827

THTG_05648

THTG_03119

THTG_06156

THTG_04952

THTG_05570

THTG_06063

THTG_03119

THTG_05317

THTG_01697

THTG_03301

THTG_03864

THTG_03770

THTG_03611

THTG_01782

THTG_03252

THTG_01185

THTG_04405

Ergebnisse

IME4

Verwandt mit Transposase
Cytochrom P450
Cytoplasmatisches Dynein
schwere Kette 2

unbekannt

VPS73

Aktin-butindelndes Protein
Flavin-enthaltende
Aminoxidasedehydrogenase
Utp10

unbekannt

unbekannt

Wahrscheinlich Protein Kinase
E3-Ubiquitinligase Hel2
Adenylatcyclase

Dynein leicht-intermediare Kette
Inositolpolyphosphat-
Phosphatase

ST

Nukleoporin, putativ

IME4

Verwandt mit Transposase
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2.2.2.6. Vorhersage potentieller Zieltranskripte fiir HIGS

Um eine erste Einschatzung fur die mogliche Nutzung des RNAIi-Systems wahrend der
Infektion zu erhalten, wurde weiterhin das Transkriptom von A. hirsuta fur eine Zieltranskript-
Vorhersage mit TAPIR verwendet (Bonnet et al., 2010, Courville et al., 2019). Von den 97
sRNAs, die fir die Zieltranskript-Analyse eingesetzt wurden, wurden fir 59 sRNAs
interagierende mMRNAs aus A. hirsuta vorhergesagt, die im Folgenden anhand gangiger
Methoden weiter gefiltert wurden. Von diesen 59 pilzlichen sRNAs wiesen 28 eine vollstandige
Basenpaarung zum vorhergesagten pflanzlichen Zieltranskript auf. Die Quelle dieser sRNAs
koénnte in sSRNA-Sequenzierungsdaten aus infizierten Pflanzen, die fiir die Verifikation von ck-
RNAI notwendig werden, zukunftig nicht zweifelsfrei bestimmt werden. Daher wurden diese
sRNAs, ahnlich wie in anderen Studien (Weiberg et al., 2013, Zanini et al., 2018), von weiteren
Analysen ausgeschlossen. Von den verbleibenden 31 sSRNAs hatten sechs ein vorhergesagtes
Zieltranskript im Pilz, weshalb sie, wie auch in anderen Studien (Wang et al., 2017a), vorerst
nicht weiter berucksichtigt wurden. Fur die verbleibenden 25 sRNAs aus T. thlaspeos wurden
MRNAs von 26 Genen als Zieltranskripte in A. hirsuta vorhergesagt. Um den die Auswirkung
von PIGS von T. thlaspeos auf A. hirsuta zu evaluieren, wurden zu jeder mMRNA aus A. hirsuta
mit Hilfe publizierter Daten (Courville et al., 2019) Homologe in A. thaliana identifiziert. So
konnte 21 vorhergesagten Zieltranskripten ein Homolog in A. thaliana und damit meist auch
eine Funktion zugeordnet werden (Tabelle 15). Proteine dieser Zieltranskripte waren die RAB-
Geranylgeranyl-Transferase Beta Untereinheit 1 (RGTB1), das F-Box/RNI-ahnliche/FBD-
ahnliche Domanen-enthaltende Protein, der Suppressor von MEK1 (SMEK1), das Aktin
Cytoskelett-regulatorischer Komplex PAN-ahnliche Protein, die Inositolphosphorylceramid
Synthase 3 (IPCS3), das B-Box Domanen Protein 28 (BBX28), das Myosin-M schwere Protein,
das BEACH-Domanen Homolog C1 (BchC1), die Caseinkinase Il, Alpha Kette 3 (CKA3), das
pflanzliche Syntaxin 31 (SYP31), ein multiresistentes Protein, ein putativer
Elektronentransporter, Embryo Defekt 1011 (LONO1), die Mannosidase 5 (MNS5), RABBG, eine
Anaphase-fordernder Komplex Untereinheit, das Titan-ahnliche, Transthyretin-dhnliche
Protein (TTL), ein RNA-bindendes KH Domanen-enthaltendes Protein, Bildet aploide und
binukleare Zellen 1A (FAB1D), die Glycosylhydrolase 9B7 und die Ubiquitin-spezifische
Protease 18 (UBP18).

Die Rolle dieser potentiellen Zieltranskripte in der Pilz-Pflanze-Interaktion wird in der
Diskussion (Kapitel 3.2.6 ,Potentielle Funktionen des RNAIi-Systems wahrend der Infektion

von Pflanzen®) naher erlautert.
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Tabelle 15 T. thlaspeos-sRNAs mit vorhergesagten Zieltranskripten in A. hirsuta. Verwendet wurden 20-24 nt lange
sRNAs aus axenischer Kultur, welche nicht auf vorhergesagte rRNA- oder tRNA-Annotationen kartierten und eine
normalisierte Abundanz von mindestens zwei in jedem Replikat aufwiesen. Aufgelistet sind ausschlief3lich sRNAs,
die weder eine vollstandige Basenpaarung zu einem potentiellen pflanzlichen Zieltranskript noch ein potentielles
pilzliches Zieltranskript besaflien. Aufgefiihrt sind zudem ausschlieBlich Zieltranskripte mit einem Homolog in
A. thaliana. Die sRNAs sind der Reihenfolge nach ihrer absteigenden Abundanz sortiert. Der Score spiegelt die
Anzahl der Basenfehlpaarungen, Licken und G-U-Paarungen zwischen sRNA und Zieltranskript wider. Diese
kommen in validierten sRNAs in der seed-Region (Position 2-12 vom 5-Ende der sRNA-Sequenz) selten vor, und
werden daher starker gewichtet. Daher reprasentiert ein Score von Null eine perfekte Homologie zwischen sRNA
und Zieltranskript und héhere Werte entsprechen weniger Homologie, wobei die genannten Imperfektionen

funktional gewichtet wurden.

sRNA Score Linge sRNA-Sequenz Gen-ID Gen-ID Ziel-Protein
der (5'— 3 des des
sRNA vorherges A. thaliana
[nt] agten -
A. hirsuta- Homologs
Zieltrans-
kripts
Tt_sRNA 3 21 UUGUAAAACUU  TRINITY_  at5g12210 = RAB-Geranylgeranyl-
_12 AGCGGUCUCU DN20130_ Transferase Beta
cl_g1 Untereinheit 1 (RGTB1)
Tt_sRNA 4 21 UUGUAAAACUU  TRINITY_  at5g56420 @ F-Box/RNI-ahnliches/FBD-
_12 AGCGGUCUCU DN26273_ ahnliches Doméanen-
c3_g4 enthaltende Protein
Tt_sRNA 45 21 UUGUAAAACUU  TRINITY_  at3g06670  Suppressor von MEK1
_12 AGCGGUCUCU DN26724_ (SMEK1)
c0_g1
Tt_sRNA 35 24 GUUGAUCCGAA  TRINITY_ | at3g20350 @ Aktin Cytoskelett-
_15 UUUUUCUAUUU  DN24114_ regulatorischer Komplex
Cu c1_g2 PAN-ahnliches Protein
Tt_sRNA 3 22 UUGUAAAACUU  TRINITY_  at5g12210 = RAB-Geranylgeranyl-
_16 AGCGGUCUCUA DN20130_ Transferase Beta
cl_ g1 Untereinheit 1 (RGTB1)
Tt_sRNA 2,5 22 UUCCAUUUUUC  TRINITY_ | at2g29525 Inositolphosphorylceramid
17 GCACGGGGAGA DN18362_ Synthase 3 (IPCS3)
c1_g2
Tt_sRNA 3 23 CGACAUGAUGA TRINITY_  at4g27310 B-Box Doménen Protein
_21 ACAAACAAGAU  DN17175_ 28 (BBX28)
U c0_g1
Tt_ sRNA 4 23 CGACAUGAUGA  TRINITY_ | at2g37960 @ Myosin-M schweres
21 ACAAACAAGAU DN21051_ Protein
U c0_g1
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C
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ACUUAGUCGUA
UCAUAUUGUCU
CuU
AUCGAUGACAA
UAUGGAAUAUA
CG
AUCGAUGACAA
UAUGGAAUAUA
CG
UUUCGGGCACC
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UUUCGGGCACC
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UUUCGGGCACC
CACUCUGAUC

CAGGCUGUGCU
GAUGAUUUCCA

UUCCAUUUUUC
GCACGGGGAGA
uc
AACGUGUUUCU
ACUUUCUGAUC

UAUCUACAUCG
GAUUCUGAGGU

UAUCUACAUCG
GAUUCUGAGGU

TRINITY_
DN14188_
c0_g2
TRINITY_
DN21693_
c1_g3
TRINITY_
DN22075_
c0_g1
TRINITY_
DN46784_
c0_g1
TRINITY_
DN21693_
c1_g3
TRINITY_
DN46784_
c0_g1
TRINITY_
DN22075_
c0_g1
TRINITY_
DN22139_
c0_g1
TRINITY_
DN27470_
c0_g1
TRINITY_
DN22139_
c0_g1
TRINITY_
DN24238_
c0_g1
TRINITY_
DN27303_
c0_g4
TRINITY_
DN26894 _
c0_g1
TRINITY_
DN25516_
c0_g2
TRINITY_
DN23441_
c0_g1

at3g60920

at2g23080

at5g05760

at1g58007

at2g23080

at1g58007

at5g05760

at5g66600

at1g55540

at5g66600

at1927520

at2g44610

at1g06590

at4g24900

at1g14170

Ergebnisse

BEACH-Domanen
Homolog C1 (BchC1)

Caseinkinase I, Alpha
Kette 3 (CKA3)

Pflanzliches Syntaxin 31
(SYP31)

Multiresistentes Protein

Caseinkinase Il, Alpha
Kette 3 (CKA3)

Multiresistentes Protein

Pflanzliches Syntaxin 31
(SYP31)

Elektronentransporter,

putativ

Embryo Defekt 1011
(LONO1)

Elektronentransporter,

putativ

Mannosidase 5 (MNS5)

RABG

Anaphase-fordernder

Komplex Untereinheit

Titan-ahnliches,
Transthyretin-ahnliches
Protein (TTL)
RNA-bindendes KH-
Domanen-enthaltendes

Protein
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UAUCUACAUCG
GAUUCUGAGGU

CUUAGUCGUAU
CAUAUUGUCUC

AUCUACAUCGG
AUUCUGAGGU

AUCUACAUCGG
AUUCUGAGGU

UGAUCCGAAUU
UUUCUAUUUCU

ACUAGGACAAA
CCGCUAUUGGC

CUUAGUCGUAU
CAUAUUGUCUC
u
UUGAUCCGAAU
UUUUCUAUUUC
u

TRINITY_
DN25482_
c3_g1
TRINITY_
DN21693_
c1_g3
TRINITY_
DN25482_
c3 g1
TRINITY_
DN23169_
c2_g2
TRINITY_
DN24114_
c1_g2
TRINITY_
DN23963_
c0_g1
TRINITY_
DN21693_
c1_g3
TRINITY_
DN24114_
c1_g2

at1g934260

at2g23080

at1934260

at1g75680

at3g20350

at4g31670

at2g23080

at3g20350

Ergebnisse

Bildet aploide und
binukledre Zellen 1A
(FAB1D)
Caseinkinase I, Alpha
Kette 3 (CKA3)

Bildet aploide und
binuklare Zellen 1A
(FAB1D)
Glycosylhydrolase 9B7

Aktin Cytoskelett-
regulatorischer Komplex
PAN-8hnliches Protein
Ubiquitin-spezifische
Protease 18 (UBP18)

Caseinkinase Il, Alpha
Kette 3 (CKA3)

Aktin Cytoskelett-

regulatorischer Komplex
PAN-&hnliches Protein
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3. Diskussion
3.1. Genetische Modifikation

Fir die Entwicklung neuer PflanzenschutzmalRnahmen ist das Wissen auch um molekulare
Interaktionen zwischen Pilz und Pflanze wichtig. Idealerweise kdnnen beide
Interaktionspartner genetisch modifiziert werden, sodass die Prozesse beiderseitig untersucht
werden kdnnen. Der Brandpilz T. thlaspeos beféllt Brassicaceaen wie A. hirsuta, A. alpina und
unter Laborbedingungen auch A. thaliana, sodass auf umfangreiche Ressourcen bezlglich
der Pflanzen zurlickgegriffen werden kann (Frantzeskakis et al., 2017). Gleichzeitig ist er mit
agronomisch relevanten Pathogenen verwandt, sodass T. thlaspeos als Modellorganismus
etabliert werden soll (Frantzeskakis et al., 2017).

Ein Ziel dieser Arbeit war es, Methoden zur genetischen Modifikation von T. thlaspeos zu
etablieren. Dazu wurde die Calcium-PEG-Transformationsmethode von Protoplasten gewahilt,
da diese kostengunstige Methode die raumliche Trennung einzelner Protoplasten erlaubt, fur
verwandte und/oder filamentdse Pilze gut funktioniert sowie laborintern flr U. maydis etabliert
war.

Ein zuverlassig planbares Wachstum der Pilzkultur war die Grundlage fur qualitativ und
quantitativ einheitliches Ausgangsmaterial, mit dem Enzyme und Puffer fir die zlgige
Entfernung der pilzlichen Zellwand identifiziert und optimiert werden konnten. Die auch nach
der Aufreinigung intakten Protoplasten waren auf festem Regenerationsmedium meist in der
Lage, ihre Zellwand neu zu synthetisieren und zu Kolonien heranzuwachsen. Die MIC zweier
Selektionsmarker wurde fir Festmedien fiir unterschiedliche Verwendungszwecke, der
Kultivierung intakter Zellen und der Regeneration von Protoplasten, identifiziert. Plasmide, die
fur entsprechende Resistenzmarkergene kodieren, wurden mit endogenen Promotoren und
Terminatoren hergestellt und auf ihre Funktionalitat Gberprift. Schliel3lich konnten beide
Stamme von T. thlaspeos erfolgreich transformiert werden, sodass nun zwei Hygromycin B-
resistente, unterschiedlich fluoreszierende Stamme zur Verfiigung stehen, die langfristig ohne
Selektionsdruck kultiviert werden kdénnen.

Neben der beschriebenen, auf randomisierte Integration abzielenden genetischen Modifikation
sollte flir den zweiten Teil dieser Arbeit auch die gezielte Deletion des Dicer-Gens erfolgen.
Hierflr wurde ein Konstrukt mit homologen Flanken zum Dicer-Gen aus T. thlaspeos und einer
der funktionellen Resistenzgenkassetten hergestellt und transformiert ohne anschlief3end
Transformanten zu erhalten. Da die Deletion des Dicer-Gens zu Wachstumsphanotypen oder
Letalitat fihren kann (Carreras-Villasefior et al., 2013, Chapman et al., 2022), wurden dartber
hinaus zum Nachweis der Machbarkeit Plasmide fir die Deletion des Pheromonrezeptor-Gens
pra1 hergestellt. Auch hier konnte fiir keines der Plasmide mit unterschiedlichen homologen

Flankenlangen Transformanten gewonnen werden.
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Im Folgenden sollen die Aspekte mit allgemeinen Ahnlichkeiten zu anderen Pilzen sowie die

Effizienz und Raum fir Optimierungen diskutiert werden.

3.1.1. Effiziente Gewinnung stabiler Protoplasten

Da die Zellwandzusammensetzung zwischen Spezies variieren kann (Li et al., 2017a), gibt es
bei der Herstellung von Protoplasten keine verlasslichen Vorhersagen, welche Zellwand-
abbauenden Enzyme sich fir welchen Organismus eignen, stattdessen muss individuell
getestet werden. So werden fur U. maydis 12,5 mg/mL Glucanex verwendet, flr U. esculenta
15 mg/mL Lywallzym und flr U. bromivora eine Kombination aus 10 mg/mL Glucanex und
5 mg/mL Yatalase (Bdsch et al., 2016, Yu et al., 2015, Rabe et al., 2016). Wenn die Produktion
eines solchen Enzyms eingestellt wird, kann sich die Suche wiederholen, wie beispielsweise
fur das viel genutzte Novozym234, welches flr A. niger inzwischen durch eine Kombination
aus Glucanex, Chitinase und B-Glucuronidase ersetzt wurde (de Bekker et al., 2009,
Brachmann et al., 2004, Okmen et al., 2021). Fur T. thlaspeos war zusatzlich zur
Enzymmischung Glucanex weitere Chitinaseaktivitat in Form von entweder reiner Chitinase
oder der Enzymmischung Yatalase noétig. Hier kdnnte man spekulieren, dass Zellwande von
T. thlaspeos mdglicherweise einen hdheren Anteil an Chitin im Vergleich zu U. maydis
aufweisen.

Neben den Enzymen hatte der osmotische Stabilisator einen grofden Einfluss auf die
Protoplastenausbeute, da diese sowohl durch Sorbitol als auch durch Saccharose im
Vergleich zu MgSO. drastisch herabgesetzt wurde. Interessanterweise regenerieren die
Protoplasten grundsatzlich auf Regenerationsmedium mit Sorbitol als osmotischem
Stabilisator (Masterarbeit (Pllcker, 2017)) und sind im Sorbitol-haltigen STC stabil und intakt,
was durch Trypanblau-Farbung nachgewiesen werden konnte. Auch bei anderen Spezies
waren die Protoplasten in Sorbitol-haltigen Medien stabil und regenerieren hier besser als auf
anorganischen osmotischen Stabilisatoren (Arnold and Garrison, 1979, Sietsma and De Boer,
1973). Ausschlaggebend flrr die geringere Protoplastenausbeute war daher vermutlich die
Inhibition von Yatalase durch Sorbitol, denn Glucanex wird mit Sorbitol-haltigen Puffern
verwendet (Bosch et al., 2016). Eine Inhibition verschiedener zum Zellwandabbau genutzter
Enzyme aus Schnecken durch Sorbitol und z.T. Saccharose wurde bereits festgestellt
(Sietsma and De Boer, 1973, Arnold and Garrison, 1979). Darlber hinaus wurden die
Protoplasten hier nicht durch Pelletieren, sondern in einer Interphase gesammelt, da sie
wegen des MgSOs im Protoplastierungspuffer aufschwammen. Die beiden
Aufreinigungsmethoden kdnnten mit unterschiedlichen Verlusten einhergehen und sich so auf
die finale Protoplastenausbeute auswirken.

Ein genauer Vergleich der Protoplastierungseffizienz ist schwierig, da das Frischgewicht selten

hierflr verwendet wird (Lynch et al., 1985, Yu et al., 2015). Fur T. thlaspeos war dies jedoch
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aufgrund des mycelartigen Wachstums ohne zlgige Generierung von Sporen notwendig. Das
fir T. thlaspeos etablierte Protokoll ermdglichte eine Ausbeute von 7,2 *107 Protoplasten pro g
Frischgewicht. Bei U. esculenta wurden nach der Aufreinigung 15,6 *108 Protoplasten pro g
Frischgewicht erzielt (Yu et al., 2015). Aus A. niger konnten pro g Frischgewicht etwa 3,5 *10”
Protoplasten gewonnen werden, sodass das etablierte Protokoll effizienter ist als das eines
industriell genutzten Pilzes (de Bekker et al., 2009, Meyer, 2008).

Die fur Transformationen eingesetzte Protoplastenanzahl liegt flr Aspergillus oryzae,
Trichoderma reesei und Cordyceps militaris bei 2 *10° (Zou et al., 2021). Fiir M. grisea und
S. indica sind es etwa 5-7 *10° Protoplasten und fiir U. maydis, Aspergillus nidulans und
F. oxysporum 1-2 *10” Protoplasten (Balhadére et al., 1999, Zuccaro et al., 2009, Schulz et
al., 1990, Koukaki et al., 2003, Liang et al., 2014). Fur erfolgreiche Transformationen von
T. thlaspeos wurden 8 *10° Protoplasten eingesetzt (Kollaboration mit Lesley Pliicker). Mit
einer durchschnittichen Menge an Protoplasten konnten also bereits Transformanten

generiert werden.

3.1.2. Verbesserung der Regeneration
Bei schwankenden Regenerationsraten wirden Transformationsereignisse nicht unbedingt
sichtbar werden. Deshalb sollte zunachst die Regeneration verbessert werden, bevor
Parameter der Transformation optimiert werden. Die Regeneration von Protoplasten wird von
vielen Faktoren beeinflusst. Charakteristika von Protoplasten, wie die Stabilitat, der Anzahl
vorhandener Zellkerne oder unvollstandig protoplastierte Zellen, kénnen durch Kultivierungs-
oder Protoplastierungsbedingungen beeinflusst werden (Farifia et al., 2004, Lou et al., 2019).
Die Membranintegritdt der Protoplasten wurde hier durch Farbung mit Trypanblau
nachgewiesen. Bei filamentdsen Pilzen besitzen die Protoplasten nicht immer einen Nukleus,
was die berechnete Regenerationsrate reduziert (Farina et al.,, 2004). Bei F. oxysporum
beispielsweise waren abhangig vom verwendeten osmotischen Stabilisator wahrend der
Protoplastenisolation etwa 37-50 % der Protoplasten kerlos (Lynch et al., 1985). Zuklnftig
kdnnte das hier etablierte Protokoll der Trypanblau-Farbung mit Hoechst oder Propidiumiodid
angepasst werden, um so die Zellkerne anzufarben (Zhang et al., 2018). Dariber hinaus kann
die berechnete Regenerationsrate hoher sein, falls unvollstdndig protoplastierte Zellen
anwachsen. Bei der hier verwendeten Aufreinigungsmethode mit Sammelpuffer sollten sich
un- und anprotoplastierte Zellen jedoch im Pellet befinden. Da die Protoplasten nach der
Aufreinigung immer mikroskopisch betrachtet wurden und nie un- oder anprotoplastierte Zellen
beobachtet wurden, kann davon ausgegangen werden, dass dieses Separationsverfahren fir
T. thlaspeos sehr gut funktioniert. Das Vorhandensein unprotoplastierter Zellen wird
beispielsweise durch Ausplattieren auf Regenerationsmedium ohne osmotischen Stabilisator

getestet, da Protoplasten unter diesen Bedingungen platzen (Lou et al., 2019, Cheng and
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Bélanger, 2000). Die Protoplasten von T. thlaspeos zeigten ohne osmotischen Stabilisator
jedoch keine Regeneration (Masterarbeit (Plicker, 2017)), sodass davon ausgegangen
werden kann, dass bei dem hier etablierten Protoplastierungs- und Aufreinigungsprotokoll
keine Zellen verbleiben.

Neben der Protoplastenqualitat beeinflussen auch verschiedene Komponenten des Mediums
wie Nahrstoffe, pH-Wert oder osmotischer Stabilisator die Regeneration (Farifia et al., 2004,
Wu and Chou, 2019, Yu et al, 2015). Das verwendete Geliermittel des
Regenerationsmediums zeigte keinen offensichtlichen Einfluss auf die Regenerationsrate. Die
Regenerationseffizienz von Protoplasten kann abhangig vom verwendeten osmotischen
Stabilisator variieren (Zhang et al., 2016a, Yu et al., 2015). Das wahrend der Protoplastierung
genutzte MgSO4 war sowohl mit Pflanzenagar als auch mit Phytagel inkompatibel, weshalb
andere Substanzen getestet und schliellich Saccharose verwendet wurde. Auch bei
Verwendung von Agar und MgSOs4 wurde je nach Komposition des Mediums Prazipitat
beobachtet (Farifia et al., 2004). Protokolle fir die filamentdsen Pilze Antrodia cinnamomea,
Sclerotium rolfsii  und Amphichorda guana verwenden ebenfalls MgSO, fir die
Protoplastierung und Saccharose flr die Regeneration und erreichen Regenerationsraten
zwischen 26 und 71 % (Wu and Chou, 2019, Farina et al., 2004, Liang et al., 2021).
Regenerationsraten von filamentdsen Pilzen kénnen durchaus niedrig sein (Farifia et al.,
2004). So wurden fur F. oxysporum Regenerationsraten von 0-6 % berichtet (Lynch et al.,
1985). Da die Regenerationseffizienz auch von der verwendeten Konzentration des
osmotischen Stabilisators abhangt (Yu et al., 2015), sollte diese zuklinftig optimiert werden.
Darlber hinaus wird fur Magnaporthe grisea Saccharose statt Sorbitol in der STC-L6sung
verwendet, weil leicht cytotoxische Effekte von Sorbitol beobachtet wurden (Balhadére et al.,
1999). Die Trypanblau-Farbung wies auf intakte Protoplasten von T. thlaspeos in Sorbitol-
haltigem STC hin. Da die Regeneration auf YMPG mit Sorbitol geringer ausfiel als mit
Saccharose (Plicker et al., 2021), kdnnte dies dennoch fur T. thlaspeos getestet werden. Dazu
koénnte eine definierte Anzahl Protoplasten auf Regenerationsmedium und nicht-osmotischem
Medium ausplattiert und die Kolonien gezahlt werden, um die Regenerationsrate zu
bestimmen (Lou et al., 2019). Diese konnte ggf. um die Zahl der kernlosen Protoplasten
korrigiert werden.

Eine geringere Konzentration des osmotischen Stabilisators in der unteren Schicht des
Festmediums soll zudem zu mehr und schneller wachsenden Transformanten fuhren (Ruiz-
Diez, 2002). Auch A. cinnamonea wuchs bei niedrigerem osmotischem Druck schneller (Wu
and Chou, 2019). Tatsachlich wuchsen intakte Zellen von T. thlaspeos starker auf YMPG ohne
Saccharose im Vergleich zum Regenerationsmedium YMPG mit 1 M Saccharose (Plucker et
al., 2021), sodass eine geringere Menge an Saccharose bezlglich Regenerationseffizienz und

-zeit getestet werden sollte. Protoplasten kénnen auch in Flissigmedium regenerieren (Farifia
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et al.,, 2004, Patil and Jadhav, 2015). Wenn diese noch vor der ersten Zellteilung auf
Festmedium ausplattiert werden, kdnnte eine raumliche Trennung der Transformanten erzielt
und durch den Verzicht auf den osmotischen Stabilisator mdglicherweise das Wachstum
beschleunigt werden. Fur den filamentésen Pilz Nectria haematococca wurde dieses Prinzip
wahrscheinlich angewendet, denn die Protoplasten wurden nach etwa 20 h in flissigem auf
festes Regenerationsmedium ausgestrichen (Coleman et al., 2011). Ein &hnliches, neu
entwickeltes Protokoll fiir T. reesei sieht die Regeneration und initiales Wachstum in Oltropfen
in Flussigmedium vor, bevor diese mittels Fluoreszenz-aktivierter Zell-Sortierung
(fluorescence-activated cell sorting, FACS) gescreent und schliel3lich auf Festmedium
inkubiert werden (Luu et al., 2022). Diese Methode beschleunigte die Bildung von Kolonien
von 7-14 Tagen auf 4-8 Tage (Luu et al., 2022). Gerade fur die Herstellung von Mutanten mit
moglichen Wachstumsdefiziten, wie bei Dicer-Deletionsmutanten von T. atroviride oder
M. circinelloides (Carreras-Villasenor et al., 2013, Nicolas et al., 2010) oder Zuckertransporter
Hxt1 von U. maydis (Schuler et al., 2015), ware ein insgesamt schnelleres Wachstum hilfreich,
weshalb die Konzentration des osmotischen Stabilisators in beiden Medienschichten oder die
initiale Regeneration in Flissigmedium mit anschlieRender Vereinzelung auf Festmedium

ohne osmotischen Stabilisator getestet werden sollte.

3.1.3. Optimierungen zur Steigerung der Transformationseffizienz

Fur erfolgreiche Transformationen wurden umgerechnet pro 1 *10° Protoplasten flr U. maydis
0,1-0,5 pg DNA, fir F. oxysporum 0,4-1 ug DNA und fir T. thlaspeos ca. 0,6 ug DNA
verwendet und resultierten in 200, 15-46 bzw. 23 Transformanten (Schulz et al., 1990, Kistler
and Benny, 1988) (Kollaboration mit Lesley Plicker). Trotz ahnlicher DNA-Mengen im
Vergleich zur Protoplastenanzahl ist die Transformation von T. thlaspeos damit weniger
effizient.

In dieser Doktorarbeit wurde die eingesetzte Menge an Pilzmaterial meist konstant gehalten,
weil oft die Protoplastenausbeute bestimmt werden sollte. Andere Experimentatoren
verwendeten fiur erfolgreiche Transformationen zum Teil nur die Halfte an Pilzmaterial,
wodurch weniger Protoplasten pro Transformationsreaktion zur Verfligung standen
(Kollaboration mit Lesley Plicker) (Masterarbeiten (Plicker, 2017, Geil3l, 2020)). Man geht
davon aus, dass das Verhaltnis von eingesetzter DNA-Menge zur Anzahl an Protoplasten
malfgeblichen Einfluss auf den Transformationserfolg hat (Kawai et al., 2010, Kistler and
Benny, 1988). Daher konnte kurzfristig entweder die Menge an Pilzmaterial fur die
Protoplastierung verringert oder die Menge an DNA fir die Transformation von T. thlaspeos
erhoht werden. Daruber hinaus kénnten zur Maximierung der Effizienz weitere Parameter in
Betracht gezogen werden. Ob das veranderte Verhaltnis von Pilzmaterial und Enzymen einen

Einfluss auf die Protoplastenqualitat hat, kbnnte man zum Beispiel mittels Calcofluor-White-
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Farbung von Zellwandmaterial nachweisen (Selitrennikoff and Bloomfield, 1984) und ggf.
langer protoplastieren. Daruber hinaus sollten kurzfristig die im vorigen Kapitel diskutierte
Regeneration und langerfristig die im Folgenden diskutierten Parameter zum Einbringen der

DNA in die Protoplasten und deren Integration ins Genom optimiert werden.

3.1.3.1. Einbringen der DNA in die Protoplasten
Bei der gewahlten Transformationsmethode wird die Aufnahme der DNA in die Protoplasten
durch Calciumchlorid und PEG vermittelt (Li et al., 2017a). Die Calciumchlorid-Konzentration
liegt bei anderen Protokollen bei 10-300 mM (Kawai et al., 2010, Lou et al., 2018, Liang et al.,
2014, Brachmann et al., 2004, Rabe et al., 2016, Honda et al., 2019). Auch die Art und Menge
des PEGs variiert und sollte deshalb individuell getestet werden (Rabe et al., 2016, Yu et al.,
2015, Lou et al., 2018, Brachmann et al., 2004, Liang et al., 2014, Kawai et al., 2010). So
konnte eine etwa flnffach erhdhte Anzahl an Transformanten in Candida glycerinogenes
erzielt werden (Zhang et al., 2016a). Darlber hinaus kdnnen unterschiedlich lange
Inkubationszeiten und -temperaturen hilfreich sein, um die DNA an und durch die Membran zu
geleiten und so den Transformationserfolg positiv zu beeinflussen (Li et al., 2017a, Zhang et
al., 2016a). So konnte die Zahl der Transformanten in C. glycerinogenes um das bis zu 24-
fache erhéht werden (Zhang et al., 2016a).
Um die Membranpermeabilitat fir Ribonukleoproteinkomplexe flr die CRISPR/Cas-Methode
(clustered regularly interspaced palindromic repeat/CRISPR associated protein) zu erhdhen,
wurde Triton X-100 eingesetzt (Liu et al., 2022). Allerdings wurde die Regenerationsfahigkeit
der Protoplasten reduziert (Liu et al., 2022), sodass eine Adaption flr T. thlaspeos erst nach
deren Optimierung erwogen werden kann.
Ein weiterer Faktor ist die Stabilitat der transformierten DNA. Heparin ist ein negativ geladenes
Polysaccharid, das an Enzyme wie Ribonukleasen und Polymerasen binden und deren
Aktivitat beeinflussen kann (Bauchwitz, 1991). Daher kdnnte es wahrend der Transformation
um DNA-bindende Faktoren konkurrieren (Bauchwitz, 1991). Die Transformation von E. coli
und U. maydis konnte durch Heparin wesentlich verbessert werden (Bauchwitz, 1991).
Die Aufnahme der DNA in die Zelle ist ein Aspekt, der in dieser Arbeit aus Zeitgrinden noch
nicht optimiert wurde. Da die Optimierung bei den genannten Beispielen zu guten Ergebnissen
gefihrt hat, sollte dies auch fur T. thlaspeos getestet werden.
Alternativ kann DNA auch durch Agrobacterium-vermittelte Transformation oder durch
Elektroporation in Protoplasten eingebracht werden (Li et al., 2017a, Rivera et al., 2014). Fur
T. reesei funktionieren beispielsweise sowohl die Agrobacterium-vermittelte als auch die PEG-
vermittelte Transformation und flir N.crassa wurde neben der PEG-vermittelten

Transformation auch die Elektroporation etabliert (Li et al., 2017a).
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3.1.3.2. Integration der DNA in das Genom

Fur spatere Infektionsexperimente ware eine Integration der transformierten DNA in das
Genom von T. thlaspeos winschenswert. Nach der Transformation von T. thlaspeos wuchsen
23 Kolonien auf Regenerationsmedium an und von den 20 auf neuem Selektionsmedium
Uberstrichenen wuchs eine erneut an (Masterarbeit (Plicker, 2017)). Dies spricht flr eine
transiente  Expression der Resistenzkassette wahrend der Kultivierung auf
Regenerationsmedium. In Cochliobolus heterostrophus wurde durch einen B-Glucuronidase-
Test gezeigt, dass die DNA durch die Transformation zwar effizient aufgenommen, aber in
99 % der Falle lediglich transient exprimiert und nicht ins Genom integriert wurde (MAnke and
Schéfer, 1993). Instabile Expression wurde auch in verschiedenen anderen Pilzen beobachtet
(Honda et al., 2019). Da die Transkription in Eukaryoten flr gewohnlich im Zellkern stattfindet,
wurde die transformierte DNA wahrscheinlich dorthin transportiert (Honda et al., 2019). Ob sie
danach vorubergehend als extrachromosomale DNA transkribiert oder in das Genom integriert
und anschlie3end beispielsweise ausgeschnitten wurde, bleibt offen (Honda et al., 2019). Die
Integration der DNA ins Genom kann auf verschiedene Weise erfolgen und unterstutzt werden.
Die Enden von Doppelstrangbriichen kénnen durch die zelleigenen Reparaturmechanismen
homologe Rekombination oder NHEJ repariert werden (Singh et al., 2022). NHEJ ist in vielen
Organismen der vorherrschende Mechanismus und wird wahrend des gesamten Zellzyklus
verwendet, wahrend homologe Rekombination insgesamt seltener und in der S- und G2-
Zellzyklusphase verwendet wird (Arras and Fraser, 2016, Cairns et al., 2016, Colot et al., 2006,
Singh et al.,, 2022). Bei NHEJ kénnen bei der Fusion beider Strange Punktmutationen
entstehen oder transformierte DNA-Strange koénnen integriert werden (Jung et al., 2021, Song
et al., 2019, Tomico-Cuenca et al., 2021). Bei der homologen Rekombination wird ein DNA-
Strang mit komplementaren flankierenden Sequenzen zur Zielsequenz verwendet, sodass es
zu akkuraten Deletionen oder Austausch kommen kann (Tomico-Cuenca et al., 2021). Dieser
Mechanismus sollte fir die Generation von Pheromonrezeptor- und Dicer-Deletionsmutanten
genutzt werden. Die daflir verwendete Resistenzkassette erwies sich als funktionsfahig. Es
wurden 1000 bp lange und vollstandig zu den Zielloci homologe Flanken verwendet, weil in
verschiedenen Pilzen langere Flanken zu besseren Raten homologer Rekombination fliihrten
(Terfriichte et al., 2014, Meyer, 2008). Mit der derzeitigen Transformationsrate fir zufallige
Insertion ist nicht zwingend mit Transformanten flir die seltener auftretende homologe
Rekombination (Singh et al., 2022) zu rechnen. Fir eine effektivere Integration der DNA in das
Genom koénnen verschiedene Methoden genutzt werden, um mehr Doppelstrangbriche zu
generieren oder die Rate der homologen Rekombination zu erhéhen (Wang, 2021).

Bei der Restriktionsenzym-vermittelten Integration (restriction enzyme-mediated integration,
REMI) wird ein Restriktionsenzym co-transformiert, sodass das linearisierte Plasmid an diesen

uberhangenden Enden integriert wird (Wang et al., 2017c, Kim et al., 2015). Die verwendeten
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Restriktionsenzyme haben meist eine Erkennungssequenz von sechs Basenpaaren, sodass
die Insertion nicht an einem gezielten Locus stattfindet (Shi et al., 1995, Kim et al., 2015). In
M. grisea konnte die Transformationseffizienz mittels REMI um das Zehnfache erhoht werden,
wohingegen sie in U. maydis unverandert blieb (Shi et al., 1995, Bolker et al., 1995).

Da an Doppelstrangbriichen die Frequenz homologer Rekombination héher ist, wurden
Methoden entwickelt, um diese an gezielten Loci zu induzieren (Schuster and Kahmann,
2019). Eine solche Methode ist das CRISPR/Cas-System (Schuster and Kahmann, 2019,
Song et al., 2019). In filamentdsen Pilzen wird oft das Cas9-Protein dazu eingesetzt, einen
Doppelstrangbruch neben einer durch eine Single Guide RNA (single guide RNA; sgRNA)
definierten Sequenz im Genom zu erzeugen (Song et al., 2019). Dabei kdnnen sowohl das
Cas-Protein als auch die sgRNA entweder als praassemblierter Protein-RNA-Komplex in die
Zelle geschleust oder von kodierenden Plasmiden bzw. von in das Genom integrierter DNA
exprimiert werden (Schuster and Kahmann, 2019). Dartber hinaus kénnen mit CRISPR/Cas
mehrere Gene mit einer Transformation mutiert werden (Song et al., 2019). CRISPR/Cas
wurde erfolgreich in vielen Pilzen etabliert, darunter U. maydis (Wang et al., 2017c). Die
Effizienz von CRISPR/Cas ist abhangig von vielen Faktoren, unter anderem von der Menge
und Lange der homologen Sequenzen sowie den Eigenschaften des empfangenden
Organismus und kann bis zu 100 % betragen (Schuster and Kahmann, 2019, Song et al.,
2019, Morio et al., 2020). Mit bis zu finf unerwiinscht veranderten Zielgenen pro sgRNA ist
die Spezifitat jedoch nicht ideal (Song et al., 2019). Darliber hinaus kann die Expression von
Cas9 letal oder toxisch sein, weshalb Charakteristika solcher Stamme Uberprift werden sollten
(Schuster and Kahmann, 2019, Song et al., 2019).

