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Einleitung 

 1 

1 Einleitung 

1.1 Das Reich der Pilze und die Abteilung Ascomycota 

Pilze weisen eine große Biodiversität mit unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften 

und Habitaten auf. Von aquatischen Einzellern, den Töpfchenpilzen (Chytridiomycota), bis 

hin zum größten Organismus der Welt, Armillaria sp. [Ferguson et al. 2003], findet man bei 

Pilzen alle morphologischen Unterschiede. Insgesamt schätzt man die Anzahl verschiedener 

Arten auf ca. 5.1 Millionen, von denen nur bis zu 5% klassifiziert und beschrieben wurden 

[Blackwell 2011; Mueller und Bills 2004]. Pilze und im Speziellen die filamentösen Pilze 

gelten im ökologischen Stoffkreislauf als wichtig Destruenten von organischem Material. 

Neben ihrer zersetzenden Fähigkeit von totem organischem Material, sind sie die 

Nahrungsquelle vieler Insekten, Schnecken und Kleinsäuger. 

Pilze sind in vielen Habitaten verbreitet, sie kommen in unterschiedlichen Ökosystemen, wie 

dem Bodenreich, auf abgestorbenen Baumresten, in salzhaltigen Gewässern 

[Hyde et al. 1998; Pang et al. 2011; Shearer et al. 2007], im Süßwasser [Wong et al. 1998; 

Goh und Hyde 1996], auf Pflanzen und Tieren [Gomez-Polo et al. 2017; 

Mcmullen et al. 1997; Saikkonen et al. 2004], bis hin zur Luft [Bauer et al. 2008; 

Elbert et al. 2007; Fröhlich-Nowoisky et al. 2009] vor. Das Reich der Pilze beinhaltet 

Saprovoren, Pilze die sich von totem organischem Material ernähren, Phyto- und 

Humanpathogene, wie Fusarium graminearum [McMullen et al. 1997] und Candida 

albicans, sowie Parasiten und Symbionten [Harley und Smith 1983]. Während pilzliche 

Parasiten ihren Wirt am Leben lassen, sind phytopathogene Pilze dazu fähig, ihren Wirt zu 

töten und richten damit großen wirtschaftlichen Schaden [Goswami und Kistler 2004]. 

Saprophyten bilden die größte Gruppe im Reich der Pilze und befinden sich hauptsächlich 

an und in der Bodenoberfläche. Aufgrund ihrer Fähigkeit zur Biotransformation und dem 

Abbau von Biomasse durch die Sekretion von extrazellulären Enzymen wie Cellulasen, 

spielen sie eine wichtige Rolle im Ökosystem [Knežević et al. 2013; Sigoillot et al. 2012]. 

Das Reich der Pilze ist untergliedert in sieben Phyla (Stämme): die Ascomycota bilden das 

größte Phylum mit ca. 64000 Arten. Die weiteren Phyla untergliedern sich in die 

Basidiomycota mit ca. 32500 Arten, die Glomeromycetes, die Microsporidia, die 

Neocallimastigomycota, die Blastocladiomycete und die Chytridiomycota 

[Moore et al. 2011]. Ascomycota und Basidiomycota werden zusammenfasst zu dem 
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Unterreich Dikarya und kommen in vielen Lebensräumen und Ökosystemen vor 

[Hibbett et al. 2007; James et al. 2006]. Das Unterreich Dikarya zeichnet sich durch die 

Fähigkeit der Ausbildung einer dikaryotischen Hyphe aus. Die sexuelle Entwicklung der 

Ascomycota findet im Ascus statt, wo sie Ascosporen bilden im Gegensatz zu den 

Basidiomycota, die als Sporangium Basidien (Ständer) zur Differenzierung der 

Basidiosporen ausbilden. Innerhalb der Ascomycota gibt es die Unterabteilung der 

Pezizomycota und die beinhaltet die bisher am meisten untersuchten Taxa wie Aspergillus, 

Penicillium, Fusarium, Alternaria und Cladosporium [Alexopoulos et al. 1996; 

Kirk et al. 2008; Moretti 2009; Spatafora et al. 2006]. Sie gelten als gute Zersetzer von 

organischem Material und sind für die Biotechnologie von großem Interesse. Sie werden u.a. 

für die Produktion von Pharmazeutika und anderen Chemikalien sowie zur Anwendung in 

der Nahrung- und Futterindustrie genutzt [Chambergo und Valencia 2016; Singh et al. 2016; 

Ward et al. 2005]. Die Ascomycota sind weltweit verbreitet und kommen je nach Habitat in 

unterschiedlicher Diversität vor [Hawksworth 1991; Schweigkofler 2006]. 

1.2 Vietnam und seine Artenvielfalt 

Ascomycota haben ein großes Potential im Hinblick auf deren inhibitorische Wirkung gegen 

Phyto- und Humanpathogene und deren Produktion von Biomasse abbauenden Enzymen. 

Aufgrund dessen ist die Suche nach neuen Pilzisolaten von Interesse für die Bioökonomie. 

Um eine breit gefächerte Auswahl an Pilzisolaten der verschiedensten Gattungen zu finden, 

bieten vor allem die tropischen und subtropischen Länder, aufgrund der verschiedenen 

Ökosysteme und der großen Artenvielfalt eine gute Möglichkeit, um unerforschte 

Pilzspezies zu identifizieren. Das tropische Land Vietnam ist eins der 25 Länder, die 

weltweit die meiste Biomasse produzieren [Collen et al. 2014]. Es besitzt zahlreiche 

unterschiedliche Ökosysteme vom Tropischen Regenwald über Wattlandschaft bis hin zu 

Dünen, Höhlenökosystemen und Salzwasserseeökosystemen. Man schätzt die Zahl der 

Arten von terrestrischen vaskulären Pflanzen, Pilzen und Seegras auf ca. 16.500, wobei 

davon etwa 30% endemisch sind [Ministry of Natural Resources and Environment 2011]. 

Im Gegensatz zu den gemäßigten Breiten bietet Vietnam somit eine diversere Artenvielfalt 

[Blackburn und Gaston 1996; Gaston 2000]. Die Diversität der Pilze in Vietnam gilt als 

weitgehend unerforscht. Jedoch weiß man, dass 10% der Pflanzen sowie 180 Vertebraten 

als endemisch gelten, so dass es auch eine hohe Anzahl endemischer Pilzspezies geben 

könnte [De Queiroz et al. 2013]. Aufgrund der hohen Diversität von Pilzen ist zu vermuten, 
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dass eine Pilzsammlung aus diesen tropischen Breiten ein großes bioökonomisches Potential 

aufweist. 

1.3 Phyto- und humanpathogene Pilze 

Phyto- und humanpathogene Pilze sorgen weltweit für große Ernteeinbußen und ausgeprägte 

Krankheitsbilder beim Menschen. Die Suche nach neuen Wirkstoffen mit antifungaler 

Wirkung hat für die Agrarwirtschaft und die Humanmedizin besondere Wichtigkeit. 

Phytopathogene Pilze befallen weltweit viele verschiedene Pflanzenarten und erzeugen 

somit einen erheblichen wirtschaftlichen Schaden. Fusarium graminearum, der 

Haupterreger der Ährenbleiche beim Weizen (Triticum aestivum) und bei der Gerste 

(Hordeum vulgare) sowie der Kolbenfäule beim Mais (Zea mays), ist ein Beispiel für die 

Dringlichkeit der Suche nach neuen wirkungsvollen Fungiziden [Goswami und Kistler 2004; 

Mcmullen et al. 1997]. Weitere phytopathogene Pilze, die Getreide befallen und zu großen 

Ernteeinbußen führen, sind die Phytopathogene Fusarium oxysporum, Erreger der 

Fusarium-Welke bei vielen verschiedenen Wirtspflanzen, Bipolaris sorokiniana, Erreger des 

common root rot beim Weizen (Triticum aestivum), Stagonospora nodorum, Erreger der 

Blatt- und Spelzenbräune des Weizens (Triticum aestivum) und Cochliobolus 

heterostrophus, Erreger des southern leaf blight beim Mais (Zea mays). Gerade Vietnam als 

tropisches Land, dessen Landwirtschaft zu großen Teilen aus dem Anbau von Reis 

(Oryza sativa) [Sarnklong et al. 2010] und verschiedenen Bananensorten (Musa spp.) 

besteht, hat mit phytopathogenen Pilzen zu kämpfen [Food and Agriculture Organization of 

the United Nations 2007; Hanson 1963]. In Vietnam sind vor allem Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense, Haupterreger der Panamakrankheit verschiedener 

Bananenpflanzen (Musa spp.), und Magnaporthe oryzae, Haupterreger des blast disease des 

Reises (Oryza sativa), verbreitet [Le et al. 2010; Mostert et al. 2017]. Einige Pilze wurden 

schon als Produzenten von Metaboliten, die als Fungizid eingesetzt werden können, 

beschrieben. Das bekannteste Beispiel dafür ist das Strobilurin, isoliert aus der Gattung der 

Strobilurus, welches bis heute in vielen kommerziellen Fungiziden verwendet wird 

[Anke et al. 1977; Generaldirektion Gesundheit und Lebensmittelsicherheit der 

Europäischen Kommission 2016]. Strobilurin hemmt die Zellatmung beim Pilz, indem es 

den Elektronentransport in der mitochondrialen Atmungskette unterbricht 

[Becker et al. 1981]. Das natürlich isolierte Strobilurin wurde in den letzten Jahren 

weiterentwickelt und verbessert, um natürliche Resistenzen, die sich durch den Gebrauch 

von Ein-Wirkstoff-Fungiziden entwickelt haben, zu umgehen [Ishii et al. 2001]. Dennoch 
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ist die Suche nach effektiveren und wirkungsstärkeren Fungiziden ein großes 

Forschungsfeld und von großem bioökonomischen Interesse. 

Neben den phytopathogenen Pilzen ist die Suche nach neuen Wirkstoffen gegen 

humanpathogene Pilze ein großer Schwerpunkt der Forschung. Candida albicans, der 

Haupterreger der Candidose, zählt zu den Hefepilzen und kommt durch seine optimale 

Wachstumstemperatur bei 37°C oft beim Menschen vor. Er gilt als der meist verbreitete 

Erreger bei Pilzinfektionen beim Menschen [Richards et al. 2000]. Er verursacht sowohl bei 

gesunden sowie bei immunsupprimierten Menschen Infektionen im Genitalbereich und 

Magen-Darm-Trakt und kann als systemische Candidose tödlich sein 

[Achkar und Fries 2010; Brown et al. 2012; Kumamoto 2011; Mayer 2013]. Obwohl es 

durch die intensive Forschung der letzten Jahre viele Medikamente zur Bekämpfung von 

C. albicans gibt, ist die Suche nach neuen effizienteren Wirkstoffen ein großer 

Forschungsschwerpunkt und von großem Interesse für die Humanmedizin. Pilze als 

potenzielle Produzenten von antifungalen Wirkstoffen rücken dabei in den Fokus und 

können ein großes Potential bieten. 

1.4 Pilze und deren Enzyme in der Biotechnologie 

Neben dem Interesse, Pilze zu finden, die phyto- und humanpathogene Pilze inhibieren, 

werden Pilze in vielen Bereichen der modernen Biotechnologie verwendet, um teure und 

chemische industrielle Prozesse zu beschleunigen und kostengünstiger zu gestalten 

[Chambergo und Valencia 2016; Kirk et al. 2008]. Pilze, als exzellente Destruenten, 

produzieren eine Vielzahl von Enzymen, die für biotechnologische Prozesse eingesetzt 

werden können. Durch ihre Fähigkeit bei hohen Temperaturen und extremen pH-Werten zu 

wachsen sind deren produzierten Enzyme von besonderem Interesse. Gerade im Bereich der 

Produktion von erneuerbarer Energie kommen sie vielseitig zum Einsatz. Lignocellulytische 

Biomasse ist die reichste erneuerbare Energiequelle mit einer geschätzten jährlichen 

Produktion von 10-50 Billionen Tonnen [Claassen et al. 1999; Kim et al. 2002]. Sie besteht 

im Wesentlichen aus drei verschiedenen Polymeren, Cellulose, Hemicellulose und Lignin 

[Lee 1997]. Diese komplexe Biomasse kann für unterschiedliche Prozesse eingesetzt 

werden, um aus ihr Energie zu gewinnen. Ein großes Anwendungsgebiet ist die Produktion 

des Second Generation Bioethanol [Gamage et al. 2010], wobei Abfallprodukte des 

Getreides, wie Stängel, Hülsen und andere nicht nahrungstechnisch relevanten 

Getreidebestandteile, verwendet werden. Lignocellulytische Biomasse wird verwendet, um 
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das Problem der Konkurrenz zur Nahrungs- und Futterindustrie, die bei dem First 

Generation Bioethanol entstand, zu umgehen. Bei dem Gebrauch von lignocellulytischer 

Biomasse müssen die verwertbaren Zucker allerdings vorher durch eine Vorbehandlung 

(pre-treatment) aus der Biomasse gelöst werden [Alvira et al. 2010]. Dies geschieht am 

effizientesten mit unterschiedlichen hydrolytischen Enzymen, produziert von Pilzen und 

Bakterien. Die energieeffiziente Hydrolyse von Biomasse in ihre einzelnen Bestandteile, den 

Monosacchariden ist aufgrund des komplexen Aufbaus der Pflanzenzellwand weiterhin eine 

Herausforderung für die Biotechnologie [Buckeridge und de Souza 2014; Gupta et al. 2016]. 

Die kostenintensive Depolymerisation der Cellulose und dem weiteren Abbau von 

Hemicellulose in seine Monosaccharide ist eine biotechnologische Herausforderung 

[Gupta et al. 2016; Kubicek und Kubicek 2016; Payne et al. 2015]. Dabei ist die Auswahl 

von hydrolytischen Enzymen die synergistisch die Biomasse abbauen, von großer 

Bedeutung [Payne et al. 2015]. Die Pflanzenzellwand besteht neben Strukturproteinen und 

Lignin, aus einer verzweigten Mixtur aus Cellulose, Pektin und Hemicellulose 

[Buckeridge 2010; Heredia et al. 1995; Kooiman 1961; Tiné et al. 2006]. Durch die 

Interaktion und die chemische Organisation von Cellulose und Hemicellulose mit Lignin 

und weiteren monomerischen Bestandteilen ist die Zersetzung der Pflanzenzellwand 

erschwert [Tavares und Buckeridge 2015]. Trichoderma ressei ist in der Biotechnologie der 

bekannteste und am meisten erforschte Ascomycet der letzten Jahre und wird aufgrund 

seiner nützlichen Enzymaktivitäten von Cellulasen und Xylanasen industriell eingesetzt 

[Nevalainen et al. 1994]. Penicillium verruculosum und Myceliophthora thermophila 

wurden ebenso als hervorragende Produzenden von Cellulase und Hemicellulase 

beschrieben [Gusakov 2011]. Um Pilze und deren Enzyme sowie Metabolite industriell zu 

produzieren wurden verschiedene Verfahren entwickelt. Die Produktion von Enzymen kann 

im Festmedium mit der Festphasenfermentation (solid-state fermantation, SSF) 

[Pandey 1992; Pandey et al. 2000] oder im Flüssigmedium mit der Submersfermentation 

(sub-merged fermentation, SmF) [Acuña-Argüelles et al. 1995; Crestini et al. 1996; 

Vidyalakshmi et al. 2009] erfolgen. 

Pilze produzieren, neben Enzymen, die die lignocellulytische Biomasse abbauenden, weitere 

Enzyme, die für die Biotechnologie von Interesse sind. Beispielsweise werden in asiatischen 

Ländern werden neben Atomkraft, Erdöl und Kohle hauptsächlich Chitin und Makroalgen 

zur Energiegewinnung genutzt. Der Anteil des Abfallprodukts Chitin in Schalentieren 

beträgt ca. 75% des Gesamtgewichts von Schalentieren. Dessen enzymatischer Abbau zur 

Energiegewinnung ist daher von wirtschaftlichem Interesse [Wang und Chang 1997]. Das 
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gilt gerade für Ländern mit breitem Küstengebiet und der damit verbundenen hohen 

Produktion an Schalentieren, ist das energetisch verwertbare Abfallprodukt von Interesse. 

Das Spektrum der Anwendung von Chitin, Chitosan und deren weiteren Bestandteilen reicht 

von der Kosmetikindustrie über die Medizin bis hin zur Nahrungsmittelindustrie 

[Aam et al. 2010; Agulló et al. 2003; Kuk et al. 2005; Manigandan et al. 2018; 

Shen et al. 2009]. Pilze wurden bereits beschrieben als gute Produzenten von Chitinasen 

[Cruz et al. 1992; Duo-Chuan 2006; Seidl 2008]. 

Pilze produzieren, neben den Biomasse abbauenden Enzymen, auch andere für die 

Biotechnologie interessante Enzyme. Lipasen, die für die Katalyse von Triacylglycerol zu 

Glycerol und Fettsäuren genutzt werden, sind bekannt als die führenden Biokatalysatoren in 

verschiedensten Verfahren der Industrie [Ray 2015]. Die meisten industriell genutzten 

Lipasen stammen aus Pilzen [Houde et al. 2004]. Diese werden vor allem in der 

Nahrungsmittelindustrie, bei der Produktion von Chemikalien sowie in Detergenzien 

eingesetzt [Aaslyng et al. 2007; Houde et al. 2004;]. Pilzliche Lipasen sind aufgrund ihrer 

Substratspezifität, ihrer Stabilität bei extremen Temperaturen, pH-Werten und organischen 

Lösungsmittel von großem Interesse in der Biotechnologie [Liese 2001]. Aufgrund der 

biotechnologischen Anwendbarkeit von Cellulasen, Xylanasen, Chitinasen und Lipasen 

werden deren Eigenschaften und spezifischen Anwendungsgebiete in den folgenden 

Absätzen weiter erläutert. 

1.4.1 Cellulasen 

Cellulose ist das weltweit häufigste Biopolymer und Hauptbestandteil der Pflanzenzellwand. 