Abhangig von der Flankenlange konnten in U. maydis, in dem die homologe Rekombination
vergleichsweise effizient ist, Transformationsraten von bis zu 59 % flir Gendeletionen erreicht
werden (Kamper, 2004, Terfriichte et al., 2014). In verschiedenen filamentdsen Pilzen konnte
die Erfolgsrate durch Optimierung der Flankenlange auf bis zu 21 % gesteigert werden (Meyer,
2008). In N.crassa konnte eine Inhibition des mit der homologen Rekombination
konkurrierenden NHEJ durch Deletion der Proteine Ku70 oder Ku80 die Rate homologer
Rekombination auf 100 % verbessern (Arras and Fraser, 2016, Ninomiya et al., 2004). In
C. neoformans waren diese Mutanten jedoch in der Virulenz betroffen, weshalb Inhibitoren von
NHEJ identifiziert wurden, die eine finffach hohere Rate homologer Rekombination
ermoglichen (Arras and Fraser, 2016). Da dies grundsatzlich vielversprechend ist, kdnnten
zukunftig Homologe von Ku70 und Ku80 in T. thlaspeos identifiziert werden, um die
Machbarkeit zu evaluieren.

Mit dem Gespaltener-Marker-System (split marker) kann das Selektionsschema fir die
homologe Rekombination optimiert werden (Schuster and Kahmann, 2019). Hier werden zwei

lineare DNA-Fragmente transformiert, die je eine Flanke und je einen Gberlappenden Teil des
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Resistenzmarkergens kodieren (Kim et al., 2009). Ektopische Insertionen sind weniger
wahrscheinlich, da beide verkurzten Teile des Resistenzgens in den gleichen nicht-nativen
genomischen Locus inseriert werden mussten, damit ein funktionelles Resistenzgen entsteht
(Kim et al., 2009). Mutanten mit ektopischen Insertionen eines der Fragmente kénnen dabei
optional gegenselektiert werden (Liang et al., 2014). Bei C. neoformans war diese Methode
effizienter als die konventionelle Transformation eines einzigen Fragments (Kim et al., 2009).
Bei T. reesei konnte die Rate um etwa 14 % und bei Cordyceps militaris um etwa 11 % erhdht
werden (Derntl et al., 2015, Lou et al., 2018).

Von diesen Methoden ware die Optimierung der Flankenlangen die erste Wahl, da sie ohne
Transformation mehrerer Komponenten auskommt, keine weiteren Klonierungsschritte

bendtigt und diese Informationen fur die anderen genannten Methoden wichtig ist.
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3.2. Das RNAi-System in T. thlaspeos

RNAIi wird sowohl endogen in Pilzen und Pflanzen als auch in Form von ck-RNAi in deren
Interaktionen genutzt, um den Infektionserfolg zu steuern (Huang et al., 2019). Ziel dieser
Arbeit war daher, die Funktion und Verwendung des RNAIi-Systems von T. thlaspeos zu

untersuchen.

3.2.1. Bioinformatische Untersuchung der Funktionalitat der RNAi-
Schliisselkomponenten
In Pilzen variiert die Anzahl der Gene flir RNAi-Komponenten. Wahrend S. cerevisiae und
U. maydis keine Gene flr Dicer, Ago oder RdRP besitzen, sind es bei S. pombe je eines und
bei Coprinopsis cinerea drei Gene fir Dicer, acht fir Ago und sieben flir RARPs (Laurie et al.,
2012). Die beiden Brandpilze U. hordei und S. reilianum weisen je ein Gen fir Dicer und Ago
und drei Gene fir RdARPs auf (Laurie et al., 2012). Damit ahnelt T. thlaspeos mit je einem Gen
fur Dicer und Ago und zwei fur RdARPs diesen beiden Brandpilzen. Die RNAi-Komponenten
von N. crassa und F. graminearum waren zu 29-59 % identisch (Gaffar et al., 2019). Eine
Aminosaureidentitat der Proteine von T. thlaspeos zu denen von U. hordei und S. reilianum
von ca. 33 % fur Dicer und ca. 45 % fur Ago ist daher ausreichend, um weitere Analysen zu
rechtfertigen.
Wahrend gelegentlich RNase IlI- und PAZ-Domanen als essentiell flr Dicer gelten, gibt es
auch Berichte, nach denen RNase |lI- und dsRNA-bindende Domé&ne essentiell sind oder nur
zwei RNase llI-Domanen bendtigt werden (Choi et al., 2014, Ciechanowska et al., 2021). Die
zwei RNase llI-Doméanen sind in allen drei untersuchten Brandpilzen vorhanden. Darlber
hinaus wurden zwei unterschiedliche Helikase-Doméanen, die dsRNA entwinden
(Ciechanowska et al., 2021), und eine Dicer-Dimerisierungsdomane identifiziert, die auch in
Dicer von U. hordei und S. reilianum vorkommen. Dicer von T. thlaspeos ahnelt damit in
Lange, Aufbau und Aminosaureidentitdt denen der anderen Brandpilze U. hordei und
S. reilianum. In diesen Pilzen wurde gezeigt, dass das RNAIi-System funktionsfahig ist (Laurie
et al., 2008) (Dissertation (Ghareeb, 2011)). Die gleichen Domanen wurden auch in beiden
Dicer-like-Proteinen von M. oryzae identifiziert (Zanini et al., 2021). In diesem Pilz konnte
gezeigt werden, dass Dcl2 fur die Bildung von 19-24 nt langen sRNAs benétigt wird und dass
das RNAI-System Gene regulieren kann (Raman et al., 2017, Penn et al., 2015). Daher kann
angenommen werden, dass Dicer auch in T. thlaspeos funktional sein kann.
Typisch fir Ago ist eine Piwi- und eine PAZ-Doméane (Dutta et al., 2019, Zanini et al., 2021).
Des Weiteren werden oft eine Mid-, eine N- und zwei Linker-Domanen identifiziert (Claycomb,
2014). Die N-terminale Domane wird fur das Laden und Entwinden von dsRNA bendtigt
(Daugaard and Hansen, 2017). Das 5-Ende der sRNA wird in der Mid-Domane positioniert,
die auch das praferierte 5-Nukleotid der sRNA definiert (Claycomb, 2014). Hier konnten
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zukunftig ndhere Analysen durchgefuhrt werden, um die in Kapitel 3.2.5 ,Potentielle endogene
Funktionen der sRNAs von T. thlaspeos® diskutierten Zieltranskript-Vorhersagen
weitergehend bewerten zu kdnnen. Das 3‘-Ende der sRNA wird in der PAZ-Domane platziert
(Claycomb, 2014). Die Piwi-Domane vermittelt die endonukleolytische Aktivitat (Daugaard and
Hansen, 2017). In allen drei Ago-Proteinen von M. oryzae und in Ago von U. hordei wurden N-
terminale-, Linker1-, PAZ-, Linker2- und Piwi-Domanen identifiziert (Zanini et al., 2021). In Ago
von T. thlaspeos und S. reilianum wurde darlber hinaus zusatzlich die Mid-Doméane
vorhergesagt. Die RNAIi-Systeme aus M. oryzae, U. hordei und S. reilianum sind
funktionsfahig (Penn et al., 2015, Laurie et al., 2008) (Dissertation (Ghareeb, 2011)). Da Ago
von T. thlaspeos diesen ahnelt, kdnnte es ebenfalls funktional sein.

RdRPs besitzen Ublicherweise eine RARP-Domane (Silvestri et al., 2020, Carreras-Villasefior
et al., 2013). Die beiden in T. thlaspeos identifizierten RARPs ahneln in Lange und Domanen
nicht nur den RdRPs von U. hordei und S. reilianum, sondern auch Rdr1 von T. atroviride
(Carreras-Villasenor et al., 2013). RARP2 von M. oryzae besitzt ebenfalls eine RARP-Domane
und spielt eine Rolle in der sRNA-Biogenese (Raman et al., 2017, Silvestri et al., 2020). In
Aspergillus nidulans hingegen konnte keiner der beiden RdRPs eine Rolle in der dsRNA-
abhangigen Genregulation nachgewiesen werden (Chang et al., 2012). Daher scheint eine
Funktion dieser beiden Gene nicht einfach aus den vorhandenen Doméanen ableitbar zu sein
und wird zukiinftig experimentell nachgewiesen werden muissen.

Insgesamt wurden fiir T. thlaspeos ein Gen fir Dicer-, eines fur Ago- und zwei fir RdRPs
vorhergesagt, welche aufgrund ihrer Ahnlichkeit in Proteinsequenz und -doménen zu denen

anderer Spezies funktionell sein kénnten.

3.2.2. Experimentelle Untersuchung der Funktionalitiat der RNAi-
Schliisselkomponenten

Nach der bioinformatischen Identifizierung von RNAi-Komponenten mit Ahnlichkeit zu
funktionellen RNAIi-Systemen in T. thlaspeos sollte gezeigt werden, dass das RNAIi-System
auch in T. thlaspeos funktioniert.

Dazu wurde zunachst die Strategie der Gendeletionen gewahlt (Kapitel 2.1.6 Transformation).
In einem Dicer-Deletionsstamm sollten keine Dicer-abhangigen sRNAs hergestellt werden.
Damit wirde sich dieser Stamm als Negativkontrolle fiir sRNA-Sequenzierungsexperimente
ideal eignen, da so Dicer-abhangige sRNAs identifiziert und davon regulierte Prozesse
abgeleitet werden kénnten. Ein weiterer Hinweis auf die Funktionalitdt von RNAi kann ein
Phanotyp von Gendeletionsmutanten sein. So flihrte die Deletion von dcr2 und rdr3 in
T. atroviride zu einer deutlich reduzierten Konidienproduktion (Carreras-Villasefior et al.,
2013). Daruber hinaus zeigte die dcr2-Mutante vermindertes Wachstum (Carreras-Villasefior

et al., 2013). Eine Dicer-Doppelmutante in Penicillium marneffei wies Sporulations- und
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Pigmentierungsdefekte auf (Lau et al., 2013). Die dc/2-Mutante in M. circinelloides zeigte eine
reduzierte Bildung asexueller Sporen, und die dcl/1-Mutante Defizite im vegetativen Wachstum
und in der hyphalen Morphologie (Nicolas et al., 2010). In F. graminearum zeigten alle
getesteten Mutanten von RNAi-Komponenten in bestimmten Medien reduziertes Wachstum
und die meisten davon produzierten weniger Konidien (Gaffar et al., 2019). In M. oryzae
hingegen =zeigten alle Mutanten reduzierte Konidienbildung und nur wenige einen
Wachstumsphanotyp (Raman et al., 2017). Sollte bei der Deletion der identifizierten RNAi-
Schlisselkomponenten in T. thlaspeos ein Phanotyp auftreten, ware dies ein Hinweis auf die
Funktionalitat des RNAI-Systems. Allerdings konnte in der Dicer-Deletionsmutante aus
S. reilianum auf Voll- oder Mangelmedium, unter UV-, Temperatur-, Zellwand- oder
osmotischem Stress kein Phanotyp identifiziert werden, obwohl das RNAi-System funktioniert
(Dissertation (Ghareeb, 2011)). Das Fehlen eines Phanotyps wurde dementsprechend nicht
auf ein dysfunktionales RNAIi-System hindeuten.

Daruber hinaus ware eine Dicer-Deletionsmutante in Infektionsexperimenten zum Nachweis
der Funktion von Dicer-abhangigen sRNAs hilfreich. Um diese herstellen zu kdnnen, muss
T. thlaspeos transformierbar sein und homologe Rekombination im gewinschten Locus
stattfinden. Die Transformation wurde in dieser Arbeit etabliert. Jedoch war die
Transformationseffizienz gering, sodass mit keinem der flinf Konstrukte Deletionsstamme
hergestellt werden konnten. In Versuchen, die nach dem experimentellen Teil dieser
Doktorarbeit durchgefiihrt wurden, konnte das Paarungsgen pra? im Stamm LF1 deletiert
werden (Plicker et al., 2021). In zuklnftigen Gendeletionsversuchen sollte beachtet werden,
dass Dicer-Deletionsmutanten unter anderem Wachstumsphanotypen aufweisen oder
essentiell sein kdnnen (Carreras-Villasenor et al., 2013, Nicolas et al., 2010, Chapman et al.,
2022). In diesen Fallen waren ein insgesamt verkirzter Regenerationszeitraum und im Falle
der Letalitat einer Dicer-Deletion induzierbare oder reprimierbare Promotoren wiinschenswert.
Als zweite Strategie, um die Funktionalitdt des RNAIi-Systems zu demonstrieren, wurde ein
Knockdown bestimmter Zielgene angestrebt. Ohne endogene Zieltranskripte zu kennen,
eignen sich mRNAs von heterolog exprimierten Fluoreszenzproteinen oder von Genen, von
denen bekannt ist, dass sie gut sichtbare Phanotypen aufweisen, wie Paarungsgene, Gene,
die an der Pigmentbildung beteiligt sind, oder solche, die die Fungizid-Resistenz beeinflussen
(Chen et al., 2015, Laurie et al., 2008) (Dissertation (Ghareeb, 2011)). Aufgrund des relativ
langsamen Wachstumsverhaltens und aufgrund des Ubersichtlichen Forschungsstandes zu
T. thlaspeos erschien ein Knockdown eines Fluoreszenzgen-Transkripts die beste Strategie.
Dementsprechend sollte im Stamm LF1-hpt-gfp das hpt-gfp-Transkript durch sRNAs
herunterreguliert werden, die aus einem gfp-sRNA-Vorlaufer von Dicer generiert werden
sollten. Ein erfolgreicher Knockdown ware dann an einer reduzierten Gfp-Fluoreszenz,

Hygromycin B-Resistenz und Transkript-Abundanz deutlich geworden. Da LF1_hpt-gfp bereits

93



Diskussion

resistent gegeniber Hygromycin B war, wurde ein weiterer Selektionsmarker fir die
Transformation benétigt. Die MIC von Nourseothricin wurde ermittelt und ein Konstrukt mit
einem fur U. maydis Codon-optimiertem Resistenzgen getestet (Kapitel 2.1.5.2
Nourseothricin). Da das Codon-optimierte nat1Um keine Nourseothricin-Resistenz in
U. maydis vermittelte und auch keine Transformanten in T. thlaspeos ergab, kdnnte das
Protein dysfunktional oder die Expression zu schwach sein. Dementsprechend konnten die
oben beschriebenen weiteren Schritte im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht durchgefuhrt
werden. Zukunftig kdnnte man die Codon-Nutzung von nat1 Uberarbeiten.

Als dritte Strategie zum Nachweis der Funktionalitdt wurde die Behandlung mit extrazellularen
sRNAs oder dsRNAs gewahlt. Diese RNAs werden zum Beispiel durch Clathrin-vermittelte
Endocytose in die Zelle aufgenommen, ggf. von Dicer zu sRNAs prozessiert und dienen der
Genregulation (Wang et al., 2016, Wytinck et al., 2020). Erfolgreich demonstriert wurde dies
bereits in B. cinerea, F. graminearum und F. oxysporum, in denen die Genexpression um etwa
80-90 % reduziert werden konnte (Wang et al., 2016, Koch et al., 2016, Ouyang et al., 2023).
Auch Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, A. niger und V. dahliae sind in der Lage,
extrazellulare RNA aufzunehmen (Qiao et al.,, 2021). In manchen Pathogenen wie
Zymoseptoria tritici, Phytophthora infestans oder Colletotrichum gloeosporioides wurde
allerdings nur begrenzt oder gar keine extrazellulare RNA aufgenommen (Kettles et al., 2019,
Qiao et al., 2021). In T. thlaspeos sollte die Funktionalitat des RNAi-Systems durch Regulation
der RNA eines Gfp-Fluoreszenzproteins nachgewiesen werden. Eine reduzierte
Fluoreszenzintensitat aufgrund geringerer Proteinmenge oder einer reduzierten mRNA-Menge
kénnte dabei durch punktuelle Messungen erfolgen. Kontinuierliche Messungen, wie
beispielsweise im Mikrobioreaktor durchfiihrbar, bieten den Vorteil einer besseren zeitlichen
Auflésung bei kleinem Kulturvolumen und damit einer geringen bendtigten Menge an extern
applizierten RNAs. Es konnte gezeigt werden, dass T. thlaspeos im Mikrobioreaktor kultiviert
und die Fluoreszenz von Gfp- und mCherry-Fusionsproteinen detektiert werden konnte, aber
dennoch Optimierungsbedarf bestand, der die Etablierungsphase verlangert und daher die
Messungen mit extrazellularer RNA im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr ermoglicht haben
(Kapitel 2.1.1 Kultivierung). Grundsatzlich konnte auch die Wahl des Zieltranskriptes
Uberdacht werden, da fir den Nachweis der Funktionalitat eine Einzelzeitpunkt-Analyse
ausreicht. Denkbar ware ein Knockdown der Succinat-Dehydrogenase, welche in
Colletotrichum abscissum zu einem morphologischen Phanotyp fihrte (Goulin et al., 2022).
Auch fur Austropuccinia psidii und Coleosporium plumeriae wurden extern dsRNA gegen
Tubulin, Translationselongationsfaktor 1-a oder ribosomale 28S-RNA appliziert und die
Wirkung auf unter anderem Keimung und Keimschldauche quantitativ oder mikroskopisch

analysiert (Degnan et al., 2022).
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Eine weitere Moglichkeit, die Funktionalitat der RNAi-Komponenten zu demonstrieren, ware
deren heterologe Expression beispielsweise in S. cerevisiae (Drinnenberg et al., 2009) oder
eventuell die Nutzung von Inhibitoren (Ciechanowska et al., 2021). Die drei oben genannten
Methoden waren aber vorzuziehen, da ihre Etablierung langfristig strategische Vorteile fur die
Forschung an und mit T. thlaspeos bietet.

Da sRNAs nicht unbedingt von Dicer produziert werden missen, um eine Funktion in RNAi zu
erfillen (Nicolas and Garre, 2016), die Profile der Wildtyp-sRNAs mit denen anderer Pilze
verglichen werden kdnnen und um die Arbeitsablaufe laborintern zu etablieren, wurden die
sRNAs der beiden wildtypischen Isolate analysiert. Vergleicht man die sRNA-Langenprofile
von Spezies mit und ohne RNAi-Komponenten, so fallt auf, dass in der RNAi-losen
S. cerevisiae klrzere Sequenzen mit ca. 17-18 nt deutlich abundanter sind als in RNAi-
kompetenten Spezies, welche Uberwiegend ca. 21-23 nt lange sRNAs produzieren
(Drinnenberg et al., 2009). Diesbezuglich ahnelt das Langenprofil von T. thlaspeos eher dem
der RNAi-kompetenten Spezies, was tendenziell fiir die Funktionalitat spricht.

Bis jetzt konnte die Funktionalitdt des RNAIi-Systems noch nicht experimentell bestatigt
werden. Mit zunehmender Erfahrung, beispielsweise in der Codon-Nutzung und mit einer fur
Deletionen optimierten genetischen Manipulation, sollte dies jedoch in der Zukunft moglich

sein. Insbesondere die Applikation extrazellularer RNAs sollte den Nachweis zeitnah erlauben.

3.2.3. sRNAs kartieren in T. thlaspeos iiberwiegend auf rDNA-Loci
Die Sequenzierung des sRNA-Inventars ergab umfangreiche Reads fir jedes Replikat. Diese
konnten durch Kartierung méglichen Entstehungsorten zugeordnet werden. Etwa 90 % der
Reads kartierten auf rDNA, wahrend dieser Anteil in anderen Pilzen wie S. sclerotiorum oder
T. atroviride 24-79 % ausmacht (Zhou et al., 2012, Carreras-Villasefor et al., 2013). Da es
mehrere rRNA-Gene im Genom gibt und deren Sequenz meist konserviert ist (Li et al., 2017b),
ist anzunehmen, dass diese Sequenzen sehr abundant sind. Auf rDNA kartierende Reads
wurden lange aus RNA-Sequenzierungsdaten ausgeschlossen und werden erst seit relativ
kurzer Zeit analysiert (Lambert et al., 2019). Es gibt aber schon einige Hinweise, dass solche
sRNAs Funktionen haben kénnen. In N. crassa kénnen qiRNAs, wie in der Einleitung (Kapitel
1.5.1 ,Das Funktionsprinzip von RNAI“) naher erlautert, genutzt werden, um die Anzahl der
rDNA-Kopien aufrechtzuerhalten (Gutbrod and Martienssen, 2020). Darlber hinaus stammen
miRNAs zwar Uberwiegend von miRNA-Genen, kénnen aber auch nicht-kanonisch unter
anderem von rRNAs, tRNAs und sn- und snoRNAs (small nuclear/nucleolar RNA; kleine
nukleare/nukleolare RNA) durch nicht ganzlich aufgeklarte Mechanismen generiert werden
(McCool et al., 2020). Beispielsweise gibt es in Drosophila-Spezies miRNA-Gene, die im ITS1
von rDNA kodiert sind, in AGO1 geladen werden und die Expression von Reporterkonstrukten

regulieren kénnen (Chak et al., 2015). Beim Basidiomyceten C. cinerea wurden finf milRNAs
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in rRNAs vorhergesagt (Lau et al., 2018). Die naher untersuchte hiervon stammt von einem
28S rDNA-Locus, wird im Primordium starker exprimiert als im Mycel und hat 15 vorhergesagte
und differentiell exprimierte Zieltranskripte, darunter ein Paarungspheromon und
Cytochrom P450 (Lau et al., 2018). AuRerdem wurde ein Homolog im Basidiomyceten
Laccaria bicolor identifiziert (Lau et al., 2018). Darlber hinaus wurden in N. crassa 49 % der
mit dem Ago-Homolog QDE-2 assoziierten sRNAs rDNA zugeordnet (Lee et al., 2010). Auch
in V. dahliae werden sRNAs von rRNAs gebildet und zum Teil scheinbar selektiv in die Pflanze
transportiert oder in das pflanzliche Ago geladen (Zhang et al., 2022a). Zudem wurden in
Gerste wahrend der Infektion mit Blumeria hordei vermehrt auf 28S-rDNA kartierende sRNAs
identifiziert (Kusch et al., 2023). In M. oryzae wurde eine Anreicherung rDNA-kartierender
sRNAs in endogenen Agos beobachtet (Nguyen et al., 2018). Wahrend qiRNAs sowohl von
transkribierten als auch von nicht-transkribierten Regionen der rDNA in dhnlichen Mengen in
sense- und antisense-Orientierung hergestellt wurden, wurden diese srRNAs (small rDNA-
derived RNAs; kleine von rDNA stammende RNAs) in sense-Orientierung von 5°- und 3'-Enden
reifer  rRNAs und deren internen Sequenzen hergestellt, die mdoglicherweise
Haarnadelstrukturen bilden (Nguyen et al., 2018). Anders als qiRNAs, welche eine Rolle in der
DSB-Reparatur haben, deuten erste Analysen der srRNAs auf eine Rolle im Zellzyklus oder
Glukose-Metabolismus, aber nicht bei der rRNA-Produktion hin (Nguyen et al., 2018). In
anderen Spezies werden auf rDNA-kartierende Reads also bereits mit RNAi assoziiert. Da in
T. thlaspeos verhaltnismaflig viele davon identifiziert wurden, sollten in einem Folgeprojekt
naher analysiert werden.

Eine Studie fand darlber hinaus einen Zusammenhang zwischen RNAI-
Schlisselkomponenten und Ribosomen. In Aspergillus fumigatus wurden in Konidien von
Dicer- und RdRP-Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp weniger mRNAs detektiert, die
in der Ribosomen-Biosynthese involviert sind (Kelani et al., 2023). Leider wurde die
durchgefiihrte sRNA-Sequenzierung noch nicht im Hinblick auf rDNA-kartierende Reads
analysiert. Eine andere Studie, in der 20-70 nt lange RNAs aus Mycel untersucht wurden, |asst
aber vermuten, dass etwa 59 % der Reads auf rDNA kartieren konnten (Jochl et al., 2009). Es
ware also interessant zu erforschen, ob die rDNA-kartierenden Reads mittels RNAi in die
Regulation der Ribosomen-Biogenese involviert sind, und ob es hier Parallelen zu T. thlaspeos
gibt. Interaktionen zwischen den RNAi-Komponenten und (pra-)rRNA, mRNA und ggf. sRNA
konnten durch Dicer- oder Ago-Coimmunprazipitationen mit anschlieBender RNA-
Sequenzierung nachgewiesen werden. Inwieweit die pra-rRNA prozessiert wurde, lasst sich
in Deletionsmutanten und dem Wildtyp mittels Northern Blot ermitteln. Mit diesen Methoden
konnte die Beteiligung von Utp10 und Kap123 an der rRNA-Prozessierung gezeigt werden
(Faktorova et al., 2018, Dez et al., 2007, Sydorskyy et al., 2003). Interessanterweise wurden
in dieser Doktorarbeit die mRNAs von Utp10 und Kap123 als Zieltranskripte fur RNAI in
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T. thlaspeos vorhergesagt. In S. cerevisiae ist Utp10 als Komponente des SSU (small-subunit)
-Prozessoms am Schneiden der pra-rRNA beteiligt und dessen Depletion fuhrt zu einem
deutlichen Wachstumsphanotyp (Dez et al., 2007). In S. cerevisiae transportiert das
Karyopherin Kap123 ribosomale Proteine in den Nukleus und trug zu einer geringfugig
reduzierten 40S-Biogenese bei (Ptak et al., 2009, Sydorskyy et al., 2003). Hier beeintrachtigte
eine Deletion das Zellwachstum nicht sehr deutlich (Sydorskyy et al., 2003). Die potentielle
Regulation der rRNA-Prozessierung durch RNAi kdnnte zu vermehrtem, moglicherweise
Zellzyklus-reguliertem (siehe Diskussion von Utp10 und Kap123 in den Kapiteln 3.2.5.1
LZieltranskripte ohne bekannte Regulation durch RNAI in anderen Organismen“ und 3.2.5.2
“Zieltranskripte mit Ahnlichkeit zu RNAi-regulierten Prozessen in anderen Organismen “),
Abbau von rRNA fiihren, wodurch mdglicherweise mehr sRNAs aus rRNAs entstehen. Das
konnte zu der hohen Rate an rDNA-kartierenden Reads beigetragen haben.

Die genannten Beispiele zeigen, dass andere Pilze ebenfalls auf rDNA kartierende sRNAs
bilden und diese moglicherweise verschiedene Prozesse regulieren kdnnten. Daher sollten

diese sehr abundanten Reads in T. thlaspeos zuklunftig naher untersucht werden.

3.2.4. Herstellung von sRNAs in T. thlaspeos
3.24.1. Potentielle siRNAs und milRNAs

Die Analyse der Entstehungsregionen von sRNAs in Pilzen kann auf unterschiedliche Weise
durchgefiihrt werden. Den hier verglichenen ist gemeinsam, dass die Sequenzen aus dem
Wildtyp stammen und nicht auf Dicer-abhangige sRNAs gefiltert wurden (Carreras-Villasefor
et al., 2013, Lau et al., 2018, Zhou et al., 2012, Son et al., 2017, Nunes et al., 2011a). In
einigen Aspekten variiert die Vorgehensweise in der Literatur. Ein wichtiger Aspekt ist die
Anzahl der erlaubten Basenfehlpaarungen bei der Kartierung. Generell wird empfohlen, keine
Fehlpaarungen zuzulassen, um die sRNAs eindeutig dem herstellenden Organismus
zuordnen zu kénnen, was besonders bei Infektionsdatensatzen wichtig ist (Zanini et al., 2018).
Aufgrund posttranskriptioneller Modifikationen und RNA-Editierung kénnen RNAs jedoch
eventuell nicht perfekt kartieren, weshalb es sinnvoll sein kann, Fehlpaarungen zuzulassen
(Nunes et al., 2011a). Ein weiterer Aspekt ist, ob pro sRNA nur ein oder mehrere kartierende
Loci gelistet werden, sofern dies zutrifft. Dies kann beeinflussen, zu welchem herstellenden
Locus eine sRNA zugeordnet wird. In dieser Doktorarbeit wurde hierzu die Vorgehensweise
der Arbeit zu T. atroviride imitiert, in der sRNAs in solchen Fallen nur einer Kategorie
zugeordnet wurden, und zwar zuerst den nicht-kodierenden RNAs wie rRNAs oder tRNAs,
danach den Protein-kodierenden Sequenzen und schlieBlich den intergenischen Bereichen
(Carreras-Villasefior et al., 2013). Nach einer ersten manuellen Sichtung der Kartierung wurde

zudem beschlossen, rDNA-Scaffolds und mitochondriale DNA gesondert zu betrachten.
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Zusammenfassend sind die Vergleiche zum Entstehungsort der sSRNAs aus verschiedener
Literatur aufgrund dieser Unterschiede relativ zu sehen.

Die Analyse des Entstehungsortes von sRNAs kartierte zunachst hohe Anteile auf rDNA,
weshalb weniger fur andere Regionen verbleiben. Auch der Anteil an tRNA-kartierenden
Reads ist mit flinf bis acht Prozent in T. thlaspeos hoher als in anderen Pilzen wie T. atroviride
mit unter zwei Prozent (Carreras-Villasenor et al., 2013). So kartieren in T. thlaspeos 0,5 %
der Reads auf pra-mRNA. Der Anteil an von Protein-kodierenden Genen stammender sRNAs
kann variieren und liegt in T. atroviride bei etwa zwei Prozent, in C. cinerea bei etwa 24 %, in
F. graminearum bei etwa 30 % und in S. sclerotiorum etwa 40 % (Carreras-Villasefor et al.,
2013, Lau et al., 2018, Son et al., 2017, Zhou et al., 2012). Dabei sind in T. thlaspeos gleich
viele Reads auf Exons und Introns und deutlich weniger auf UTRs zuriickzufiihren. Dies steht
im Gegensatz zu S. sclerotiorum, F. graminearum und M. oryzae, bei denen deutlich mehr
sRNAs von Exons als von Introns stammen (Zhou et al., 2012, Nunes et al., 2011a, Son et al.,
2017). Ein ahnlich grofier Anteil wie auf pra-mRNAs kartiert auf unannotierte Regionen. Dies
ist vergleichbar mit F. graminearum, wo 30 % der Reads auf Protein-kodierende Gene und
27 % auf unannotierte Bereiche kartieren (Son et al., 2017). In S. sclerotiorum und in
C. cinerea wurden mit 40 % bzw. 24 % der Reads von CDS und 32 % bzw. 37% von
unannotierten Regionen ebenfalls relativ balancierte Verhaltnisse zwischen CDS und
unannotierten Regionen gefunden, im Gegensatz zu T. atroviride wo mit 2 % CDS
kartierenden Reads und 16 % von intergenischen Regionen vielfach mehr intergenische
sRNAs vorkommen (Carreras-Villasefor et al., 2013, Zhou et al., 2012, Lau et al., 2018). Die
Anteile an Reads von verschiedenen Entstehungsorten kann also zwischen Spezies variieren.
Der Entstehungsort der sRNAs kann Aufschluss Uber ihre Biogenese geben. So stammen
siRNAs zum Beispiel von Protein-kodierenden Transkripten (Dang et al., 2011, Nicolas and
Garre, 2016). Daher kénnte es sich bei den hier identifizierten sSRNAs aus Exons um siRNAs
handeln. Um dies zu untersuchen, sollte Uberprift werden, ob es an den potentiellen
herstellenden Loci zur Transkription von invertierten Repeats oder zu konvergenter
Transkription kommen kann, da so dsRNAs und daraus wiederum siRNAs entstehen kénnen
(Nicolas and Garre, 2016, Dang et al.,, 2011, Carthew and Sontheimer, 2009). In
M. circinelloides gibt es beispielsweise exonische siRNAs, die Dicer-abhangig generiert
werden und die Expression des Gens regulieren, von dem sie hergestellt wurden (Nicolas et
al., 2015). Da die Lange der UTRs fir diese Arbeit pauschal geschatzt wurde, sollten hier
zusatzlich Transkriptomdaten hinzugezogen werden. Diese potentiellen siRNA-Sequenzen
sollten zudem auf das Genom kartiert werden und alle moéglichen Entstehungsorte betrachtet
werden. Hierbei sollten siRNAs aufgrund des imprazisen Ausschneidens aus dem Vorlaufer-
Transkript ein eher diffuses Muster bei der Kartierung zeigen (Carthew and Sontheimer, 2009,

Svoboda, 2020). Da siRNAs oft das Transkript regulieren, aus dem sie hergestellt wurden
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(Carthew and Sontheimer, 2009), sollten diese Gene auf ihre Funktion hin untersucht werden.
Es ist aber auch mdéglich, dass siRNAs andere mRNAs regulieren (Carthew and Sontheimer,
2009), weshalb sie hier mit in die Zieltranskript-Vorhersage integriert wurden. Beispielsweise
haben in B. cinerea siRNAs von LTR-Retrotransposons eine nachgewiesene Rolle in PIGS
(Weiberg et al., 2013). Analog ware auch in T. thlaspeos denkbar, dass siRNAs eine Rolle in
PIGS Ubernehmen kénnten. Darlber hinaus gelten siRNAs als adaptiv, da ihre Regulation und
die ihres Zieltranskriptes zusammenhangen und sie so weniger Selektionsdruck ausgesetzt
sein sollten (Carthew and Sontheimer, 2009). Dies kénnte die Adaption an die sich standig
evolvierende pflanzliche Immunitat gewahrleisten.

Da miRNAs von nicht-kodierenden, intergenischen Bereichen stammen (Zhao and Guo, 2022,
Torres-Martinez and Ruiz-Vazquez, 2017), kdnnten die intergenisch kartierenden sRNAs
mMilIRNAs sein. Um dies zu Uberprifen, sollte zunachst eine miRNA-Vorhersage durchgefiihrt
werden. Nach Beendigung des praktischen Teils dieser Doktorarbeit wurden anhand der hier
geleisteten sRNA-Sequenzierung 23 miRNAs in T. thlaspeos vorhergesagt (Masterarbeit
(Kraege, 2021)). Von diesen vorhergesagten miRNAs waren 16 zu kurz oder nicht abundant
genug, um in dieser Arbeit als Kandidaten-sRNAs behandelt zu werden. Die verbleibenden
sieben vorhergesagten miRNAs hatten keine Ahnlichkeit mit den in dieser Arbeit verwendeten
sRNAs. Aufgrund der unterschiedlichen Kriterien kdénnten diese womdglich von tRNAs

stammen. Grundsatzlich kénnte T. thlaspeos also milRNAs produzieren.

3.2.4.2. Potentielle Dicer-abhangige und Dicer-unabhdngige sRNAs
Mehr Aufschluss Uber die Herstellung der potentiellen siRNAs und milRNAs gibt meist eine
detailliertere Betrachtung der Charakteristika innerhalb der Kategorien. In T. thlaspeos wurde
zunachst insgesamt keine klare Praferenz fir bestimmte sRNA-Langen beobachtet. In einigen
Pilzen gibt es eine klare Praferenz fir kirzere sRNAs bis ca. 25 nt, wie beispielsweise
T. atroviride, C. cinerea, M. oryzae oder S. sclerotiorum (Carreras-Villasefior et al., 2013, Lau
et al., 2018, Nunes et al., 2011a, Zhou et al., 2012). In F. oxysporum und S. indica gibt es
dariiber hinaus vermehrt Reads um ca. 29 nt Ldnge (Chen et al., 2014, Segi¢ et al., 2021b).
In F. graminearum ergaben Studien eine klare Praferenz fiir kirzere Reads bei der
Entwicklung von Ascosporen, wahrend in einem anderen Stamm und auf einem anderen
Nahrmedium im Mycel Uberwiegend 27-28 nt lange, aber auch 22-24 nt lange sRNAs
identifiziert wurden, wobei erstere dhnlich abundant in der Dicer-Mutante sind (Son et al., 2017,
Chen et al., 2015) und daher moglicherweise nicht von Dicer produziert werden. Derartige
Praferenzen werden bei T. thlaspeos sichtbar, wenn man sRNAs von ausschlieBlich
intergenischen Regionen oder pra-mRNAs betrachtet. Wahrend erstere vorwiegend 22-24 nt
lang sind, zeigen letztere sowohl eine Akkumulation von 22-24 nt als auch von 30-32 nt langen

Reads. In S. indica dominieren mit 26 nt und 29-30 nt ebenfalls zwei Langen von sRNA (Seéi¢
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et al., 2021b). Auch in T. atroviride gibt es zwei Langen von sRNAs, intergenische mit
Uberwiegend 24 nt und von CDS mit Uberwiegend 21 nt (Carreras-Villaserior et al., 2013).

Da in intergenischen Bereichen sRNAs mit einer Lange von 22-24 nt und in pra-mRNAs sowohl
22-24 nt als auch 30-32 nt lange sRNAs akkumulieren, kénnten in T. thlaspeos grundsatzlich
zwei verschiedene Entstehungsprozesse flir sRNAs vorliegen. Da Dicer typischerweise
sRNAs mit einer Lange von 20-25 nt produziert (Nicolas and Garre, 2016, Svoboda, 2020),
und in dieser Arbeit ein nach bioinformatischen Aspekten funktionierendes Dicer identifiziert
wurde, kdnnten die 22-24 nt langen potentiellen milRNAs und siRNAs durch Dicer prozessiert
worden sein. Die Beteiligung von Dicer kdnnte durch eine sSRNA-Sequenzierung einer Dicer-
Deletionsmutante verifiziert werden.

Da auch 30-32 nt lange, potentielle siRNAs aus pra-mRNA akkumulieren, was nicht der
typischen Lange von Dicer-Produkten entspricht (Svoboda, 2020, Nicolas and Garre, 2016),
konnte es in T. thlaspeos einen zweiten, Dicer-unabhangigen Syntheseprozess geben. In
einer sRNA-Sequenzierung einer Dicer-Deletionsmutante sollten diese potentiellen siRNAs
weiterhin vorhanden sein. In anderen Pilzen wurden beteiligte Komponenten identifiziert,
indem Proteine mit RNase lll-Funktion identifiziert und verifiziert wurden (Lee et al., 2010,
Drinnenberg et al., 2009, Canovas-Marquez et al., 2021, Lee et al., 2022). Beispielsweise
kénnen in N. crassa disiRNAs (dicer-independent siRNAs; Dicer-unabhangige siRNAs) von
Loci mit Uberlappenden sense- und antisense-Transkripten Dicer-unabhangig generiert
werden (Lee et al., 2010). An der Bildung dieser disiRNAs ist die Exonuklease ERI-1 beteiligt,
die ssRNA an einem G-reichen Motiv erkennt (Dang et al., 2016). In M. oryzae gibt es ebenfalls
Dicer-unabhangige und ERI-1-abhangige sRNAs (Lee et al., 2022). Mit derselben Strategie
wurde MRPL3 als sRNA-prozessierend in N. crassa identifiziert (Lee et al., 2010). AuRerdem
kann die Funktion von Dicer in M. circinelloides in einem nicht-kanonischen RNAi-Weg durch
ein RNase lll-Enzym, R3B2, ersetzt werden (Canovas-Marquez et al., 2021). In S. castellii, in
dem kein Protein mit klassischen Dicer-Doméanen identifiziert wurde, ersetzt das RNase llI-
Enzym DCR1 die Dicer-Funktion (Drinnenberg et al., 2009). Um auszuschliel3en, dass es sich
bei den 30-32 nt langen, potentiellen siRNAs um andere Degradationsprodukte handelt, sollten
die fir die Synthese in Frage kommenden Gene anschlieRend deletiert und das

Vorhandensein der sRNA mittels Northern Blot oder sRNA-Sequenzierung Uberprift werden.

3.2.5. Potentielle endogene Funktionen der sRNAs von T. thlaspeos
Um maogliche endogene Funktionen des RNAIi-Systems in T. thlaspeos zu identifizieren, wurde
eine Zieltranskript-Vorhersage durchgefuhrt. Von den 97 eingesetzten sRNAs wurden 17
einem Zieltranskript zugeordnet. Insgesamt wurden 19 Zieltranskripte vorhergesagt. Im
Vergleich dazu wurden in T. reesei fur 12, in P. marneffei fir 14 und in F. graminearum fur

zehn vorhergesagte milRNAs Zieltranskripte prognostiziert (Kang et al., 2013, Lau et al., 2013,
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Chen et al., 2015). Daruber hinaus wurden in T. atroviride von 754 dcr2-abhangig generierten
sRNAs neun zugeordnete mRNAs als reguliert identifiziert (Carreras-Villasefor et al., 2013).
In anderen Pilzen wurden daher ahnlich viele SRNAs mit moglichen endogenen Funktionen
identifiziert.

Die Funktionen der Proteine dieser mdglichen Zieltranskripte in T. thlaspeos sind bei einigen
unbekannt oder eher undefiniert, bei anderen finden sich Bezige zum Zellzyklus oder
transponierbaren Elementen. Fur viele der Zieltranskripte ist eine Regulation durch RNAi fur
Homologe anderer Spezies nicht bekannt. Von einigen werden jedoch homologe Gene in
anderen Organismen wie Ratten oder anderen Pilzen durch RNAI reguliert. In den folgenden
Unterkapiteln werden die einzelnen Zieltranskripte diskutiert und schlieRlich auf ihre weitere

Erforschung eingegangen.

3.2.5.1. Zieltranskripte mit bekannter Regulation durch RNAi in anderen
Pilzen

In T. thlaspeos wurden Zieltranskripte vorhergesagt, die auch in anderen Pilzen als endogene
RNAi-Ziele identifiziert wurden. Dazu zahlen Cytochrom P450 (THTG_03827) und eine
potentielle Transposase (THTG_04405).

Tt sRNA 31 soll mit der Cytochrom P450-RNA interagieren. Cytochrom P450 ist an
verschiedenen Reaktionen im pilzlichen Primar- und Sekundarmetabolismus und
Detoxifizierungsschritten beteiligt (Lau et al.,, 2013). In P. marneffei wurde die RNA einer
Benzoat-4-Monooxygenase Cytochrom P450 als Zieltranskript vorhergesagt und deren
Regulation mit Hilfe eines Knockdowns des milRNA-Gens nachgewiesen (Lau et al., 2013). In
M. circinelloides werden sRNAs Dicer-abhangig vom Cytochrom P450-Locus gebildet (Nicolas
et al., 2010). Die Cytochrom P450-RNA wurde darlber hinaus als Zieltranskript in T. reesei
und C. cinerea vorhergesagt (Kang et al., 2013, Lau et al., 2018). Die sRNA-Sequenzen von
T. reesei, P. marneffei und T. thlaspeos zeigen keine Ahnlichkeit zueinander und keine von
ihnen weist ein Uridin als 5'-Nukleotid auf (Lau et al., 2013, Kang et al., 2013). Obwohl die
meisten sRNAs in P. marneffei ein Uridin als 5-Nukleotid aufweisen, ist dies scheinbar kein
zwingendes Kriterium fir die Funktion (Lau et al., 2013). Daruber hinaus zeigten Analysen,
dass die sRNAs in Pilzen kaum oder nur in nahen Verwandten konserviert sind (Zhou et al.,
2012, Lee et al., 2010). Aufgrund der Vorhersagen fir T. thlaspeos und mehrere andere Pilze
scheint es durchaus mdglich, dass die Expression von Cytochrom P450 in T. thlaspeos durch
RNA. reguliert wird.

Ein weiteres potentielles Zieltranskript soll von Tt sRNA 25 und Tt sRNA_90 inhibiert
werden. Dieses kodiert eine putative Transposase. Bei dieser fiel bei der Genannotation auf,
dass das erste Codon nicht fiir Methionin kodiert, weshalb die Annotation Uberprift werden

sollte. Transposasen sind Bestandteil von DNA-Transposons, welche aus dem Gen fir die
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Transposase und invertierten terminalen Wiederholungen bestehen (Levin and Moran, 2011).
Die Transposase kann transponierbare Elemente an oder in der Nahe der invertierten
terminalen Wiederholungen schneiden und die DNA an anderer Stelle wieder in das Genom
integrieren (Levin and Moran, 2011). Transponierbare Elemente umfassen DNA-Transposons
und Retrotransposons (Levin and Moran, 2011). Letztere verwenden einen Zwischenschritt
aus RNA bevor eine Integrase die revers transkribierte DNA in das Genom integriert (Levin
and Moran, 2011). Beide Klassen existieren als autonome und nicht-autonome Elemente,
wobei letztere die Komponenten der autonomen Elemente fir ihre Transposition nutzen
(Gebert and Rosenkranz, 2015). Daher sollte die Genannotation auch auf die Moglichkeit
solcher nicht-autonomen Transposons untersucht werden. Die Transposition von
transponierbaren Elementen kann zu Mutationen fihren und die Genexpression beeinflussen
(Gebert and Rosenkranz, 2015). Sie stellen zudem Loci fir ektopische Rekombination dar, die
zu Genduplikationen, -deletionen oder groRRer Reorganisation fuhren kénnen (Gebert and
Rosenkranz, 2015). Daher stellen sie eine Gefahr fur die Genomintegritat dar und werden von
verschiedenen Mechanismen wie RNAi kontrolliert (Levin and Moran, 2011, Gebert and
Rosenkranz, 2015). So stammten 21 % der Dicer-abhangig sRNA-produzierenden Loci in
M. circinelloides von transponierbaren Elementen oder Wiederholungssequenzen (Nicolas et
al., 2010). In Rhizophagus irregularis gingen sogar 49 % der sRNA-exprimierenden Loci auf
transponierbare Elemente zurlck (Dallaire et al., 2021). Die Beteiligung der RNAi-
Komponenten wurde in verschiedenen Pilzen nachgewiesen. Beispielsweise ist in
C. neoformans eine RNA-abhangige RNA-Polymerase an der Regulation von Transposons
und Retrotransposons beteiligt (Janbon et al., 2010). In N. crassa wird ein Retrotransposon
Dicer- und Argonaute-abhangig reprimiert (Nolan et al., 2005). Dartber hinaus wurden in
P. mameffei transponierbare Elemente als Ziel von milRNAs vorhergesagt (Lau et al., 2013).
In Puccinia striiformis wird wahrscheinlich ein Transposase-Transkript anhand einer
entsprechenden sRNA geschnitten (Mueth and Hulbert, 2022). Zudem werden in S. japonicus
transponierbare Elemente unter anderem durch posttranskriptionelle Genregulierung via RNAI
unterdriickt (Chapman et al., 2022). In T. thlaspeos wurden verschiedene transponierbare
Elemente vorhergesagt (Courville et al., 2019). Da diese transponierbaren Elemente jedoch
nicht alle als Protein-kodierende Gene gelistet werden, wurden sie nicht automatisch in die
Charakterisierung der sRNAs und in die Zieltranskript-Vorhersage integriert. Zukiinftig kdnnten
repetitive Sequenzen und transponierbare Elemente als Quelle und Ziele von sRNAs in
T. thlaspeos analysiert werden. So kdnnten eventuell weitere potentielle Ziele von RNAi gegen
transponierbare Elemente in T. thlaspeos identifiziert werden. Da in vielen anderen
Organismen transponierbare Elemente durch RNAI reguliert werden (Chapman et al., 2022),

konnte dies auch in T. thlaspeos der Fall sein.
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3.2.5.2. Zieltranskripte mit bekannter Regulation durch RNAi in anderen
Organismen

Insgesamt konnten flr zwei der vorhergesagten Zieltranskripte Homologe in anderen, nicht
pilzlichen Organismen gefunden werden. Dies waren IME4 (THTG_01185) und eine
Adenylatcyclase (THTG_03864).

IME4, in S&ugetieren METTL3 genannt, modifiziert RNAs mit N8-methyladenosin (m°A)
(Hongay et al., 2006, Yadav and Rajasekharan, 2018). Dessen RNA soll in T. thlaspeos durch
Tt sRNA 25 und Tt_sRNA_90 reguliert werden. In S. cerevisiae wird sie flr den Eintritt
diploider Zellen in die Meiose benétigt, wahrend ihre Expression in Reis zum Verbleib im
mitotischen Zyklus fiihrt (Hongay et al., 2006, Zhou et al., 2021). In Eukaryoten ist m°A die
haufigste RNA-Modifikation und beeinflusst deren Stabilitat, Translation, alternatives Splei3en
und Transport (Zhao et al., 2021b). Zudem ist METTL3 an der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen durch homologe Rekombination beteiligt (Zhang et al., 2020). In der
RNAi-losen Hefe und in Reis wird die IME4-Expression durch transkriptionelle Interferenz
reguliert (Laurie et al., 2008, Hongay et al., 2006, Zhou et al., 2021). Ob transkriptionelle
Interferenz am ime4-Locus in T. thlaspeos stattfindet, ist derzeit unklar. Falls sowohl sense-
als auch antisense-Transkripte gebildet werden, kénnten diese hybridisieren und von den
RNAi-Komponenten zu natlrlichen antisense Transkript-entstammenden siRNAs (nat-
siRNAs) prozessiert werden (Nicolas and Garre, 2016). Die Ergebnisse dieser Arbeit legen
eine Regulation mittels RNAi nahe. In humanen Zellen wird die RNA von METTL3 ebenfalls
durch miRNAs reguliert (Zhao et al., 2021b). Hier fihrte ein Knockdown zu deutlich verringerter
Zellproliferation (Cui et al., 2020b). Neben den in Kapitel 3.2.5.5 ,Verifikation der sRNA-
Funktion im Pilz“ diskutierten allgemeinen molekularbiologischen Methoden zum Nachweis der
Regulation durch RNAI, kann die m®A-Modifizierung der RNA durch Antikérper quantifiziert
werden (Zhong et al., 2020). AuRerdem koénnten modifizierte RNAs co-immunprazipitiert und
anschlielend sequenziert werden (Zhong et al., 2020), um beeinflusste Prozesse zu
identifizieren. Zusammenfassend kénnte T. thlaspeos also mittels RNAIi die Modifikation von
RNAs beeinflussen, welches z. B. den Eintritt in die Meiose verhindern konnte. Da die SRNAs
aus haploiden Zellen isoliert wurden, erscheint dies biologisch sinnvoll.

Fur Tt sRNA 71 wurde das Transkript einer Adenylatcyclase als Ziel vorhergesagt.
Adenylatcyclasen generieren cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP), welches an
diversen Prozesse beteiligt ist (Zou et al., 2010). In S. cerevisiae wird die Adenylatcyclase fur
das Durchschreiten des G1-Checkpoints bendtigt und die Mutante verweilt Ianger in der G1-
Phase (Aye et al., 2004). Zudem fiihrte eine Disruption des Gens fur die Adenylatcyclase, cyr1,
in S. cerevisiae zu verringerter Transposition des Retrovirus-ahnlichen Elements Ty3 (Aye et
al., 2004). Adenylatcyclasen sind dariber hinaus Bestandteil von Signalwegen zur Paarung in

S. pombe, C. neoformans und U. maydis (D'Souza and Heitman, 2001). Die Adenylatcyclase-
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Mutante in B. cinerea zeigte vermindertes Wachstum des Mycels, Sporulation und Virulenz
(Schumacher et al.,, 2008). Bei Candida auris wies eine cyr1-Mutante verlangsamtes
Wachstum, eine reduzierte Thermotoleranz, geringere Stressresistenz und Defekte im
Hydroxyurea-induzierten hyphalen Wachstum, nicht aber in der Virulenz auf (Kim et al., 2021).
Bei U. maydis zeigte die uac1-Mutante konstitutiv filamentdses Wachstum (Gold et al., 1994).
In Candida albicans wird die Adenylatcyclase Cyr1 bei der Induktion des hyphalen Wachstums
aktiviert, dabei wird dessen Produktivitat gesteigert, wenn es in einem Komplex mit Cap1 und
G-Aktin vorliegt (Zou et al., 2010). Zusammenfassend hat die Adenylatcyclase unter anderem
Funktionen im Zellzyklus und in der Morphologie. In Ratten wird ihre Expression von einer
unter Wirbeltieren konservierten miRNA reguliert (Li et al., 2021). Daher ware es auch denkbar,
dass ihre Expression in T. thlaspeos durch RNAi herunterreguliert wird, und so den Zellzyklus

oder die Morphologie beeinflusst.

3.2.5.3. Zieltranskripte mit Ahnlichkeit zu RNAi-regulierten Prozessen in
anderen Organismen

Fir einige der vorhergesagten Zieltranskripte konnte eine Funktion mehr oder weniger genau
zugeordnet werden. Eine Regulation ist bei ihnen nicht bekannt, jedoch werden ahnliche
Prozesse von RNAI reguliert.

Tt sRNA 62 soll ein solches putatives Zieltranskript (THTG_05317) regulieren. Es kodiert
Domanen, die auf eine Funktion als Transkriptionsfaktor schlieRen lassen. Welche Gene
dieser reguliert bleibt jedoch offen. Das vorhergesagte Zieltranskript fir Tt sRNA 63 stammt
vom Gen THTG_01697 und kodiert fir eine Proteinkinase, dessen Substrat aber unbekannt
ist. Bei diesen potentiellen Zieltranskripten ist aufgrund der mangelnden Definition der
Funktion ein Abgleich zu einer Regulation mittels RNAI in anderen Organismen schwierig.
Grundsatzlich wurden beide Funktionen aber als Zieltranskripte in anderen Organismen
gefunden, z.B. Transkriptionsfaktoren in T. reesei, P. mameffei und C. cinerea (Kang et al.,
2013, Lau et al.,, 2013, Lau et al, 2018) und Proteinkinasen in M. circinelloides und
P. mameffei (Nicolas et al., 2010, Lau et al., 2013).

Ein weiteres mogliches Zieltranskript (THTG _03611) kodiert fir eine Inositolpolyphosphat-
Phosphatase und wird voraussichtlich von Tt sRNA_ 80 gesilenced. Es gibt verschiedene
Inositolpolyphosphate und  dementsprechend  verschiedene  Inositolpolyphosphat-
Phosphatasen (Mutlu and Kumar, 2019). Daher ist hier eine exakte Definition der Funktion und
Regulation schwierig. Grundsatzlich sind Inositolpolyphosphate beispielsweise an der
Regulation von Phosphat-Detektion, Glykolyse, Ribosomen-Biosynthese, Telomerlange,
Dynein-abhangigem Transport oder Aminosaure-Signalwegen beteiligt (Mutlu and Kumar,
2019). In T. reesei wurden die RNA einer Phosphatidylinositol-4-Phosphat 5-Kinase und in
P. mameffei die RNA der Phosphatidylinositolkinase Tel1 als Zieltranskripte einer milRNA
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vorhergesagt (Kang et al., 2013, Lau et al., 2013). Zudem werden sRNAs vom Locus der
Multiplen Inositol-Polyphosphat Phosphatase in M. circinelloides produziert (Nicolas et al.,
2010). In  Puccinia striformis  wurde ein  Phosphatidylinositol-3-Kinase-Transkript
maoglicherweise von einer endogenen sRNA geschnitten (Mueth and Hulbert, 2022).
Dementsprechend kdnnte T. thlaspeos die Inositolpolyphosphat-assoziierten Prozesse wie
Glykolyse oder Ribosomen-Biosynthese indirekt Uber die Regulation einer
Inositolpolyphosphat-Phosphatase regulieren.

Zudem wurde als Ziel von Tt sRNA 55 die RNA einer Flavin-enthaltenden
Aminoxidasedehydrogenase (THTG_05570) als Zieltranskript vermutet. Aminoxidasen und -
dehydrogenasen kénnen aus primaren Aminen Kohlenstoff-, Energie- oder Stickstoffquellen
generieren (Hacisalihoglu et al., 1997). Da die Zellen mitten in der Wachstumsphase geerntet
wurden, kdnnte man spekulieren, dass gentigend Nahstoffe im Medium vorhanden waren, und
dieses Protein daher nicht in grélieren Mengen bendtigt wurde. In T. reesei wurde eine Flavin-
enthaltende Monooxygenase als Zieltranskript einer milRNA vorhergesagt (Kang et al., 2013).
T. thlaspeos konnte also die Nutzung von Nahrstoffquellen zum Teil iber RNAI regulieren.
Ein weiteres potentielles Zieltranskript (THTG_03252), hier von Tt sRNA_89, kodiert ein
putatives Nukleoporin. Etwa 30 verschiedene Nukleoporine bilden die Kernporen, welche den
Transport groRerer Molekile durch die Kernmembran kontrollieren (Kutay et al., 2021). Sowohl
bei offener wie auch bei geschlossener Mitose wird zumindest ein Teil der Kernporen zu
Beginn der Mitose abgebaut (Kutay et al.,, 2021). Dabei werden viele Nukleoporine
phosphoryliert und am Ende der Mitose wieder reassembiliert (Kutay et al., 2021). Gleichzeitig
variiert die Abundanz verschiedener Nukleoporine im Verlauf des Zellzyklusses (Chakraborty
et al., 2008, Vishnoi et al., 2020). Die Expression von Nukleoporin 62 wird in menschlichen
Zellen von miR-27a* reguliert (Chari et al., 2020). In C. elegans wurden sRNAs identifiziert,
die RdRP-abhangig von Nukleoporin-mRNAs generiert wurden (Maniar and Fire, 2011). Und
auch in P. marneffei wurde ein Nukleoporin, Nup107, als Zieltranskript einer milRNA
vorhergesagt (Lau et al.,, 2013). Daher erscheint es moglich, dass T. thlaspeos diese
Nukleoporin-RNA Zellzyklus-abhangig reguliert.

Aktin wird in Zellen zu komplexeren Strukturen wie Aktin-Blindeln angeordnet (Castaneda et
al., 2021). Diese werden dynamisch reguliert und haben Funktionen in der Zellteilung und der
strukturellen Unterstiitzung der Plasmamembran (Castaneda et al., 2021). Da nicht genau
bekannt ist, fur welche Art von Aktin-biindelndem Protein das potentielle Zieltranskript fir
Tt_ sRNA 50, THTG_04952, kodiert, mussten detailliertere Vergleiche zur exakten
Identifizierung durchgefuhrt werden, um anschlieend die Regulierung dieses Gens besser
einordnen zu kdnnen. Transkripte von mit Aktin interagierenden Proteinen wurden in anderen
Pilzen als Ziel von milRNAs vorhergesagt, darunter eine Aktin kortikaler Flecken Komponente

(actin cortical patch component) in P. mameffei sowie Aktin und ein Aktin-bindendes Protein
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vom Aktinin-Typ in T. reesei und Aktin in C. cinerea (Lau et al., 2013, Kang et al., 2013, Lau
et al., 2018). T. thlaspeos kdnnte durch die Regulation der RNA dieses Aktin-blindelnden
Proteins beispielsweise die Zellteilung beeinflussen.

Dynein ist ein Motorprotein, das sich auf Mikrotubuli retrograd in Richtung deren Minus-Pol,
also dem Mikrotubuli organisierenden Zentrum, oft in der Nahe des Zellkerns, bewegt und fur
die Zellteilung wichtig ist (Reck-Peterson et al., 2018). Membranen, RNAs, Proteine und Viren
kénnen Dynein-abhangig transportiert werden (Reck-Peterson et al., 2018). Dyneinkomplexe
bestehen aus zwei schweren Ketten, zwei intermediaren-Ketten, zwei leicht-intermediaren
Ketten und sechs leichten Ketten (Reck-Peterson et al., 2018). In dieser Arbeit wurden sowohl
die mRNAs der schweren (THTG_05648) als auch der leicht-intermedidren Kette
(THTG_03770) von Dynein als Ziel endogener RNAIi vorhergesagt, wobei die RNAs der
schweren Kette mit Tt sSRNA 3, Tt sRNA 4 und Tt sRNA_37 und die der leicht intermediaren
Kette mit Tt sRNA_71 interagieren soll. In S. cerevisiae wiesen Dynein-Mutanten Defekte bei
der Positionierung des mitotischen Spindelapparates auf (Gillies et al., 2022). In A. nidulans
traten in Mutanten der schweren Dynein-Kette Defekte bei der Bewegung des Nukleus auf
(Suelmann and Fischer, 2000). Bei C. cinerea wurde ein fiur Dynactin kodierende mRNA als
Zieltranskript vorhergesagt (Lau et al., 2018). Dynactin ist ein Cofaktor fur die aktive Bewegung
von Dynein (Gillies et al., 2022). In P. marneffei wurde als Ziel einer milRNA eine RNA
vorhergesagt, welche flr ein Protein der Kinesin-Familie kodiert (Lau et al., 2013). Kinesin
vermittelt den anterograden Transport entlang der Mikrotubuli (Baumann et al., 2012). Ein
Cofaktor und ein anderer Mikrotubuli-Motor wurden also in anderen Pilzen bereits mit RNAi in
Verbindung gebracht. T. thlaspeos koénnte also die Dynein-Expression mittels RNAI
feinabstimmen.

Des Weiteren wurde fir Tt sSRNA 55 eine fir Utp10 kodierende mRNA als Zieltranskript
(THTG_06063) vorhergesagt. Utp10 ist Teil des SSU (small-subunit) -Prozessoms, welches
die 35S pra-rRNA an definierten Stellen um die 18S rRNA schneidet (Dez et al., 2007). Zudem
assoziiert Utp10 in S. cerevisiae mit moglicherweise defekten Pra-Ribosomen (Dez et al.,
2007). Damit ist Utp10 wichtig fur die Synthese der kleinen ribosomalen Untereinheit. Eine
Depletion von Utp10 flhrte bei S. cerevisiae zu vermindertem bzw. unterbliebenem
Wachstum, denn die Zellen verharrten in der G1-Phase (Dez et al., 2007, Bernstein and
Baserga, 2004). Die Biosynthese von Ribosomen und Utp10 wird in S. cerevisiae Zellzyklus-
abhangig reguliert (Oliva et al., 2005). Da S. cerevisiae kein RNAi-System besitzt (Laurie et
al., 2008), scheint diese Regulation auch ohne RNAi méglich zu sein. Ob dies in T. thlaspeos
der Fall ist, kann besser abgeschatzt werden, sobald sRNA-Sequenzierungen einer Dicer-
Mutante oder einer Ago-Co-Immunprazipitation ausgewertet wurden. RNAs eines weiteren
Interaktors des SSU-Prozessoms, Utp14, sowie eines Protein, das an der Assemblierung und

dem Export der gro3en ribosomalen Untereinheit involviert ist, wurden als Zieltranskripte in
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T. reesei vorhergesagt (Kang et al.,, 2013, Black et al., 2018). Daruber hinaus wurden in
T. reesei drei und in P. marneffei sieben Transkripte von ribosomalen Proteinen als Ziele von
milRNAs vorhergesagt und in M. circinelloides wurden drei Loci als sRNA-produzierend
identifiziert (Nicolas et al., 2010, Kang et al., 2013, Lau et al., 2013). Dartber hinaus wurden
in C. cinerea besonders viele Zieltranskripte Prozessen zur Translation, ribosomalen Struktur
und Biogenese zugeordnet (Lau et al., 2018). Moglicherweise reguliert T. thlaspeos die
Ribosomen-Biosynthese Uber die ufp10-RNA.

In diesem Abschnitt konnten neben Zielen, die in diversen Prozessen eine Rolle spielen
kénnten, wie RNAs eines Transkriptionsfaktors, einer Proteinkinase und einer Flavin-
enthaltende Aminoxidasedehydrogenase, auch Ziele identifiziert werden, die unter anderem
in Ribosomen-Biosynthese, Dynein-abhangigem Transport und in der Zellteilung fungieren,
wie RNAs einer Inositolpolyphosphat-Phosphatase, von Utp10, eines Nukleoporins, eines
Aktin-bundelnden Proteins sowie der leicht-intermediaren und die schweren Kette von Dynein.
Zwar konnten in anderen Organismen keine identischen Zieltranskripte identifiziert werden,

doch wurden ahnliche Prozesse mit RNAI in Verbindung gebracht.

3.2.5.4. Zieltranskripte ohne bekannte Regulation durch RNAi in anderen
Organismen

Ein Grund fir eine unbekannte Regulation eines Gens kann eine fehlende
Funktionszuordnung oder Untersuchung sein. So konnte dem fiir die sSRNAs Tt sRNA 45 und
Tt sRNA 62 vorhergesagten Zieltranskript (THTG_03119) weder durch BLAST-Suche (NCBI
— Protein Blast) noch durch Vorhersage von Domanen (NCBI — Conserved Domains) eine
Funktion zugeordnet werden. Dementsprechend liegen auch keine Informationen zu dessen
Regulation vor.

Ein weiteres vorhergesagtes Zieltranskript (THTG_06156) wurde als Ziel von Tt sRNA 48
vorhergesagt. Es kodiert fir Vacuolar Protein Sorting 73 (VPS73). VPS73 ist ein
mitochondriales Protein unbekannter Funktion, welches an der vakuolaren Proteinsortierung
involviert ist (Gonzalez et al., 2006). In S. cerevisiae konnte die Uberexpression von VPS73 in
einer ptc1-Mutante sowie in einer grx3 grx4 slt2-Mutante die Fragmentierung der Vakuole
weitestgehend retten und verbesserte die erhohte Sensitivitdt dieser Mutanten gegenuber
verschiedenen Zellwand-schadigenden Substanzen, Calcium oder alkalischem pH (Gonzalez
et al., 2006, Pujol-Carrion et al., 2013). In der grx3 grx4 slt2-Mutante wurde durch
Uberexpression zudem die abnormale Organisation des Aktin-Cytoskeletts gerettet (Pujol-
Carrion et al., 2013). Die Vakuole fragmentiert wahrend des Zellzyklus und bei Stress (Stauffer
and Powers, 2017). Da wenig Uber VPS73 bekannt ist, ist auch dessen Regulation nicht
erforscht. Eine Herunterregulierung der vps73-mRNA via RNAi in T. thlaspeos kdnnte fur die

Zellteilung noétig sein, oder eine Stressantwort darstellen. Letzteres ist jedoch
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unwahrscheinlich, da die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet wurden und
morphologisch unauffallig aussahen. Dies kénnte Gberprift werden, indem Vakuolen in Zellen
untersucht werden, die aus verschiedenen Wachstumsphasen und ggf. aus Medien mit
unterschiedlichem Nahrstoffgehalt stammen oder welche unterschiedlichem osmotischen
Druck oder anderen Stressfaktoren ausgesetzt waren (Stauffer and Powers, 2017).
Gegebenenfalls konnte hier zusatzlich die DNA angefarbt und die Zelllange gemessen
werden, um die Zellzyklusphase der einzelnen beobachteten Zellen besser nachvollziehen zu
koénnen.

Des Weiteren wurde fir Tt_sRNA_19 die mRNA von SAP155 als Zieltranskript (THTG_04178)
prognostiziert. SAP155 ist eine regulatorische Untereinheit, die zusammen mit der
katalytischen Untereinheit SIT4 eine Holo-Phosphatase bildet (Han et al., 2019). SIT4 reguliert
in C. albicans Zellwachstum, Morphogenese und Virulenz (Han et al., 2019). In C. albicans
zeigte SAP155 in allen getesteten Parametern keinen Unterschied zum Wildtyp, und fungierte
funktionell redundant zum zweiten getesteten SIT4-regulatorischen Protein SAP190 (Han et
al., 2019). In S. cerevisiae zeigten sap155-Mutanten einen leichten Wachstumsphanotyp
(Luke et al., 1996). Auch hier wurde eine teilweise aber nicht vollstandige Redundanz der
SAP155-Funktion zu anderen SAP-Proteinen nachgewiesen (Luke et al., 1996). Man geht
davon aus, dass die SAP-Proteine darin involviert sind, den Nahrstoffgehalt in die SIT4-
abhangige Expression von Cyclinen fir den Start der S-Phase zu integrieren (Luke et al.,
1996). Durch RNAIi gegen die sap7155-mRNA konnte T. thlaspeos mdglicherweise seinen
Zellzyklus regulieren.

Aullerdem wurde die kap123-mRNA als Zieltranskript (THTG_04410) von Tt sRNA 19
vorhergesagt. Karyopherine ermdéglichen den Transport von Makromolekilen durch die
Kernporen (Ptak et al., 2009). Das Karyopherin Kap123p importiert ribosomale Proteine,
Signalerkennungspartikel-Proteine, Histone, einen Histon-Acetyltransferase-Komplex und die
HO-Endonuklease in den Zellkern (Ptak et al., 2009). In S. cerevisiae wurde in Kap123p-
defizienten Zellen eine geringfiigig reduzierte 40S Biogenese festgestellt (Sydorskyy et al.,
2003). Die Aufgaben von Kap123 im nuklearen Import kénnen weitestgehend von anderen
Karyopherinen kompensiert werden und Auswirkungen auf das Wachstum sind gering
(Sydorskyy et al.,, 2003). In Kombination mit einem an der 60S-Ribosomen-Biogenese
beteiligten Protein zeigten sich jedoch deutliche Wachstumsdefizite (Sydorskyy et al., 2003).
Zudem wies eine kap123-Mutante Defekte bei Mikrotubuli-Stabilitdt und/oder -Assemblierung
sowie bei in der Spindelstruktur und -dynamik sowie bei der Positionierung des Nukleus
wahrend der Mitose auf (Ptak et al., 2009). Des Weiteren wurden erhdhte Aktin-Level, eine
erhohte Resistenz gegenuber dem Aktin-Polymerisierungs-Inhibitor Latrunculin B, eine
veranderte Zellmorphologie und eine geringere Zellintegritat festgestellt (Martinez-Bono et al.,

2009). In U. maydis ist Kap123 fur den nuklearen Import des Mitose-induzierenden Cdc25
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notwendig und mutierte Varianten von Kap123 waren in der Paarungseffizienz und im
Zellzyklusarrest beeintrachtigt (Bardetti et al., 2019). In S. pombe werden kap123 und viele
Gene fur die Biosynthese von Ribosomen Zellzyklus-abhangig in einer Phase vor dem
GroRenwachstum und vermehrter Proteinsynthese exprimiert (Oliva et al, 2005).
Dementsprechend kdnnte eine Regulierung der kap123-mRNA in T. thlaspeos durch RNAI die
Mitose und moglicherweise in geringem Malde die Ribosomen-Biogenese beeintrachtigen.
Die mRNAs von Kap123 und SAP155 werden voraussichtlich von derselben sRNA reguliert.
Beide Proteine haben unterschiedliche, den Zellzyklus indirekt beeinflussende Aufgaben, aber
auch jeweils weitestgehend funktional redundante Proteine (Sydorskyy et al., 2003, Han et al.,
2019), die aber nicht als RNAi-Zieltranskripte vorhergesagt wurden. Eine Co-Regulation der
kap123- und sap155-mRNAs zur Beeinflussung des Zellzyklus Uber verschiedene Signalwege
ist daher theoretisch maoglich, aber erscheint aufgrund der jeweils redundant agierenden
Proteine eher unwahrscheinlich. Da die kap 7123-Mutante bei zusatzlicher Deletion eines fir die
Ribosomen-Biogenese relevanten Gens so deutliche Phanotypen aufwies (Sydorskyy et al.,
2003), kdnnte die parallele Regulation ahnlicher Gene den Einfluss auf die Ribosomen-
Biosynthese verstarken. Ein solches Gen kénnte utp10 sein, welches in dieser Doktorarbeit
ebenfalls als Zieltranskript vorhergesagt und am Ende des vorigen Kapitels diskutiert wurde.
Tt sRNA 70 reguliert laut Vorhersage die RNA der E3-Ubiquitinligase Hel2 (THTG_03301).
Bei blockierten Ribosomen (ribosome stalling), hervorgerufen beispielsweise durch
spezifische nicht-optimale Codonpaare, oxidativem Stress, tRNA- oder Aminosauremangel,
ubiquitiniert Hel2 die kleine ribosomale Untereinheit (lkeuchi et al.,, 2019). Diese
Ubiquitinierung ist notwendig fur die folgende Qualitatskontrolle durch Ribosom-assoziierte
Qualitatskontrolle (RQC) oder No-Go Decay (NGD), bei denen die ribosomalen Untereinheiten
getrennt und das entstehende Protein bzw. die mRNA degradiert wird (Ikeuchi et al., 2019,
Winz et al., 2019). Daher konnte ein Hel2-Defizit vermutlich zu langerem Verbleib der
Ribosomen auf der mRNA fiihren. Die generelle Proteinexpression kann im Verlauf des
Zellzyklus variieren (Oliva et al., 2005). Grundsatzlich ist vorstellbar, dass Hel2 zu Zeitpunkten
im Zellzyklus, in denen die Proteinbiosynthese nicht maximal stattfindet, nicht so stark
exprimiert werden muss. Eine weitere Hypothese ware die Sequestrierung von Ribosomen
und entstehenden Proteinen, um diese nach einem transienten Translationsstopp schnell
verfligbar zu machen. Eine Herunterregulierung der Hel2-Expression in T. thlaspeos konnte
dementsprechend zur moglicherweise  Zellzyklus-abhangigen  Reduzierung der
Proteinbiosynthese beitragen, indem Ribosomen auf mMRNAs sequestriert werden.
Andererseits konnte T. thlaspeos die Hel2-Expression auch durch RNAI an die Zellzyklus-
abhangig reduzierte Proteinbiosynthese anpassen.

Ein weiteres vorhergesagtes Zieltranskript (THTG_01782) soll von Tt sRNA_89 reguliert

werden. Es kodiert fur ein Co-Chaperon, das in S. cerevisiae STI1 und in Sdugetieren Hop
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genannt wird. (Bhattacharya and Picard, 2021). Hop interagiert mit den Hitzeschock-Proteinen
Hsp70 und Hsp90, aber auch mit anderen Proteinen. (Bhattacharya and Picard, 2021). Es
fordert die Assemblierung des Proteasoms, die Proteindegradierung und verlangsamt die
Proteinfaltung des Hsp70-Hsp90-Komplexes, weshalb eine regulatorische Funktion fir die
Proteostasis angenommen wird (Bhattacharya and Picard, 2021). Dartber hinaus sind die
Zellzyklus-spezifische Phosphorylierung von Hop durch Cdk1 und die Verlangsamung der G1-
Phase bei Deletion oder Knockdown von Hop in humanen Krebszellen Anlass zur Spekulation,
dass Hop Zellzyklus-spezifische Aufgaben haben kénnte (Bhattacharya and Picard, 2021).
Mdglicherweise kdénnte die Expression aber an Schwankungen der generellen
Proteinexpression wahrend des Zellzyklus angepasst sein, denn diese oszilliert beispielsweise
in S. pombe (Oliva et al., 2005). Eine mdglicherweise Zellzyklus-abhangige Herunterregulation
der STH-Expression durch RNAi in T. thlaspeos kdnnte daher die Proteinbiosynthese
beeinflussen.

In diesem Unterkapitel konnten fiinf von sechs Zieltranskripten, welche fur VPS73, SAP155,
Kap123, Hel2 bzw. STI1 kodieren, eine méglicherweise Zellzyklus-abhangig regulierte
Funktion zugeordnet werden. Jedoch ist Uber deren Regulation durch RNAi in anderen

Organismen bislang nichts bekannt.

Insgesamt wurden viele Zieltranskripte vorhergesagt, die Zellzyklus-abhangig reguliert werden
oder diesen beeinflussen. Darunter waren Transkripte, die in verschiedenen Phasen des
Zellzyklus reguliert werden. Da die Kultur aus asynchronisierten Zellen bestand, war dies zu
erwarten. Darlber hinaus wurden RNAs von Cytochrom P450 und einer putativen
Transposase als Zieltranskripte prognostiziert. Damit sind in T. thlaspeos im Vergleich zu
anderen Pilzen, wie T. reesei, P. marneffei, C. cinerea oder M. circinelloides, &hnliche
Prozesse Quelle oder Ziel von RNAI (Kang et al., 2013, Lau et al., 2013, Lau et al., 2018,
Nicolas et al., 2010).