Sie setzt sich aus mehreren Glukose-Molekülen zusammen, welche durch eine 

β-1,4-glycosylische Verbindung verknüpft sind. Diese Celluloseketten sind weiter zu 

Cellulose Mikrofibrillen gebunden. Innerhalb dieser Mikrofibrillen gibt es kristalline nicht 

lösliche Bereich und amorphe lösliche Bereiche (Abbildung 1). Mikrokristalline Cellulose 

ist nicht wasserlöslich und kann in der Nahrungsmittelindustrie als Bindemittel eingesetzt 

werden [Nsor-Atindana et al. 2017]. Nicht kristalline Cellulose wird unter anderem in der 

Pharmaindustrie eingesetzt, um Tabletten herzustellen [Pawar et al. 2018]. Der 

Cellulosegehalt in organischem Material unterscheidet sich je nach Pflanzenart. Während 

der Cellulosegehalt in Bäumen bei ca. 80-90% liegt, haben Tomatenblätter einen Gehalt von 

nur knapp 10% [Suhas et al. 2016]. Cellulasen spalten die Cellulose hydrolytisch in die 

einzelnen Glukose-Moleküle und bauen so die Zellwand von Pflanzen ab. Die Cellulasen 

sind in drei Gruppen unterteilt, welche miteinander bei dem Abbau der Pflanzenzellwand 
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agieren [Henrissat 1994; Lynd et al. 2002; Zhang et al. 2006]. Die 

Endo-(1,4)-β-D-Glucanasen (EC 3.2.1.4), auch Endocellulase genannt, spaltet die Cellulose 

an der β-1,4-glycosylischen Verknüpfung in unterschiedlich lange Polysaccharidketten. Die 

Exo-(1,4)-β-D-Glucanasen (EC 3.2.1.91), auch Exocellulase oder Cellobiohydrolase 

genannt, spaltet am reduzierten oder nicht reduzierten Ende der Polysaccharidketten die 

Cellulose in β-Cellobiose. Die Exocellulase ist außerdem in der Lage, die kristalline Struktur 

von mikrokristalliner Cellulose abzubauen [Teeri 1997]. Die β-Glucosidase (EC 3.2.1.21) 

spaltet die Disaccharide β-Cellobiose in Glukose. Cellulasen kommen in breit gefächerten 

Sparten der Industrie zum Einsatz. 

 

Abbildung 1: Aufbau der Cellulose Mikrofibrille mit kristallinen und amorphen Regionen. Die 

Abbildung wurde modifiziert von Béguin und Aubert [1994]. 

 

In der Papier- und Zellstoffindustrie werden Cellulasen zum biomechanischen Aufschluss 

von pflanzlichem Rohmaterial verwendet, um im Gegensatz zur rein mechanischen 

Verarbeitung Energie zu sparen [Kuhad et al. 2011; Bhat 2000]. In der Textilindustrie 

werden Cellulasen unter anderem dazu benötigt, um biostoning bei Jeans durchzuführen. 

Die Cellulasen brechen dabei beim Waschvorgang die Enden der Baumwollfaser auf und 

verleihen somit der Jeans die verwaschene Farbe [Kuhad et al. 2011; Belghith et al. 2001]. 

Am Bekanntesten ist die Anwendung von Cellulasen in der Produktion von Bioethanol. 

Dabei werden Cellulasen vor allem zur Vorbehandlung des lignocellulytischen Materials 

und zur Biokonversion zu kleineren Zuckern verwendet [Alvira et al. 2010; 

Saravanakumar und Kathiresan 2014; Hendriks und Zeeman 2009]. Um den 

Produktionsvorgang kostengünstiger und effizienter zu gestalten, werden bereits 

leistungsstarke thermophile Cellulasen mit Protein-Engineering mutiert 

[Bommarius et al. 2014]. Weitere Anwendungsbereiche der Cellulasen sind die Wein- und 

Brauereiindustrie [Chakraborty et al. 2016], die Nahrungsmittel- und Futterindustrie 

[De Carvalho et al. 2008; Dhiman et al. 2002], die Agrarindustrie [Bhat 2000], Oliven- und 

Carotinoid-Extraktion [Çinar 2005; Ranalli et al. 2003] sowie die Waschmittelindustrie 

[Kirk et al. 2002; Kuhad et al. 2011]. Cellulasen werden dabei nicht immer alleinig 
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eingesetzt, im Hinblick auf den Abbau der Pflanzenzellwand oder der komplexen Biomasse 

sind weitere Enzyme wie verschiedene Hemicellulasen, wie die beispielsweise Xylanasen, 

notwendig. 

1.4.2 Xylanasen 

Xylan, das Substrat der Xylanasen (EC 3.2.1.8), ist neben der Cellulose ein weit verbreitetes 

Polysaccharid. Xylan, bestehend aus D-Xylose-Ketten und verknüpft durch 

β-1,4-glykosidische Bindungen, bilden den höchsten Bestandteil der Hemicellulose. 

Hemicellulose besteht aus einem strukturellen Komplex verschiedener Kohlenhydrate wie 

Xylan, Xyloglucan, Glucomannan, Galactoglucomannan und Arabinogalactan 

[Timell 1965; Shallom und Shoham 2003]. Zusammen mit Cellulose (1,4-β-Glucan) und 

Lignin bilden diese drei Bestandteile die komplexe Struktur der Pflanzenzellwand. Je nach 

Ursprung des Xylans ist die Verzeigung des β-D-Xylopyranose Rückgrats verschieden und 

daher in vier Subkategorien unterteilt: Homoxylan, Arabinoxylan, Glucoronxylan und 

Arabinoglucoronxylan [Ebringerová und Heinze 2000; Gírio et al. 2010; Gröndahl et al. 

2003; Hilpmann et al. 2016; Naidu et al. 2018; Niño-Medina et al. 2010; Zhang et al. 2014]. 

Die Struktur des Xylans ist demnach je nach Pflanzenart unterschiedlich. 

Für den kompletten Abbau von Xylan sind viele Enzyme wichtig: Endo-1,4-β-Xylanasen 

(EC 3.2.1.8), β-D-Xylosidasen (EC 3.2.1.37), α-L-Arabinofuranosidasen (EC 3.2.1.55), 

α-Glucuronidasen (EC 3.4.1.139) Acetylxylan-Esterasen (EC 3.1.1.72 und 

Ferulasäure-Esterasen (EC 3.1.1.73). Die Endo-1,4-β-Xylanase (EC 3.2.1.8) hydrolysiert 

das Xylanrückgrat zu kleineren Xylooligosacchariden. Der nächste Schritt des Abbaus ist 

die Spaltung der kleineren Oligosaccharide zu β-D-Xylose durch das Enzym β-D-Xylosidase 

(EC 3.2.1.37). Erst nachdem die Endo-1,4-β-Xylanasen (EC 3.2.1.8) und die β-D-Xylosidase 

(EC 3.2.1.37) das Xylan abgebaut haben, können andere lignocellulytische Enzyme wie 

Lignin-Peroxidasen (EC 1.11.1.14), Mangan-Peroxidasen (EC 1.11.1.13) und Laccasen 

(EC 1.10.3.2) anfangen, das Pflanzenmaterial abzubauen [Chandra et al. 2007]. 

Endo-1,4-β-Xylanasen sind für die Biotechnologie von großer Bedeutung. Aufgrund ihrer 

Eigenschaft langkettige Hemicellulose in kurzkettige Polymere zu spalten und so 

organisches Material abzubauen, finden sie, neben der Bioethanolproduktion, in allen 

Bereichen der Biotechnologie Anwendung [Beg et al. 2001]. In der Zellstoff- und 

Papierindustrie werden Xylanasen eingesetzt, um den Zellstoffe zu bleichen und so die 

chemische Vorbehandlung des Papieres zu reduzieren [Walia et al. 2017]. In der 

Nahrungsmittel- und Futterindustrie werden Xylanasen eingesetzt, um das Volumen der 
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Backwaren zu erhöhen [Sultan et al. 2008] und Fruchtsäfte aufzuhellen [Nagar et al. 2012]. 

Xylanasen sowie Cellulasen werden für den Abbau von Biomasse sowie von organischem 

Abfall benötigt. Ein weiteres für den Abbau von organischem Abfall interessantes Enzym 

ist die Chitinase. 

1.4.3 Chitinasen  

Chitin ist neben der Cellulose und des Xylans eines der weit verbreiteten Polysaccharide in 

der Natur. Es setzt sich aus unverzweigten Homopolymeren der 

1,4-ß-N-Acetyl-D-Glucosamine zusammen [Muzzarelli 1977]. Chitin gilt als einer der 

wichtigsten nachwachsenden Rohstoffe unserer Zeit. Es ist Hauptbestandteil des Exoskeletts 

von Krustentieren, hauptsächlich Garnelen und Krabben, Insekten und anderen Tieren wie 

Würmern und Arthropoden, Bakterien sowie der pilzlichen Zellwand [Duo-Chuan 2006; 

Zargar et al. 2015]. Chitin und das deacetylierte Chitosan haben ein breit gefächertes 

Anwendungsgebiet und kommen in der Biotechnologie, Landwirtschaft und 

Nahrungsmittelindustrie zum Einsatz [Aider 2010; Ondruschka et al. 2008]. Chitin kommt 

als α-Chitin oder als β-Chitin in der Natur vor. Während α-Chitin aus dem Exoskelett von 

Krebstieren (Crustacea), hauptsächlich aus Garnelen- und Krabbenschalen und Insekten 

isoliert wird, kann das β-Chitin aus Tintenfischen extrahiert werden 

[Campana-Filho al. 2007; Kumirska et al. 2010]. Chitinasen (EC 3.2.1.14) sind Chitin 

abbauende Enzyme, die hydrolytisch die β-1,4-Verzweigung des Chitins in 

1,4-β-N-Acetyl-D-Glucosamin spalten. Je nach Organismus haben Chitinasen eine andere 

Rolle. Während sie in Pilzen eine autolytische und nährende Funktion haben [Adams 2004], 

so haben sie in Trichoderma harzianum eine mycoparasitische Wirkung [Haran et al. 1996]. 

In Pflanzen werden Chitinasen als Abwehrmechanismus gegen phytopathogenen Pilzen 

produziert [Chérif 1990; Collinge et al. 1993; Lorito 1993; Ordentlich et al. 1988]. In 

Bakterien wird das gespaltene Chitin als Kohlenwasserstoff- und Nährstoffquelle verwendet 

[Bhattacharya et al. 2007]. Durch die weite Verbreitung von Chitinasen und ihre diversen 

Funktionen in unterschiedlichen Lebewesen, sind Chitinasen in der Biotechnologie gefragt. 

Obwohl in den letzten Jahren viele Chitinasen identifiziert wurden, sind nur wenige 

kommerziell erhältlich [Stoykov et al. 2015]. Chitinasen finden industrielle Anwendung in 

der Produktion von N-Acetyl-D-Glucosamin und Chito-Oligoscchariden durch den Abbau 

von Chitin [Kuk et al. 2005; Ramírez-Coutiño et al. 2006]. Ein Hauptanwendungsgebiet der 

durch Chitinasen produzierten Mono- und Oligosaccharide ist die Humanmedizin. Aufgrund 

der tumorinhibitorischen Eigenschaften von N-Acetyl-D-Glucosamin und 
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Chito-Oligosacchariden werden sie in der Krebstherapie eingesetzt [Aam et al. 2010; 

Shen et al. 2009]. Des Weiteren werden Chitinasen in der Agrarindustrie zur Bekämpfung 

von mikrobiellen Phytopathogenen oder als Insektizid verwendet 

[Kramer und Muthukrishnan 1997; Roberts und Selitrennikoff 1988]. Die Gattung 

Trichoderma ist bekannt für ihre Fähigkeit, die Resistenz gegen Krankheitserreger bei 

Pflanzen durch verschiedenste Mechanismen zu erhöhen [Hasan 2012]. Es stellte sich 

heraus, dass Chitosan die Formation von Callose anregt und somit die Pflanzenabwehr bei 

der Sojabohne und der Petersilienzellen fördert [Conrath et al. 1989; Köhle et al. 1985]. 

Chitinasen werden verwendet, um aus Abfallprodukten wie Garnelen- und Krabbenschalen, 

energieeffiziente Produkte herzustellen, die in unterschiedlichen Sparten der Biotechnologie 

sowie der Humanmedizin zum Einsatz kommen. 

1.4.4 Lipasen 

Neben dem Abbau von Biomasse und organischen Abfallprodukten durch die bereits 

erwähnten hydrolytischen Enzyme Cellulase, Xylanase und Chitinase ist die Verwendung 

von Lipasen in der Industrie von großer Bedeutung. Lipasen (EC 3.1.1.3) katalysieren die 

Hydrolyse von Triglyceriden zu Diglyceriden, Monoglyceriden, Glycerol und freien 

Fettsäuren. Neben dieser Funktion katalysieren sie die Hydrolyse und Transesterifikation 

von Estern sowie deren Synthese. Lipasen werden vor allem in der Waschmittelindustrie, 

Nahrungs- und Kosmetikindustrie sowie der pharmazeutischen Industrie eingesetzt 

[Cherif et al. 2011; Hasan et al. 2006; Su et al. 2010; Treichel et al. 2010]. Eine wichtige 

Anwendungen finden Lipasen in der Waschmittelindustrie. Durch den Gebrauch von 

Lipasen kann, die durch Detergenzien verursachte Umweltbelastung, verringert werden. 

Durch den Einsatz von Lipasen wird durch die Verwendung niedriger Temperaturen, 

weniger Energie verbraucht und es werden weniger Chemikalien sparsamer verwendet 

[Hasan et al. 2006; Houde et al. 2004]. Ein anderes Anwendungsgebiet der Lipasen ist die 

Biodieselproduktion [Hwang et al 2014]. Die kommerziellen Lipasen stammen 

hauptsächlich von den Ascomycota Gattungen Aspergillus sp., Penicillium sp., Mucor sp. 

und Rhizopus sp. und wurden aufgrund ihrer Anzuchtsbedingungen, Temperatur- und 

pH-Stabilität für die industrielle Nutzung ausgewählt [Cihangir und Sarikaya 2004; 

Treichel et al. 2010]. 
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1.5 Die Klassifizierung von Enzymen in CAZyme Familien 

Für den Abbau von organischer Biomasse sind aufgrund ihrer vielseitigen und verketteten 

Struktur viele Enzyme verantwortlich, die einzeln aber auch miteinander agieren. Diese 

werden als Kohlenhydrat aktiven Enzyme (carbohydrate active enzymes, CAZyme) 

zusammengefasst. Sie spielen bei der Modifikation von Kohlenwasserstoffverbindungen 

bezüglich des Auf- und Abbaus der Oligo- und Polysacchariden, bei der Synthese, dem 

Metabolismus oder dem Transportes von Kohlenhydraten eine Rolle [Lombard et al. 2014]. 

Es werden fortwährend neue Mitglieder der verschiedenen CAZyme Familien gefunden. 

Aufgrund ihrer Sequenzhomologie werden diese zu bereits bestehenden Gruppen und deren 

weiter untergliederten Familien zugeordnet. Im Gegensatz zur Klassifizierung in das 

EC-Nummern System [Webb 1992], welche die enzymatische Reaktion klassifiziert, basiert 

die Klassifizierung der CAZyme auf ihrer Sequenzhomologie und der damit verlinkten 

Spezifizierung sowie ihrer 3D-Struktur. CAZyme sind bezüglich ihrer Sequenzhomologien 

in Gruppen unterteilt. Man unterscheidet die CAZyme in Glykosidhydrolasen 

(Glycoside Hydrolases, GH), Glykosyltransferasen (Glycosyltransferases, GT), 

Polysaccharid Lyasen (Polysaccharide Lyases, PL), die Kohlenhydrat Esterasen 

(Carbohydrate Esterases, CE) und die Oxidoreduktasen (Auxiliary Activities, AA). Des 

Weiteren zählt zu den CAZymen das Carbohydrate-Binding-Module (Kohlenhydrat 

bindendes Modul, CBM). Die CAZyme sind in einer Datenbank unter der URL 

http://www.cazy.org/ zusammengefasst [Cantarel et al. 2009; Lombard et al. 2014]. Die 

einzelnen Gruppen der CAZyme sind weiter unterteilt in verschiedene Familien. Die größte 

und am besten untersuchte Gruppe der CAZyme bildet die Gruppe der Glykosidhydrolasen 

(GH) mit 153 Familien. Sie können die Hydrolyse von O-, N- und S-verlinkten Glykosiden 

katalysieren. Einige Glykosidhydrolasen katalysieren die Reaktion als Inverting 

Glykosidhydrolasen und andere als Retaining Glykosidhydrolasen [Koshland 1953]. Der 

Mechanismus der Inverting Glykosidhydrolasen basiert auf einem Ein-Schritt 

Single-Displacement Mechanismus. Die Hydrolyse der Retaining Glykosidhydrolasen 

beruht auf einem Double-Displacement Mechanismus, dem klassischen 

Koshland-Haltemechanismus (Koshland retaining mechanism). Dabei agiert im ersten 

Schritt des Koshland-Haltemechanismus, dem Glykosylierungs Schritt, agiert ein Rest als 

Nukleophil und bindet so das Substrat. Im zweiten Schritt, dem Deglykosylierungs Schritt, 

wird das im ersten Schritt gebildete glykosylische Intermediat gebunden, wobei der zweite 

Rest als Base agiert und das Substrat somit abgespalten wird. 
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Cellulasen, Hemicellulasen und Xylanasen sind den Glykosidhydrolasen zugeordnet und in 

verschiedene Familien unterteilt. Die Xylanasen sind aufgrund von Sequenzhomologien in 

zehn verschiedenen GH Familien eingeteilt. Die Familien GH5, GH7, GH8, GH10, GH11 

und GH43 weisen eine unterschiedliche katalytische Domäne mit einer 

Endo-1,4--Xylanaseaktivität auf, die Familien GH16, GH52 und GH63 besitzen neben 

einer Xylanasedomäne von Familie GH10 oder GH11 noch eine Glykosidasedomäne. Die 

Enzyme der Familie GH26 sind als Endo-1,3--Xylanasen klassifiziert. Die Enzyme der GH 

Gruppen GH10 und GH11 sind beides Retaining Glykosidhydrolasen und unterliegen damit 

dem Koshland-Haltemechanismus [Withers et al. 1986; Gebler et al. 1992]. Die Familie 

GH10 beinhaltet einige Endo-β-1,3-Xylanasen sowie Endo-β-1,4-Xylanasen und bilden eine 

(α/β)8 TIM barrel fold in ihrer 3D-Struktur [Henrissat et al. 1995]. Die Familie GH11 sind 

Endo-β-1,4-Xylanasen und bilden in ihrer Tertiärstruktur eine jelly roll fold 

[Wakarchuk et al. 1994]. Das aktive Zentrum beider GH Gruppen ist bekannt 

[Tull et al. 1991; MacLeod et al. 1994; Miao et al. 1994]. 