3.2.5.5. Verifikation der sRNA-Funktion im Pilz
Fir die Auswahl der zu verifizierenden vorhergesagten Zieltranskripte werden gerne sRNAs
mit Uridin als 5°-Nukleotid ausgewahlt, da dies bei etwa 80% der in N. crassa mit dem Ago-
Homolog Qde2 assoziierten sRNAs der Fall war (Lee et al., 2010). Es kénnen aber auch
besonders abundante sRNAs dafir ausgesucht werden (Lau et al., 2013). Wenn man als
Kriterium die Abundanz der sRNA verwendet, so waren Tt sRNA_3 und Tt sRNA 4, welche
sich durch ein zusatzliches Nukleotid von ersterem unterscheidet, die bevorzugt zu
untersuchenden sRNAs. Beiden wurde die schwere Kette des cytoplasmatischen Dyneins als
Zieltranskript vorhergesagt. Wenn man als Kriterium das Uridin als 5-Nukleotid verwendet,

ware Tt_sRNA_25 die abundanteste sRNA. |hre putativen Zieltranskripte, IME4 und eine
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putative Transposase, werden in anderen Organismen durch RNAi reguliert (Zhao et al.,
2021b, Chapman et al., 2022). Tt sRNA 25 weist zudem zu ihrem vorhergesagten
Zieltranskript hohe Komplementaritat auf, wodurch das Schneiden der mRNA als
wahrscheinlich gilt (Wu et al., 2008, Pillai et al., 2004). Daruber hinaus werden transponierbare
Elemente in vielen verschiedenen Pilzen aus verschiedenen Abteilungen wie Glomeromycota
(R. irregularis), Mucoromycota (M. circinelloides), Basidiomycota (C. neoformans) und
Ascomycota (N. crassa, P. marneffei, S. japonicus) wahrscheinlich oder nachweislich durch
RNAI reguliert (Dallaire et al., 2021, Nicolas et al., 2010, Janbon et al., 2010, Nolan et al.,
2005, Lau et al., 2013, Chapman et al., 2022). Aus diesen Grinden sollte Tt_sRNA_25 flr
weitere Untersuchungen ausgewahlt werden. Zunadchst sollte durch eine sRNA-
Sequenzierung einer Dicer-Mutante festgestellt werden, ob die sSRNA durch die kanonische
RNAi-Komponente oder durch andere Degradationsmechanismen generiert wird. Allerdings
ist Dicer in Pilzen wie M. circinelloides und T. atroviride wichtig fur das Wachstum oder in
S. japonicus und C. albicans sogar essentiell (Chapman et al., 2022, Bernstein Douglas et al.,
2012, Carreras-Villasenor et al., 2013, Nicolas et al., 2010). In diesem Fall kénnte das sRNA-
produzierende Gen deletiert oder dessen Promotor durch einen induzierbaren ausgetauscht
werden oder ein kurzes-tandem-Ziel-Imitat (short-tandem-target-mimic, STTM) exprimiert
werden, welches sRNAs bindet (Dunker et al., 2020, Bernstein Douglas et al., 2012). In der
Dicer-Mutante oder dem STTM-exprimierenden Stamm miussten die Zieltranskripte
heraufreguliert sein, was mittels mMRNA-Sequenzierung, quantitativer RT-PCR oder Northern
Blot gezeigt werden kdnnte (Carreras-Villasenor et al., 2013, Chen et al., 2015, Nicolas et al.,
2010). Durch eine sRNA-Sequenzierung einer Ago-Co-Immunprazipitation kann die
Beteiligung der RNAi-Komponente Argonaute an der Regulierung nachgewiesen werden (Lee
et al., 2010). Anhand einer Fusion einer mutierten Zielsequenz an eine Reportergensequenz
kann eine sequenzspezifische Regulierung gezeigt werden (Wang et al., 2017b). Durch
Degradom-Sequenzierung oder 5-RACE-PCR koénnte das Schneiden der mRNA belegt
werden (Chen et al., 2014, Son et al., 2017, Dunker et al., 2020, Werner et al., 2021). Sollte
die mRNA nicht geschnitten werden, musste zunachst das Protein-Level z.B. mittels Western-
Blot oder Reportergen-basierten Methoden uberprift werden, um anschlieBend die
translationale Inhibierung beispielsweise mit Hilfe von Antikérpern und Sonden nachzuweisen
(Kobayashi and Singer, 2022, Weiberg et al., 2013). Um die Funktion der sRNAs zu beweisen,
bedarf es zum Teil Experimente, deren Grundlagen im Transformationsteil dieser Dissertation

etabliert wurden.

3.2.5.6. Modell endogener RNAI in T. thlaspeos
Anhand der in dieser Dissertation erarbeiteten Ergebnisse wurde ein Modell fir endogenes

RNAI in T. thlaspeos erstellt. Danach werden wahrscheinlich zum einen Dicer-abhangige
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miRNAs gebildet und zum anderen siRNAs sowohl Dicer-abhangig als auch Dicer-unabhangig
produziert. Die in dieser Arbeit identifizierten putativ Dicer-abhangigen siRNAs und miRNAs
aus T.thlaspeos sollen endogene Zieltranskripte mit Bezug zum Zellzyklus,
Proteinhomdostase, Transportprozessen, Metabolismus und transponierbaren Elementen
regulieren (Abbildung 19).

Von den Zielen mit Bezug zum Zellzyklus ist einer der vielversprechendsten Kandidaten fur
weitere Untersuchungen, IME4, an der Regulation der Meiose beteiligt (Hongay et al., 2006).
Fur das Durchschreiten des G1-Checkpoints ist in S. cerevisiae die Adenylatcyclase
notwendig (Aye et al., 2004), sodass bei Regulation dieser mRNA durch RNAi zu einem
verlangsamten Wachstum von T thlaspeos fluhren konnte. Darlber koénnte SAP155
moglicherweise den Nahrstoffgehalt in die Produktion von Cyclinen integrieren, welche den
Zellzyklus regulieren (Luke et al., 1996). Auch Aktin-Bindel und Dynein haben
Transportaufgaben im Zellzyklus (Castaneda et al., 2021, Reck-Peterson et al., 2018), sodass
sich RNAi gegen deren mRNAs ebenfalls negativ auf das Wachstum auswirken kénnte.
Wahrend des Zellzyklus werden viele Gene differentiell exprimiert, darunter in S. pombe
beispielsweise solche fur Ribosomen-Biogenese (Oliva et al., 2005). In Konidien von
A. fumigatus scheint es zudem einen Zusammenhang zwischen Dicer und der Ribosomen-
Biogenese zu geben (Kelani et al., 2023). In T. thlaspeos kénnte die Produktion der 18S rRNA
durch die Regulation von Utp10 durch RNAI reduziert werden, wodurch weniger Ribosomen
hergestellt werden kénnten. Da Hel2 das Lésen der Untereinheiten bei blockierten Ribosomen
mitinitiiert (Ikeuchi et al., 2019), kénnten bei Hel2-Defizit aufgrund von RNAi méglicherweise
Ribosomen auf der mRNA verbleiben, wodurch weitere Ribosomen sequestriert und die
Translation weiter beeintrachtigt werden kénnte. Zudem werden entstehende fehlgefaltete
Proteine madglicherweise weniger effizient degradiert, da die RNA von STI1 ein weiteres
putatives Ziel von endogenem RNAI ist und das Protein zur Funktion des Proteasoms beitragt
(Bhattacharya and Picard, 2021). Dartber hinaus ist es auch denkbar, dass die Expression
von Hel2 und STI1 an die Zellzyklus-abhangig regulierte Proteinbiosynthese angepasst wird.
Daher konnte T. thlaspeos das RNAIi-System nutzen, um die Translationsmaschinerie
Zellzyklus-abhangig anzupassen. DarlUber hinaus konnte T. thlaspeos Import- und
Exportwege flir ribosomale Proteine und andere Molekiile in den Nukleus durch Beeinflussung
des Nukleoporins und Kap123 beeintrachtigen, wodurch die Ribosomenassemblierung
maoglicherweise beeintrachtigt werden konnte. Dies kdnnte weiter durch die Regulierung von
Utp10 unterstitzt werden. Auffallig ist in diesem Zusammenhang eine deutliche Akkumulation
von 90 % sRNAs von rDNA in T. thlaspeos. In Pilzen wurden etwa 24-79 % rDNA-kartierende
sRNAs identifiziert (Zhou et al., 2012, Carreras-Villasefior et al., 2013). In N. crassa stammten
etwa 49 % der aus dem Ago-Protein QDE-2 co-immunprazipitierten SRNAs von rDNA (Lee et

al., 2010). In M. oryzae werden darlber hinaus rDNA-kartierende sRNAs bevorzugt in Ago
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geladen (Nguyen et al., 2018). Inzwischen wird die Rolle dieser sRNAs erforscht. Sollte es
sich hierbei um srRNAs handeln, kénnten sie in T. thlaspeos, wie fur Sdugetiere vermutet, den
Zellzyklus oder den Glukose-Metabolismus regulieren (Nguyen et al., 2018).

Neben diesen Zieltranskripten mit Bezug zum Zellzyklus wurden in dieser Dissertation weitere
Zieltranskripte vorhergesagt, die mit Metabolismus und TEs in Zusammenhang stehen
(Abbildung 19). Die RNA der Flavin-enthaltenden Aminoxidasedehydrogenase kdnnte Ziel von
endogenem RNAI sein, weil in der exponentiellen Wachstumsphase, in der die Zellen geerntet
wurden, keine primaren Amine als Nahrstoffquelle verwendet werden mussen. Zudem soll
Cytochrom P450, welches an Primar- und Sekundarmetabolismus beteiligt ist (Lau et al.,
2013), laut Vorhersage Ziel von endogenem RNAi sein. Da eine mdglicherweise fur eine
Transposase kodierende RNA mit hier identifizierten sRNAs interagieren soll, kdnnte dartber
hinaus die Genomintegritat von T. thlaspeos durch RNAI stabilisiert werden.

Da die meisten vorhergesagten Zieltranskripte eine Funktion in der Regulation des Zellzyklus
besitzen oder Zellzyklus-abhangig exprimiert werden, kdnnte T. thlaspeos sein RNAi-System
zur Regulation des Zellzyklus verwenden. Dies ist interessant, da dhnliche Prozesse in einigen
Pilzen wie P. mameffei, T. reesei oder C. cinerea als Ziel von RNAi vorhergesagt wurden (Lau
et al., 2013, Lau et al., 2018, Kang et al., 2013). Dartber hinaus wurden zwei weitere RNAi-
Ziele in T. thlaspeos vorhergesagt, die RNAs einer putativen Transposase und von Cytochrom
P450, welche nachgewiesene Ziele von RNAI in Pilzen wie N. crassa und P. marneffei sind
(Nolan et al., 2005, Lau et al., 2013). Daher ist es wahrscheinlich, dass T. thlaspeos RNAI
ebenfalls zur Kontrolle der Genomintegritat sowie fur Primar- und Sekundarmetabolismus und
Detoxifizierungsschritte verwendet.

Aufgrund der putativen Zieltranskripte kann Uber einen zu erwartenden Phanotyp der Dicer-
Deletionsmutante spekuliert werden. Die verschiedenen vorhergesagten Zieltranskripte mit
Zellzyklus-Bezug lassen grundsatzlich einen Wachstumsphanotyp in einer Dicer-
Deletionsmutante von T. thlaspeos vermuten. Es ist jedoch noch offen, ob sich die quantitative
Regulation in Kombination mit der Bedeutung dieser Gene im Wachstumsverhalten bemerkbar
machen. Aufgrund der potentiellen Regulation von Cytochrom P450 kénnte man analog zu
V. dahliae zwar keinen Phanotyp im hyphalen Wachstum, aber erhéhte Sensitivitat gegentiber
Wasserstoffperoxid vermuten (Zhang et al., 2022b). Wenn T. thlaspeos das RNAIi-System und
insbesondere Dicer zur Kontrolle von Transposons verwendet, kdnnte dessen Deletion zur
vermehrten Transposition von TEs fihren. Dies kann wiederum zur Disruption funktioneller
Gene, veranderter Genexpression, abweichendem Spleil’en oder uber
Rekombinationsereignisse zu Genduplikationen, -deletionen oder grofleren Rearrangements
des Genoms fuhren (Gebert and Rosenkranz, 2015). Hier kbnnen theoretisch eine Vielzahl an

Phanotypen entstehen. Zusammenfassend konnte eine Dicer-Deletionsmutante in
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T. thlaspeos mdglicherweise Defizite im hyphalen Wachstum unter Standard- und

Stressbedingungen zeigen.

Zellzyklus

THTG_01185 (IME4)
THTG_03864 (Adenylatcylase)
THTG_04178 (SAP155)

Proteinhomobostase

THTG_01782 (STI1)

THTG_03301 (Hel2)

THTG_06063 (Utp10)

THTG_05317 (putativer Transkriptionsfaktor)

Transportprozesse

THTG_05648 (Dynein schwere Kette)
THTG_03770 (Dynein leicht-intermediare Kette)
THTG_04952 (Aktin-blindelndes Protein)
(
(

THTG_03252 (putatives Nukleoporin)
THTG_04410 (Kap123)

Metabolismus
THTG_03827 (Cytochrom P450)
THTG_05570 (Flavin-enthaltende Aminoxidasedehydrogenase)

Transponierbares Element
THTG_04405 (putative Transposase)

Abbildung 19 T. thlaspeos sRNAs kdnnten verschiedene endogene Prozesse regulieren. Zu diesen gehéren der
Zellzyklus, der wiederum wechselseitig mit Proteinhomdostase und Transportprozessen einhergeht, sowie
Metabolismus und einem putativen Transponierbaren Element. Angegeben sind die Gen-IDs der vorhergesagten
Zieltranskripte sowie der Name von homologen Proteinen.

3.2.6. Potentielle Funktionen des RNAi-Systems wéahrend der Infektion von
Pflanzen
Um eine mogliche Nutzung des RNAIi-Systems von T. thlaspeos wahrend der Infektion naher
zu evaluieren, wurde eine Zieltranskript-Vorhersage mit SRNAs aus der oben beschriebenen
axenischen Pilzkultur und mRNAs aus A. hirsuta durchgefihrt. Um sich auf sRNAs fur PIGS
zu konzentrieren, wurden von den 97 eingesetzten pilzlichen sRNAs solche ausgeschlossen,
die ein vorhergesagtes Zieltranskript im Pilz oder eine vollstandige Basenpaarung zu einem
vorhergesagten pflanzlichen Zieltranskript aufwiesen. Dadurch wurden 25 pilzliche sRNAs
herausgefiltert, die voraussichtlich mit mRNAs von 25 Genen aus A. hirsuta interagieren, aber

auch deren Degradationsprodukte sein kdnnten. Um den sRNAs eine biologische Funktion
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zuordnen zu kdénnen, mussten Homologe aus A. thaliana hinzugezogen werden, da fir die
Transkripte aus A. hirsuta keine funktionelle Annotation zur Verfugung stand. Fir 21 der 25
vorhergesagten Zieltranskripte aus A. hirsuta konnten Homologe in A. thaliana identifiziert und
damit meist eine Funktion zugeordnet werden. Interessanterweise waren acht der 21
vorhergesagten Zieltranskripte mit dem Endomembrantransport assoziiert, drei weitere
putative Zieltranskripte hatten indirekt Einfluss auf die pflanzliche Immunitat, weitere drei
standen im Zusammenhang mit der pflanzlichen Zellteilung und zwei mit der Embryogenese.
Schliefl3lich gab es funf vorhergesagte Zieltranskripte, deren Funktion nicht naher definiert
werden konnte. Dies waren die Homologe des F-Box/RNI-ahnliche/FBD-ahnliche Domanen-
enthaltenden Proteins (TRINITY_DN26273 c3_g4), des multiresistenten Proteins
(TRINITY_DN46784_c0_g1), eines putativen Elektronentransporters
(TRINITY_DN22139 _c0_g1), des RNA-bindenden KH-Doméanen-enthaltenden Proteins
(TRINITY_DN23441_c0_g1) und die Ubiquitin-spezifische Protease 18
(TRINITY_DN23963_c0_g1). In den folgenden Kapiteln werden vorhergesagte Zieltranskripte
mit eindeutiger Funktionszuordnung erldutert.

Von besonderem Interesse sind dabei sRNAs, die 21 nt lang sind und ein Uridin als 5°-
Nukleotid besitzen, da dies auf viele der sRNAs zutrifft, die nachgewiesenermalien sRNA-
Effektoren wahrend PIGS sind (Weiberg et al., 2013, Dunker et al., 2020, Wang et al., 2017b,
Wang et al., 20173, Ji et al., 2021).

3.2.6.1. Potentielle Regulation des pflanzlichen Endomembrantransports
durch PIGS

Unter den vorhergesagten Zieltranskripten wiesen 38 % eine Assoziation zum
Endomembrantransport auf. Das pflanzliche Endomembransystem vermittelt die Aufnahme
extrazellularer Substanzen, den Transport zu intrazellularen Lokalisationen und die Sekretion
(Ruano and Scheuring, 2020). Fur den Membrantransport werden zunachst Vesikel von der
Donor-Membran abgeschniirt, transportiert, an die Zielmembran angebunden und schliel3lich
mit ihr fusioniert (Gu et al., 2017). Die fir diese Schritte vorhergesagten Zieltranskripte
kodieren fir das Aktin Cytoskelett-regulatorischer Komplex PAN-ahnliche Protein, das Myosin-
M schwere Protein, die Inositolphosphorylceramid Synthase 3 (IPCS3), Bildet aploide und
binukleare Zellen 1A (FAB1D), das pflanzliche Syntaxin 31 (SYP31), das BEACH-Domanen
Homolog C1 (BchC1), die RAB-Geranylgeranyl-Transferase Beta Untereinheit 1 (RGTB1) und
RAB6G.

Die pilzlichen sRNAs Tt_sRNA_15, Tt sRNA_88 und Tt_sRNA_97 besitzen die gleiche
Sequenz, variieren aber in ihrer Lange und sollen die mRNA des Aktin-Cytoskelett-
regulatorischen Komplex PAN-ahnlichen Proteins (TRINITY_DN24114_c1_g2) regulieren.

Zudem soll Tt sRNA 21 das Transkript des Myosin-M schweren Proteins
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(TRINITY_DN21051_c0_g1) beeinflussen. Aktin ist an der Bewegung von Organellen, der
Zellteilung, dem Transport und der Endocytose beteiligt (Li and Day, 2019). Beispielsweise
wird durch verschiedene PAMPs das Aktin-Cytoskelett der Pflanze verdichtet (Porter and Day,
2016). Aktin und dessen Motorprotein Myosin sind zudem involviert an der Endocytose des
Rezeptors eines bakteriellen PAMPs, Flagellin sensing 2 (FLS2) (Porter and Day, 2016, Li and
Day, 2019). Des Weiteren bendétigt der ETl-assoziierte Rezeptor Cf-4 in Tomaten die Aktin-
Cytoskelett-abhangige Clathrin-vermittelte Endocytose flr die Immunreaktionen gegen den
Pilz Cladosporium fulvum (Li and Day, 2019). So konnte T. thlaspeos durch RNAi die
Proteinlevel von Aktin-organisierenden Proteinen und Myosin reduzieren und so der
Erkennung durch die pflanzliche Immunabwehr entgehen und Immunreaktionen reduzieren.
Tt sRNA_17 reguliert laut Vorhersage die mRNA von IPCS3 (TRINITY_DN18362_c1_g2),
eine am Golgi-Apparat lokalisierte Inositolphosphorylceramidsynthase, welche Ceramid zu
Inositolphosphorylceramid (IPC) umsetzt, welches wiederum Zu
Glycosylinositolphosphorylceramid (GIPC) umgewandelt wird (Mamode Cassim et al., 2020).
IPCS sind am programmierten Zelltod, normalem Wachstum und Reproduktion in A. thaliana
und an Reaktionen auf abiotischen Stress in Oryza sativa involviert (Pinneh et al., 2019a,
Pinneh et al., 2019b). Eine ipcs2-Mutante in A. thaliana zeigte Ceramid-Akkumulation (Berkey
et al., 2012). Daher scheint es nicht abwegig, dass in einem jpcs3-Knockdown erhdhte
Ceramid- und niedrigere IPC- und GIPC-Werte vorliegen kdnnten. Méglicherweise spielen
Ceramide, IPCs oder GIPCs eine Rolle bei der Lokalisation des Resistenzproteins RPW8.2 in
A. thaliana (Berkey et al., 2012). Zudem sind GIPCs im Vergleich zu anderen Ceramiden
deutlich in extrazellularen Vesikeln angereichert und wichtig flur deren Bildung (Liu et al.,
2020a). So wurde bei A. thaliana in tet8-Mutanten, welche weniger extrazellulare Vesikel
sekretieren, deutlich reduzierte GIPC-Level in Blattern, aber nicht in extrazellularen Vesikeln
identifiziert (Liu et al., 2020a). Die Bildung extrazellularer Vesikel konnte jedoch durch Zugabe
von GIPC stark erhéht werden (Liu et al., 2020a). In extrazellularen Vesikeln werden sRNAs,
RNA-bindende Proteine, Phytoalexine, Phenole oder ROS, welche eine Rolle in der Infektion
spielen, von der Pflanze in den Pilz transportiert (Cai et al., 2018, He et al., 2021, Ruano and
Scheuring, 2020). Durch das Herunterregulieren der ipcs3-mRNA durch T. thlaspeos kdnnte
das Zellwachstum, die Reproduktion, abiotische Stressantworten und der programmierte
Zelltod in Wirtszellen von A. hirsuta beeinflusst werden. Zudem kdénnte eventuell eine
Fehllokalisation pflanzlicher Resistenzproteine die Immunabwehr der Pflanze verringern und
maoglicherweise eine reduzierte Produktion von extrazelluldren Vesikeln zu vermindertem
HIGS fuhren.

Fir Tt sRNA 83 und Tt sRNA 87 wurde das Transkript von fab1d
(TRINITY_DN25482_c3_g1) als potentielles Ziel fir ck-RNAi von T. thlaspeos vorhergesagt.

FAB1D ist eine von vier putativen Phosphatidylinositol-3-Phosphat 5-Kinasen in A. thaliana
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(Serrazina et al., 2014). Phosphatidylinositol-3-Phosphat 5-Kinasen generieren
Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphat, welches an der Regulierung des
Endomembrantransports beteiligt ist (Serrazina et al.,, 2014). Tatsachlich wurde in
Pollenschlauchen von fab7d-Mutanten neben einer reduzierten Endocytose auch eine
geringere ROS-Bildung gemessen (Serrazina et al., 2014). ROS werden bei der PTI zur
Pathogenabwehr gebildet (Ruano and Scheuring, 2020). Je nachdem, welche Art von ROS
hier beeinflusst wird, gibt es verschiedene Methoden, die zum Nachweis angewendet werden
konnen (Akter et al., 2021). Durch ck-RNAi gegen die fab71d-mRNA konnte T. thlaspeos die
Endocytose der Wirtszellen reduzieren und damit seine Anwesenheit moglicherweise durch
fehlende Rezeptor-Internalisierung, wie oben fir FLS2 und Cf-4 erwahnt (Porter and Day,
2016, Li and Day, 2019), wegen verringerter PAMP-Endocytose maskieren sowie
Immunreaktionen wie ROS-Bildung vermindern.

Das fur Tt_sRNA_36 und Tt_sRNA_41 vorhergesagte Zieltranskript kodiert fur das pflanzliche
Syntaxin 31 (SYP31; TRINITY_DN22075_c0_g1), ein im Golgi lokalisiertes SNARE (Rui et al.,
2021). SNAREs sind Proteine, die an der Fusion von Vesikeln mit ihrer Zielmembran beteiligt
sind (Rui et al., 2021). Man vermutet, dass SYP31 eine Rolle im ER-Golgi-Transport spielt (Rui
etal., 2021). Zusammen mit SYP32 und COG3 ist es Bestandteil des COG-Komplexes, einem
Vesikel-anbindenden Komplex am Golgi-Apparat (Rui et al., 2021). In A. thaliana zeigte eine
syp31 syp32-Doppelmutante in Pollen einen gestdrten retrograden und anterograden
Transport (Rui et al., 2021). Dies wurde als Grund flr die abnormalen Callose-Anhaufungen
postuliert (Rui et al., 2021). Callose kann durch Anilin-Blau-Farbung visualisiert werden (Shi
etal., 2020, Kohari et al., 2020). In der Sojabohne fiihrte ein Knockdown des SYP31-Homologs
Gm-SYP38 zu erhdhtem Parasitismus des Nematoden Heterodera glycines (Pant et al., 2014).
Daher konnte T. thlaspeos mdglicherweise durch PIGS gegen die syp37-mRNA den
pflanzlichen ER-Golgi-Transport stéren und dadurch womdglich Abwehrmechanismen wie
Callose-Ablagerungen reduzieren, wodurch eine Kolonisation des Wirtes erleichtert werden
wurde.

Aullerdem wurde die bchcT-mRNA (TRINITY_DN14188 c0 g2) als mdglicher
Interaktionspartner von Tt sRNA 21 vorhergesagt. BchC1 enthalt eine BEACH-Domane,
welche wahrscheinlich an Vorgangen wie der Vesikelfusion oder -spaltung beteiligt ist (Teh et
al., 2015). In A. thaliana kénnte BchC1 als negativer Regulator des Membrantransports zur
Vakuole und der Immunitat fungieren (Teh et al., 2015). Dies erscheint zunachst
kontraproduktiv far die Pathogenitat. Laut Arabidopsis-Datenbank
(https://www.arabidopsis.org/) wird bchc1 spezifisch in Pollenschlauchzellen exprimiert. Bei
einer Infektion junger Pflanzen, wie sie bei der angenommenen vertikalen Infektion der Fall
ware, ware dieses Zieltranskript dementsprechend in der Pflanze nicht vorhanden

(Frantzeskakis et al., 2017). In Verticillium dahliae konnten zum Beispiel die SRNAs miR159
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und miR166 nur aus infizierter Pflanze, aber nicht in axenischer Kultur identifiziert werden
(Zhao et al., 2021a). Tt_sRNA_21 reprimiert laut Vorhersage neben der bchc1-mRNA auch
die mRNAs von BBX28, welches eine Rolle in der Photomorphogenese spielt (Liu et al.,
2020b), von dem Myosin-M schweren Protein, welches an Transportprozessen beteiligt ist
(Porter and Day, 2016), und einer mRNA, die kein Homolog in A. thaliana aufweist. Es wurde
bereits gezeigt, dass eine sSRNA mehrere Zieltranskripte reprimieren kann (Segi¢ et al., 2021a).
Somit ware es mdglich, dass Tt sRNA 21 in axenischer Kultur produziert wird, um in
Vorbereitung auf die baldige Infektion BBX28 und/oder Myosin zu reprimieren. Obwohl die
MmRNA von bchc1 als Zieltranskript einer sRNA aus T. thlaspeos vorhergesagt wurde,
Uberlappt seine zeitliche Expression womdglich nicht mit der eventuell dynamischen
Expression der sRNA. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass Tt sRNA_ 21, mit
der bchc1-mRNA interagiert, sobald sie exprimiert wurde, und so vesikulare Prozesse
reguliert.

Tt sRNA 12 ist die abundanteste 21 nt lange sRNA mit Uridin als 5‘-Nukleotid, flr die eine
Interaktion mit Transkripten vorhergesagt wurde, denen eine Funktion zugeordnet werden
konnte. In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass sRNAs mit diesen Charakteristika
pflanzliche mRNAs im Rahmen von PIGS regulieren (Weiberg et al., 2013, Dunker et al.,
2020). Daher ist Tt sRNA_12 die flr weitere Analysen praferierte sSRNA aus T. thlaspeos.
Deshalb ist eines der putativen Zieltranskripte, welches die RAB-Geranylgeranyl-Transferase
Beta Untereinheit 1 (RGTB1; TRINITY_DN20130_c1_g1) kodiert, besonders interessant. lhre
MmRNA wird laut Vorhersage von Tt sRNA_ 12 und Tt sRNA_ 16 reguliert. Dieses Protein
prenyliert RAB-Proteine durch Anfigen von Geranylgeranylgruppen, sodass diese an
Membranen verankert werden koénnen (Gutkowska et al., 2015). rgtb1-Mutanten aus
A. thaliana zeigten verringertes Wachstum bei Anzucht im Licht (Hala et al., 2010). Auch im
Dunkeln war der Unterschied zum Wildtyp in der Hypokotyllange deutlich (Hala et al., 2010).
Zudem wies diese Mutante eine verlangsamte Exo- und Endocytose auf (Hala et al., 2010,
Gutkowska et al., 2015). Als Konsequenz der verlangsamten Exocytose wird eine veranderte
Zellwandzusammensetzung in rgtb7-Mutanten vermutet (Hala et al., 2010). Des Weiteren
konnte eine reduzierte RGTB1-Menge zu einer Beeintrachtigung seiner Zielproteine, den RAB-
GTPasen, fihren. Tatsachlich betrug die Geranylgeranylierungsaktivitat in rgtb 7-Mutanten nur
25 % und es lag ein hdéherer Anteil an nicht membrangebundenem RAB-A2a vor (Hala et al.,
2010). RAB-GTPasen sind Regulatoren des intrazellularen Vesikeltransports (Hala et al.,
2010). Beispielsweise sind in Pflanzen RAB5/RABF2-GTPasen am sekretorischen Transport
von multivesikularen Endosomen (MVEs) zur Plasmamembran oder am endocytischen und
vakuolaren Transport beteiligt (Minamino and Ueda, 2019). MVEs koénnen mit der
Plasmamembran fusionieren, und extrazellulare Vesikel freisetzen (Veziroglu and Mias, 2020),

welche wiederum sRNAs in den Pilz transportieren kdnnen (Cai et al., 2018). RABA1 ist am

118



Diskussion

Transport von neu synthetisiertem Immunrezeptor FLS2 zur Plasmamembran beteiligt
(Minamino and Ueda, 2019). Liganden-gebundenes FLS2 wird internalisiert und in MVE,
maglicherweise RABAG-abhangig, zur Vakuole transportiert (Minamino and Ueda, 2019). Eine
weitere RAB-GTPase, RABA4b, ist an der polarisierten Sekretion von Zellwandkomponenten
in Wurzelhaarzellen beteiligt (Minamino and Ueda, 2019). Des Weiteren kdnnen pflanzliche
MRNAs intrazellular RAB5-abhangig transportiert werden (Zhang et al., 2022c¢). Aufgrund der
genannten Beispiele konnte T. thlaspeos durch PIGS gegen die rgtb7-mRNA die pflanzliche
Exo- und Endocytose verlangsamen und so Zellwandmodifikationen beeinflussen. Indirekt
konnte durch fehlende Geranylgeranylgruppen an pflanzlichen RAB-Proteinen der
intrazellulare Vesikeltransport beeintrachtigt werden, wodurch Immunrezeptoren und
Zellwandkomponenten fehllokalisieren kdnnten. AuRerdem kdénnte durch eine verminderte
Freisetzung extrazellularer Vesikel HIGS reduziert werden, was einen positiven Einfluss auf
die Kolonisierung der Pflanze haben durfte. Interessanterweise beeinflussen auch andere
phytopathogene Pilze durch Hemmung von Transportprozessen HIGS ihrer Wirtspflanzen. So
sekretiert V. dahliae das Protein VASSR1 in den pflanzlichen Nukleus, um den nuklearen
Export pflanzlicher AGO1-miRNA-Komplexe zu verringern (Zhu et al., 2022). Die starker
exprimierten Isoformen von rgtb1 zeigten eine nicht signifikante Herunterregulierung in
infizierten, zehn Wochen alten A. hirsuta (Courville et al., 2019). Diese kénnte zukinftig mit
anderen Methoden wie einer quantitativen RT-PCR Uberprift werden (Ji et al., 2021). Auch
eine lokale Regulierung um die Infektionsstelle ist denkbar und beispielsweise mit einem
Csy4/GUS-Reportersystem nachweisbar (Dunker et al., 2020). Ein Einfluss auf die Regulation
des Endomembrantransports um die Infektionsstelle kénnte mit FM4-64 fir Endocytose oder
pflanzlichen Markerlinien wie secGFP fir die Sekretion, ARAG flr die auliere Membran von
multivesikularen Kérperchen oder TETS8 fir extrazellulare Vesikel visualisiert und quantifiziert
werden (Hala et al., 2010, Cai et al., 2018). Darlber hinaus sind weitere Methoden notwendig,
um den Beitrag der sRNA in der Infektion nachzuweisen. Da diese fir alle in dieser Arbeit
identifizierten sRNAs durchgefihrt werden konnten, werden sie in Kapitel 3.2.6.4
,Optimierungen und weiterfihrende Experimente“ diskutiert, um Wiederholungen zu
vermeiden.

Fir Tt sRNA 54 wurde die rab6-mRNA (TRINITY_DN27303 c0 _g4) als Zieltranskript
vorhergesagt, welche eine RAB-GTPase kodiert. Da RAB6 aus A. hirsuta als Homolog von
RABG6 aus A. thaliana und dieses wiederum als Homolog von S. cerevisiae Ypt6 und dieses
wiederum als Homolog von RAB-6 aus C. elegans identifiziert wurde (Courville et al., 2019,
He et al., 2018) (https://www.yeastgenome.org/), kdnnten sie dieselben Funktionen haben.
RAB-6 lokalisiert im Golgi-Apparat und ist am Transport zwischen Endosom und Golgi, Golgi
und Plasmamembran, Golgi und ER sowie intra-Golgi beteiligt (Michaud et al., 2021, He et al.,

2018). In A. thaliana ist RAB6 am Transport der Cellulose Synthase 6 zur Plasmamembran
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beteiligt (He et al., 2018). Eine rab6-Mutante blieb insgesamt kleiner und wies eine reduzierte
Exocytose dieser Cellulose Synthase, eine verringerte Endocytose, einen niedrigeren
Cellulose-Gehalt und eine veranderte Golgi-Morphologie auf (He et al., 2018). Zudem zeigte
sie bei Wachstum in Dunkelheit kurze und instabile Hypokotyle (He et al., 2018). Bei
C. elegans fuhrte ein artifizieller Knockdown von RAB-6.2 ebenfalls zu verlangsamtem
Wachstum (Straud et al., 2013). Auch die Mutation eines mit RAB-6.2 interagierenden RAB-
GAPs, EAT-17, fuhrte zu diesem Phanotyp (Straud et al., 2013). Zudem legten Knockdowns
von RAB-6.1, RAB-6.2, RAB-2 und RAB-14 eine Beteiligung an miRNA-Funktionen nahe
(Michaud et al., 2021). Auch das vermutlich hauptsachlich fir RAB-6.1 und RAB-6.2
zustandige RAB-GAP TBC-11 scheint RNAIi zu beeinflussen und unterstiitzt unter anderem
die Lokalisation und miRNA-Beladung des Argonaute ALG-1 (Michaud et al., 2021). Dartber
hinaus wird verschiedenen Golgi-assoziierten Proteinen einen Einfluss auf RNAI
zugeschrieben (Michaud et al., 2021). Pflanzen steuern diverse endogene Prozesse durch
RNAI, unter anderem Entwicklung, Wachstum und Immunitdt (Song et al., 2021). Wenn
T. thlaspeos durch PIGS gegen das pflanzliche RAB6 indirekt pflanzliche RNAi-Funktionen
beeintrachtigen sollte, kdnnte man theoretisch deutliche Phanotypen erwarten. Tatsachlich
sind bis zur Bildung des Saatguts keine offensichtlichen Phanotypen in den Wirtspflanzen von
T. thlaspeos vorhanden (Frantzeskakis et al., 2017). Moéglicherweise ist die Regulation nicht
stark und/oder nur lokal, sodass es zu einem sehr milden Phanotyp kommen kénnte, der ohne
Messung nicht detektiert wurde. Daher kénnte man zukiinftig die GroRRe einzelner infizierter
Pflanzenteile messen und Transportprozesse durch fluoreszierend markierte Proteine
untersuchen (He et al., 2018). Dementsprechend kénnte T. thlaspeos durch PIGS gegen die
rab6-mRNA der Pflanze den Endomembrantransport negativ beeinflussen, wodurch indirekt
die Verstarkung der Zellwand, das Wachstum und méglicherweise RNAi-Funktionen reduziert
werden koénnten. Dies durfte die Kolonisierung von A. hirsuta vereinfachen.

Zusammenfassend konnte T.thlaspeos durch  Herunterregulieren dieser am
Endomembrantransport beteiligten Komponenten indirekt die Internalisierung von PAMP-
Rezeptoren, die Sekretion von Zellwandkomponenten, die Produktion von ROS und
maoglicherweise RNAi-Funktionen reduzieren und so die pflanzliche Immunabwehr
schwachen. Zudem koénnte der Pilz durch die Reduktion der pflanzlichen Sekretion von MVE
und Exocytose die Produktion von pflanzlichen extrazellularen Vesikeln reduzieren und so die
Menge der erfolgreich in den Pilz translozierten pflanzlichen Effektoren reduzieren. Auf3erdem
konnte eine Stérung des pflanzlichen intrazelluldaren Transports die Lokalisation
verschiedenster Proteine verandern. All diese Aspekte durften zu einer erfolgreichen

Kolonisierung von A. hirsuta beitragen.
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3.2.6.2. PIGS konnte (in)direkt pflanzliche Immunitat, Zellteilung und
Embryogenese regulieren

Neben den oben diskutierten potentiellen pflanzlichen Zieltranskripten mit Bezug zum
Endomembrantransport wurden weitere mit Funktionen in der Embryogenese, der Zellteilung
und mit Relevanz fir die Immunitadt vorhergesagt. Zunachst soll erldutert werden, wie
T. thlaspeos durch putatives PIGS gegen die Transkripte von MNS5, SMEK1 und einer
Glycosylhydrolase indirekt Auswirkung auf die Immunitat der Pflanze erzielen kénnte.

Tt sRNA_47 soll mitder mns5-mRNA (TRINITY_DN24238 c0_g1) interagieren. Mns5 ist eine
Klasse | a-Mannosidase, welche zum Beispiel an der Markierung fiur den Abbau des
fehigefalteten membranverankerten Brassinosteroid-insensitiv 1 (BRI1) -Rezeptors uber
Glycan-abhangige ER-assoziierte Degradierung (ERAD), aber nicht an der N-Glycan-
Prozessierung korrekt gefalteter Glykoproteine fir die Sekretion beteiligt ist (Huttner et al.,
2014). Es koénnte also zu einer erhdhten Protein-Fehlfaltung bestimmter Glykoproteine
wahrend der Infektion von T. thlaspeos kommen. Eine Reduktion des briT-mRNA-Levels in
Gerste fuhrte zu erhdhter Pathogenitat von Fusarium culmorum (Ali et al., 2014b). Daher
kdnnte man bei erfolgreicher Infektion von T. thlaspeos durch PIGS gegen die mns5-mRNA
ebenfalls eine erhdhte Pathogenitat erwarten.