Die zweitgrößte Gruppe der CAZyme sind die Glykosyltransferasen (GT), die unterteilt sind 

in 105 Familien in der CAZyme Datenbank. Dabei handelt es sich um Enzyme, die 

Monosaccharideinheiten eines aktivierten Kohlenhydrats auf ein Akzeptormolekül, meistens 

einen Alkohol, übertragen [Lairson et al. 2008]. Die katalytische Wirkung der 

Glykosyltransferasen beruht auf dem Donor-Akzeptor-Prinzip. Eine weitere Gruppe sind die 

Polysaccharid Lyasen (PL) welche in 28 verschiedene Familien unterteilt sind. Sie spalten 

Uronsäure-Polysaccharide um einen Hexenuronsäure-Rest und ein neues reduziertes Ende 

zu generieren [Garron und Cygler 2010; Lombard et al. 2010]. Die Kohlenhydrat Esterasen 

(CE) katalysieren die Deacetylierung von substituierten Sacchariden [Biely 2012]. Sie 

bilden in der CAZyme Datenbank eine kleine Gruppe mit 16 Familien. Die kleinste und 

bisher am wenigsten erforschte Gruppe der CAZyme bildet die Oxidoreduktasen (AA) mit 

15 Familien. Sie ist zusammengesetzt aus Lytic Polysaccharide Mono-Oxygenases (LPMO) 

und Lignin abbauenden Enzymen [Horn et al. 2012; Levasseur et al. 2013]. Obwohl die 

Lignin abbauenden Enzyme nicht an Kohlenwasserstoff agieren, wurden sie aufgrund der 

Struktur der Pflanzenzellwand und deren Assoziation von Lignin und Kohlenwasserstoff in 

die CAZyme Datenbank aufgenommen. Die LMPOs wurden eingegliedert in die AA 

Familien AA9, AA10 und AA11 [Cantarel et al. 2009; Levasseur et al. 2013; 

Lombard et al. 2014]. Einige Enzyme der Oxireduktasen Familie der Pilze A. oryzae, 

M. thermophilia und N. crassa wurden bereits identifiziert und ihre aktive Rolle beim Abbau 
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von Cellulose beschrieben [Beeson et al. 2012; Hemsworth et al. 2014; Morgenstern et al. 

2014; Vu et al. 2014]. Enzyme der AA Familie AA9 wirken synergistisch mit Cellulasen 

beim kompletten Abbau von kristalliner Cellulose [Hu et al. 2014]. 

Vaaje-Kolstad et al. [2010] beschrieb, dass ein AA10 Enzyme (ehemals CBM33) von 

S. marcescens eine verstärkende Wirkung auf die katalytische Aktivität in Kombination mit 

einer Chitinase hat. Die Familie der Oxidoreduktasen birgt ein großes Potential im Hinblick 

auf ihre Rolle bei dem Abbau von Biomasse und wird für die Biotechnologie immer 

interessanter. 

Neben den bereits erwähnten Gruppen enthält die Klassifizierung der CAZyme ein Modul, 

das Carbohydrate-Binding-Module (CBM) [Boraston et al. 1998; Boraston et al. 1999]. Die 

CBMs bestehen aus einer fortlaufenden Aminosäure-Kette mit einer Kohlenhydrat 

bindenden Aktivität. CBMs haben keine eigene katalytische Funktion und gehören deshalb 

nicht zu den Enzymklassen der CAZyme. Sie fusionieren mit verschiedenen Familien der 

CAZyme, um deren hydrolytische Funktion zu intensivieren [Georgelis et al. 2011]. Dabei 

binden die CBMs an das abzubauende Polysaccharid und bringen das hydrolytische Enzym 

in die Nähe des Substrats [Teeri et al. 1998; Tomme et al. 1995a; Tomme et al. 1995b, 

Tomme et al. 1998; Srisodsuk et al. 1997]. Damit wird die Enzymkonzentration an der 

Oberfläche des Substrates erhöht und so die Hydrolyse beschleunigt [Bolam et al. 1998]. 

CBMs sind in drei Klassen (Typ A-C) unterteilt, welche durch die Struktur und den 

Polymerisationsgrad ihrer Zielliganden definiert werden. Dies ist ausschlaggebend für die 

Region innerhalb eines Polysaccharid, die gebunden werden soll [Armenta et al. 2017; 

Boraston et al. 2004; Gilbert et al. 2013]. Die CBMs des Typ A binden an der Oberfläche 

von kristalline Polysaccharide wie Cellulose oder Chitin. Aufgrund ihrer unabhängigen 

Faltungseinheiten, ihrer günstigen chemischen und physikalischen Eigenschaften und der 

einfachen Kontrolle ihrer Bindungsspezifizierung werden sie in vielen industriellen 

Prozessen eingesetzt wie unter anderem dem bioprocessing [Boraston et al. 2001; 

Levy und Shoseyov 2002; Rodriguez et al. 2004; Shoseyov et al. 2006]. 

1.5.1 CAZyme in der Biotechnologie 

CAZyme sind in den meisten prokaryotischen und eukaryotischen Organismen zu finden, 

die Verteilung und Zusammensetzung ist jedoch unterschiedlich. In Bakterien existiert eine 

andere Konstellation der CAZyme Familien als in Pilzen [Munir et al. 2014; 

Zhao et al. 2013]. Vor allem in Pilzen weisen die CAZyme eine hohe Diversität auf 

[Cantarel et al. 2009; Murphy et al. 2011]. Die Anzahl und Zusammensetzung der CAZyme 
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variiert jedoch innerhalb der Pilzspezies. So produziert, der als sehr effizienter Zersetzer 

bekannte Ascomycet Trichoderma reesei nur 200 GH Familien im Gegensatz zu 

Aspergillus oryzae mit 285 GH Familien [Martinez et al. 2008]. Zhao et al. [2013] verglichen 

103 unterschiedliche Pilze im Hinblick auf deren CAZyme. Dabei ergab sich, dass die 

Familien der Glykosidhydrolasen und der Kohlenhydrat Esterasen die meist verbreiteten 

Gruppen im Reich der Pilze sind. Außerdem zeigte er, dass pflanzenpathogene Pilze eine 

höhere Anzahl an unterschiedlichen Enzymen der CAZyme produzieren als saprophytische 

Pilze, Tierpathogene oder Pilze, die für ihre hohe enzymatische Aktivität beim Abbau von 

pflanzlicher Biomasse bekannt sind. Demnach korreliert die Anzahl der CAZyme nicht mit 

der Fähigkeit der Degradation von Biomasse. Die Identifikation von CAZyme in den 

unterschiedlichen Organismen ist von großer Bedeutung für den optimalen Gebrauch in der 

Biotechnologie. Es wird vermutet, dass CAZyme als Gen-Cluster vorliegen können, um so 

optimal zusammen zu agieren und das Substrat abbauen zu können. Gen-Cluster bestehen 

meist aus zwei oder mehr funktionell ähnlichen Genen, die im Genom hintereinander 

reguliert sind. Im Phylum der Bacteroidetes bilden die Kohlenhydrat aktiven Enzyme oft so 

genannte CAZyme Cluster, auch bekannt als Polysaccharide-Utilization-Loci (PULs) 

[Terrapon et al. 2018]. Diese wurden bisher ausschließlich bei Bacteroidetes gefunden. 

Bakterien sowie Pilze bilden neben sekretierten Enzymen, die synergistisch pflanzliche und 

tierische Biomasse abbauen können, auch Multi-Protein-Komplexe, die Cellulosome. 

Cellulosome werden nur von einigen anaeroben Bakterien und Pilzen gebildet. Das 

bekannteste Cellulosom wird von C. thermoscellum produziert [Bayer et al. 1998; 

Bayer et al. 2004]. Die Cellulosome beinhalten Enzyme aus verschiedenen CAZyme 

Familien, wie Cellulasen und Hemicellulasen, um den Abbau des organischen Materials zu 

beschleunigen. Um die sekretierten hydrolytischen Enzyme im Hinblick auf verschiedene 

industrielle Prozesse effizient zu nutzen, ist die Analyse der sekretierten CAZyme ein 

essentieller Forschungsansatz. 

1.6 Zielsetzung der Arbeit 

Das Ziel dieser Arbeit war das bioökonomische Potential einer Pilzsammlung aus tropischen 

Regionen aufzuzeigen. Die Untersuchung umfasste die taxonomische Einordung der 

Pilzisolate, den Test auf deren inhibitorische Wirkung gegen phyto- und humanpathogene 

Pilze, die enzymatische Charakterisierung, sowie die Genomsequenzierung und die Analyse 

von Kohlenhydrat aktiven Enzymen.  
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2 Ergebnisse 

In dieser Arbeit sollte eine Pilzsammlung aus Vietnam charakterisiert und auf ihre 

enzymatischen und antifungalen Aktivitäten getestet werden. Eine Pilzsammlung von 295 

Pilzisolaten wurde in neun verschiedenen Habitaten in Vietnam gesammelt. Es wurden 211 

Pilzisolate aufgrund ihres unterschiedlichen Phänotyps ausgewählt und durch die 

anschließende ITS Sequenzierung phylogenetisch eingeordnet. Der Inhibitionstest nach der 

Dual Culture Methode für sechs phytopathogene Pilze und der Inhibitionstest nach der 

Overlay Methode gegen Candida albicans, ermöglichte den Test auf antifungale Aktivität 

der Pilzsammlung. Ein enzymatischer Plattentest nach der Disc Diffusion Methode ergab 

eine Vorauswahl für die quantitative Aktivitätsbestimmung der Enzyme im Flüssigmedium. 

Durch die quantitative enzymatische Aktivitätsbestimmung wurden 69 Pilzisolate mit einer 

oder mehreren Enzymaktivitäten identifiziert. Es wurden drei Pilze aufgrund ihrer hohen 

Enzymaktivität für weitere Untersuchungen ausgewählt. Aus dem Pilzisolat Fsh102, 

Aspergillus sydowii, wurden zwei nicht redundante Endo-1,4-β-Xylanasen (EC 3.2.1.8) 

heterolog in den E. coli Stamm BL21 (DE3) exprimiert, gereinigt und charakterisiert. Des 

Weiteren wurden vom selben Pilzisolat zwei Endocellulasen (EC 3.2.1.4) und zwei 

Exocellulasen (EC 3.2.1.91) identifiziert und in E. coli BL21 (DE3) exprimiert. Als Referenz 

Genom diente dazu das sequenzierte Genom von Aspergillus sydowii CBS 593.65 von JGI. 

Die Pilzisolate FW57 und FW16.1 wurden de novo sequenziert und mit unterschiedlichen 

Substraten auf ihre CAZyme analysiert. 

2.1 Charakterisierung der Pilzsammlung 

Die Charakterisierung der Pilzsammlung unterteilt sich in die Isolation der Pilze aus den 

unterschiedlichen Habitaten in Vietnam sowie die phänotypische und phylogenetische 

Charakterisierung der Sammlung.  

2.1.1 Isolation der Pilze aus unterschiedlichen Habitaten 

Die Isolation der Pilzproben erfolgte aus neun unterschiedlichen Habitaten in Vietnam. Es 

wurden insgesamt 295 potentielle Ascomycota gesammelt (Tabelle 1, 4.4.1). Siebzig Proben 

wurden im Mangrovenwald, 55 auf der Bodenoberfläche, 44 auf Reisstroh, 24 aus ölhaltigen 

Habitaten, 12 aus heißen Quellen, 27 von Garnelenschalen, 13 von Krabbenschalen, 47 von 

Insektenkörpern und 3 von der Oberfläche von Früchten isoliert (Tabelle 1). Jedes Habitat 
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liegt an einem anderen Ort in Vietnam. Es sind je Habitat unterschiedlich viele Isolate in der 

Ursprungssammlung (4.4.1) vorhanden. 

Tabelle 1: Die Anzahl von Pilzisolaten geordnet nach Habitaten. Die Spalten enthalten die Anzahl der 

im Folgenden weiter charakterisierten Pilzisolate über die gesammelten Pilzisolate, die phänotypischen 

Unterschiede, die DNA Isolation, die ITS (internal spacer sequence, 2.1.2) Sequenzierung, den Enzym 

Plattentest (2.2.1) und die im Flüssigmedium (2.2.2) getesteten Isolate. 

Habitate Pilzisolate Phänotyp. 

Unterschiede 

DNA 

Isolation 

ITS 

Sequenzierung  

Enzym 

Plattentest 

Enzymtest in 

Flüssigmedium 

Mangrovenwald 70 38 37 36 36 17 

Bodenoberfläche 55 42 32 29 29 6 

Reisstroh 44 26 23 19 19 3 

Ölhaltiges Habitat 24 18 16 17 17 7 

Heiße Quellen 12 9 8 5 5 4 

Garnelenschalen 27 25 21 16 16 11 

Krabbenschalen 13 11 11 9 9 1 

Insektenkörper 47 38 33 31 31 18 

Früchte 3 2 2 2 2 2 

Σ 295 211 183 164 164 69 

 

Die einzelnen Sammelstellen sind über ganz Vietnam verteilt (4.4.1). Die Pilzisolate vom 

Mangrovenwald und auf Insektenkörpern wurden in der Nähe des Mekongdelta im Süden 

Vietnams gesammelt. Die Habitate Frucht, Garnelenschalen, Krabbenschalen und Reisstroh 

wurden in Meeresnähe gesammelt, während die Proben aus den Habitaten Bodenoberfläche, 

Ölhaltiges Habitat und Heiße Quellen im Norden um Hanoi gesammelt wurden. Alle 

Pilzisolate wurden in Form von Konidien (4.4.4) langfristig gesichert (4.4.4). 

Von allen Proben wurden Reinisolate gewonnen (4.4.2, 4.4.3). Die Reinisolate wurden zur 

phänotypischen Charakterisierung auf Agar (4.1.3) angezogen. Die Auswertung nach fünf 

bis sieben Tagen ergab, dass von den 295 gesammelten Isolaten 211 einen unterschiedlichen 

Phänotyp in Hinblick auf ihr Wachstum aufweisen. Von Isolaten mit gleichem Phänotyp 

wurde jeweils einer ausgewählt und weiter untersucht. Alle ausgewählten Pilzisolate, bei 

denen ein phänotypischer Unterschied zu sehen war, wurden zur langfristigen 

Aufbewahrung bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 

(DSMZ) in Braunschweig, Deutschland, hinterlegt und mit Einlagerungsnummer versehen. 

2.1.2 Phylogenetische Einordnung in das Reich der Pilze 

Die DNA wurde von den 211 ausgewählten Pilzisolaten (2.1.1, Tabelle 1) isoliert (4.5.1). 

Die Amplifikation der ITS Sequenz (4.5.5) erfolgt mit den Primern ITS1 [F] und ITS4 [R] 

(4.1.4) unter Verwendung der Q5 DNA Polymerase (4.5.5) bei einer Annealing Temperatur 

von 58°C. Die DNA Fragmente von einer Größe zwischen 500 und 1500 bp wurden 

gelelektrophoretisch überprüft. Nach erfolgreicher Amplifikation der ITS Marker Sequenz 
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(4.5.5) wurde die Sequenz des codogenen (5‘-3‘) und nicht codogenen (3‘-5‘) Strangs 

bestimmt (4.1.8). Beide Sequenzen wurden mit der Software SeqMan (4.7.5) annotiert und 

der phylogenetische Baum berechnet (4.2.4, Anhang I.I und I.II). Von den 211 ausgewählten 

Pilzisolaten zeigten 164 eine enzymatische Aktivität (2.2). Nur diese wurden in den 

phylogenetischen Baum eingerechnet. 

Durch die hohe Anzahl der Pilzsequenzen und die daraus folgende Anzahl an 

Referenzsequenzen wurde der Baum zusammengeklappt (Abbildung 2). Die über 150 

Referenzsequenzen wurden aus den Datenbanken Mycobank und TrichOKEY 2 (4.2.4) 

verwendet, um die Pilzisolate den Gattungen zuzuordnen. Alle im Baum eingerechneten ITS 

Sequenzen sind in der Genbank (NCBI) mit den Nummern MG098597 – MG098778 

hinterlegt (Anhang II). 

 

Abbildung 2: Zusammengeklappter phylogenetischer Baum nach Bestimmen der ITS-Sequenzen. (A) 

Baum aller zugeordneter Ascomycota und (B) Aufschlüsselung der Gattungen Aspergillus, Penicillium 

und Talaromyces. Die Verteilung der Habitate ist farblich kodiert in der Legende angegeben. Der 

Baum wurde nach den Kriterien des Maximum Likelihood (ML) und des Maximum Parsimony (MP) 

(4.2.4) errechnet.  

 

Der zusammengeklappte Baum wurde mit den unterschiedlichen Habitaten farblich kodiert, 

um den Vergleich zwischen Gattung und Habitat ersichtlicher zu machen. Die Sektion 

Aspergillus hat die höchste Prävalenz, mit 69 Isolaten, was etwa 42% der Gesamtkollektion 

der im Baum eingerechneten Ascomycota ausmacht. Die zweihäufigsten vertretenen 

Gattungen sind Penicillium und Trichoderma mit jeweils 12% und Fusarium mit 8,5%. Die 

Gattungen Gongronella und Taifanglania sind in der gesamten Sammlung nur mit jeweils 
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einer Spezies vertreten. Nahezu alle Gattungen der Sammlung sind in den Habitaten 

Mangrovenwald und Bodenoberfläche gefunden worden. Im Habitat der Krabbenschalen 

treten nur fünf Arten aus den vier Gattungen bzw. Untergattungen Penicillium Sektion 

Lanata-Divaricata & Stolkia, Fusarium, Cunninghamella und Lasiodiplodia auf. Die 

Gattungen Cunninghamella und Lasiodiplodia sind in der gesamten Sammlung nur drei bzw. 

zweimal vertreten. Das Habitat der Insektenkörper weist zehn verschiedene Gattungen auf. 

Die Gattung Trichoderma ist nicht im marinen Habitat (Garnelenschalen/Krabbenschalen) 

vertreten. Die Gattung Humicola ist nur mit vier Arten vertreten, wobei davon drei Spezies 

an der Bodenoberfläche und eine Art im Mangrovenwald isoliert wurden. Die drei Gattungen 

mit der höchsten Anzahl an Isolaten Trichoderma (20 Isolate), Aspergillus Sektion Flavi 

(27 Isolate) und Penicillium Sektion Lanata divaricata & Stolkiae (20 Isolate) sind nicht im 

Habitat Heiße Quellen zu finden. Die Gattung Aspergillus ist in allen gesammelten Habitaten 

vertreten. 