Tt sRNA 12 interagiert laut Vorhersage neben den Transkripten der oben erwahnten RGTB1
und dem F-Box/RNI-ahnlichen/FBD-ahnliche Domanen-enthaltenden Protein auch mit der
MmRNA von SMEK1 (TRINITY_DN26724 c0_g1). Wie oben erwahnt, ist sie die praferierte
sRNA aus T. thlaspeos fir ndhere Analysen. SMEK1, auch PSY2L genannt, ist eine
regulatorische Untereinheit in einem Protein Phosphatase 4 -Komplex (Kataya et al., 2017, Su
etal., 2017). In A. thaliana reguliert SMEK1 auf zwei Wegen die Dephosphorylierung von HYL1
und stabilisiert so diesen wichtigen Kofaktor der miRNA-Biogenese (Su et al., 2017). HYL1 ist
zudem mdglicherweise Teil eines Signalintegratornetzwerkes, das die miRNA-Synthese mit
Lichtsignalwegen verbindet (Jung et al.,, 2022). smek7-Mutanten waren deutlich kleiner,
besalen eine reduzierte miRNA-Akkumulation und zeigten unter anderem erhéhte Transkript-
Mengen von Genen, die bei der Reparatur von DNA-Schaden und Zellzyklus-Arrest eine Rolle
spielen (Su et al., 2017, Kataya et al., 2017). hyl1-Mutanten waren bei Anzucht im Licht kleiner
und wiesen zudem ein kirzeres Hypokotyl bei Anzucht in Dunkelheit auf (Jia et al., 2021,
Sacnun et al, 2020). Da Pflanzen endogene miRNAs verwenden, um sowohl ihre
Immunabwehr als auch pathogene Gene zu regulieren (Seéié etal., 2021a, Zhao et al., 2021a),
kénnte man theoretisch eine erhdhte Suszeptibilitdt gegentber Pathogenen in smek1-
Mutanten erwarten. Proteine, die an der sRNA-Biogenese beteiligt sind, werden auch in
anderen Pathosystemen von Effektoren beeintrachtigt. Phytophtora sojae zum Beispiel
sekretiert das Effektor-Protein PSR2, welches mit DRB4 interagiert und so die Biogenese

sekundarer siRNAs in A. thaliana hemmt (Hou et al., 2019). Daruber hinaus wird spekuliert,
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dass einige der betroffenen pflanzlichen sRNAs eine Rolle in HIGS spielen (Hou et al., 2019).
Phytophtora-Spezies sekretieren einen Protein-Effektor, PSR1, der mit dem pflanzlichen
PINP1 interagiert und so zu einer reduzierten Menge pflanzlicher sSRNAs fuhrt (Qiao et al.,
2015). Um eine Funktion fir Tt_sRNA_12 wahrend der Infektion nachzuweisen, kénnten
neben den in Kapitel 3.2.6.4 ,Optimierungen und weiterfuhrende Experimente“ aufgeflihrten
allgemeinen Experimenten die Menge an sRNAs und die Menge sowie der
Phosphorylierungsstatus von HYL1 wahrend der Infektion von Wildtyp, Dicer- oder
Tt_sRNA_12-Deletionsstammen von T. thlaspeos analysiert werden. Durch ck-RNAi gegen
smek1-mRNA konnte T. thlaspeos moglicherweise die pflanzliche miRNA-Synthese
reduzieren. Dadurch kénnten sowohl die in der Pflanze durch endogene RNAI gesteuerten
Immunreaktionen reduziert werden als auch die Menge der an den Pilz gesendeten HIGS-
sRNAs reduziert werden.

Eine weitere sRNA aus T. thlaspeos, Tt sRNA 87, soll mit der RNA der
Glycosylhydrolase 9B7 (TRINITY_DN23169 c2 g2) interagieren. Es handelt sich um eine
Endo-1,4-B-glucanase, die ein Signalpeptid und eine GH9-Domane besitzt (Urbanowicz et al.,
2007). Endo-1,4-B-glucanasen hydrolysieren die B-1,4-glycosidischen Bindungen von
Cellulose und anderen Polysacchariden der Pflanzenzellwand (Urbanowicz et al., 2007).
Gleichzeitige antisense-Expression der Endo-1,4-B-Glucanasen Cel1 und Cel2 in Tomaten
fuhrte zu erhdhter Callose-Ablagerung und erhéhter Resistenz gegenliber B. cinerea, aber
auch zu mehr Proliferation von Pseudomonas syringae (Flors et al., 2007). Endo-1,4-3-
Glucanasen konnen also die Pathogenitat auf unterschiedliche Weise beeinflussen. Die
pflanzliche Zellwand ist eine der ersten Barrieren fur Pathogene (Nguyen et al., 2021). Es gibt
mehrere Effektoren, die in Zellwandmodifikationen eingreifen (Xia et al., 2020). Daher ware es
zu erwarten, dass auch T. thlaspeos dazu in der Lage ist, und die Zieltranskript-Vorhersage
legt nahe, dass dieser Pilz dies durch PIGS erreichen kénnte.

Durch die in diesem Abschnitt erlauterten putativen sRNA-Zieltranskript-Interaktionen kénnte
T. thlaspeos die Reduktion pflanzlicher sRNAs fir endogene Prozesse und HIGS, eine
Fehlfaltung pflanzlicher Protein-Effektoren, eine Fehlfaltung von pflanzlichen Immunitats-
relevanten Rezeptoren sowie eine Veranderung der Zellwand bewirken und damit den
Infektionserfolg erhéhen.

Des Weiteren wurden fur sechs pilzliche sRNAs pflanzliche Zieltranskripte vorhergesagt,
deren Proteine die Zellteilung beeinflussen, wie APC5, eine Caseinkinase und BBX28.

Tt sRNA 82 soll laut Vorhersage das A. hirsuta-Transkript TRINITY_DN26894 c0 g1
silencen, welches als Homolog von At1g06590 in A. thaliana identifiziert wurde. At1g06590
scheint fehlerhaft annotiert worden zu sein und soll einer neuen Annotation nach eine

Untereinheit eines Anaphase-fordernden Komplexes oder Cyclosomes namens APC5 sein
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(Capron et al., 2003). Hierbei handelt es sich um eine Ubiquitin-Protein-Ligase E3, welche
besonders in der Mitose eine Rolle spielt (Capron et al., 2003).

Tt sRNA 29, Tt sRNA_ 39, Tt sRNA_84 und Tt sRNA 96 silencen mdglicherweise die
mMRNA der katalytischen Untereinheit der Serin/Threonin-Phosphotransferase Caseinkinase 2,
Alpha Kette 3 (CKA3; TRINITY_DN21693_c1_g3). Sie ist an der Zellteilung, der
Genomstabilitdt und der Chromatinstruktur beteiligt (Moreno-Romero et al., 2008, Moreno-
Romero et al., 2012). Die Caseinkinase 2 phosphoryliert HY5, einen positiven Regulator der
Photomorphogenese (Moreno-Romero et al., 2008). Photomorphogenese beschreibt die
Bildung eines kurzen Hypokotyls und ausgebreiteter Kotyledonen in Licht, wahrend
Skotomorphogenese, auch Etiolierung genannt, das verstarkte Wachstum des Hypokotyls,
geschlossene Kotyledonen und die Bildung eines apikalen Hakens in Dunkelheit beschreibt
(Song et al., 2020). Eine Mutante der Caseinkinase 2 in A. thaliana zeigte bei Anzucht im Licht
ein etwas kurzeres Hypokotyl und kleine Kotyledonen, ein deutlicherer Unterschied war jedoch
bei Anzucht in Dunkelheit sichtbar (Moreno-Romero et al., 2008). Da eine konstitutive
Aktivierung des Licht-Signalweges ausgeschlossen wurde, wird davon ausgegangen, dass der
Phanotyp auf Fehler wahrend der Zellexpansion zuriickzuflhren ist (Moreno-Romero et al.,
2008). In verschiedenen Spezies reguliert RNAi den Zellzyklus, unter anderem in A. thaliana
(Ong and Torres, 2019, Bhattacharjee et al., 2019, Trolet et al., 2019). Pathogene kdnnen die
Zellteilung des Wirts beeinflussen, z.B. stimuliert der See1 Protein-Effektor aus U. maydis die
Zellteilung in Mais (van der Linde and Goéhre, 2021). Da andere Pathogene die pflanzliche
Zellteilung beeinflussen und RNAI in Pflanzen ein endogener Mechanismus zur Regulierung
dieses Prozesses ist, liegt es nahe, dass Pathogene wie T. thlaspeos die pflanzliche
Zellteilung Uber ck-RNAi regulieren kdnnten.

BBX28 (TRINITY_DN17175 _c0_g1) ist ebenfalls ein Regulator der Photomorphogenese (Liu
et al., 2020b). Dessen mRNA wird laut Vorhersage von Tt sRNA 21 gesilenced. Eine bbx28-
Mutante blihte unter Langtag-Bedingungen friher (Liu et al., 2020b). T. thlaspeos konnte also
womoglich Uber ck-RNAI Einfluss auf den Blitezeitpunkt nehmen. Allerdings ist BBX28 ein
negativer Regulator der Photomorphogenese, der im Dunkeln degradiert wird (Song et al.,
2020) und sollte daher bei Anzucht in Dunkelheit theoretisch keinen Wachstumsphanotyp
aufweisen.

Ein Wachstums-Phanotyp wurde auch in Mutanten von rab6, rgtb1, und smek1 in A. thaliana
beobachtet (He et al., 2018, Hala et al., 2010, Kataya et al., 2017). Die Isoformen dieser Gene,
die in gesunden A. hirsuta-Pflanzen exprimiert werden, wurden wahrend der Infektion von
T. thlaspeos in einem nicht signifikanten Mal} herunterreguliert (Courville et al., 2019). Diese
Ergebnisse kdnnten beispielsweise mit quantitativer PCR Uberprift werden. Da bei mit
T. thlaspeos infizierten Pflanzen bislang keine offensichtlichen makroskopischen Phanotypen

unter Standard-Wachstumsbedingungen beobachtet wurden (Courville et al., 2019), wirde
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man hier einen milden Phanotyp erwarten. Moglicherweise konnte der Unterschied zu
gesunden Pflanzen unter Bedingungen verdeutlicht werden, in denen der Wildtyp das
Wachstum enorm steigert. Eine solche Bedingung ware beispielsweise das Wachstum im
Dunkeln, denn wahrend der Skotomorphogenese wird u.a. ein langeres Hypokotyl gebildet
(Song et al., 2020). Unter diesen Bedingungen zeigten auch Mutanten der Caseinkinase 2,
rab6, rgtb1 und des SMEK1-regulierten hyl1 kurze Hypokotyle (Su et al., 2017, Moreno-
Romero et al., 2008, He et al., 2018, Hala et al., 2010, Sacnun et al., 2020). Ein solches
Wachstums-Defizit koénnte relativ einfach experimentell Uberprift werden, indem die
Hypokotyllange und ggf. die Zelllange von in Dunkelheit angezogenen gesunden und
infizierten Pflanzen gemessen werden (Hala et al., 2010, Moreno-Romero et al., 2008). Dabei
empfiehlt sich auch eine langere Anzucht in Dunkelheit, um gegebenenfalls noch deutlichere
Unterschiede im Wachstum beobachten zu kdnnen, wie die Bildung echter Blatter wie es bei
der rgtb7-Mutante der Fall war (Hala et al., 2010). AufRerdem sollte dabei auf fragile Hypokotyle
wie in der rab6-Mutante geachtet werden (He et al., 2018).

SchlieBlich wurden zwei Zieltranskripte vorhergesagt, deren Proteine an der Embryogenese
beteiligt sind. Tt sSRNA_83 interagiert laut Vorhersage mit der RNA des Titan-ahnlichen,
Transthyretin-ahnlichen Proteins (TTL; TRINITY_DN25516_c0_g2). Dieses wird in A. thaliana
Uberwiegend in sich schnell teilenden Zellen exprimiert und reguliert wahrscheinlich die Mitose
im Endosperm und die Embryoentwicklung (Lu et al., 2012). Dariber hinaus soll die mRNA
von Embryo Defekt 1011 (auch LONO1 oder LNO1 genannt; TRINITY_DN27470 c0_g1) von
Tt sRNA 46 durch PIGS reguliert werden. LONO1 ist Bestandteil des nuklearen
Kernkomplexes und vermutlich durch Kontrolle des mRNA-Transports fur Embryogenese und
Viabilitdit des Saatguts in A. thaliana essentiell (Braud et al., 2012). Die pflanzliche
Embryogenese wird beispielsweise durch sRNAs reguliert (Rodrigues and Miguel, 2017).
Tt sRNA 46 besitzt mit 21 nt Lange, Uridin als 5-Nukleotid und vorhergesagten
Zieltranskripten in A. hirsuta ebenfalls die wichtigen Kriterien, weshalb sie fir weitere
Untersuchungen erwogen werden sollte. Die erste, abundantere solche sRNA, Tt sRNA 12,
soll unter anderem die rgtb1- und smek1-RNA regulieren, welche bereits oben diskutiert
wurden. Interessanterweise flihrten die Defekte im vesikuldaren Transport in den rgtb1-
Mutanten in A. thaliana zu weniger Saatgut pro Schote, verformten Embryos und einer
veranderten Samenschale (Rojek et al., 2021). Die Abbildungen lassen zudem eine insgesamt
geringere, aber leider nicht quantifizierte Schotenldnge vermuten (Rojek et al., 2021). Bei
smek1-Mutanten wurde zudem eine reduzierte Fertilitat berichtet (Su et al., 2017). Die Sporen
von T. thlaspeos ersetzen teilweise das Saatgut in infizierten Pflanzen (Frantzeskakis et al.,
2017). Da RNAI die Proteinexpression reduziert, in einigen Fallen um schatzungsweise 30-
60 % (Weiberg et al., 2013, Wang et al., 2017b), kdnnte man quantitative Abweichungen

dieses Phanotyps durchaus erwarten. Die Zahl, Form und Schleimschicht-Bildung der
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Saatkdrner sind einfach zu Uberprifende Phanotypen. Diese sollten durch molekulare
Analysen erganzt werden, die in Kapitel 3.2.6.4 ,Optimierungen und weiterfUhrende
Experimente” erlautert werden. Insgesamt kdnnte T. thlaspeos durch ck-RNAi gegen die
mRNAs von {tl, lono1 und rgtb1 die Embryogenese negativ beeinflussen.

Zusammenfassend konnten zu den identifizierten sRNA-Sequenzen aus axenischer Kultur
diverse Zieltranskripte in A. hirsuta vorhergesagt werden, die darauf hindeuten, dass
T. thlaspeos PIGS nutzen kénnte, um vor allem den pflanzlichen Endomembrantransport, aber

auch Immunitats-relevante Prozesse sowie Zellteilung und Embryogenese zu manipulieren.
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3.2.6.3. PIGS in anderen Pathogen-Pflanze-Interaktionen

Bislang wurden nur in wenigen Pilz-Pflanze-Interaktionen vorhergesagte Zieltranskripte
pilzlicher sRNA-Effektoren verifiziert. B. cinerea beispielsweise produziert sRNAs, die die
Immunabwehr in A. thaliana und Solanum lycopersicum supprimieren, wie die Mitogen-
aktivierten Protein Kinasen MPK1 und MPK2, sowie die Zellwand-assoziierte Kinase WAK
(Weiberg et al., 2013). AuRerdem werden in A. thaliana mRNAs des immunitats-relevanten
Transkriptionsfaktors WRKY7 und der Leucin-reichen Rezeptor-Kinase Fei2 von B. cinerea
sRNAs reguliert (Wang et al., 2017b). Des Weiteren inhibiert Puccinia striiformis die
Expression einer Immunitats-relevanten beta-1,3-Glucanase aus Weizen Uber PIGS (Wang et
al., 2017a). Auch Fusarium graminearum hemmt die Expression eines Chitin-Elicitor-
bindenden Proteins aus Weizen mit einer seiner sRNAs (Jian and Liang, 2019). Ein weiteres
Beispiel ist Fusarium oxysporum, welcher die mMRNA-Menge der Kinase Frg4 in Tomaten Uber
ck-RNAi reguliert, sodass die Pflanze wahrscheinlich wegen gestérter ROS-Regulation
suszeptibler ist (Ji et al., 2021). Auch der Oomycet H. arabidopsidis nutzt PIGS, um lokal um
die Infektionsstelle herum die RNAs der in pflanzliche Stressantworten eingebundenen Kinase
Wnk2 und der in Immunitat involvierten Protease Aed3 zu supprimieren (Dunker et al., 2020).
Es wurde gezeigt, dass die sSRNAs aus dem Pathogen mit AGO1 aus A. thaliana interagieren
(Weiberg et al., 2013, Dunker et al., 2020).

In weiteren Pathosystemen wurden sRNAs identifiziert und ihre Zieltranskripte vorhergesagt,
deren Regulation durch RNAI jedoch nicht verifiziert. In B. distachyon werden laut Vorhersage
MRNAs von Resistenzgenen und Transkriptionsfaktoren durch sRNAs von M. oryzae reguliert
(Zanini et al.,, 2021). AuRerdem wurden hier mRNAs kodierend flir RNA-Helikasen als
Zieltranskripte vorhergesagt (Zanini et al., 2021), von denen unklar ist, ob sie fur selektive
Beladung extrazellularer Vesikel mit sSRNAs (He et al., 2021) beteiligt sind. Aul’erdem wird
angenommen, dass sRNAs von Verticillium dahliae mit diversen Zieltranskripten in A. thaliana
interagieren (Wang et al., 2016). Diese kodieren unter anderem ein Aktin-bindendes Protein,
ein Zellzyklus-reguliertes Mikrotubuli-assoziiertes Protein und ein SNARE-ahnliches
Superfamily-Protein (Wang et al.,, 2016). Interessanterweise wurde fir eine sRNA aus
B. cinerea vorhergesagt, mit einer fur Clathrin kodierenden mRNA aus A. thaliana zu
interagieren (Weiberg et al.,, 2013). In Tomaten ist Clathrin-vermittelte Endocytose des
Immunrezeptors Cf-4 beispielsweise an der Abwehr von Pilzen beteiligt (Li and Day, 2019).
Daher ist es mdglich, dass auch andere Pilze das Endomembransystem ihrer Wirtspflanzen
durch sRNAs manipulieren. Wissenswert ist zudem, dass in entgegengesetzter Richtung flr
HIGS aus A. thaliana mehrere sRNAs verifiziert wurden, deren vorhergesagte Zieltranskripte
in B. cinerea am Vesikeltransport beteiligt sind (Cai et al., 2018). Hier wurden die mRNAs von
Vacuolar sorting protein 51 (Vps51), von Dynactin 1 (Dctn1), welches an Kinesin Il und Dynein

bindet und den Vesikeltransport koordiniert, und von der Phosphoinositid-Phosphatase Sac1,
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die den sekretorischen Membrantransport reguliert, als Zieltranskripte verifiziert (Cai et al.,
2018). Weitere vorhergesagte Zieltranskripte mit dem GO-Term Vesikeltransport waren eine
Polyphosphoinositid-Phosphatase, ein hypothetisches Protein ahnlich eines GTPase-
aktivierenden Proteins, das ER-assoziierte Ubiquitin-Fusion-Degradierungs-Protein Ufd1 und
ein hypothetisches Protein dhnlich eines integralen Membranproteins (Cai et al., 2018). Auch
Blumeria graminis kénnte mit sRNAs pflanzliche Transportsysteme wahrend der Infektion
beeintrachtigen (Mahanty et al., 2023). Es scheint, als kdnnten moglicherweise sowonhl
Pathogen als auch Wirt das Endomembransystem des jeweiligen Interaktionspartners mit
sRNAs beeinflussen. Dartiber hinaus st die Modifikation des pflanzlichen
Endomembrantransports  durch  Protein-Effektoren  eine  haufig = vorkommende
Infektionsstrategie von Mikroben. So war das Pflanzen-Interaktom von putativen Effektoren
aus Phytophthora infestans mit Proteinen des Vesikeltransports angereichert (Petre et al.,
2021). Zum Beispiel beeinflusst der Effektor PexRD54 den Vesikeltransport-Regulator Rab8a
seiner Wirtspflanze (Pandey et al., 2021). Der Effektor PexRD31 fuhrte in N. benthamiana zu
einer Anreicherung von PIP3-positiven Vesikeln und damit zu einer Anderung des
endosomalen Transports in der biotrophen Phase der Infektion (Petre et al., 2021). Des
Weiteren vermittelt der Effektor HopM1 aus Pseudomonas syringae in A. thaliana den Abbau
des ARF-GEFs MIN7, welcher die Vesikelbildung kontrolliert (Machado Wood et al., 2021).
Obwohl Fusarium graminearum kein HopM1-Homolog besitzt, scheint auch dieser Pilz MIN7
Uber bislang unbekannte Mechanismen zu regulieren (Machado Wood et al., 2021). Zudem
kénnte das pflanzliche Endomembransystem mdglicherweise durch den Transfer pilzlicher
MmRNAs modifiziert werden (Kwon et al., 2021). So wurden in extrazellularen Vesikeln von
U. maydis, welcher kein RNAIi-System besitzt, mRNAs identifiziert, deren GO-Termini unter
anderem flr den Vesikel-vermittelten Transport und die Organisation von Aktin-Filamenten
Uberreprasentiert waren (Laurie et al., 2012, Kwon et al., 2021). Diese Beispiele zeigen, dass
das pflanzliche Endomembransystem eine relevante Komponente ist, die vom Pathogen
reguliert wird. Daher macht es Sinn, dass T. thlaspeos sein RNAIi-System nutzen wirde, um
dieses zu sabotieren.

Es gibt allerdings auch Pilze, die ihr RNAIi-System wahrend der Infektion moglicherweise nicht
verwenden. Ein Beispiel ist Z. tritici, denn hier wurden das Dicer-Gen und zwei der AGO-Gene
in der Infektion herunterreguliert und deren Deletion zeigte keinen Infektionsphanotyp (Ma et
al., 2020, Kettles et al.,, 2019). AuRerdem konnte kein spezifisches Schneiden der
vorhergesagten Zieltranskripte nachgewiesen werden und weder Virus-vermitteltes HIGS
noch extrazellular applizierte RNAs konnten die Genexpression im Pilz regulieren (Ma et al.,
2020, Kettles et al., 2019). Allerdings wurde ein geringerer Infektionserfolg von ago7-Mutanten
bei der Infektion einer anderen Kulturvarietat von Weizen festgestellt (Habig et al., 2021). Auch

der biotrophe Pilz Erysiphe cruciferarum und der Oomycet Albugo laibachii nutzen ck-RNAI
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moglicherweise nicht, da ago7-Mutanten in A. thaliana keine erhOhte Resistenz aufwiesen

(Dunker et al., 2020). Daher ist die Verifizierung der vorhergesagten Zieltranskripte wichtig.

3.2.6.4. Optimierungen und weiterflihrende Experimente

Um die Funktion der in dieser Doktorarbeit identifizierten sRNAs wahrend der Infektion zu
verifizieren, sind zuvor einige Schritte notwendig, um einen Kandidaten auszuwahlen. Wie in
anderen Studien wurden hier SRNAs mit einer Lange von 21-24 nt (Zanini et al., 2018) und
vollstdndiger Homologie zum Genom des Pilzes gewahlt, die aber nicht rRNA oder tRNA
reprasentieren (Weiberg et al., 2013, Dunker et al., 2020, Jian and Liang, 2019, Wang et al.,
2017a). Zukinftig kdnnten mit umfangreicheren Annotationen oder durch BLAST (NCBI —
Nucleotide Blast) auch snRNA und snoRNA ausgeschlossen werden (Weiberg et al., 2013,
Dunker et al., 2020, Jian and Liang, 2019, Wang et al., 2017a). Dies wirde zwar die
Sequenziertiefe, einen weiteren wichtigen Faktor, nicht erhdhen, aber den Fokus auf sRNAs
aus Regionen legen, in denen auch in anderen Pathogen-Pflanze-Interaktionen sRNAs fiir
PIGS identifiziert wurden (Zanini et al., 2018, Weiberg et al., 2013, Jian and Liang, 2019).
Diese werden aber von Reads, die auf rRNA- und tRNA-Genen kartieren, Uberlagert. Zudem
ist aufgrund der Biomasse in einem Infektionsdatensatz ein wesentlich groRRerer Anteil an
Reads von der Pflanze zu erwarten, beispielsweise betrug der Anteil an sRNA-Reads von
B. cinerea 0,25-12,7 % und bei S. indica 2,13 % (Weiberg et al., 2013, Secié et al., 2021b).
Bei der mRNA-Sequenzierung infizierter Pflanzen betrug der Anteil der T. thlaspeos-Reads
0,18-0,28 % (Courville et al., 2019). Sollte dieses Verhaltnis bei sRNA-Sequenzierungen
ahnlich sein und davon weit tber 90 % der Pilz-Reads rRNA zugeordnet werden, so wirden
vermutlich extrem wenige Reads auf die RNAi-relevanten sRNAs entfallen. Man sollte
Uberlegen, ob eine Erganzung des Protokolls um eine rRNA-Depletion (Fowler et al., 2018)
oder alternativ eine AGO-Co-Immunprazipitation (Weiberg et al., 2013) sinnvoll waren. Denn
maoglicherweise ware man nur dann in der Lage, die gerne als Auswahlkriterium verwendete
Prasenz oder Akkumulation der sRNA wahrend der Infektion nachzuweisen (Jian and Liang,
2019, Wang et al., 2017a).

Als ein weiteres Auswahlkriterium fir sRNA-Kandidaten wird die Herunterregulierung einer
potentiell interagierenden mRNA verwendet (Dunker et al., 2020, Jian and Liang, 2019, Wang
et al., 2017a). Solche Infektions-Datensatze konnten bislang fur T. thlaspeos nicht erhoben
werden, da eine Infektionsmethode mit haploider Pilzkultur bislang nicht etabliert wurde.
Infektionen mit Sporen aus Umwelt-Proben sind fir die ersten Untersuchungen aufgrund der
zu erwartenden erhohten biologischen Diversitat nicht so ideal wie genetisch einheitliche,
haploide Kulturen, kdnnten aber fur die Zukunft erwogen werden. Bei Infektionsexperimenten
sollte aulerdem beachtet werden, dass von A. hirsuta mangels sequenzierten Genoms nicht

alle sRNAs eindeutig zugeordnet werden kdnnten und bislang nicht nachgewiesen werden
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konnte, dass T. thlaspeos seinen Lebenszyklus in A. thaliana vollenden kann. Dartber hinaus
erscheint fur den Nachweis der sRNA-Funktion die Herunterregulierung der mRNA als
moglicherweise hilfreiches, jedoch nicht zwingend notwendiges Kriterium, da eine Regulation
durch ck-RNAi auch lokal um die Infektionsstelle herum erfolgen und durch eine
Heraufregulierung in entfernteren Pflanzenteilen maskiert werden kdnnte, das mRNA-Level
durch ck-RNAi konstant bleiben konnte, weil es einer endogenen Heraufregulierung
entgegenwirkt, oder die mRNA nicht geschnitten, sondern translational inhibiert wird (Zanini et
al., 2021). Aus diesen Grinden wurde eine Herunterregulation der mRNA vorerst nicht als
Filterkriterium zur ldentifizierung von sSRNA-Kandidaten verwendet.

Fiar alle in dieser Doktorarbeit identifizierten sRNAs aus T. thlaspeos kdnnten folgende
Methoden verwendet werden, um deren Beitrag zur Infektion nachzuweisen. Fir die
Verifikation dieser potentiellen ck-RNAi musste zunachst die Prasenz dieser sRNA in der
Infektion nachgewiesen werden. Dies kénnte mittels sSRNA-Sequenzierung, Northern Blot oder
Adaptor-basierter Reverse-Transkriptions-PCR (RT-PCR) erfolgen (Weiberg et al., 2013,
Wang et al.,, 2017b). Ein Nachweis der Regulation der mRNA kdnnte durch Degradom-
Sequenzierung, RACE-PCR oder ein Reportersystem erfolgen (Ma et al., 2020, Wang et al.,
2017a, Dunker et al., 2020, Dalakouras et al., 2023). Sollte die mRNA nicht geschnitten
werden, kénnte ein Nachweis einer geringeren Proteinmenge mittels Western Blot und der
Nachweis der Interaktion von mRNA und AGO Uber Co-Immunprazipitation mit anschlielRender
RNA-Sequenzierung oder RT-PCR Uber die etablierten Methoden nétig werden (Zanini et al.,
2021, Weiberg et al., 2013). Eine Sequenz-spezifische Regulierung kann anschlielfend mit
einer an einen Marker fusionierten mutierten Zielsequenz nachgewiesen werden (Jian and
Liang, 2019). Die Beteiligung der kanonischen RNAi-Komponenten am Infektionserfolg kdnnte
durch eine niedrigere Pathogenitat eines Dicer-Deletionsstammes des Pilzes und eine erhdhte
Resistenz einer ago-mutierten Pflanze demonstriert werden (Weiberg et al.,, 2013). Eine
Argonaute-Co-Immunprazipitation mit anschlieRender sRNA-Sequenzierung oder Adaptor-
basierter RT-PCR kénnte nachweisen, dass die sRNA tatsachlich mit der RNAi-Komponente
assoziiert (Ji et al.,, 2021, Weiberg et al., 2013). Die Auswirkung der sRNA auf den
Infektionserfolg und involvierte Signalwege koénnte schliefdlich ermittelt werden, indem
Pflanzen mit einem Pilz infiziert werden, der die sSRNA Uberexprimiert oder in dem die sRNA
deletiert bzw. durch eine Dicer-Deletion oder ein STTM weniger abundant ist (Weiberg et al.,
2013, Dunker et al., 2020). Falls T. thlaspeos PIGS zur lokalen Regulation nutzt, kdnnte diese
durch ein Csy4/GUS-Reportersystem nachgewiesen werden (Dunker et al., 2020).
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3.2.6.5. Modell von ck-RNAi wahrend der Infektion von T. thlaspeos in
A. hirsuta
Zu den in dieser Arbeit identifizieten sRNAs aus T. thlaspeos wurden potentielle
Zieltranskripte in A. hirsuta vorhergesagt, die einen Einfluss auf den Endomembrantransport,
die Zellteilung, die Embryogenese und indirekt auf die pflanzliche Immunitat haben. So kdnnte
T. thlaspeos wahrend einer Infektion von A. hirsuta in der Pflanze die Endocytose durch ck-
RNAIi gegen die pflanzlichen rab6-, rgtb1- und fab1d-mRNAs negativ beeinflussen (Abbildung
20). Weitere RAB-Proteine konnten wegen ihrer Fehllokalisation aufgrund eines rgtb1-
Knockdowns fehllokalisieren und die Endocytose zusatzlich mindern. Durch eine reduzierte
Endocytose kdnnte T. thlaspeos einen wichtigen Schritt von PTI- oder ETI-Signalwegen durch
plasmamembranstéandige Rezeptoren reduzieren und so Immunreaktionen wie ROS-Bildung
der Pflanze verringern. Diverse pflanzliche Endomembrantransport-Prozesse kdnnten bei
einer Infektion von T. thlaspeos durch PIGS gegen die mRNAs des Aktin-Cytoskelett-
regulatorischen Komplex PAN-ahnlichen Proteins und des Myosin-M schweren Proteins
weniger effizient ablaufen, da sowohl Aktin als auch Myosin flr den Transport von Organellen
bendtigt werden (Li and Day, 2019). Des Weiteren kénnte der Transport zwischen ER und
Golgi-Apparat wahrend der Infektion durch Herunterregulierung der syp37-mRNA gestort
werden. Der Transport zwischen ER und Golgi, Intra-Golgi und vom Golgi-Apparat zur
Plasmamembran kdnnte von T. thlaspeos durch PIGS gegen die rab6-mRNA und die rgtb1-
MRNA negativ beeinflusst werden. Durch die Regulierung dieser Transportprozesse koénnte
T. thlaspeos die Zusammensetzung der pflanzlichen Zellwand zu seinen Gunsten
beeinflussen. Eine mdgliche Reduzierung des vielgenutzten sekretorischen ER-Golgi-
Plasmamembran-Transportweges, komplementiert durch eine Herunterregulation der
Qualitatskontrolle von Proteinen im ER durch die mns5-mRNA, kdonnte zu einer Reduktion
korrekt gefalteter und lokalisierter Immunrezeptoren und weiterer Infektions-relevanter
Proteine und damit zu einem Vorteil fir T. thlaspeos flihren. SchlieBlich kdnnte die Sekretion
pflanzlicher extrazellularer Vesikel aus multivesikularen Kérperchen von T. thlaspeos indirekt
durch ck-RNAI gegen die rgtb7-mRNA, welche verschiedene RAB-Proteine reguliert (Hala et
al., 2010), verringert werden. Zudem konnte dieser Prozess méglicherweise indirekt durch ck-
RNAIi gegen die ipcs3-mRNA reduziert werden, da das kodierte Enzym eine Vorstufe flr
GIPCs herstellt, welche die Sekretion von sRNA-enthaltenden extrazellularen Vesikeln zu
fordern scheinen (Mamode Cassim et al., 2020, Liu et al., 2020a). Da sRNA-enthaltende
extrazellulare Vesikel aus Pflanzen hoéchstwahrscheinlich aus multivesikularen Koérperchen
sekretiert werden (Cai et al., 2018), konnte T. thlaspeos durch Verminderung dieses
Transportweges HIGS reduzieren. Dies kdnnte weiter durch die Herunterregulierung der
smek1-mRNA verstarkt werden, da diese indirekt die pflanzliche miRNA-Biosynthese

unterstutzt (Su et al., 2017). Insgesamt kdnnte T. thlaspeos durch Regulation des pflanzlichen
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Endomembrantransports durch PIGS indirekt das pflanzliche Immunsystem Gberlisten, indem
PTI-, ETI- und HIGS-Komponenten fehllokalisieren.

EV
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— ? S Plasmamembran \G\)—/\
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Abbildung 20 T. thlaspeos sRNAs konnten Transportprozesse und sRNA-Synthese in A. hirsuta beeintrachtigen.
T. thlaspeos sRNAs (dunkelblau) gelangen moglicherweise in extrazellularen Vesikeln vom Pilz (hellblau) in die
Pflanzenzelle und interagieren dort moglicherweise durch PIGS mit pflanzlichen mRNAs (hellblaue Pfeile). Dadurch
konnten wahrend der Infektion verschiedene Prozesse der Pflanze wie sRNA-Synthese, Endocytose,
intrazellularem Transport und Exocytose beeintrachtigt werden. Dargestellt sind Prozesse, in denen die jeweiligen
Deletionsmutanten Phanotypen zeigten. Bei den putativen Zieltranskripten in A. hirsuta sind die Namen der
Homologe aus A. thaliana angegeben. EV: Extrazellulare Vesikel (pilzlichen Ursprungs in blau und pflanzlichen
Ursprungs in griin), ER: Endoplasmatisches Retikulum, TGN: Trans-Golgi-Netzwerk, MVB: (multivesicular body)

multivesikulare Korperchen.

Des Weiteren sind durch ck-RNAi gegen die ttl- und lono7-mRNAs auf die Embryogenese und
gegen die cka3- und apc5-mRNAs Auswirkungen auf die Zellteilung moglich. Auch rgtb1-,
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rab6- und smek1-Mutanten in A. thaliana zeigten Wachstumsphanotypen (Hala et al., 2010,
He etal., 2018, Kataya et al., 2017). Da auch diese mRNAs als Zieltranskripte in der Interaktion
von T. thlaspeos mit A. hirsuta vorhergesagt wurden, es aber keine offensichtlichen
Phanotypen wahrend der Infektion gibt (Frantzeskakis et al., 2017), kénnte es (in)direkt zu
einem sehr geringen, ggf. lokal ausgepragten Wachstums-Phanotyp der Pflanze kommen, der

wahrscheinlich nur durch detaillierte Messungen beobachtet werden kann.
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3.3. Ausblick

In dieser Dissertation konnten Methoden fir die genetische Modifikation von T. thlaspeos
erfolgreich etabliert werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass dieser Brandpilz ein RNAi-
System besitzt und in axenischer Kultur sRNAs produziert, die typische Charakteristika von
Dicer-Produkten aufweisen. Die identifizierten sRNAs regulieren endogen voraussichtlich
RNAs mit diversen Zellzyklus-abhangigen Funktionen sowie bekannte Zieltranskripte aus
anderen Pilzen wie Cytochrom P450 und eine putative Transposase (Lau et al.,, 2013,
Chapman et al., 2022). In A. hirsuta wurden fir die pilzlichen sRNAs pflanzliche Zieltranskripte
mit Funktionen vorwiegend im pflanzlichen Endomembrantransport, aber auch in der
Zellteilung, der Embryogenese und indirekt am pflanzlichen Immunsystem beteiligte Faktoren,
vorhergesagt. Die hier etablierten Methoden zur genetischen Modifikation von T. thlaspeos
werden zukunftig zur Verifizierung dieser potentiellen RNA-Effektoren, aber auch weiterer
Protein-Effektoren beitragen. So kann das Verstandnis von Interaktionen zwischen Pilzen und
ihren Wirtspflanzen weiter ausgebaut werden.

Um die Effizienz der hier etablierten genetische Modifikation zu erhéhen, kann kurzfristig mehr
DNA transformiert werden. Mittelfristig sollte die Regenerationsrate verbessert und eventuell
der Regenerationszeitraum beschleunigt werden. Hierfir kénnte die Konzentration des
osmotischen Stabilisators im Regenerationsmedium angepasst werden oder auf eine initiale
Regeneration in Flissigmedium mit anschlieRender Kultivierung auf Medium ohne Osmotikum
zurtckgegriffen werden. Um eine moglichst hohe Effizienz zu erreichen, kénnte dartber
hinaus das Einbringen der DNA in die Protoplasten und die gezielte Integration der DNA in
das Genom beispielsweise zur Gendeletion verbessert werden. Zum einen sollten dazu die
Konzentrationen von CaCl,, PEG und Heparin, die Art des PEG sowie die Inkubationszeiten
und -temperaturen angepasst und zum anderen die Flankenlangen, Inhibition des NHEJ-
Komplexes durch Ku70 oder Ku80 oder die Etablierung des CRISPR/Cas-Systems erwogen
werden. Fur komplexere Fragestellungen sind zudem weitere Selektionsmarker bzw.
Resistenz-vermittelnde Gene nétig.

Um die Funktionalitat des RNAI-Systems zu beweisen, bedarf es beispielsweise einer sRNA-
Sequenzierung einer Dicer-Deletionsmutante, der Expression oder der externen Applikation
von sRNAs oder deren Vorlaufermolekul. Die hier geleisteten Etablierungsarbeiten zu jedem
dieser Schritte, namlich der Etablierung der genetischen Modifikation, verschiedener
Selektionsmarker und automatisierte Kultivierung mit simultaner Messung von Biomasse und
Fluoreszenz, sollten einen zigigen Nachweis erlauben. Fir die detaillierte Verifikation der
vielversprechendsten sRNAs von endogenem sowie ck-RNAi kdnnen mittels Argonaute-Co-
Immunprazipitation mit anschlieRender sRNA-Sequenzierung, Degradom-Sequenzierung und
einer Fusion einer mutierten Zielsequenz an eine Reportergensequenz die Beteiligung von

Ago und der sRNA, das Schneiden der mRNA und die Sequenzspezifitat gezeigt werden. Fur
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den Nachweis von ck-RNAi sind im Wesentlichen dieselben Schritte mit infiziertem Material
und den jeweiligen Kontrollen noétig. Hier sollte bei der bioinformatischen Analyse auf eine
eindeutige Zuordnung zu einem der Organismen geachtet werden. Zudem konnte eine
Depletion der abundanten sRNAs, die von rRNAs stammen kdnnten, nétig sein, um eine
ausreichende Sequenziertiefe fur pilzliche sRNAs wahrend der Infektion zu erreichen.