2.2 Enzymatische Analyse von Isolaten aus der Pilzsammlung 

Die mittels phylogenetischer Analyse (2.1.2) klassifizierten 164 Isolaten wurden nun auf 

sekretierte Enzymaktivitäten untersucht. Zunächst wurde mit der quantitativen 

plattenbasierten Disc Diffusion Methode (4.4.7) Isolate mit im Vergleich erhöhter 

Enzymaktivität ausgewählt. In einem anschließenden quantitativen Test in Flüssigmedien 

wurde die relative Aktivität (U/mg) der Enzyme dieser selektierten Pilzisolate bestimmt 

(4.4.8). 

2.2.1 Qualitativer enzymatischer Aktivitätstest mit der Disc Diffusion Methode 

Insgesamt wurden die 211 Pilzisolate (2.1.1) auf Aktivität der vier Enzyme Cellulase, 

Xylanase, Chitinase und Lipase mit der Disc Diffusion Methode (4.4.7) getestet. Hierbei 

wird die Aktivität durch eine Vorkultivierung des Pilzisolates im Medium mit Substrat 

induziert und anschließend auf einer Mineral Salz Agarplatte, welche das jeweilige Substrat 

enthält inkubiert. Die Aktivität der in das Medium sekretierten Enzyme wird als Ring um 

die Inokulationsstelle sichtbar (Abbildung 3). Quantitativ konnten so 63 Pilzisolate mit 

Cellulaseaktivitäten, 30 Pilzisolate mit Xylanaseaktivitäten, 38 Pilzisolate mit 

Chitinaseaktivitäten und 11 Pilzisolate mit Lipaseaktivität identifiziert werden. Von diesen 

wiesen 39 Isolate Aktivität bei zwei oder mehreren Enzymklassen auf.  

Der Durchmesser der durch den reduzierten Zucker bzw. durch die Bildung der 

Calciumsalze beim Lipasetest (4.4.7), entstandene Kreise um das Myzel wurde gemessen 
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und ab 1 cm wurde eine hohe Aktivität festgelegt (Abbildung 3). Ein sichtbarer Durchmesser 

ab 2 mm bis 1 cm wurde als mittlere Aktivität definiert. Ein Kreis von weniger als 2 mm 

wurde als geringe Aktivität definiert.  

Insgesamt wies die Hälfte der mit der Disc Diffusion Methode (4.4.7) gemessenen Pilzisolate 

eine hohe Enzymaktivität auf. Die ausgewählten Isolate gehören hauptsächlichen den 

Gattungen Talaromyces, Aspergillus Sektion Fumigati, Aspergillus Sektion Nidulans, 

Penicillium Sektion Citrina, Penicillium Sektion Lanata-divaricata & Stolkiae, Aspergillus 

Sektion Flavi, Fusarium und Trichoderma an. Die Hälfte der im Mangrovenwald 

gesammelten Isolate zeigte eine mittlere bis hohe Enzymaktivität bei den getesteten 

Enzymen auf. Nur ein Viertel der Individuen vom Habitat Reisstroh wies eine hohe 

Enzymaktivität bei den getesteten Enzymen auf (Tabelle 1). Es wurden 78 Pilzisolate mit 

hoher enzymatischer Aktivität zur quantitativen Enzymbestimmung (2.2.2) ausgewählt 

(Tabelle 1). 

 

Abbildung 3: Beispiele der Disc Diffusion Methode zur Bestimmung der Enzymaktivität.                        

(A) Bestimmung der Cellulaseaktivität mit CMC (FW 16.1, Fusarium solani), (B) Bestimmung der 

Xylanaseaktivität mit Xylan (Fsh102, Aspergillus sydowii), (C) Bestimmung der Chitinaseaktivität mit 

Chitin (FW57, Humicola fuscoatra), (D) Bestimmung der Lipaseaktivität mit Tween 20 und CaCl2 

(SF11.4, Aspergillus sp.). Der Pfeil zeigt den Ring um die Inokulationsstelle, welcher durch Abbau des 

jeweiligen Substrates entsteht. Der Durchmesser ist proportional zu der Enzymaktivität. Ein 

Durchmesser über 1 cm wurde als hohe Aktivität definiert, ein Durchmesser zwischen 1 cm und 2 mm 

als mittlere Aktivität und ein Durchmesser von 2 mm bis nicht sichtbar galt als geringe Aktivität. 

 

Die Enzymaktivitäten, bestimmt mit der Disc Diffusion Methode, wurden mit den Habitaten 

korreliert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 dargestellt. Jedes ausgewählte Pilzisolat 

besitzt mindestens eine geringe bis hohe Aktivität bei den untersuchten Enzymen auf. Die 

meisten Stämme mit hoher Cellulaseaktivität stammen aus den Habitaten Mangrovenwald, 

Reisstroh und Bodenoberfläche. Es wurde eine geringe Anzahl an Stämmen mit hoher 

Cellulaseaktivität in den Habitaten Garnelenschalen und Insektenkörper gefunden. 

Individuen mit geringer Cellulaseaktivität findet man in den Habitaten Bodenfläche, heiße 

Quellen, Ölhaltiges Habitat und Garnelen- und Krabbenschalen. Die meisten Individuen mit 

hoher bis mittlerer Chitinaseaktivität sind in den Habitaten Garnelenschalen (17 Isolate), 
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Krabbenschalen (6 Isolate) und Insektenkörper zu finden (26 Isolate) zu finden. Eine erhöhte 

Chitinaseaktivität zeigen auch Individuen in den Habitaten Bodenoberfläche, Ölhaltiges 

Habitat, Heiße Quellen, Reisstroh und Mangrovenwald. Eine geringe Anzahl an Stämmen 

mit hoher Lipaseaktivität wurden in den Habitaten Ölhaltiges Habitat und Garnelenschalen 

gefunden. Eine geringe Lipaseaktivität ist weit verbreitet in allen Habitaten mit einer 

Höchstanzahl von 18 Individuen im Habitat Bodenoberfläche und Garnelenschalen 

(10 Isolate). Pilzisolate mit Xylanaseaktivität sind ähnlich verbreitet wie die mit 

Cellulaseaktivität. Xylanase aktive Isolate sind mit den meisten Isolaten im Mangrovenwald, 

Reisstroh und Bodenoberfläche (bis zu 35 Isolate) vorhanden. Xylanaseaktivität ist auch in 

einigen Individuen von Garnelenschalen und Insektenkörper zu finden. Allerdings weisen 

nur wenige Isolate der Sammlung eine hohe Xylanaseaktivität auf. Diese ist dann in den 

Habitaten Mangrovenwald, Reisstroh und Insektenkörper und Garnelenschalen vorhanden. 

 

Abbildung 4: Spinnendiagramm zur Darstellung der Enzymaktivitäten basierend auf der 

Disc Diffusion Methode in Korrelation mit den unterschiedlichen Habitaten. Rote Linie: hohe 

Aktivität, blaue Linie: mittlere Aktivität, graue gestrichelte Linie: geringe Aktivität. Die mit Zahlen 

beschrifteten Ringe geben die Anzahl an Individuen an. 
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2.2.2 Quantitativer Aktivitätstest ausgewählter Pilzisolate in Flüssigmedien 

Die mit der Disc Diffusion Methode (4.4.7) ausgewählten 69 Pilzisolate (2.2.1) wurden 

quantitativ auf Enzymaktivitäten im Flüssigmedium getestet (4.4.8). Dabei zeigten über 85% 

Individuen (59 von 69) eine hohe Aktivität bei mindestens einer der untersuchten 

Enzymaktivitäten (Tabelle 2). In Abbildung 5 ist die überlappende Umsetzung der 

verschiedenen Substrate, welche schon bei der Disc Diffusion Methode (2.2.1) sichtbar 

wurde, dargestellt. 

Tabelle 2: Spezifische Enzymaktivitäten in U/mg der gemessenen Isolate auf die Enzyme Cellulase, 

Chitinase, Xylanase und Lipase. Die vollständige Tabelle mit den Standardabweichungen befindet sich 

im Anhang III. 

Isolat Cellulaseaktivität 

(U/mg) 

Chitinaseaktivität 

(U/mg) 

Xylanaseaktivität 

(U/mg) 

Lipaseaktivität 

(U/mg) 
FF1 0,016 0,13 0,45  

FH3  0,04   

FH4  0,06   

FH101 0,02 0,05   

Fi1 0,01    

Fi4 0,02  0,41  

Fi5 0,02    

Fi6 0,02    

Fi7 0,01    

Fi10 0,01  0,63  

Fi10.2  0,03   

Fi12 0,02    

Fi14 0,06    

Fi19 0,01    

Fi21  0,04 0,58  

Fi22  0,04   

Fi23 0,01    

Fi24 0,01 0,02   

Fi34  0,03   

Fi39 0,01 0,04   

Fi43 0,02 0,04   

FL2  0,03   

FL6.1 0,01 0,06 0,52 0,037 

FL10 0,02 0,04 0,69  

FL15 0,01    

FL18  0,04  0,11 

FL100 0,05 0,03 1,03  

FL101 0,03 0,04   

FR1 0,01  0,97  

FR27   0,30  

Fsh6  0,10  0,15 

Fsh13 0,06    

Fsh15 0,02    

Fsh17 0,02  0,74  

Fsh20 0,02  0,56  

Fsh21 0,00  0,64  

Fsh101 0,03 0,13 0,44 0,08 

Fsh102 0,03 0,03 0,61 0,27 

Fsh200 0,01 0,03 0,71  

Fsh201 0,02 0,05 0,63  

Fsh21 0,00  0,64  

FW2.1 0,02    

FW5 0,01    

FW16.1 0,05    

FW16.2 0,02    

FW24  0,02 0,46  

FW27 0,02    
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FW30   0,66  

FW33   0,58  

FW35 0,02 0,16   

FW36 0,01 0,04 0,4  

FW43 0,02    

FW49 0,00  0,64  

FW57  0,11  0,06 

FW63  0,00   

SF7 0,00 0,08   

SF14 0,06    

SF19.1 0,02 0,03 0,57  

SF25 0,00  0,41  

SF31 0,09  0,23  

     