Die biologische Funktion der identifizierten pilzlichen sSRNAs I&sst sich mit auf die Funktion des
jeweiligen Zieltranskriptes zugeschnitten Experimenten nachweisen. Fir endogene RNAI in
T. thlaspeos wurde Tt_sRNA_25 fir weitere Untersuchungen ausgewahlt, weshalb eine
putative Transposase und die RNA-Methyltransferase IME4 im Fokus biologischer
Untersuchungen stehen sollten. Nach einer Analyse der Genannotation der putativen
Transposase kann deren mdgliche Aktivitat eventuell bereits eingeschatzt werden. Falls die
Transposase-Aktivitat in T. thlaspeos durch RNAI kontrolliert wird, kbnnte sie in einer Dicer-
oder Ago-Deletionsmutante hdher sein. Dies kdnnte mit Southern Blots nachgewiesen werden.
Genomweit kdnnten weitere transponierbare Elemente identifiziert und fur die Zieltranskript-
Vorhersage genutzt werden. Dies kénnte Aufschluss dariber geben, inwieweit RNAI in
T. thlaspeos transponierbare Elemente kontrolliert und so die Genomintegritat schitzt. Die
durch das Protein des zweiten putativen endogenen Ziels, der ime4-mRNA, vermittelte RNA-
Modifizierung kann mit Hilfe von Antikérpern quantifiziert werden. Fir die Untersuchung einer
mdoglichen Rolle bei der Meiose misste ime4 deletiert oder die Expression mittels
extrazellularer RNA herunterreguliert werden. Weitergehend kdnnten modifizierte RNAs co-
immunprazipitiert und anschlieRend sequenziert werden, um beeinflusste Prozesse
identifizieren zu kdnnen.

Die Bedeutung der pilzlichen sRNAs kénnte durch Infektion einer pflanzlichen ago7-Mutante
verdeutlicht werden. Die Ago1-regulierten pflanzlichen mRNAs sollten hier nicht differentiell
exprimiert werden, was mittels gqRT-PCR Uberprift werden koénnte. Da einige der
vorhergesagten Zieltranskripte Funktionen im oder Auswirkungen auf das Wachstum haben,
kénnte maoglicherweise ein Unterschied in der Zelllange oder OrgangrofRe bei infizierten
Pflanzen unter Bedingungen gemessen werden, unter denen wildtypische, gesunde Pflanzen
ihr Wachstum steigern, wie beispielsweise die Anzucht in Dunkelheit. Hier ware nicht nur ein
Unterschied zwischen gesunden und infizierten Pflanzen, sondern auch lokale Effekte sowie
das Verhaltnis in Ago-Mutanten interessant.

Fir PIGS wurde Tt sRNA_12 fir weitere Untersuchungen ausgewahlt, welche neben der
Expression des F-Box/RNI-8hnlichen/FBD-ahnlichen Domanen-enthaltenden Proteins
unbekannter Funktion die RNAs von RGTB1 und SMEK1 regulieren soll. Der
Endomembrantransport, an dem RGTB1 und andere vorhergesagte PIGS-Ziele beteiligt sind,
kann zunachst mit Fusionsproteinen quantifiziert werden. Auch Farbstoffe koénnen genutzt

werden, um beispielsweise die Endocytose zu beobachten. Darlber hinaus kénnten auch
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Fracht-Proteine und -RNAs markiert sowie deren Transport und Funktion quantifiziert werden.
So wirden die Auswirkungen auf direkt betroffene Transportprozesse und auf indirekt
beeinflusste Aspekte wie beispielsweise die pflanzliche Immunitat deutlich. Fir SMEK1 sollte
die Menge und Phosphorylierung des Substrats HYL1 sowie die Menge an sRNAs wahrend
der Infektion mit dem Wildtyp und einer Deletionsmutante der sRNA bestimmt werden. Sollte
die Menge der pflanzlichen sRNAs durch Tt sRNA 12 reduziert werden, ware eine
Sequenzierung von sRNAs aus pflanzlichen extrazellularen Vesikeln interessant, um zu
Uberprifen, ob HIGS davon ebenfalls betroffen ist. Dies kdnnte die Infektion der Wirtspflanze
vereinfachen.

Da T. thlaspeos ein Brandpilz ist, der verschiedene Brassicaceaen-Spezies infizieren kann
(Frantzeskakis et al., 2017), stellt sich weitergehend die Frage, ob der Pilz fir jede Pflanze ein
individuell abgestimmtes Portfolio an SRNA- und/oder Proteineffektoren exprimiert oder ob er
ein Set exprimiert, das mit konservierten Zielen in den Wirtspflanzen interagiert. Neben
Expressionsstudien kénnten hier zunachst Zieltranskript-Vorhersagen und Sequenzvergleiche
fur weitere Wirtspflanzen von T. thlaspeos durchgeflihrt werden.

Diese Studien koénnten dazu beitragen, das Effektor-Repertoire von T. thlaspeos besonders
auf RNA-Ebene besser zu verstehen und mit Modellsystemen zu vergleichen, um Pilz-Pflanze-

Interaktionen umfassend zu verstehen.
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4. Material und Methoden

4.1. Material und Bezugsquellen

4.1.1. Chemikalien, Puffer, Losungen, Medien, Enzyme und Kits

Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, in p.a.-
Qualitat von folgenden Herstellern bezogen: Ambion, Amersham, Applichem GmbH, BioRad,
Biozym Scientific GmbH, Boehringer, Carl Roth, Difco, Duchefa Biochemicals, Fermentas,
Finnzymes, Fisher BioReagents, Fluka Analytical, GE Healthcare, Gerbu, Invitrogen (Life
Technologies), Merck, Promega, Riedel-de Haén, Roche, Serva, Sigma-Aldrich, Thermo
Fisher Scientific, VWR Chemicals.

Puffer und Lésungen

Alle verwendeten standardisierten Puffer und Losungen wurden, sofern nicht anders vermerkt,
nach Sambrook und Ausubel (Ausubel et al., 1987, Sambrook et al., 1989) hergestellt. Die
Herstellung von speziellen Puffern und Lésungen werden bei den jeweiligen Methoden
beschrieben. Eine Sterilisation mittels Filtration ist bei den zutreffenden Puffern und Lésungen

vermerkt.
Medien
Die verwendeten Medien wurden nach deren Herstellung durch fiinfminitiges Autoklavieren

bei 121 °C sterilisiert.

Verwendete Medien fir die Kultivierung von E. coli

Die Zugabe von Antibiotika erfolgte unter sterilen Bedingungen nach dem Autoklavieren und
Abkiihlen auf ca. 60 °C. Dabei wurde Ampicillin in einer Konzentration von 100 ug/mL,
Kanamycin in einer Konzentration von 50 pg/mL und Gentamicin in einer Konzentration von

50 ug/mL eingesetzt.

dYT-Flussigmedium YT-Festmedium
(Sambrook et al., 1989) (Sambrook et al., 1989)
1,6 % (w/v) Bacto Trypton 0,8 % (w/v) Bacto Trypton
1,0 % (w/v) Hefeextrakt 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl 0,5 % (w/v) NaCl
In H2Opiq. 2,0 % (w/v) Bacto Agar

In HaOig.
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Verwendete Medien fur die Kultivierung von U. maydis

YEPS light (YL)
Modifiziert nach (Tsukuda et al., 1988)

1,0 % (w/v) Hefeextrakt
0,4 % (w/v) Bacto Pepton
0,4 % (w/v) Saccharose
In HaOpig.

Vitaminlésung

(Holliday, 1974)

0,0001 % (w/v) Thiamin

0,00002 % (w/v) Calciumpanthothenat
0,00005 % (w/v) p-Aminobenzoeséaure
0,00002 % (w/v) Nikotinsaure
0,00002 % (w/v) Cholinchlorid
0,00004 % (w/v) myo-Inositol

0,00005 % (w/v) Folsaure

In HzOpig.

sterilfiltrieren

Spurenelement-Lésung

(Holliday, 1974)

0,00006 % (w/v) H3BO3

0,00014 % (w/v) MnCl; x 4 H.0O
0,0004 % (w/v) ZnCl

0,00004 % (w/v) NaMoQO4 x 2 H20
0,0001 % (w/v) FeCls x 6 H.O
0,00004 % (w/v) CuSO4 x 5 H20
In HaOpig.

sterilfiltrieren

CMg

(Holliday, 1974)

0,25 % (w/v) Casaminosauren

0,1 % (w/v) Hefeextrakt

1,0 % (w/v) Vitaminlésung

6,25 % (w/v) Salzlésung

0,05 % (w/v) DNA, degradiert

0,15 % (w/v) NHsNO3

2 % (w/v) Bacto Agar (nur fir Festmedium)

In H2Ovig.

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen

nach dem Autoklavieren und Abkuhlen sterilfiltrierte
Glukoseldsung zu einer Endkonzentration von 1 %

(w/v) hinzugeben

Salzlésung

(Holliday, 1974)

1,6 % (w/v) KH2PO4

4 % (w/v) NaySO4

0,8 % (wiv) KCI

0,4 % (wiv) MgSO4 x 7 H20

0,132 % (w/v) CaCl> x 2 H.0

0,8 % (v/v) Spurenelement-Lésung
In HaOpig.

sterilfiltrieren

Regenerationsagar (light)
(Schulz et al., 1990)
18,22 % (wi/v) Sorbitol
1,0 % (w/v) Hefeextrakt
0,4 % (w/v) Bacto Pepton
0,4 % (w/v) Saccharose
1,5 % (w/v) Agar

In HaOpig.

Fur die Regeneration von Protoplasten wurde das

Medium in zwei Schichten gegossen, wobei das
Antibiotikum nur in die untere Schicht eingebracht

wurde.
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Verwendete Medien fur die Kultivierung von T. thlaspeos

YMPG

Modifiziert nach (Shepherd et al., 2010) und
(Masterarbeit (Pliicker, 2017))

0,3 % (w/v) Hefeextrakt

0,3 % (w/v) Malzextrakt

0,5 % (wiv
1,0 % (wiv
0,6 % (w/v) Pflanzenagar (nur fir Festmedium)
In H2Ovig.

Bacto Pepton
Glucose

)
)
)
)

YMPG-Regenerationsmedium

0,3 % (w/v) Hefeextrakt

0,3 % (w/v) Malzextrakt

0,5 % (w/v) Bacto Pepton

1,0 % (w/v) Glucose

1 M Saccharose

0,6 % (w/v) Pflanzenagar oder 1 % (w/v) Phytagel
In H2Ovig.

NSY-Glycerin (zum Einfrieren von Kulturen)

0,8 % (w/v) Nutrient Broth
0,1 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Saccharose
80 % (v/v) 87 % Glycerin
In HzOpia.

Auflierdem wurden flir die Kultivierung von T. thlaspeos YEPS light und CMg verwendet. Diese

sind identisch zu den fir U. maydis verwendeten Medien mit Ausnahme des Geliermittels. Hier

wurde fur Festmedien statt Bacto Agar 0,6 % (w/v) Pflanzenagar oder 1 % (w/v) Phytagel

verwendet.

Antibiotika

Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren und Abkihlen der Medien auf ca. 60 °C unter

sterilen Bedingungen hinzugefiigt.

Fir die Selektion fir E. coli

Antibiotikum Konzentration
Ampicillin 100 pg/mL
Kanamycin 50 pg/mL
Gentamicin 50 pg/mL

Fir die Selektion von U. maydis

Antibiotikum CMg, YL
Hygromycin B 200 pg/mL
Nourseothricin 150 pg/mL

Medium
YT, dYT
YT, dYT
YT, dYT

Regenerationsagar
400 pg/mL
300 pg/mL
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Antibiotikum

Festmedium mit 0,6 %

Pflanzenagar)
10 pg/mL
5 pg/mL

Hygromycin B

Nourseothricin

Enzyme
Enzym
Alkalische Phosphatase
Lysozym
Glucanex
Yatalase
Phusion DNA-Polymerase
Tag-Polymerase
Restriktionsendonukleasen
Ribonuklease A
T4-DNA-Ligase
Quick Ligase
DNase |

GroRenstandards fiir die Gelelektrophorese

Bezeichnung

A Pstl: Mit dem Restriktionsenzym Pstl geschnittene
genomische DNA des Phagen A

Generuler 1 kb DNA Ladder

Generruler 50 bp DNA Ladder

O’RangeRuler 10 bp

2-Log DNA Ladder

YL (Fliissigmedium oder

Material und Methoden

YMPG + 1 M Saccharose + 0,6 %
Pflanzenagar

10 pg/mL
50 pg/mL

Bezugsquelle
Roche

Merck
Sigma-Aldrich
Takara Bio
NEB
Laborpraparation
NEB
Boehringer
Roche

NEB

Roche

Hersteller

A genomische DNA von Thermo Scientific

Fermentas/ThermoScientific
Fermentas/ThermoScientific
Thermo Fisher

NEB
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Hersteller
NEB

Kits
Alle in dieser Arbeit verwendeten Kits wurden nach Herstellerangaben verwendet.
Name Verwendungszweck
Monarch DNA Gel Extraction Kit Gelextraktion von DNA-
Fragmenten

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit = Aufreinigung von PCR-Produkten

NucleoSpin Plasmid Kit Plasmidpraparation aus E. coli

Plasmid Midi Kit (100) Plasmidpraparation aus E. coli

PCR-DIG-Labeling Kit Herstellung von Digoxigenin-
markierten DNA-Sonden

SureClean Aufreinigung von PCR-Produkten
und Restriktionsanséatzen

Zero Blunt TOPO PCR Zwischenklonierung von PCR-

Klonierungskit (450245) Fragmenten

NEBNext Multiplex Small RNA Herstellung von sRNA-

Library Prep Set for lllumina Bibliotheken

(Set 1)

4.1.2. Oligonukleotide

NEB
Machery-Nagel
Qiagen

Roche

Bioline

Thermo Fisher

NEB

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma Metabion GmbH

synthetisiert. Alle fir die Klonierung von Plasmiden verwendeten Oligonukleotide sind in der

nachfolgenden Tabelle aufgelistet.
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Tabelle 16 Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide fir die Klonierung von Plasmiden.

Name

DD832
DD833
UM103
umM104
UM105
UM106
um107
umMm108
UM221
UM222
uUm223
UmM224
UM225
UM226
um227
um228
Um229
UmM42

um43

UP827
UP828
UP834
UP835
UP836
UP837
UP895
UP896
UP897
UP898
UP899
UP900

Nukleotidsequenz (5' zu 3')
CTCGCTCTTCGGCCATGAAGAAGCCCAAGCTCACCG
GCTCTTCCAGGCCTTACTTGTAGAGCTCGTCCATGC
ACTGCTCTTCAGTGAATATTCAAGGCCCGATCTCTGGGCGCATG
ATAGCTCTTCAGGCATCGCTGGAGCCTAATGACAC
ATTGCTCTTCACCTACCTGTGCGCCGGGTCGTGAC
ATAGCTCTTCGGAAGAACTGATCGGCGCGTTCGTC
ATAGCTCTTCGTTCCAGGACGAGGAGGGTGCGTAG
AGCGCTCTTCAGACAATATTCCCTTTGACTTCGCAGATGCCGTCAC
CGGGCTCTTCAGGCTCTTGATGTGATGACTGTTTTG
GCCGCTCTTCACCTTTGTCTCTTTTATCAGCACAC
AGCGCTCTTCAGACAATATTCGTCCATCGCTACGTACCTG
ATCGCTCTTCAGACAATATTAACCGTCGAGCCGGATGCCAAG
ACTGCTCTTCAGTGAATATTTCGGCGGCGCTGACGACGGTG
GCCGCTCTTCAGACAATATTAGGGCTTGTCTTGCTTTCGC
ACTGCTCTTCAGTGAATATTCGAAGGTGTTTCGACTCCCCAGGC
GGCGCTCTTCAGACAATATTGGACTTAACAAGTTTTTGAGGCTCACGTCCCC
GCCGCTCTTCAGTGAATATTCGCGTGCCTCGTTCATTAC
ATAGCTCTTCACCTAAGGCCTGGGAATCGCTGCTAC
ATAGCTCTTCAGACGGCCACTCAGGCCTATCTAGGACGGACGTTGAC
ATAGCTCTTCAGTGGGCCTAGATGGCCGTGCGGCTCCCGAATTTTATC
ATAGCTCTTCAGGCGGCCGATGGGCTATGTGAGTG
ATAGCTCTTCAGTGGGCCTAGATGGCCGTGCGGAGGAAGGCAAGAGATG
ATAGCTCTTCAGGCGGCCCTTGAAGTGCGGCTGTG
ATAGCTCTTCACCTCCTATGGCGGCCTCGGCCATC
ATAGCTCTTCAGACGGCCACTCAGGCCCGTCGGCAACACCATACTGACC
ACAGGCCTATATGGCCAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGC
ATAGGCCACTCAGGCCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTG
ATAGGCCATATAGGCCAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGC
AATGGCCTAGATGGCCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTG
ACTGGCCTATATGGCCGTGAGCAGCAGTCGTGTCTCTCCCTTTC
ATAGGCCATATAGGCCCTGTGAGTGAGGGTGGTGCAAGGGAAC

4.1.3. Plasmide

In den beiden nachfolgenden Tabellen werden alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide

gelistet, die zu Beginn dieser Arbeit zur Verfugung standen und fur die Klonierung von

Plasmiden oder der Stammgeneration genutzt wurden, und die im Rahmen dieser Arbeit

erstellt wurden. Alle Klonierungsschritte wurden durch Restriktionsanalysen Uberprift und

PCR-Amplifikate nach erfolgreicher Klonierung sequenziert.
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Tabelle 17 Liste der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide. AmpR Ampicillin-Resistenz, KanR Kanamycin-
Resistenz, GentR Gentamicin-Resistenz, ZeoR Zeocin-Resistenz, natR Nourseothricin-Resistenz.

Bezeichnung Beschreibung Verwen- Resis- Resis- Referenz
dungs- tenz tenz
zweck E. coli  Pilz

pUC57_ pUMa  Vektorriickgrat fiir die Golden- Vorlaufer fir =~ AmpR - (Mintjes,
AmpR_Sapl 2074 Gate-Klonierung. Es enthalt ein pUMa3740 2013)
_dest lacZ-Gen mit zwei Sapl-

Schnittstellen. Dieses Plasmid ist

ein Derivat des kommerziell

erwerblichen pUC57-Plasmides.
Sapl- pUMa Lagerplasmid fur die Golden- Vorlaufer fir =~ GentR - (Mintjes,
storage 2242 Gate-Klonierung. Es kodiert eine = pUMa3741 2013)
vector_ von Sapl- uns Sfil-Schnittstellen
hygR flankierte Hygromycin-

Resistenzkassette.
TtPhsp70_ pUMa Plasmid zur zufalligen Integration = Etablierung AmpR - (Plucker et
hpt-gfp 2790 in ein Genom. Kodiert ein der Transfor- al., 2021)
_TtThsp70 Fusions-Gen fiir die Hygromycin- = mation von

Phosphotransferase (hpt) T. thlaspeos

fusioniert an gfp. Diese Gene

sind fur U. maydis Codon-

optimiert. Expression wird

gesteuert von dem hsp70

(THTG_01007) -Promotor und -

Terminator aus T. thlaspeos.
TtPrps27_ pUMa Plasmid zur zufalligen Integration = Etablierung AmpR - (Plucker et
hpt-gfp_ 2792 in ein Genom. Kodiert ein der Transfor- al., 2021)
TtTrps27 Fusions-Gen fir die Hygromycin- = mation von

Phosphotransferase (hpt) T. thlaspeos

fusioniert an gfp. Diese Gene

sind fur U. maydis Codon-

optimiert. Expression wird

gesteuert von dem rps27

(THTG_04331) -Promotor und -

Terminator aus T. thlaspeos.
PNEBUN pUMa Plasmid enthalt eine Transfor- AmpR NatR (Weinzierl,

419 Nourseothricin- mation in 2001)
Resistenzkassette bestehend U. maydis

aus dem gap7-Promotor, dem
nat1-Gen und dem cyc1-
Terminator aus S. cerevisiae.

Enthalt auRerdem eine Sequenz
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pCR-Blunt

zur autonomen Replikation in

U. maydis.

II-TOPO Kommerziell erworbenes
Vektorrickgrad zur Klonierung
von PCR-Produkten. Enthalt das
ccdB-Gen zur direkten Auswahl

positiver Transformanten.

Material und Methoden

Klonier- KanR, ZeoR Thermo
ungen von ZeoR Fisher
Komponen- #450245
ten flr

Resistenz-

kassetten flr
T. thlaspeos

Tabelle 18 Liste der in dieser Arbeit hergestellten Plasmide. AmpR Ampicillin-Resistenz, KanR Kanamycin-

Resistenz,
Nourseothric

Bezeichnung

TtPhsp70_

hpt-gfp
_TtTrps27

TtPrps27_
hpt-gfp
_TtThsp70

TtPhsp70_

hpt-gfp

GentR Gentamicin-Resistenz,

in-Resistenz.

Beschreibung

pUMa
3030

Plasmid zur zufalligen
Integration in ein Genom.
Kodiert ein Fusions-Gen fur die
Hygromycin-
Phosphotransferase (hpt)
fusioniert an gfp. Diese Gene
sind fur U. maydis Codon-
optimiert. Expression wird
gesteuert von dem hsp70
(THTG_01007) -Promotor und
rps27 (THTG_04331) -
Terminator aus T. thlaspeos.
pUMa
3031

Plasmid zur zufalligen
Integration in ein Genom.
Kodiert ein Fusions-Gen fur die
Hygromycin-
Phosphotransferase (hpt)
fusioniert an gfp. Diese Gene
sind fir U. maydis Codon-
optimiert. Expression wird
gesteuert von dem rps27
(THTG_04331) -Promotor und
hsp70 (THTG_01007) -
Terminator aus T. thlaspeos.
pUMa
3623

Lagerplasmid fiir die

Hygromycin-Resistenzkassette

ZeoR Zeocin-Resistenz,

HygR Hygromycin-Resistenz, natR

Verwen- Resis- Resis- Referenz

dungs- tenz tenz

zweck E. coli  Pilz

Etablierung AmpR HygR diese

der Transfor- Arbeit, In

mation von Kollabora-

T. thlaspeos tion mit
Janice
Darenberg,
(Plucker et
al., 2021)

Etablierung AmpR HygR diese

der Transfor- Arbeit, In

mation von Kollabora-

T. thlaspeos tion mit
Janice
Darenberg,
(Plucker et
al., 2021)

Vorlaufer fir =~ AmpR HygR diese

pUMa3776 Arbeit
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_TtThsp70_

dest

TtPhsp70_
Sapl_

component

TtThsp70_
Sapl_

component

TtPrps27_
Sapl_
component

TtTrps27_
Sapl_
component

nat1Um_
Sapl_

component

TtPhsp70_
natiUm
_TtThsp70

pUMa
3635

pUMa
3636

pUMa
3637

pUMa
3638

pUMa
3662

pUMa
3740

fur T. thlaspeos. Kodiert ein fur
U. maydis Codon-optimiertes
Fusionsgen fiir die Hygromycin-
Phosphotransferase (hpt) und
gfp, dessen Expression durch
den hsp70 (THTG_01007) -
Promotor und -Terminator aus
T. thlaspeos kontrolliert wird.
Diese Resistenzkassette wird
von Sfil-Schnittstellen flankiert.
Lagerplasmid fiir die Golden-
Gate-Klonierung. Enthalt den
Promotor des hsp70-Gens
(THTG_01007) aus T. thlaspeos
flankiert von Sapl-Schnittstellen.
Lagerplasmid fiir die Golden-
Gate-Klonierung. Enthalt den
Terminator des hsp70-Gens
(THTG_01007) aus T. thlaspeos
flankiert von Sapl-Schnittstellen.
Lagerplasmid fir die Golden-
Gate-Klonierung. Enthalt den
Promotor des rps27-Gens
(THTG_04331) aus T. thlaspeos
flankiert von Sapl-Schnittstellen.
Lagerplasmid fir die Golden-
Gate-Klonierung. Enthalt den
Terminator des rps27-Gens
(THTG_04331) aus T. thlaspeos
flankiert von Sapl-Schnittstellen.
Lagerplasmid fir die Golden-
Gate-Klonierung. Kommerziell
erworbenes Plasmid von der
Firma IDT. Enthalt ein fur

U. maydis Codon-optimierte
Nourseothricin N-
Acetyltransferase. Enthalt keine
Bsal-Schnittstellen. Enthalt C-
terminal eine Ncol-Schnittstelle
zur Fusion an ein weiteres Gen.
Flankiert von Sapl-
Schnittstellen.

Plasmid zur zufalligen
Integration in ein Genom.

Kodiert eine fur U. maydis

Vorlaufer fur
pUMa3740
und
pUMa3623

Vorlaufer fir
pUMa3740
und
pUMa3623

Vorlaufer fir
pUMa3742

Vorlaufer fir
pUMa3742

Vorlaufer fir
pUMa3740

Etablierung
der nat1Um-

Resistenz-

Material und Methoden

KanR, ZeoR
ZeoR

KanR, ZeoR
ZeoR

KanR, ZeoR
ZeoR

KanR, ZeoR
ZeoR

KanR -
AmpR NatR

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit
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gfp-silence_
Sapl_

component

TtPrps27_
gfp-silence
_TtTrps27

TtPrps27_
gfp-silence
_TtTrps27
_nat1Um

pUMa
3741

pUMa
3742

pUMa
3743

Material und Methoden

Codon-optimierte Nourseothricin =~ kassette in
N-Acetyltransferase. Die T. thlaspeos
Expression wird gesteuert von

dem hsp70 (THTG_01007) -

Promotor und -Terminator aus

T. thlaspeos.

Lagerplasmid fiir die Golden- Vorlaufer fir = GentR -
Gate-Klonierung. Kodiert ein pUMa3742
365 bp Fragment von gfp,

gefolgt von dem Intron des bW1-

Gens aus T. thlaspeos,

wiederum gefolgt von einem 365

bp-Fragment von gfp in

antisense-Orientierung. Dieses

Konstrukt ist flankiert von Sapl-

Schnittstellen.

Lagerplasmid, welches ein 365 Vorlaufer fir =~ AmpR
bp Fragment von gfp, gefolgt pUMa3743
von dem Intron des bW17-Gens

aus T. thlaspeos, wiederum

gefolgt von einem 365 bp-

Fragment von gfp in antisense-

Orientierung enthalt. Die

Expression dieses Konstruktes

wird kontrolliert von dem rps27
(THTG_04331) -Promotor und

Terminator aus T. thlaspeos.

Plasmid zur zufalligen Stammher- AmpR NatR
Integration in ein Genom. stellung in
Kodiert ein Konstrukt zum T. thlaspeos

silencen von gfp und eine
Nourseothricin-
Resistenzkassette. Erstere
besteht aus einem 365 bp
Fragment von gfp, gefolgt von
dem Intron des bW7-Gens aus
T. thlaspeos, wiederum gefolgt
von einem 365 bp-Fragment von
gfp in antisense-Orientierung.
Die Expression dieses
Konstruktes wird kontrolliert von
dem rps27 (THTG_04331) -
Promotor und Terminator aus

T. thlaspeos. Die

Nourseothricin-

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit
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hpt-gfp_
Sapl_

component

TtPhsp70_

hpt-gfp
_TtThsp70_
Sapl_stor

dicerA_hpt-
gfp

gfp-
antisense

pUMa
3770

pUMa

3776

pUMa
3777

pUMa
3811

Resistenzkassette besteht aus
dem fir U. maydis Codon-
optimierten nat1Um unter der
Kontrolle des hsp70
(THTG_01007) -Promotors und
Terminators von T. thlaspeos.
Lagerplasmid fiir die Golden-
Gate-Klonierung. Enthalt ein fur
U. maydis Codon-optimiertes
Fusionsgen fir die Hygromycin-
Phosphotransferase (hpt) und
gfp, welches von Sapl-
Schnittstellen flankiert ist.
Lagerplasmid fiir die Golden-
Gate-Klonierung. Enthalt ein fur
U. maydis Codon-optimiertes
Fusionsgen fir die Hygromycin-
Phosphotransferase (hpt) und
gfp, dessen Expression durch
den hsp70 (THTG_01007) -
Promotor und -Terminator aus
T. thlaspeos kontrolliert wird.
Diese Resistenzkassette wird
von Sfil- und Sapl-Schnittstellen
flankiert.

Plasmid zur Deletion von Dicer
(THTG_04838) in T. thlaspeos
mittels homologer
Rekombination. Besteht aus
dem fir U. maydis Codon-
optimierten Fusionsgen fir die
Hygromycin-
Phosphotransferase (hpt) und
gfp, dessen Expression durch
den hsp70 (THTG_01007) -
Promotor und -Terminator aus
T. thlaspeos kontrolliert wird.
Diese Resistenzkassette wird
flankiert von 1 kb langen
homologen Flanken zum Dicer-
Lokus in T. thlaspeos.
Lagerplasmid fiir ein Fragment
des fir U. maydis Codon-
optimierten gfp-Gens in

antisense-Orientierung. Das

Vorlaufer fir
pUMa3623

Vorlaufer fur
pUMa3777

Stammher-
stellung in
T. thlaspeos

Vorlaufer fir
pUMa3741

Material und Methoden

KanR, ZeoR
ZeoR
GentR | HygR
AmpR HygR
KanR, ZeoR
ZeoR

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit, In
Kollabora-

tion mit
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dfp-sense

TtbW1-

Intron

pralA_hpt-
gfp_250bp

pralA_hpt-
gfp_500bp

pUMa
3812

pUMa
3813

pUMa
3884

pUMa
3885

Fragment ist flankiert von Sfil-
Schnittstellen.

Lagerplasmid fiir ein Fragment
des fiir U. maydis Codon-
optimierten gfp-Gens in sense-
Orientierung. Das Fragment ist
flankiert von Sfil-Schnittstellen.

Lagerplasmid fur das Intron des
bW1-Gens aus T. thlaspeos.
Das Fragment ist flankiert von
Sfil-Schnittstellen.

Plasmid zur Deletion von prat in
T. thlaspeos mittels homologer
Rekombination. Besteht aus
dem fiir U. maydis Codon-
optimierten Fusionsgen fir die
Hygromycin-
Phosphotransferase (hpt) und
gfp, dessen Expression durch
den hsp70 (THTG_01007) -
Promotor und -Terminator aus
T. thlaspeos kontrolliert wird.
Diese Resistenzkassette wird
flankiert von 250 bp langen
homologen Flanken zum pra1-
Lokus in T. thlaspeos.

Plasmid zur Deletion von prat in
T. thlaspeos mittels homologer
Rekombination. Besteht aus
dem fir U. maydis Codon-
optimierten Fusionsgen fir die
Hygromycin-
Phosphotransferase (hpt) und
gfp, dessen Expression durch
den hsp70 (THTG_01007) -
Promotor und -Terminator aus
T. thlaspeos kontrolliert wird.
Diese Resistenzkassette wird
flankiert von 500 bp langen
homologen Flanken zum pra1-

Lokus in T. thlaspeos.

Material und Methoden

Vorlaufer fir =~ KanR, ZeoR
pUMa3741 ZeoR

Vorlaufer fur = KanR, ZeoR
pUMa3741 ZeoR
Stammher- AmpR HygR
stellung in

T. thlaspeos

Stammher- AmpR HygR
stellung in

T. thlaspeos

Dominik
Bozek
diese
Arbeit, In
Kollabora-
tion mit
Dominik
Bozek
diese
Arbeit, In
Kollabora-
tion mit
Dominik
Bozek
diese
Arbeit

diese
Arbeit
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pralA_hpt- pUMa

gfp_1kb 3886
Rekombination. Besteht aus
dem fir U. maydis Codon-
optimierten Fusionsgen fir die
Hygromycin-
Phosphotransferase (hpt) und
gfp, dessen Expression durch
den hsp70 (THTG_01007) -
Promotor und -Terminator aus
T. thlaspeos kontrolliert wird.
Diese Resistenzkassette wird
flankiert von 1 kb langen
homologen Flanken zum pra1-
Lokus in T. thlaspeos.

pralA_hpt- pUMa

gfp_2kb 3887
Rekombination. Besteht aus
dem fiir U. maydis Codon-
optimierten Fusionsgen fir die
Hygromycin-
Phosphotransferase (hpt) und
gfp, dessen Expression durch
den hsp70 (THTG_01007) -
Promotor und -Terminator aus
T. thlaspeos kontrolliert wird.
Diese Resistenzkassette wird
flankiert von 2 kb langen
homologen Flanken zum pra1-
Lokus in T. thlaspeos.

4.1.4. Stamme

E. coli

Plasmid zur Deletion von prat in
T. thlaspeos mittels homologer

Plasmid zur Deletion von prat in

T. thlaspeos mittels homologer

Material und Methoden

Stammbher- AmpR HygR
stellung in

T. thlaspeos

Stammher- AmpR HygR
stellung in

T. thlaspeos

diese
Arbeit

diese
Arbeit

Fir alle Klonierungen wurde der E. coli Stamm TOP10 (Invitrogen) verwendet. Dieser Stamm
besitzt folgenden Genotyp: F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 nupG
recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 A-).
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U. maydis

Material und Methoden

Die nachfolgend gelisteten U. maydis-Stamme wurden in dieser Arbeit verwendet (Tabelle 19)
oder hergestellt (Tabelle 20).

Tabelle 19 In dieser Arbeit verwendete U. maydis-Stdmme. PhleoR Phleomycin-Resistenz, CbxR Carboxin-

Resistenz.

Stamm

SG200

FB1

FB1_cbxR:Potef_gfp_Tnos

Genotyp Stammnummer Resistenz
(UMa)

al:mfa2, bE1, bW2 67 PhleoR

a1l b1 51 -

alb1; 3 CbxR

Potef_gfp_Tnos_cbxR

Tabelle 20 In dieser Arbeit hergestellte U. maydis-Stdmme. hygR Hygromycin-Resistenz.

Stamm

FB1_Plasmid:TtPhsp70_hpt-
gfp_TtTrps27

FB1_Plasmid:TtPrps27_hpt-
gfp_TtThsp70

Genotyp Resistenz Ausgangsstamm

a1l b1, hygR FB1
TtPhsp70_hpt-

gfp_TtTrps27

a1l b1, hygR FB1
TtPrps27_hpt-

gfp_TtThsp70

Referenz

(Kémper et al.,
2006)
(Banuett and
Herskowitz,
1989)
(Weinzierl,
2001)

Integriertes
Plasmid
pUMa3030

pUMa3031
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T. thlaspeos

Die nachfolgend gelisteten T. thlaspeos-Stamme wurden in dieser Arbeit verwendet (Tabelle

21).

Tabelle 21 In dieser Arbeit verwendete T. thlaspeos-Stdmme. HygR Hygromycin-Resistenz.

Stamm Genotyp Stammnummer Resistenz
(UMa)

LF1 a1l b1 2019

LF2 a2 b2 2020

LF1_hpt-gfp a1l bf; 2478 HygR

TtPhsp70_hpt-
gfp_TtThsp70
LF2_hpt-cherry a2 b2; 2750 HygR
TtPhsp70_hpt-
mcherry_TtThsp70

4.1.5. Zentrifugen

Referenz

(Frantzeskakis et
al., 2017)
(Frantzeskakis et
al., 2017)
(Plicker et al.,
2021)

(Plicker et al.,
2021)

Die in den einzelnen Methoden angegebenen Umdrehungszahlen beziehen sich auf folgende

Zentrifugen. Fir Reaktionsgefalle mit 1,5 mL oder 2 mL wurde eine Heraeus Pico 17

Tischzentrifuge (Thermo Scientific) verwendet. Fir die Isolierung von Protoplasten aus

U. maydis wurde eine Heraeus Biofuge Stratos (Rotor #3341, Thermo Scientific) eingesetzt.

Fir die Isolierung von Protoplasten aus T. thlaspeos wurde eine Hettich Rotina 380R (Rotor

#1754, Thermo Scientific) verwendet.

4.1.6. Sonstige Materialien
Pflanzenagar (Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande)

Phytagel (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

4.2. Mikrobiologische, zellbiologische und genetische

Methoden

Alle Arbeiten mit Mikroorganismen wurden unter sterilen Bedingungen und unter Einhaltung

des Gentechnikgesetzes (Sicherheitsstufe 1) durchgefuhrt. Der wahrend der Arbeit anfallende

mikrobiologische Abfall wurde vor der Entsorgung riickautoklaviert.
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4.2.1. Arbeiten mit E. coli
Kultivierung von E. coli
E. coli wurde entweder auf YT-Festmedium oder in dYT-Flissigmedium mit dem zum Plasmid
passenden Antibiotikum unter aeroben Bedingungen bei 37 °C Uber Nacht kultiviert.

Flissigkulturen wurden dabei in Reagenzglasern auf einem Drehrad bei 200 rpm geschttelt.

Bestimmung der Zelldichte von Fliissigkulturen

Die Zelldichte von Flussigkulturen wurde als optische Dichte (OD) bei einer Wellenléange von
600 nm in einem Spektralphotometer (Novospec Il Photometer, Pharmacia Biotech)
gemessen. Als Leerprobe wurde steriles Anzuchtmedium verwendet. Um korrekte Messwerte
zu erhalten, wurden die Proben ggf. so weit mit sterilen Anzuchtmedium verdinnt, dass sich
die gemessene optische Dichte im linearen Messbereich zwischen ODegoo = 0,2-0,5 befand.

Eine ODsoo von 1,0 entspricht etwa 10° Zellen.

Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Chemisch kompetente E. coli-Zellen wurden mit der Rubidiumchlorid-Methode hergestellt
(modifiziert nach (Cohen et al., 1972)). Hierzu wurden 100 mL dYT-Medium mit 10 mM MgCl,
und 10 mM MgSO;, versetzt, mit 1 mL einer TOP10 Ubernachtkultur inokuliert und bei 37 °C
schittelnd bis zum Erreichen einer ODgoo von 0,5 inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
durch Zentrifugation (3000 rpm, 15 min, 4 °C) geerntet, das Zellpellet in 33 mL eiskalter RF1-
Losung resuspendiert und fir 30-60 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
(3000 rpm, 15 min, 4 °C) wurde das Zellpellet in 5 mL RF2-Lésung resuspendiert und flr
15 min auf Eis inkubiert. Schlief3lich wurden Aliquots zu je 50 pL in 1,5 mL Reaktionsgefalle

transferiert, diese in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

RF1-Lésung RF2-Lésung

100 mM RbCI 10 mM MOPS

50 mM MnCl; x 4 H.O 10 mM RbCl

30 mM KAc 75 mM CaCl; x 2 H20

10 mM CaCl; x 2 H20 15% (v/v) Glycerin in H2Opig.

15% (v/v) Glycerin in H2Opiq. Mit NaOH auf pH 5,8 einstellen und steriffiltrieren

Mit Essigsaure auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrieren

Transformation von E. coli
Fir die Transformation wurden Aliquots der bei -80°C gelagerten chemisch kompetenten
Zellen fur 10 min auf Eis aufgetaut und mit folgender Menge Plasmid-DNA oder

Ligationsansatz versetzt:
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Retrafo 1 uL DNA
TOPO-Klonierung 5 uL DNA
Ligation 10 L DNA
Bsal-Ligation 2 uL DNA

Anschlielend wurde der Transformationsansatz fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem 45-
seklndigen Hitzeschock bei 42 °C wurden 250 yL dYT-Flissigmedium zugegeben. Nach 30
min schuittelnder Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen auf selektivem YT-Festmedium

ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.2.2. Arbeiten mit U. maydis

Kultivierung

Stamme von U. maydis wurden aus bei -80 °C gelagerten Glycerinkulturen auf CMg-
Festmedium, ggf. mit passendem Antibiotikum, ausgestrichen und bei 28 °C inkubiert. Bis zu
ihrer Verwendung wurden die Kulturen auf Festmedium bis zu vier Wochen bei 4 °C gelagert.
Diese wurden zur Inokulation von YL-Flissigmedium genutzt, welche tiber Nacht bei 28 °C auf
einem Drehrad bei 200 rpm inkubierten. Von diesen wurde eine Hauptkultur in CMg- oder YL-
Flissigmedium angesetzt, welche Uber Nacht bei 28 °C bei 200 rpm schittelnd inkubiert
wurde. Dabei betrug das Volumen der Kultur maximal ein Flnftel des nominalen Volumens

verwendeten Schikanekolbens.

Bestimmung der Zelldichte von U. maydis
Die Zelldichte von U. maydis wurde auf dieselbe Art bestimmt wie die flir E. coli. Eine ODego

von 1,0 entspricht etwa 1-5 * 107 Zellen.

Herstellung von Protoplasten von U. maydis

Fir die Herstellung von Protoplasten aus U. maydis wurde ein modifiziertes Protokoll nach
(Gillissen et al., 1992, Schulz et al., 1990, Bosch et al., 2016) verwendet. Dazu wurde eine
Hauptkultur in 50 mL YL-Flussigmedium mit einer Vorkultur inokuliert und Uber Nacht
schittelnd bei 200 rpm bei 28 °C inkubiert. Bei einer ODggo von 0,6-1,0 wurde die Kultur fir
5 min bei 3000 rpm abzentrifugiert, das Zellpellet mit 20 mL SCS-Puffer resuspendiert und
erneut fur 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Anschlie®end wurde das Pellet in 2 mL
Protoplastierungslosung (12,5 mg/mL Glucanex in SCS-Puffer, sterilfiltriert; Glucanex wird als
Trichoderma Lysing Enzymes (L1412) von Sigma Aldrich vertrieben) resuspendiert und fur 5-
20 min bei RT inkubiert bis etwa 70 % der Zellen mikroskopisch sichtbar protoplastiert waren.
Dann wurden die Zellen vorsichtig mit 10 mL eiskaltem SCS-Puffer versetzt und fir 5 min bei
2400 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde weitere zwei Mal durchgefuhrt.

AnschlieRend wurde das Pellet in 10 mL eiskaltem STC-Puffer resuspendiert, erneut fiir 5 min
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bei 2400 rpm und 4 °C zentrifugiert und schlieRBlich in 1 mL eiskaltem STC geldst. Die
Protoplasten wurden zu je 100 pL in vorgekihlte 2 mL Reaktionsgefalie aliquotiert. Bis zur

Verwendung wurden die Protoplasten bei -80 °C gelagert.

SCS-Puffer STC-Puffer
20 mM Na-Citrat (pH 5,8) 50 % (v/v) 2 M Sorbitol
1 M Sorbitol 1,0 % (v/v) 1 M Tris/HCI (pH 7,5)
in H2Opig, 10 % (v/v) 1 M CaCl;
In H2Ovig.

Transformation von U. maydis

Die Transformation wurde durchgefiihrt nach Bdsch et al. (Bdsch et al., 2016). Bei -80 °C
gelagerte Protoplasten von U. maydis wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 uL Heparinlésung und
1 pg DNA versetzt und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden 500 pyL STC/PEG
hinzugefugt und durch vorsichtiges Invertieren gemischt. Nach 15 min auf Eis wurden die
transformierten Protoplasten auf Regenerationsmedium ausgestrichen. Dieses besteht aus
zwei gleich dicken Schichten, wobei nur in der unteren Schicht Antibiotikum zugesetzt wurde.
Diese Platten wurden stets kurz vor dem Ausbringen der Protoplasten hergestellt. Die
Inkubation erfolgte bei 28 °C flir 5-10 Tage, bis Kolonien sichtbar wurden. Anschliel3end

wurden die Kolonien auf CMg-Festmedium mit entsprechendem Antibiotikum vereinzelt.

Heparinldsung STC/PEG

15 mg/mL Heparin 60 % (v/v) STC-Puffer
in HzOpia. 40 % (w/v) PEG 4000
sterilfiltriert

4.2.3. Arbeiten mit T. thlaspeos

Kultivierung

Zur Kultivierung von T. thlaspeos wurden ca. 1,2 mL einer Kryokultur in 10-20 mL YL-
Flissigmedium in einem Schikanekolben inokuliert und bei 18-20 °C schiittelnd bei 200 rpm
inkubiert. Bei der Kultivierung betrug das Volumen der Kultur maximal ein Flnftel des
nominalen Volumens verwendeten Schikanekolbens. Die restlichen 500 uL der Kryokultur
wurden auf YL-Festmedium mit Phytagel oder Pflanzenagar ausgebracht, mit Nescofilm
versiegelt und bei 18-20 °C inkubiert, bis sie sichtbar angewachsen waren. Die erste
Subkultivierung in Flissigmedium erfolgte meist 4-10 Tage spater, wenn die Kultur sichtbar
dichter erschien. Weitere Subkultivierungen wurden alle 3-4 Tage durchgefihrt, indem die
Kultur auf eine ODggo von 0,05 in neuem YL-Flussigmedium inokuliert wurde. Auf diese Weise
wurden die Kulturen etwa sechs Monate weiter subkultiviert, dann wurden neue Kulturen aus

Kryokulturen angeimpft. Kryokulturen wurden aus exponentiell wachsenden Kulturen
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hergestellt, indem die Kultur 1:1 mit NSY-Glycerin gemischt und sofort bei -80 °C gefroren
wurde. Fir die Messung einer Wachstumskurve wurde die Kultur auf eine ODgoo = 0,05
eingestellt und Uber 10 Tage taglich die ODeoo und das Frischgewicht gemessen. Dazu wurden
10 mL der Kultur durch einen CellStrainer (40pm, VWR, Darmstadt, Deutschland) gefiltert,
restliches Medium am CellStrainer von unten abpipettiert und gewogen. Anschlieend wurden
die Werte gegen die Zeit und gegeneinander aufgetragen.

Die Kultivierung von Hygromycin-resistenten Transformanten erfolgte fur einige Monate nach

demselben Prinzip in YL-Flussigmedium mit 10 yg/mL Hygromycin B.

Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte wurde bei T. thlaspeos auf dieselbe Weise bestimmt wie flr E. coli und
U. maydis. Aufgrund des mycelartigen Wachstums von T. thlaspeos wurde in dieser Arbeit
nicht die Zellzahl pro Volumen, sondern das Frischgewicht bestimmt. Das Frischgewicht von
exponentiell wachsenden T. thlaspeos-Kulturen betragt pro mL in YL etwa das 22-fache der
ODGOO-

Bestimmung der MIC von Antibiotika fur T. thlaspeos

Fir die Kultivierung wurden exponentiell wachsende Kulturen in CellStrainer (40pm, VWR,
Darmstadt, Deutschland) abfiltriert und in sterilem YL-Flissigmedium auf eine ODggo von 3
bzw. 1 eingestellt. Hiervon wurden 10 pL auf YL-Festmedien und auf YMPG-
Regenerationsmedium, jeweils mit 0,6 % Pflanzenagar oder 1 % Phytagel, getropft. Nach
kurzem Antrocknen wurden die Platten mit Nescofilm versiegelt und bei 18-20 °C fiir 8 Wochen
inkubiert. Die Platten wurden mit einer stationar angebrachten Canon PowerShot AG50 IS-

Kamera (Canon Deutschland GmbH, Krefeld, Deutschland) fotografiert.

Kultivierung im Mikrobioreaktor

Fir die Kultivierung von bis zu 48 parallelen Kulturen in kleinem Volumen mit online-Erfassung
von Wachstum und Fluoreszenz wurde der BioLector | (m2p Labs, Baesweiler, Deutschland)
verwendet. Hierzu wurden exponentiell wachsende Kulturen in sterilem YL-Flissigmedium auf
eine ODggo von 0,05 in Round-Well-Platten (m2p Labs, Baesweiler, Deutschland) oder Flower-
Platten (m2p Labs, Baesweiler, Deutschland) mit einer Folie mit verdunstungsreduzierender
Schicht (F-GPR48-10, m2p Labs, Baesweiler, Deutschland) oder atmungsaktiver Folie
(2721573, Sigma) in 1000 pL Fullvolumen eingestellt, sofern nicht anders vermerkt. Die
Inkubation erfolgte im BioLector | bei 20 °C, aktivierter Humiditatskontrolle (85 %) und Uber
10 Tage schuttelnd fur Round-Well-Platten bei 1000 rpm und Flower-Platten bei 1500 rpm. Es
wurden immer drei technische Replikate inokuliert und das entsprechende Kulturmedium als

Leerprobe als einzelnes technisches Replikat mitgeflhrt. Die Messung erfolgte alle 30 min
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unter Verwendung folgender Filtersets: Biomasse Aex = 620 nm / Aem = 620 nm, GFP Aex =
488 nm / Aem = 520 nm, mCherry Aex = 580 nm / Aem = 610 nm. Die Gains betrugen fur den
Biomasse-Channel 5, fur den GFP-Channel 80 und fur den mCherry-Channel 100, sofern nicht
anders vermerkt. Bei der Datenauswertung wurde der Wert der Biomasse der Leerprobe von
der der Probe subtrahiert und gegen die Zeit in einem Graphen dargestellt. Fir die
Verarbeitung und Auswertung der Daten wurde die Computerapplikation BioLection sowie

Prism verwendet.

Etablierung der Protoplastierungsbedingungen

Fir die Identifikation geeigneter Zellwandabbauender Enzyme wurden die Protokolle von
anderen Pilzen (Bdsch et al., 2016, Zuccaro et al., 2009, de Bekker et al., 2009, Rabe et al.,
2016) zunachst mit T. thlaspeos getestet. Dazu wurden Zellen aus Kulturen im CellStrainer
(40um, VWR, Darmstadt, Deutschland) oder Miracloth  aufgefangen, in
Protoplastierungslésung gewaschen und in der jeweiligen Enzymldésung resuspendiert. Die
Inkubation erfolgte wie individuell angegeben. Der Protoplastierungserfolg und -fortschritt
wurde mikroskopisch beobachtet.

Fir die Quantifizierung der Protoplastenzahl in den verschiedenen Protoplastierungspuffern
sowie fur die Tests zur idealen Enzymkonzentration und -kombination wurde stets dasselbe
Verhaltnis von Zellen zu Enzymmenge eingesetzt (0,352 g Frischgewicht und 1,8 mL
Enzymldésung) und die Zellen 30 min bei RT inkubiert. Die Quantifizierung der Protoplastenzahl
erfolgte mit einer Neubauer-Zahlkammer (Kammertiefe 0,01 mm). Die Tests zur idealen

Enzymkonzentration und -kombination wurden mikroskopisch ausgewertet.

TPP1 TPP2
0,1 M Citrat-Puffer 0,02 M Citrat-Puffer
0,01 M EDTA 1,2 M MgSOg4
1,2 M MgSO4 In H20piq.
In H2Opiq.
TPP3 TPP4
0,02 M MES 0,1 M Citrat-Puffer
1,2 M MgSO4 0,01 M EDTA
In H2Opiq. 1 M Sorbitol
In H2Opiq.
E

0,02 M Citrat-Puffer
0,4 M Saccharose
In H2Opiq.
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Herstellung von Protoplasten aus T. thlaspeos

Zur Herstellung von Protoplasten aus T. thlaspeos wurden exponentiell wachsende Zellen aus
3-4 Tage alten Kulturen in YL verwendet (ODeoo = 0,5-0,8). Ein Volumen, das 1,8 g
Frischgewicht entspricht wurde mit einem CellStrainer (40pm, VWR, Darmstadt, Deutschland)
abfiltriert und mit 20 mL TPP1 gewaschen. Mit einem sterilen Spatel wurden die Zellen aus
dem CellStrainer in ein 50 mL-Reaktionsgefal® mit 9 mL Protoplastierungslésung (20 mg/mL
Glucanex (Trichoderma Lysing Enzymes (L1412), Sigma Aldrich) mit 10 mg/mL Yatalase
(Takara Bio, Kusatsu, Japan) in TPP1, sterilfiltriert) Gberfihrt und alle 10 min vorsichtig
geschwenkt. Nach 30 min waren die Zellen fast vollstandig protoplastiert und nur wenige
Zellreste zu sehen. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle Schritte mit gekuhlten Puffern und auf
Eis durchgefuhrt. Nach Zugabe von 15 mL TPP1 wurden Aliquots zu je 6 mL in 15 mL-
Reaktionsgefale Uberfuhrt, vorsichtig mit 5 mL kaltem Sammelpuffer Gberschichtet und diese
in einem Ausschwenkrotor fir 15 min bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die Protoplasten
waren nun in der Interphase angereichert und wurden in ein 50 mL-Reaktionsgefald tberfuhrt
und mit demselben Volumen STC versetzt. Anschlieliend wurden die Protoplasten fiir 10 min
bei 5000 rpm und 4 °C in einem Ausschwenkrotor zentrifugiert, in 5 mL STC geldst und erneut
fur 10 min bei 5000 rpm und 4 °C in einem Ausschwenkrotor zentrifugiert. SchlieRlich wurden

die Protoplasten in 800 uL STC geldst und sofort fiir die Transformation verwendet.

TPP1 Sammelpuffer

0,1 M Citrat-Puffer, pH 5,8 0,1 M Tris/HCI, pH7
0,01 M EDTA 0,6 M Sorbitol

1,2 M MgSO4 In H20pia.

In HzOpig.

STC

50 % (v/v) 2 M Sorbitol

1,0 % (viv) 1 M Tris/HCI (pH 7,5)
10 % (viv) 1 M CaClz

In H2Opiq.

Transformation von T. thlaspeos

Die Transformation der Protoplasten von T. thlaspeos erfolgte direkt nach deren Herstellung
und entspricht weitestgehend dem Protokoll von U. maydis (Gillissen et al., 1992, Schulz et
al., 1990, Bosch et al.,, 2016). Pro Transformationsreaktion wurden 100 pL der
Protoplastenlésung verwendet. Sie wurde mit 1 yL Heparin und 10 pg linearisierter und
aufgereinigter DNA (in maximal 10 pL H2Oria.) oder H2Ovig. versetzt, vorsichtig gemischt und
10 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden 500 pL STC/PEG hinzugegeben, das
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Reaktionsgefald vorsichtig invertiert und fir 15 min auf Eis inkubiert. Schlie8lich wurden die
transformierten Protoplasten auf YMPG-Regenerationsmedium mit 0,6 % Pflanzenagar
ausgebracht. Dieses bestand aus zwei gleich dicken Schichten, wobei nur in der unteren
Schicht Antibiotikum zugesetzt wurde. Diese Platten wurden stets kurz vor dem Ausbringen
der Protoplasten hergestellt. Die Protoplasten wurden bei 18-20 °C inkubiert. Die Platten
waren nach zwei Tagen getrocknet und wurden mit Nescofilm versiegelt. Nach 4-8 Wochen
Inkubation waren die Protoplasten zu Kolonien angewachsen. Um ggf. langsamer wachsende
Transformanten erhalten zu kdénnen, wurden die Platten auch dariber hinaus fir einige
Wochen inkubiert und beobachtet.

Um zu bestimmen, welches Geliermittel fir die Regeneration besser geeignet ist, wurden mit
Wasser transformierte Protoplasten zudem auf YMPG-Regenerationsmedium mit 1 %

Phytagel ohne Antibiotikum ausgebracht und genauso inkubiert.

Heparinlésung STC/PEG

15 mg/mL Heparin 60% (v/v) STC-Puffer
in H2Opiq, 40% (w/v) PEG 4000
sterilfiltriert

Trypanblau-Farbung von T. thlaspeos Protoplasten

Um bei Protoplasten eine intakte Membran nachzuweisen, wurde die Trypanblau-Farbung
modifiziert nach Ludidi et al. und Blachutzik et al. (Ludidi et al., 2004, Blachutzik et al., 2012).
Hierzu wurde eine 20 %-ige (w/v) Trypanblau-Losung in STC hergestellt. In einem 1,5 mL-
Reaktionsgefalt wurden 2,5 uL aufgereinigte Protoplasten in STC mit 2,5 uL der Trypanblau-
Loésung und 5 uL STC oder 5 pL reinem Ethanol vorsichtig gemischt und fir 10 min auf Eis

inkubiert. Die Protoplasten wurden anschlielend mikroskopiert.

4.3. Molekularbiologische Methoden

Die hier aufgeflihrten molekularbiologischen Standardmethoden wurden modifiziert nach
Ausubel et al. und Sambrook et al. (Ausubel et al., 1987, Sambrook et al., 1989).

4.3.1. Isolierung von Nukleinsduren
Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli
Die Isolierung erfolgte nach der modifizierten Methode der ,kochenden Lyse“ nach Sambrook
et al. (Sambrook et al., 1989). Dazu wurde eine Ubernachtkultur von E. coli in selektivem
Medium bei 37 °C auf einem Drehrad bei 200 rpm angezogen und 1,75 mL durch
Zentrifugation bei 13.000 rpm fir 2 min bei RT geerntet. Das Zellpellet wurde in 200 yL STET

resuspendiert, mit 20 yL Lysozymlésung versetzt und fur eine Minute bei 95 °C inkubiert.
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AnschlieRend wurde die Suspension 15 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das entstandene
Zellpellet wurde mit Hilfe eines Zahnstochers entfernt. Die verbleibende Lésung wurde mit
20 pyL 3 M Natriumacetat (pH 5,3) und 500 uL Isopropanol zur Fallung der DNA versetzt und
mehrfach invertiert. Nach der Zentrifugation fur 10 min bei 13.000 rpm wurde das DNA-Pellet
mit 200 uL 70 % Ethanol gewaschen und flr 10 min bei 37 °C getrocknet. Schliel3lich wurde
es in 100 yL TE/RNase A geldst. Die so gewonnene DNA wurde bei -20 °C gelagert.

STET Lysozyml&sung TE/RNase A

50 mM Tris-HCI, pH 8,0 10 mg/mL Lysozym 10 mM Tris-HCI, pH 7,9
50 mM Nax-EDTA 10 mM Tris/HCI, pH 8 1 mM Nax-EDTA

8 % (w/v) Saccharose In H2Ovig. 20 pyg/mL RNase A

5 % (w/v) Triton X-100 In H2Opig.

In H2Ovig.

autoklavieren

Praparation von genomischer DNA aus U. maydis

Fir die Isolierung genomischer DNA aus U. maydis wurde die Phenol-freie Methode nach
Bosch et al. (Bésch et al., 2016) verwendet. Hierzu wurde eine 5 mL Kultur bei 28 °C auf einem
Drehrad bei 200 rpm flir etwa 24 h angezogen. In einem 2 mL Reaktionsgefall wurden etwa
200 pL Glasperlen und 2 mL der Vorkultur fiir 2 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde mit 500 yL Usti-Lysispuffer 2 versetzt und fir 15 min schittelnd auf einem Vibrax (IKA
Werke) bei 1000 rpm inkubiert. Die Probe wurde dann fiir 20 min bei 65 °C und anschlieend
fur 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 100 pyL 8 M Kaliumacetat zur Proteinprazipitation
wurde die Probe etwa 10-mal invertiert und fiir 15 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Von dem
entstandenen Uberstand wurden 500 uL in ein neues 1,5 mL ReaktionsgefaR mit 400 uL
Isopropanol Uberfihrt. Nach 10-maligem invertieren folgte eine Zentrifugation fir 15 min bei
13.000 rpm. Das Pellet wurde mit 200 yL 70 % Ethanol gewaschen und nach Zentrifugation
fir 5 min bei 13.000 rpm fiir 5 min bei 50 °C getrocknet. SchlieRlich wurde das Pellet in 50 pyL
TE/RNase A bei 50 °C fir 10-15 min bei 400 rpm geldst. Die so gewonnene genomische DNA
wurde bei -20 °C gelagert.

Usti-Lysispuffer 1 Usti-Lysispuffer 2 TE-Puffer 1

10 mM Tris-HCI, pH 8 50 % (v/v) Usti-Lysispuffer 1 10 mM Tris-HCI, pH 7,9
100 mM NaCl 50 % TE-Puffer 1 1 mM Na2-EDTA

1 % (w/v) SDS in HzOpig.

2 % (wl/v) Triton x-100

5 mM EDTA

in H2Opig.
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Praparation von genomischer DNA aus T. thlaspeos

Fur die lIsolation genomischer DNA aus T. thlaspeos wurden Kulturen in YL aus der
exponentiellen Wachstumsphase verwendet. Etwa 10 mL der Kultur wurde durch einen
CellStrainer (40um, VWR, Darmstadt, Deutschland) gefiltert, die Zellen in ein 2 mL
Reaktionsgefal® mit etwa 200 pL Glasperlen Gberfihrt und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Der Zellaufschluss wurde in einer Schwingmuhle (MM400, Retsch, Haan,
Deutschland) bei einer Frequenz von 30 Hz fur 5 min durchgefiihrt. Dieser Vorgang wurde
insgesamt drei Mal durchgefuhrt, wobei die Proben sowie deren Halterung vor jedem
Durchgang in flussigem Stickstoff gekuhlt wurden. Anschlieend folgte in der Regel das oben
beschriebene Phenol-freie Protokoll fiir die Isolation genomischer DNA aus U. maydis. Die so
gewonnene genomische DNA wurde bei -20 °C gelagert.

Fir die Sequenzierung genomischer DNA der Transformanten LF1_hpt-gfp und LF2_hpt-
mcherry wurde, wie fir die Sequenzierung der Ausgangsstamme (Courville et al., 2019), ein
Phenol-basiertes Protokoll (Bésch et al.,, 2016) verwendet. Hierzu wurde nach dem
Zellaufschluss in der Schwingmuhle 500 pL Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und
500 pL Usti-Lysispuffer 1 (siehe ,Praparation von genomischer DNA aus U. maydis *)
hinzugegeben und fiir 6 min auf einem Vibrax (IKA Werke) schittelnd bei 1000 rpm inkubiert.
Nach einer Zentrifugation fir 15 min bei 13.000 rpm wurden 400 uL der oberen, wassrigen
Phase in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefal® mit 1 mL 100 % Ethanol Gberflhrt. Die Probe
wurde dreimal invertiert und dann flir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde
mit 200 yL 70 % Ethanol gewaschen und fur 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Schlief3lich
wurde es in 50 yL TE/RNase fiir 10 min bei 50 °C schuttelnd bei 400 rpm geldst. Die so

gewonnene genomische DNA wurde bei -20 °C gelagert.

4.3.2. Arbeiten mit Nukleinsduren
Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren
Die Konzentration von Nukleinsauren wurde mit einem NanoDrop ND-2000c
Spektrophotometer (Thermo Scientific) anhand der Absorption bei einer Wellenlange von
260 nm gemessen. Zuvor erfolgte die Messung der Leerprobe mit dem jeweiligen
Losungspuffer. Es wurde immer 1 uL der Probe fiir die Messung eingesetzt. Auch die Reinheit
der Probe konnte anhand des Quotienten der gemessenen Absorption bei 260 nm und 280 nm

errechnet werden.

Restriktionsendonukleolytische Reaktionen
Fir praparative und analytische Zwecke wurden Restriktionsenzyme von NEB (New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) verwendet. Die eingesetzte DNA-Menge,

Enzyme und Gesamtvolumen richteten sich nach dem Verwendungszweck. Die
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Inkubationstemperatur richtete sich nach den Herstellerangaben fir das verwendete Enzym.

Die Inkubationszeit wurde fir den jeweiligen Verwendungszweck angepasst.

Analytische Praparative Reaktion fiir Reaktion fiir
Reaktion Reaktion Transformationsfragmente = Southern-
Analyse
Plasmid-DNA 0,5-2 uL 5-20 pL 40 L 20 uL
NEB-Puffer (10x) 2 L 5L 10 L 3L
Restriktionsenzym 0,5-1 U 1-2U 3-6U 1-3U
H20viq. ad 20 L ad 50 pL ad 100 L ad 30 pL
Inkubationszeit 1-2 h 4-6 h Uber Nacht Uber Nacht

Dephosphorylierung von linearer DNA

Um die Ligation restringierter DNA-Fragmente zu verhindern, konnten deren 5‘-Enden
phosphoryliert werden. Dazu wurde nach abgeschlossener Restriktion folgende Komponenten
hinzugefugt:

20 pl Restriktionsansatz

5 pl Reaktionspuffer (10x)

3 U Alkalische Phosphatase
ad 50 pl in H2Opig.

Die Inkubation erfolgte fir 30 min bei 37 °C. AnschlieRend wurde der gesamte Ansatz

elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt und die entsprechenden Banden extrahiert.

Ligation von Nukleinsaurefragmenten
Nukleinsaurefragmente wurden mit einer T4-Ligase (Roche) ligiert. Das Verhaltnis zwischen
dem Resistenz-kodierenden Fragment und dem Insert betrug bei zwei Fragmenten 1:3 und

bei mehreren Fragmenten 1:1.

Ligationsansatz (Quick) Ligationsansatz
X uL DNA-Fragmente X pL DNA-Fragmente
2 pL Puffer (10x) 10 pL Puffer (2x)

1 uL T4-DNA-Ligase 1 pL Quick-Ligase

ad 20 pL H2Opia. ad 20 pL HzOpia.
Inkubation: Uber Nacht, 16 °C Inkubation: 15 min, RT

Golden-Gate-Klonierung

Die Golden-Gate-Klonierung (Terfrichte et al., 2014) ist eine Methode, in der Restriktion und
Ligation von Nukleinsauren in einem Arbeitsschritt durchgefiihrt werden kénnen, da die
Erkennungs- und Schnittsequenzen der verwendeten Restriktionsendonukleasen (hier Bsal
oder Sapl, NEB) nicht Gberlappen. So entstehen nach der Restriktion variable sticky ends. Die

Position von Erkennungs- und Schnittsequenzen wird so gewahlt, dass die
160



Material und Methoden

Erkennungssequenz nach der Restriktion nicht in den zu ligierenden Fragmenten vorliegt. Dies

ermOglicht die Ligation der gewlnschten Fragmente in der gewunschten Orientierung aus

einem oder mehreren sog. Lagerplasmiden und/oder beispielsweise PCR-Produkten.

Reaktionsansatz
75 ng je Plasmid

40 ng DNA-Fragmente

0,75 pL T4-DNA-Ligase

0,5 L Bsal-HF oder Sapl-HF
1,5 uL NEB-Puffer (10x)

ad 15 pL mit H2Opig.

4.3.3. Polymerase-Kettenreaktion

Thermocycler-Programm

37 °C/2min
16 °C /5 min
37 °C /25 min
50 °C /5 min
80 °C/5 min
16 °C

Zyklen
50

50
1

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde modifiziert nach Innis et al. (Innis et al., 1990)

durchgefuhrt. Fur die Amplifizierung von DNA-Fragmenten fur die Klonierung wurde mit der

Phusion Polymerase von NEB gearbeitet. Fir diagnostische PCRs wurde eine selbst

hergestellte Phusion Polymerase verwendet, welche im Vergleich zur kommerziellen Version
weniger effizient ist. FUr die PCR wurden die Thermocycler PTC110 / 200 (MJ Research, St.

Bruno, Quebec, Kanada) oder der Labcycler (SensoQuest GmbH, Géttingen, Deutschland)

verwendet.

Reaktionsansatz

10-100 ng Matrizen-DNA

0,5 L dNTPs (25 mM)

0,5 L Oligonukleotide (je 100 uM)
0,5 yL Phusion Polymerase

5 pL Phusion HF-Puffer (10x)

ad 50 pL mit HaOpig.

Thermocycler-Programm

Initiale Denaturierung

Amplifikation
Denaturierung
Hybridisierung

Elongation (30 s / 1 kb)

Endelongation

98 °C/ 1 min
35 Zyklen
98°C/10s
65°C/20s
72°C/X

72 °C/8 min

Fir die Amplifikation von Sequenzen von T. thlaspeos wurde der GC-Puffer von NEB und

langere Denaturierungszeitraume gewahlt:

Reaktionsansatz

10-100 ng Matrizen-DNA

0,5 uL dNTPs (25 mM)

0,5 uL Oligonukleotide (je 100 uM)
0,5 pL Phusion Polymerase

10 yL Phusion GC-Puffer (5x)

ad 50 pL mit HaOpig.

Thermocycler-Programm

Initiale Denaturierung
Amplifikation
Denaturierung

Hybridisierung

Elongation (30 s / 1 kb)

Endelongation

98 °C /2 min
35 Zyklen
98°C/20s
65°C/20s
72°C/X

72 °C /8 min
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4.3.4. Auftrennung und Nachweis von Nukleinsauren

Auftrennung von Nukleinsauren durch Gelelektrophorese

Durch die Gelelektrophorese konnten Nukleinsdure-Fragmente ihrer GroRe nach aufgetrennt
werden. Hierflur wurde das TAE-Puffersystem genutzt. Agarosegele wurden mit TAE-Puffer je
nach GrofRRe der Nukleinsdure-Fragmente in einer Konzentration von 0,8-2 % angesetzt,
aufgekocht und auf 55-60 °C abgekihlt. Anschlielend wurde Ethidiumbromid zu einer
Endkonzentration von 1 pg/mL hinzugegeben. In einem Gelschlitten mit Kamm flr die Taschen
wurde das Gel in Form gegossen. Nach 30 min konnte das Gel verwendet werden. Hierfir
wurde es in eine Laufkammer mit 1x TAE-Puffer Gberflihrt. Die Nukleinsduren wurden mit
Auftragspuffer gemischt und in die Taschen pipettiert. Dauer und Stromspannung der
Gelelektrophorese wurden je nach Grofle der erwarteten Fragmente angepasst. Der
Fortschritt der Gelelektrophorese konnte anhand der Lauffront des Auftragspuffers

nachverfolgt werden.

TAE-Laufpuffer (50x) Auftragspuffer

2 M Tris-Acetat 30 % 30 % (viv) Glyzerin

100 mM Naz-EDTA 0,4 % (w/v) Bromphenolblau
in H2Opiq. ad 20 pL HxOpig.

Praparation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach einer Gelelektrophorese konnten die DNA-Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten
werden. Hierzu wurden die mit Ethidiumbromid gefarbten DNA-Fragmente auf einem UV-Tisch
(TCP-20.LM, Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell, Deutschland) visualisiert und
das gewiinschte mit einem Skalpell ausgeschnitten werden. Anschliefiend konnte die DNA mit

dem Monarch DNA Gel Extraction Kit extrahiert werden.

Transfer von DNA-Fragmenten auf eine Nylonmembran (Southern-Blot)

Zum Transfer von DNA auf eine Nylonmembran wurde ein modifiziertes Protokoll nach
Southern verwendet (Southern, 1975). Nach der Restriktionsendonukleolyse genomischer
DNA wurden die entstandenen DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese ihrer GroRe nach
aufgetrennt. AnschlieRend wurde das Agarosegel je 20 min in 0,25 M HCI, DENAT- und
RENAT-L6sung vorsichtig schwenkend inkubiert. Der Transfer auf eine Nylonmembran
(Hybond-N+, GE Healthcare Life Sciences) erfolgte mittels Kapillar-Blot, welcher
folgendermalien aufgebaut wurde: Auf einen Behalter mit Transfer-Losung (20x SSC)
wurde eine Glasplatte gelegt. Auf diese Glasplatte wurde ein Whatman-Papier gelegt,
dessen Enden in die Transfer-Losung darunter reichten. Auf diese Salzbricke wurde das
Agarosegel platziert, auf welches wiederum die passend zugeschnittene Nylonmembran

und zwei passend zugeschnittene Whatman-Papiere gelegt wurden. Zuletzt wurde ein
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Stapel Papiertiicher und ein Gewicht aufgelegt. Dabei wurde darauf geachtet, dass eine
gleichmalige Belastung vorliegt und die Transfer-Losung nicht direkt von der Salzbricke
in die Papierticher gelangen kann. Die Transfer-Losung wurde durch Kapillarkrafte aus
dem Behalter Uber die Salzbricke, das Agarosegel, die Membran und die Whatman-
Papiere in die Papierticher gesogen, wodurch die DNA-Fragmente aus dem Agarosegel
auf die Nylonmembran Ubertragen wurden. Der Kapillar-Blot erfolgte Gber Nacht oder,
wenn die Papierticher alle 15-30 min gewechselt wurden, fir 4h. Anschlie®end wurden
die DNA-Fragmente auf der Nylonmembran durch UV-Bestrahlung (120 mJ/cm?) in einer
UV-Kammer (BLX-254; Vilber Lourmat) fixiert.

20x SSC DENAT-L6sung RENAT-L6sung
3 M NaCl 1,5 M NaCl 1,5 M NaCl

300 mM Na-Citrat x 2 H20 400 mM NaOH 282 mM Tris-HCI
in H2Ogig. in H2Ogig. 218 mM Tris

Mit HCI auf pH 7,0 einstellen in H2Ouiq.

Spezifischer Nachweis immobilisierter Nukleinsauren (Southern-Analyse)

Zum Nachweis gewilnschter DNA-Fragmente wurden genspezifische Sonden hergestellt.
Diese wurden durch den Einbau von Digoxigenin-11-dUTP (DIG) wahrend der PCR markiert,
welche eine spatere Detektion mittels Chemilumineszenz ermdéglicht. Die Markierung erfolgte
analog zu den beschriebenen PCR-Reaktionen. Die Nylonmembran mit den fixierten DNA-
Fragmenten wurde zunachst mit 20 mL Southern-Hybridisierungspuffer flir 30 min bei 65 °C
in einer Hybridisierungsréhre drehend inkubiert. die DIG-markierte Sonde wurde in 15-20 mL
Southern-Hybridisierungspuffer aufgenommen und fir 10 min bei 99 °C aufgekocht. Der
Hybridisierungspuffer auf der Membran wurde durch den mit der DIG-markierten Sonde ersetzt
und Uber Nacht bei 65 °C drehend inkubiert. Dann wurde die Membran fiir je 15 min bei 65 °C
drehend mit den Southern-Waschpuffern I, Il, und lll gewaschen. AnschlieRend wurde die
Membran fir 5 min bei RT mit DIG-Waschpuffer gewaschen und fir 30 min bei RT mit DIG2-
Puffer blockiert. Darauthin wurde die Membran mit einer DIG2-Antikdrperlésung (Anti-
Digoxigenin-AB Fab-Fragmente, Roche 1:10.000 in DIG2-Puffer) flr 30-60 min drehend bei
RT inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit DIG-Waschpuffer fir 15 min drehend bei RT
wurde die Membran flir 5 min drehend bei RT mit DIG3 aquilibriert. Die Membran wurde
schlieBlich in einer Plastikfolie fir 5 min bei RT mit einer Chemilumineszenzlésung (CDP-Star,
Roche, 1:100 in DIG3) inkubiert. Das Chemilumineszenzsignal wurde mit dem
Aufnahmesystem ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences) detektiert.
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20x SSPE

3 M NaCl

200 mM Naz2HPO4
20 mM Naz-EDTA
in HaOpig.

pH- Wert 7,4

Denhardt-Lésung

2 % (v/v) 20BSA Fraktion V
(Sigma A-9647)

2 % (v/v) Ficoll

52 % (v/v) PVP (Sigma PVP-360)
in HaOpiq.

Southern-Hybridisierungspuffer

Southern-Waschpuffer |

2x 20x SSPE
0,1 % SDS (10 %)
in H2Opig.

Southern-Waschpuffer Il

1x 20x SSPE
0,1 % SDS (10 %)
in H2Ovig.

Southern-Waschpuffer l|

26 % (v/v) 20x SSPE

5 % (v/v) Denhardt-Losung
5 % (viv) (SDS 10%)

in H2Opiq,

0,1x 20x SSPE
0.1 % SDS (10 %)
in H2Ovig.

Material und Methoden

DIG1

100 mM Maleinsaure
150 mM NaCl

in H20ig.

pH-Wert 7,5

DIG2
1 % (w/v) Magermilchpulver in
DIG1

DIG3

100 mM Tris-HCI
100 mM CaCl;
in H2Opig.
pH-Wert 9,5

DIG-Waschpuffer
0,3 % Tweem-20 in DIG1

4.3.5. Sequenzierung
Die Sequenzierungen wurden meist durch die Firma Eurofins Genomics (Eurofins MWG
GmbH, Ebersberg, Deutschland) durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mit den Programm

Clone Manager 9 ausgewertet. Vor dem Einsenden wurde die DNA aufgereinigt.

Sequenzierungsansatz
15 uL aufgereinigte Plasmid-DNA (50-10 ng/uL)
2 pL Oligonukleotid (10 uM)

Bei nicht zeitkritischen Sequenzierungen wurde der Sequenzierservice der Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen genutzt. Die Sequenzierung erfolgte nach der BigDye v3.1-
Methode. Die Ergebnisse wurden mit den Programm Clone Manager 9 ausgewertet. Vor dem

Einsenden wurde die DNA aufgereinigt.

Sequenzierungsansatz

250 ng Plasmid-DNA

3,2 pmol Oligonukleotid

ad 7 pyL mit 10 mM Tris/HCI, pH 8,5
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4.4. Mikroskopie und Bildbearbeitung
4.4.1. Mikroskop-Aufbau und Steuerung

Fiar mikroskopische Analysen wurde das Zeiss (Oberkochen, Deutschland) Axio Imager M1
System von Visitron Systems verwendet. Es war mit einer Spot-Pursuit CCD-Kamera (charge-
coupled device; Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA) und Plan Neofluar
Objektivlinsen (40x und 100x, numerische Apertur [NA] 1,3; 63x, NA 1,25) ausgestattet und
wurde mit dem Programm MetaMorph (Version 7, Molecular Devices, Sunnyvale USA)

gesteuert.

4.4.2. Fluoreszenzmikroskopie
Fir fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden die Fluoreszenzproteine mit einer HXP
Halogen-Metalldampflampe (LEj, Jena) angeregt. Dabei wurden folgende Filtersatze von
Chroma, Bellow Falls, VT, USA verwendet:
e Gfp: ET470/40BP, ET495LP, ET525/50BP
e mCherry: ET560/40BP, ET585LP, ET630/75BP

4.5. RNA-biochemische Methoden

Vorbereitungen fiir die Herstellung von sRNA-Bibliotheken

Isolierung von RNA

Zur lsolierung von Gesamt-RNA aus T. thlaspeos wurde die Methode des Herstellers von
TriReagent (T9424, Sigma) modifiziert. T. thlaspeos wurde in 50-100 mL YL fur 3-4 Tage bei
18-20 °C schittelnd bei 200 rpm bis zu einer ODeggo von 0,8-1,1 in Schikanekolben angezogen.
Dabei wurde darauf geachtet, dass das Fillvolumen maximal ein Finftel des nominalen
Volumens des Schikanekolbens betrug. Ein Frischgewicht, das 0,22 g entsprach, also etwa
10 mL, wurde mit einem CellStrainer (40pm, VWR, Darmstadt, Deutschland) geerntet, mit
mindestens 15 mL H2Oviq. gewaschen, in ein 2 mL Reaktionsgefal mit etwa 200 uL Glasperlen
und 3 Metallkugeln (Durchmesser 2 mm) tberfihrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Fur jedes der vier experimentellen Replikate wurden die Zellen wenige Tage bis zur RNA-
Isolation bei -80 °C gelagert.

Der Zellaufschluss wurde in einer Schwingmuhle bei 30 Hz fir 1 min durchgefiuhrt. Dieser
Prozess wurde insgesamt funf Mal durchgefiihrt, wobei die Proben und die Halterung vor
jedem Durchlauf in flissigem Stickstoff gekuhlt wurden. Anschlie®end wurde 1 mL TriReagent
(T9424, Sigma) hinzugefligt und die Probe sehr kurz bei 65 °C inkubiert, um ein Einfrieren der
Flussigkeit zu verhindern. Sofort danach wurde die Probe gevortext, um den Inhalt zu mischen.
Nach 5 min Inkubation bei RT wurden 200 pL Chloroform hinzugefugt und weitere 15 min bei

RT inkubiert. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation fiir 15 min bei 13.000 rpm bei
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4°C. Von der oberen Phase wurden 500 pL in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefald mit 500 pL
Isopropanol Uberflhrt. Nach mehrfachem Invertieren wurden die Nukleinsauren flir 15 min bei
-20 °C prazipitiert. Anschlielend wurden die Proben flr 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 mL 75 % Ethanol gewaschen und fir 5 min bei 13.000 rpm
und 4 °C zentrifugiert. Der Waschschritt wurde ein weiteres Mal durchgefihrt, das Pellet dann
fur 90 s bei 37 °C getrocknet und schlie8lich in 20 yL RNase-freiem H.O geldst. Bis zur
weiteren Verwendung wurde die Probe bei -80 °C gelagert. Fir die Herstellung von sRNA-
Bibliotheken wurde auf die nachfolgend beschriebene DNase I-Behandlung und Re-extraktion

von RNA verzichtet.

Degradation von DNA

Die Degradation von DNA wurde durchgefiihrt, um die Qualitat der RNA ohne DNA, und damit
das Isolationsprotokoll fir RNA, beurteilen zu kénnen. Sie wurde nach Herstellerangaben
durchgefihrt.

10 pg Nukleinséuren

1 uL DNase | (2 U, RNase-frei, M0303, NEB)
10 yL DNase I-Reaktionspuffer (10x)

ad 100 pL H2Opig.

Die Probe wurde 10 min bei 37 °C inkubiert. Sofort im Anschluss wurde sie auf Eis gekuhlt,
sofort mit 1 L 0,5 M EDTA versetzt und fir 10 min bei 75 °C inkubiert.

Re-Extraktion nach DNA-Degradation

Im Anschluss an die DNase |-Behandlung wurde die RNA re-extrahiert, um deren Qualitat
beurteilen zu kénnen. Hierzu wurde ein modifiziertes Protokoll nach Heera et al. (Heera et al.,
2015) verwendet. wurde die Probe mit 400 yL RNase-freiem H2O versetzt und in ein neues
2 mL Reaktionsgefal Uberfuhrt. Nach Zugabe von kaltem (4 °C) 500 yL saurem Phenol
(pH 4,3) wurde die Probe gemischt und flir 10 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Von
der wassrigen Phase wurden 450 uL ein neues 1,5 mL Reaktionsgefal® tberfihrt, mit 500 uL
Chloroform gemischt und flir 10 min bei 13.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Von der wassrigen
Phase wurden 400 pL in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefal® mit 50 yL 3 M Natriumacetat und
1 mL eiskaltem 100 % Ethanol Uberfuhrt und mehrfach invertiert. Die RNA wurde Gber Nacht
bei -20 °C prazipitiert. Nach Zentrifugation flir 30 min bei 13.000 rpm und 4 °C wurde das Pellet
zweimal mit 1 mL eiskaltem 80 % Ethanol gewaschen und dabei 5 min bei 13.000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde schlief3lich fir 90 sec bei 37 °C getrocknet und in 10 yL

RNase-freiem H2O gel6st. Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei -80 °C gelagert.
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Bestimmung der RNA-Qualitat

Um die Qualitat der isolierten RNA zu bestimmen, wurde die DNase |-behandelte und re-
extrahierte RNA zum einen durch Gelelektrophorese (siehe oben) und zum anderen mit dem
BioAnalyzer (Agilent, Santa Clara, USA) untersucht. Dazu wurde ein RNA 6000 Nano-Chip

und -Reagenzien sowie der Plant RNA Nano Assay verwendet.

Urea-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Urea-PAGE)

Vor der Herstellung der sRNA-Bibliotheken wurden die extrahierten Nukleinsduren mittels
denaturierender Urea-PAGE (Weiberg et al., 2013, Dunker et al.,, 2020) der Gréfke nach
aufgetrennt und die gewiinschten Langen ausgeschnitten. Hierzu wurden die Nukleinsauren
fur jedes Replikat unabhangig voneinander extrahiert und pro Replikat zwei Proben gepoolt.
Von den gepoolten Proben wurden 20 pL mit zweifach konzentriertem RNA-Ladepuffer fir
5min bei 95 °C inkubiert und auf einem denaturierenden 14 %-igem Urea-PAGE mit
O’RangeRuler 10 bp (SM1313, Thermo Fisher) fiir 3,5 h bei 150 V aufgetrennt. Anschliel3end

wurde das Gel zur Visualisierung der Nukleinsauren mit Ethidiumbromid gefarbt.

Urea-PAGE-Gel

16,8 g (w/v) Urea

18,67 mL 30 % Polyacrylamid
400 pL (v/v) TAE (50x)

150 L (v/v) APS

15 pL (v/v) TEMED

Ad 40 mL mit H2Opiq.

Gelelution von RNA

Fir jedes der vier Replikate anhand des GréRenmarkers die Region entsprechend der 18-
35 nt langen Fragmente ausgeschnitten und in 2 mL Reaktionsgefalle Uberfiihrt. Die
Nukleinsauren wurden mit 600 uL 0,3 M NacCl fir ca. 20 h bei 4 °C schwenkend aus dem Gel
eluiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 14.000g und 4 °C wurden 100 pL des Uberstandes
in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefald Uberfuhrt. Zur Maximierung des Ertrages wurde der
restliche Uberstand in dem 2 mL ReaktionsgefaR in ein weiteres 1,5 mL ReaktionsgefaR
uberfiihrt, welches erneut bei denselben Bedingungen zentrifugiert wurde, um eventuell
vorhandene Gel-Reste zu pelletieren. AnschlieBend wurde der Uberstand mit dem zuvor
geernteten Uberstand vereint. AnschlieRend wurde ein Zehntel des Volumens an 3 M
Natriumacetat, 1 yL GlycoBlue und das 2,5-fache Volumen 96 % Ethanol hinzugefugt,
gemischt und Uber Nacht bei -20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fir ca. 1h und 45 min bei
21.000g bei 4 °C wurden die Nukleinsauren in 6,5 yL RNase-freiem H>O resuspendiert.
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Herstellung von sRNA-Bibliotheken
Die sRNA-Bibliotheken wurden mit dem NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for
lllumina (Set 1) (E7300, NEB) bis zur Synthese der cDNA nach Herstellerangaben hergestellt.

Danach wurden in Anlehnung an das Herstellerprotokoll wie unten angegeben verfahren.

Nach Herstellung der cDNA wurde eine Test-PCR durchgefihrt, um sicherzustellen, dass die
Anzahl der Zyklen angemessen ist. Index-Primer und SR-Primer stammten dabei aus dem

genannten Kit.

Reaktionsansatz Thermocycler-Programm

5 uL cDNA Initiale Denaturierung 94°C/30s
0,4 uyL dNTPs Amplifikation 13 Zyklen
0,5 pL Index-Primer Denaturierung 94°C/15s
0,5 pL SR-Primer Hybridisierung 62°C/30s
0,2 yL Tag-Polymerase Elongation 70°C/15s
4 uL Puffer (5x) Endelongation 70 °C /5 min

10,5 pL H2Opig.

Dabei wurde flr jedes Replikat ein anderer Index-Primer des Kits verwendet, wodurch ein

multiplexen vor der Sequenzierung ermdglicht wird.

Tabelle 22 Verwendete Index-Primer fiir die verschiedenen Replikate fur die sSRNA-Bibliotheken.

Oligonukleotid = Sequenz (5°-3’) Verwendet

Name fir

Index-Primer 2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTCAGACG | LF1_R1
TGTGCTCTTCCGATCT

Index-Primer 4 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTCAGACG | LF1_R2
TGTGCTCTTCCGATCT

Index-Primer 6 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGGAGTTCAGACG | LF2_R1
TGTGCTCTTCCGATCT

Index-Primer 12 = CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACTGGAGTTCAGACG | LF2_R2
TGTGCTCTTCCGATCT

Die Test-PCR wurde in einem 2 %-igen Agarosegel elektrophoriert und die DNA mit
Ethidiumbromid visualisiert. Aufgrund der Test-PCR wurde fiir die PCR-Amplifikation entgegen
dem Herstellerprotokoll nur 35 puL der cDNA und dementsprechend 10 pL H2Ouiq. €ingesetzt.
Aullerdem wurden 12 Zyklen gewahlt. Fir diese PCR wurden die Materialien des Kits

verwendet:
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Reaktionsansatz Thermocycler-Programm

50 pL LongAmp Taq 2X Master Mix Initiale Denaturierung 94°C/30s

2,5 yL SR-Primer Amplifikation 12 Zyklen

2,5 pL Index-Primer Denaturierung 94°C/15s

35 uL cDNA Hybridisierung 62°C/30s

ad 100 pL mit H2Opig. Elongation 70°C/15s
Endelongation 70 °C /5 min

Abweichend vom Herstellerprotokoll wurde die PCR folgendermalien aufgereinigt:

Ein Zehntel Volumen 3 M Natriumacetat, 1 uL GlycoBlue und das 2,5-fache Volumen 96 %
Ethanol wurden mit dem PCR-Ansatz gemischt und bei -80 °C flr 40 min inkubiert. Nach
Zentrifugation flir 20 min bei 21.000g und 4 °C wurde das Pellet mit 80 % Ethanol gewaschen
und fir 5 min bei 21.000g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstéandig entfernt,
das Pellet fiir 3 min bei 37 °C getrocknet und schlielich in 20 uL H2O0pig. geldst.

AnschlieRend wurde die cDNA mittels PAGE visualisiert und Gro3en-selektioniert:
Auf einem 6 %-igen Polyacrylamid-Gel wurden die Proben fur 70 min bei 120 V elektrophoriert

und mit Ethidiumbromid visualisiert.

PAGE-Gel

2 mL (v/v) 30 % Polyacrylamid
100 pL (v/v) TAE (50x)

100 pL (v/v) APS

4 yL (v/iv) TEMED

ad 10 mL mit H2Opjq.

Die Region entsprechend 140-150 bp wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten und die cDNA
folgendermalen eluiert:

In einem 1,5 mL Reaktionsgefall wurde das Gelstiick mit 300 uL DNA-Elutionspuffer des Kits
versetzt, fir 2 h bei RT drehend inkubiert und anschlielend fir 10 min bei 14.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 mL ReaktionsgefalR Uberfiihrt. Zur
Maximierung des Ertrages wurde verbleibende Flissigkeit nahe des Gelpellets in ein weiteres
1,5 mL Reaktionsgefall Uberflhrt, unter denselben Bedingungen zentrifugiert, und der
Uberstand mit dem zuvor geernteten Uberstand vereint. Die cDNA wurde durch Zugabe von
einem Zehntel Volumen 3 M Natriumacetat, 1 yL GlycoBlue und dem 2,5-fachen Volumen
96 % Ethanol Uber Nacht bei -20 °C prazipitiert. Nach Zentrifugation fir 20 min bei 21.000 g
und 4°C wurde mit 80 % Ethanol gewaschen, fir 5 min bei 21.000 g und 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde fiir 3 min bei 37 °C getrocknet und in 20 pL H2Opid,

gelost.
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Die so GroRen-selektionierte cDNA wurde ein weiteres Mal Uber ein Polyacrylamid-Gel
Grolien-selektioniert und eluiert. SchlieRlich wurden die vier Replikate flr die Sequenzierung

gepoolt.

4.6. Bioinformatische Analysen

4.6.1. Bioinformatische Analyse der sRNA-Sequenzierungsdaten
Das Demultiplexen, trimmen der Adaptorsequenzen sowie eine erste Einschatzung zur
Qualitat wurden von Arne Weiberg (Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen) durchgefiihrt.
Die weiteren im folgenden beschriebenen Analysen wurden mit der lokalen Version von
Galaxy (Community, 2022) durchgefuhrt und folgten grundsatzlich der Vorgehensweise
anderer Studien (Weiberg et al., 2013, Dunker et al., 2020).

Genomweite Kartierung der Reads

Fir jedes Replikat wurden die erhaltenen Reads mit Bowtie (-v alignment mode, no
mismatches, report one alignment per read) gegen das Genom von LF1 oder LF2 (Courville
et al., 2019) kartiert. Um aus der resultierenden SAM-Datei nur die kartierten herauszufiltern,

wurde das Programm Filter Data (column 5 = 255) verwendet.
Reproduzierbarkeit
Um reproduzierbare Reads zu finden, wurden die Replikate in mehreren Schritten

folgendermalien untereinander abgeglichen:

Schritt1: Umwandlung von Reads in einzigartige Sequenzen

Aus Griinden der Programm-Kompatibilitdt wurden die SAM-Dateien mit SamToFastq (Re-
reverse bases and qualities of reads with negative strand flag set before writing them to fastq)
in Fastg-Dateien umgewandelt und mit FastqToTabular in eine Tabelle umgewandelt. Mit
GroupData (group by column 2, count distinct on column 1) wurde die Abundanz jeder
einzigartigen Sequenz pro Replikat gezahlt. Es entstand fur jedes Replikat eine Datei, in der

jede einzigartigen Sequenz und ihre Abundanz gelistet waren.

Schritt 2: Filtern auf reproduzierbare einzigartige Sequenzen innerhalb eines Stammes

Fir jeden Stamm wurden mit CompareTwoDatasets (compare dataset 1 using column 1
against dataset 2 and column 1 to find matching rows of 1st dataset) unter Verwendung der
im vorigen Schritt generierten Dateien einzigartige Sequenzen, die innerhalb eines Stammes
reproduzierbar waren, in eine neue Datei geschrieben. Es entstand eine Datei, in der die
einzigartigen und innerhalb eines Stammes reproduzierbaren Sequenzen, aber nicht ihre

jeweilige Abundanz gelistet waren.
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Schritt 3: Filtern auf reproduzierbare einzigartige Sequenzen zwischen beiden Stammen

Die innerhalb der Stamme reproduzierbaren einzigartigen Sequenzen wurden mit
CompareTwoDatasets (compare dataset 1 using column 1 against dataset 2 and column 1 to
find matching rows of 1st dataset) verglichen, um eine Tabelle mit einzigartigen Sequenzen zu

erhalten, die in allen vier Replikaten reproduzierbar waren.

Schritt 4: Filtern von Reads, deren einzigartige Sequenzen reproduzierbar sind

Da die Abundanz derselben einzigartigen Sequenz in verschiedenen Replikaten
unterschiedlich groR® sein kann, wurden diese Tabelle mit der Tabelle, die alle einzigartigen
Sequenzen eines einzelnen Replikats enthalt (FastqToTabular Output-Datei aus Schritt 1) mit
CompareTwoDatasets (compare dataset 1 using column 2 against dataset 2 and column 1 to
find matching rows of 1st dataset) abgeglichen, um den in allen Replikaten reproduzierbaren
einzigartigen Sequenzen die Abundanzen des jeweiligen Replikats zuzuweisen.

Fir die Programm-Kompatibilitdt flir die weiteren Analysen wurden die Tabellen mit
TabularToFastq (identifier column 1, sequence column 2, quality column 3) und anschlieRend
mit FastqgGroomer (input FASTQ quality scores type Sanger & lllumina 1.8+) in Fastg-Dateien

konvertiert.

Entstehungsort-Analyse

Zur Analyse des Entstehungsortes der sRNAs wurden reproduzierbare Reads der vier
Datensets nacheinander mit Bowtie (-v alignment mode, no mismatches, report one alignment
per read, write all reads that could not be aligned to a file) den Annotationen von rRNAs, tRNAs,
pra-mRNAs und ncRNAs von LF1 zugeordnet. Zur Annotation von pra-mRNAs wurden die
bestehenden Annotationen von mRNAs (Courville et al., 2019) um 150 nt up- und downstream
erweitert. Dartber hinaus wurden anschlieBend Reads auf die rDNA-Scaffolds und den
mitochondrialen Scaffold kartiert. Um doppelte Zuordnung zu vermeiden, wurden bei dieser
Analyse bereits zugeordnete Reads nicht erneut verwendet. Alle Reads, die diesen Kategorien
nicht zugeordnet werden konnten, wurden als intergenisch betrachtet. Reads, die pra-mRNAs
zugeordnet werden konnten, wurden weiterhin Annotationen von 5'-untranslatierten Regionen,
Exons und 3'- untranslatierten Regionen zugeordnet. Alle anderen Reads wurden als
intronisch angesehen.

Um verschiedene Eigenschaften auszuwerten, wurden die SAM-Dateien mit SamToFastq (Re-
reverse bases and qualities of reads with negative strand flag set before writing them to fastq)

in Fastg-Dateien umgewandelt und mit FastQC analysiert.
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Zielort-Analyse

Zur Vorhersage des Zielortes der sRNAs wurden Reads, die nicht rRNAs oder tRNAs
zugeordnet wurden, mit den Programmen Filter Data (20-24 nt Lange) und Collapse
sequences in eine neue Fasta-Datei geschrieben. Die Abundanz jeder einzigartigen Sequenz
wurde in jedem Replikat auf die Anzahl dem Genom zugeordneter Reads pro Million Reads in
der Bibliothek normalisiert. Es wurden nur solche Reads berlicksichtigt, deren einzigartige
Sequenz mit einer normalisierten Readanzahl von mindestens zwei in jedem einzelnen
Replikat vorhanden waren. Dies ergab eine Liste von 97 einzigartigen sRNA-Sequenzen. Mit
diesen sRNA-Sequenzen wurde mit der lokalen Version von TAPIR (score = 4,5, mfe-ratio =
0,7) (Bonnet et al., 2010) eine Zielvorhersage gegen Transkripte beider T. thlaspeos-Stamme
und gegen Transkripte der Wirtspflanze A. hirsuta (CDS mit 150 nt up- und downstream,
modifiziert von (Courville et al., 2019)) durchgefiihrt. Fir sRNAs aus T. thlaspeos wurden nur
solche berucksichtigt, deren pilzliche Kandidaten-Zieltranskripte Homologe in beiden
Stammen vorwiesen. Von den sRNA-Kandidaten flr PIGS wurden nur solche berlcksichtigt,
die keine vollstandig Basenpaarung (score # 0) zum vorhergesagten pflanzlichen Zieltranskript
und kein vorhergesagtes endogenes Zieltranskript aufwiesen. Fur die Funktionsvorhersage
wurde von allen verbleibenden Zieltranskript-Kandidaten im Pilz mit der entsprechenden
Proteinsequenz eine Funktionsvorhersage mit Hilfe von Protein BLAST und NCBI Conserved
Domain Search durchgefiihrt. Bei vorhergesagten Zieltranskripten in A. hirsuta, welche ein
Homolog in A. thaliana aufwiesen, wurden Informationen von TAIR
(https://www.arabidopsis.org/) hinzugezogen und bei geringen Informationen ebenfalls auf

Protein BLAST und NCBI Conserved Domain Search zurlickgegriffen.
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4.6.2. Verwendete Programme

Verwendete Programme in Galaxy

Die folgenden Programme wurden in Galaxy mit den Parametern wie oben bei den jeweils

beschriebenen Schritten verwendet.

Bowtie (Version 1.2.0;

https://toolshed.g2.bx.psu.edu/repository?repository _id=a64e850da82e25fe&changes
et_revision=b46e7d48076a; (Langmead et al., 2009))

Filter Data (Version 1.1.0;
https://toolshed.g2.bx.psu.edu/view/devteam/fastq_filter/81a9090d6df3
SamToFastq (Version 2.18.2.1;
https://toolshed.g2.bx.psu.edu/view/devteam/picard/585027e65f3b)
FastqToTabular (Version 1.1.1;
https://toolshed.g2.bx.psu.edu/view/devteam/fastq_to_tabular/4b347702c4aa;
(Blankenberg et al., 2010))

GroupData (Version 2.1.1)

CompareTwoDatasets (Version 1.0.2)

TabularToFastq (Version 1.1.1;
https://toolshed.g2.bx.psu.edu/view/devteam/tabular_to fastq/2dcfbbf9071a;
(Blankenberg et al., 2010))

FastqGroomer (Version 1.1.1;
https://toolshed.g2.bx.psu.edu/view/devteam/fastq_groomer/47e5dbc3e790;
(Blankenberg et al., 2010))

FastQC (Version 0.72;
https://toolshed.g2.bx.psu.edu/view/devteam/fastqc/5ec9fébceaee)
Collapse sequences (Version 1.0.1;

https://toolshed.g2.bx.psu.edu/view/devteam/fastx_collapser/7ce1891db6f5)

Zur Vorhersage von rRNA- bzw. tRNA-Annotationen wurden in Galaxy ebenfalls verwendet:

Aragorn (Revision 2; Search for tRNA genes with introns in anticodon loop;
https://toolshed.g2.bx.psu.edu/view/bgruening/trna_prediction/358f58401cd6; (Laslett
and Canback, 2004))

Barrnap (Revision 0; Kingdom Eukaryote;
https://toolshed.g2.bx.psu.edu/view/iuc/barrnap/8fd427007e93)
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Computerprogramme

TAPIR (Bonnet et al., 2010)

Infernal (Nawrocki and Eddy, 2013)

CLC Genomics Workbench (Qiagen, Venlo, Niederlande)
Clonemanager 9 (Scientific and Educational Software, Cary, NC, USA)
Canvas 12 und 15 (ACD Systems Seattle, WA, USA)

Photoshop Version 22.5.9 (Adobe, San Jose, California, USA)

Prism 8 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)

Microsoft Office 365 (Redmond, WA, USA)

MetaMorph (Version 7, Molecular Devices)

EndNote 20 (Clarivate, Philadelphia, PA, USA)

BioLection (Version 2.4.5, m2p-Labs, Baesweiler, Deutschland)

Webbasierte Programme

PEDANT http://pedant.helmholtz-muenchen.de/

EnsemblFungi: Ustilago maydis https://fungi.ensembl.org/Ustilago_maydis/Info/Index
FungiDB www.fungidb.org (Amos et al., 2022)

NCBI - Protein Blast https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins

NCBI - Nucleotide Blast
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST SPEC=GeoBlast
&PAGE_TYPE=BlastSearch

NCBI - Conserved Domains https://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
(Marchler-Bauer et al., 2017)

Simple Modular Architecture Research Tool (SMART) http://smart.embl-heidelberg.de/
(Letunic and Bork, 2018)

RFAM https://rfam.org/ (Kalvari et al., 2018)

Codon-Optimierung http://dicodon-optimization.appspot.com

The Arabidopsis Information Resource (TAIR) https://www.arabidopsis.org/

The Saccharomyces Genome Database (SGD) https://www.yeastgenome.org/
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5. Publikationen

Teile dieser Dissertation wurden in folgender Publikation veroffentlicht:
Lesley Plicker*, Kristin Bdsch*, Lea Geil}l, Philipp Hoffmann, Vera Goéhre (2021) Genetic

Manipulation of the Brassicaceae Smut Fungus Thecaphora thlaspeos. Journal of Fungi, 7.

*Diese Autoren haben gleichermallen zur Publikation beigetragen.

Folgende Aspekte wurden dabei von mir beigetragen:

Alle Vorarbeiten, die zu einem zuverlassigen, reproduzierbaren und homogenen
Wachstumsverhalten von T. thlaspeos flhrten

Wachstumskurven in verschiedenen Medien, die zur Auswahl des Erntezeitpunktes
dienten; Verfahren zur Handhabung der filamentésen Kulturen von T. thlaspeos
Auswahl und Analyse verschiedener zu testender Zellwand-abbauender Enzyme,
Protoplastierungspuffer, Inkubationszeiten und -temperaturen; Aus diesen Daten
wurde Tabelle S1 zusammenfasst.

Ideen, Recherche sowie alle Vorarbeiten zur Optimierung des osmotischen
Stabilisators sowie der Pufferkomponente im Protoplastierungspuffer (Abbildung 1 und
Tabelle 1)

Aufnahmen der einzelnen Protoplastierungs-Zwischenschritte (Abbildung 2)
Experimente zur Optimierung der Enzymkombination flir die Protoplastierung
(Abbildung 3A)

Untersuchungen der Enzymkonzentration (in Kollaboration mit Lesley Plicker;
Abbildung 3B).

Auswahl der zu testenden osmotischen Stabilisatoren flir die Regeneration sowie
Kontrollbedingungen; Tests mit verschiedenen Geliermitteln

Alle Vorarbeiten zur Sensitivitdt gegenlber Antibiotika (Abbildung S2)

Anleitung zur Herstellung der Plasmide pUMa3030 und pUMa3031; Herstellung von
pUMa3886 (Tabelle S2); Transformation von pUMa3030 und pUMa3031 in U. maydis;
Die Halfte der mikroskopischen Aufnahmen aus Abbildung S4

Mikroskopische Aufnahmen der Transformanten (Abbildung 6); Untersuchungen zur
Hygromycin-Resistenz beider Transformanten

Alle von mir bereitgestellten Aufnahmen wurden initial von mir bearbeitet
Organisation von kollaborativen Aufgaben sowie das Fortschrittsmonitoring und die
Anleitung aller Experimente wahrend der Etablierungsphase der Protoplastierung,
Protoplastenaufreinigung, Regeneration und Transformation von T. thlaspeos

Mit dem hier beschriebenen Beitrag habe ich zum Protokoll S2 der Publikation

beigetragen
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Wahrend dieser Dissertation wurde die Protoplasten-basierte Transformation und
Stammverifikation von U. maydis aus bestehenden publizierten Daten als Protokoll mit Video
publiziert in:

Kristin Bosch*, Lamprinos Frantzeskakis®, Miroslav Vrane$, Jorg Kamper, Kerstin Schipper,
Vera Gohre (2016) Genetic manipulation of the plant pathogen Ustilago maydis to study fungal
biology and plant microbe interactions. Journal of Visualized Experiments, 2016.

*Diese Autoren haben gleichermallen zur Publikation beigetragen.

Folgende Aspekte wurden dabei von mir beigetragen:
e Bilder und Video zur Veranschaulichung des Protoplastierungsfortschritts (Abbildung 2
und eingebettet in Video)
o Bilder kontaminierter Kulturen von U. maydis (eingebettet in Video)
e Vorbereitung und Assistenz beim Filmen

o Erstellung der Materialliste
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Erganzende Daten

7. Erganzende Daten

Auf dem Datentrager, der dieser Arbeit beiliegt, befinden sich folgende Daten:

e Eine elektronische Version dieser Arbeit

Im Institut fur Mikrobiologie wurden die gewonnenen Daten hinterlegt, insbesondere:
o Datensatze der sRNA-Sequenzierung
o Vorhergesagte Annotationen von rRNA, tRNA und weiteren ncRNAs in LF1 und LF2
¢ Verwendete Annotationen in LF1 fir Pra-mRNAs, 5-UTRs, 3‘-UTRs und Exons

o Dateien der Zieltranskript-Vorhersagen
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8. Anhang
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Abbildung 21 Sequenzvergleich des Nourseothricin-Resistenz vermittelnden nat7-Gens mit dem fir U. maydis

Codon-Optimierten, aber nicht funktionalen nat71Um. Hervorgehoben sind unterschiedliche Basenpaare. Die zu

Klonierungszwecken in nat1Um inserierte Ncol-Schnittstelle ist unterstrichen.

Tabelle 23 sRNA-Kandidaten aus T. thlaspeos. Diese 97 sRNAs kartieren Uber ihre gesamte Lange ohne

Fehlpaarungen oder Liicken auf das Genom beider Stdmme, wurden in beiden Replikaten beider Stamme
identifiziert, kartieren nicht auf rRNA- oder tRNA-Annotationen aus LF1 (siehe auch Abbildung 16) und sind 20-24

nt lang. Zudem weisen sie eine normalisierte Abundanz von mindestens 2 in jedem Replikat auf. Normalisiert

wurde, indem flr jede einzigartige Sequenz die Anzahl dem Genom zugeordneter Reads pro Million Reads in der

jeweiligen Bibliothek berechnet wurde. Die sRNAs sind sortiert nach ihrer absteigenden Abundanz in Replikat

LF1_1. Diese sRNAs wurden fiir die Zieltranskript-Vorhersage verwendet.

sRNA Sequenz

Tt_sRNA_1 GCGGTGTAGGTTCATGTCGACT
Tt_sRNA_2 TGCGGTGTAGGTTCATGTCGACT
Tt_sRNA_3 CCAGTGGATGAAGACCGAGCG
Tt_sRNA_4 CCAGTGGATGAAGACCGAGCGT
Tt_sRNA_5 GTCCAGTGGATGAAGACCGAGCGT
Tt_sRNA_6 GTCCAGTGGATGAAGACCGAGCG
Tt_sRNA_7 AGCTGTGCGGATAAACTGAACACT
Tt_sRNA_8 CGACTTGGCAATTTTTGTTCTACC
Tt_sRNA_9 CGGTCACCTGGTGTTCTCACATTC
Tt_sRNA_10 ATCTATGATGAACAGAAATCT
Tt_sRNA_11 GACGGTGCTGAGAAAATACTTG
Tt_sRNA_12 TTGTAAAACTTAGCGGTCTCT
Tt_sRNA_13 ATCTATGATGAACAGAAATCTT
Tt_sRNA_14 CCAGTGGATGAAGACCGAGCGTT
Tt_sRNA_15 GTTGATCCGAATTTTTCTATTTCT
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Tt_SsRNA_16
Tt_SsRNA_17
Tt_SsRNA_18
Tt_SsRNA_19
Tt_SRNA_20
Tt_SRNA_21
Tt_SRNA_22
Tt_SsRNA_23
Tt_SRNA_24
Tt_SsRNA_25
Tt_SRNA_26
Tt_SRNA_27
Tt_SsRNA_28
Tt_SsRNA_29
Tt_SRNA_30
Tt_sRNA_31
Tt_SRNA_32
Tt_sRNA_33
Tt_SsRNA_34
Tt_SRNA_35
Tt_sRNA_36
Tt_sRNA_37
Tt_sRNA_38
Tt_sRNA_39
Tt_sRNA_40
Tt_sRNA_41
Tt_sRNA_42
Tt_sRNA 43
Tt_sRNA_44
Tt_sRNA 45
Tt_sRNA_46
Tt_SRNA_47
Tt_sRNA 48
Tt_sRNA_49
Tt_sRNA_50
Tt_sRNA_51
Tt_SRNA_52
Tt_sRNA 53
Tt_SsRNA_54
Tt_sRNA_55
Tt_sRNA_56
Tt_sRNA_57
Tt_SsRNA_58
Tt_SsRNA_59

TTGTAAAACTTAGCGGTCTCTA
TTCCATTTTTCGCACGGGGAGA
ATTTTCGGGCACCCACTCTGATC
CTCGTTGATGAGCTCTATAACG
GTGCGGTGTAGGTTCATGTCGACT
CGACATGATGAACAAACAAGATT
TCCAGTGGATGAAGACCGAGCG
AACTTAGTCGTATCATATTGTCTC
GACGGTGCTGAGAAAATACTTGG
TAGACAGTCTGCTTTTTTTCGGC
TCCAGTGGATGAAGACCGAGCGT
TGGGCTGAAATGTCTGGGACATTC
GTCCAGTGGATGAAGACCGAGC
ACTTAGTCGTATCATATTGTCTC
CCTGATCTACTGTATCTCGGTACT
GAGGCTGGGCTGGTCCGATGGCA
AATTTTCGGGCACCCACTCTGATC
ACTTAGTCGTATCATATTGTCT
TTTTCGGGCACCCACTCTGATC
GGACGGTGCTGAGAAAATACTTGG
ATCGATGACAATATGGAATATA
CCAGTGGATGAAGACCGAGC
CCCAAATATATGGACCTGGAGCG
ACTTAGTCGTATCATATTGTCTCT
TGCGGTGTAGGTTCATGTCGACTT
ATCGATGACAATATGGAATATACG
AGAGTCAGACCGTTGCGACATCA
CGACAAATGGCCTGGATCGCAA
TTGGCCGCTCAGATCTGATGGACC
CCTGCGGTGGACGAGATCGATGTG
TTTCGGGCACCCACTCTGATC
CAGGCTGTGCTGATGATTTCCA
CCGGACAAGGACAAAGGGGGCT
CGACGAGTAAACCAGGTGTGTT
TGGCCGCTCAGATCTGATGGAC
CCCAAATATATGGACCTGGAGC
CCTTACTGGAGGATGGCTGAGGT
TATACCATCTTTCGGGGCTGAGGT
TTCCATTTTTCGCACGGGGAGATC
GAGGGGACGTTGGCTGAGCTGGCT
AGACTAAAGAATAAACTAACCTTT
TGGCCGCTCAGATCTGATGGACC
CTGCCCAAATATATGGACCTGGA
ACTACTCTTGGTCTGGAAGCGATC

Anhang
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Tt_SRNA_60
Tt_SRNA_61
Tt_SRNA_62
Tt_sRNA_63
Tt_SRNA_64
Tt_SRNA_65
Tt_sRNA_66
Tt_SRNA_67
Tt_sRNA_68
Tt_sRNA_69
Tt_sRNA_70
Tt_SsRNA_71
Tt_SRNA_72
Tt_SsRNA_73
Tt_SsRNA_74
Tt_sRNA_75
Tt_SsRNA_76
Tt_SsRNA_77
Tt_SsRNA_78
Tt_sRNA_79
Tt_SRNA_80
Tt_sRNA_81
Tt_SRNA_82
Tt_sRNA_83
Tt_sRNA_84
Tt_sRNA_85
Tt_sRNA_86
Tt_sRNA_87
Tt_sRNA_88
Tt_sRNA_89
Tt_SRNA_90
Tt_SRNA_91
Tt_SRNA_92
Tt_sRNA_93
Tt_sRNA_94
Tt_sRNA_95
Tt_sRNA_96
Tt_sRNA_97

CGCTAGGCGCTCTGAATCGACCT
ACGGTGCTGAGAAAATACTTG
CTGCGGTGGACGAGATCGATGTG
ATGCGACCGTTTGAACCTTGGT
ATATTAAGTGAGTGTGTTGAAA
GACGGTGCTGAGAAAATACTT
CCTTTCAGGCTGTGCTGATGATT
GACGGTGCTGAGAAAATACT
CCTTACTGGAGGATGGCTGAGGTT
GAGGCTGGGCTGGTCCGATGGC
GTGGCTAAAGATCTTTTTGTAGG
GGCTGGGCTGGTCCGATGGCA
CTACTCTTGGTCTGGAAGCGATC
GGCAAGGGATCGTCGTTGCAGGCT
TCCGGCCGAAAAAAAGCAGACT
CACGACGAGTAAACCAGGTGTGTT
ACGGTGCTGAGAAAATACTTGG
TGCCCAAATATATGGACCTGGAGC
GGAGGCTGGGCTGGTCCGATGGCA
ATGGCTGTAACGGACTAAAATAT
GCTTCGGCGGGGGATCTTGATGGC
GACGGTGCTGAGAAAATACTTGGA
AACGTGTTTCTACTTTCTGATC
TATCTACATCGGATTCTGAGGT
CTTAGTCGTATCATATTGTCTC
TTGGCCGCTCAGATCTGATGGAC
AATTGTCTTCTTGATTCGTCTTTT
ATCTACATCGGATTCTGAGGT
TGATCCGAATTTTTCTATTTCT
CCGTCGGAGCCCTCCCGCCTCT
TGCTTTTTTTCGGCCGGATTCCT
TGCGGTGTAGGTTCATGTCGAC
ACTGGAAACATGGGTACACTAAC
CAGTCCAGTGGATGAAGACCGAGC
ACTAGGACAAACCGCTATTGGC
TTAACTTAGTCGTATCATATTGTC
CTTAGTCGTATCATATTGTCTCT
TTGATCCGAATTTTTCTATTTCT

Anhang
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