Innerhalb der Sammlung konnten 18 Pilzisolate identifiziert werden, die nur auf Cellulose 

als kohlenstoffhaltigem Substrat wachsen konnten, drei Isolate wuchsen ausschließlich auf 

Nährmedium mit Xylan. Neun Pilzstämme wuchsen auf Xylan und in cellulosehaltigem 

Medium (4.4.7). In der Pilzsammlung konnten sieben Isolate nur auf chitinhaltigem Substrat 

wachsen, sieben Isolate wuchsen auf Chitin und auf CMC. In der gesamten Sammlung gibt 

es sieben Pilzisolate die jeweils Xylan, CMC und Chitin als primäre Kohlenstoffquelle 

abbauen können. Drei Isolate wurden positiv auf alle vier Substrate getestet. Eine Übersicht 

über die Enzymaktivitäten ist in einem Venn-Diagramm in Abbildung 5 dargestellt.  

 

Abbildung 5: Venn-Diagramm der Enzymaktivitäten. Gelb: Chitinaseaktivität, Blau: 

Cellulaseaktivität, Grün: Xylanaseaktivität, Rot: Lipaseaktivität. Die Zahlen geben die Anzahl der 

Isolate mit den entsprechenden Enzymaktivitäten an.  

 

Korreliert man die Ergebnisse des Flüssigtests (59 Isolate) mit den unterschiedlichen Taxa 

des Pilzreiches (Abbildung 6) sieht man, dass die meisten Pilzstämme mit Cellulaseaktivität 

(44 Pilzisolate) vom Taxon Aspergillus kommen. Nur zwei Isolate der Gattung Trichoderma 

weisen eine hohe Cellulaseaktivität auf. Die besten Zersetzer von CMC, Xylan, Chitin und 

Tween 20 findet man in den Gattungen Penicillium (Sektion Citrina) und Aspergillus 

(Sektion Nidulans), welche oft mehr als eine untersuchte Enzymaktivität besitzt, wie die 

Isolate Fsh101 und Fsh102. Die höchste Chitinaseaktivität haben die Stämme FW35 

(Aspergillus Sektion Fumigati sp.), Fsh101 (Aspergillus Sektion Nidulans sp.) und FF1 

(Aspergillus Sektion Flavi sp.) mit ~ 0,13 U/mg (Tabelle 2). FW57 hat eine 
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Chitinaseaktivität von 0,1 U/mg und zählt zu der unerforschten Gattung Humicola. 

Insgesamt hat die Pilzsammlung sechs Pilzisolate mit Lipaseaktivität, wobei Fsh102 

(Aspergillus Sektion Nidulans sp.) die höchste Aktivität mit 0,27 U/mg aufweist. Die 

Stämme Fsh13 (Fusarium sp.) und FW16.1 (Fusarium sp.) haben eine hohe 

Cellulaseaktivität, wohingegen das Pilzisolat SF31 (Aspergillus Sektion Terrei sp.) mit 

0,095 U/mg die höchste Cellulaseaktivität der gesamten Pilzsammlung aufweist. Die höchste 

Xylanaseaktivität haben die Isolate FR1 (Aspergillus Sektion Flavi sp.) und FL100 

(Penicillium Sektion Citrina sp.) mit ~ 1 U/mg. Das Isolat Fsh102 

(Aspergillus Sektion Nidulans sp.) hat eine Xylanaseaktivität von 0,6 U/mg und ist einer von 

drei Pilzisolaten, die bei allen getesteten Enzymen eine Aktivität aufweisen. 
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Abbildung 6: Farbliche Darstellung der Enzymaktivitäten aus dem qualitativen Enzymaktivitätstest 

(4.4.8) in Korrelation mit dem phylogenetischen Baum (2.1.2). Farbverlauf der Aktivitäten von blau 

(geringe Aktivität) bis rot (hohe Aktivität). Die Werte wurden für jede getestete Aktivität berechnet 

und von hoher bis niedriger Aktivität wie folgt definiert: Chitinaseaktivität: 0,15 U/mg, 0,05 U/mg; 

0,00 U/mg; Lipaseaktivität: 0,27 U/mg; 0,12 U/mg; 0,04 U/mg; Cellulaseaktivität: 0,09 U/mg; 

0,02 U/mg; 0,00 U/mg; Xylanaseaktivität: 1,03 U/mg; 0,58 U/mg; 0,23 U/mg. 
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2.3 Test der Pilzisolate auf ihre antifungale Wirkung gegen phyto- und 

humanpathogene Pilze  

Insgesamt wurden 295 Pilzisolate (4.3.1) in einem vorläufingem Sceening auf ihre 

antifungale Eigenschaft gegen sieben phytopathogene Pilze, Fusarium graminearum, 

Fusarium oxysporum, Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Bipolaris sorokiniana, 

Stagonospora nodorum, Magnaporthe oryzae und Cochliobolus heterostrophus (4.3.2) und 

gegen einen humanpathogenen Pilz, Candida albicans (4.3.2), getestet. Die Inhibierung 

gegen phytopathogenen Pilze wurde mittels der Dual Culture Methode getestet (4.4.5), die 

Inhibierung gegen Candida albicans wurde mit der Overlay Methode getestet (4.4.6). Es 

wurden 15 Pilzisolate mit einer Wuchsreduktion gegen unterschiedliche phytopathogene 

Pilze identifiziert (Tabelle 3). Es haben acht Pilzsisolate (SF14, SF22.3, SF31, Fsh16.1, 

Fsh24, Fi8, Fi21) eine allgemeine inhibitorische Wirkung gegen jeweils einen 

phytopathogenen Pilz. Vier Pilzisolate (Fsh8, FL7, FW16, FH101) weisen eine allgemeine 

inhibitorische Wirkung gegen jeweils zwei phytopathogene Pilze auf. Das Pilzisolat Fsh15 

zeigte eine allgemeine inhibitorische Wirkung gegen F. oxysporum, 

F. oxysporum f. sp. cubense und gegen M. oryzae. Die Abbildungen zu den Plattentests sind 

im Anhang IV zu finden. Es wurde kein Pilzisolat identifiziert, welches eine antifungale 

Wirkung gegen F. graminearum aufweist. 

Tabelle 3: Pilzisolate der Pilzsammlung mit antifungaler Wirkung gegen verschiedene phytopathogene 

Pilze (F. oxysporum, F. oxysporum f. sp. cubense, M. oryzae, B. sorokiniana, S. nodorum, 

C. heterostrophus) und gegen den humanpathogenen Pilz C. albicans. Die Inhibition gegen die 

phytopathogenen Pilze wurden mittels Dual Culture Methode (4.4.5) und die Inhibition gegen C albicans 

wurde mittels Overlay Methode (4.4.6) bestimmt. Die Plattentests wurden n=1 durchgeführt. Das Symbol 

+ zeigt die Inhibition an. Bei keinem Symbol wurde keine Inhibition detektiert. 

 F. 

oxysporum 

F. 

oxysporum f. 

sp. cubense 

M. 

oryzae 

B. 

sorokiniana 

S. 

nodorum 

C. 

heterostrophus 

C. 

albicans 

SF14  +      
SF22.3    +    
SF31    +    
SF32 +  + + +  + 
Fsh8 + +      
Fsh15 + + +     
Fsh16.1   +     
Fsh24   +     
FL7   + +    
Fi8  +      
Fi21 +       
FW16  +   +   
FW57    +    
FH4      +  
FH101     + +  
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Das Pilzisolat SF32 zeigte eine allgemeine antifungale Wirkung gegenüber fast allen 

getesteten phyto- und humanpathogenen Pilzen, F. oxysporum, B. sorokiniana, S. nodorum, 

M. oryzae und C. albicans (Tabelle 3, Abbildung 7). SF32, phylogenetisch identifiziert 

(4.1.8) als Acrophialophora levis, ist das einzige Pilzisolat in der Pilzsammlung, welches 

eine inhibitorische Wirkung gegen den humanpathogenen Pilz C. albicans zeigt. 

 
Abbildung 7: Test auf die antifungale Wirkung des Pilzisolates SF32 gegen die pflanzenpathogenen 

Pilze F. oxysporum, B. sorokiniana, S. nodorum und M. oryzae mittels der Dual Culture Methode und 

gegen den humanpathogenen Pilz C. albincans mittels der Overlay Methode A) Inhibitionstest von 

F. oxysporum gegen SF32 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von F. oxysporum 

(rechts) nach 7 dpi. B) Inhibitionstest von B. sorokiniana gegen SF32 (links) und das natürliche 

Wachstum ohne Inhibition von B. sorokiniana (rechts) nach 7 dpi C) Inhibitionstest von S. nodorum 

gegen SF32 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von S. nodorum (rechts) nach 8 dpi. 

D) Inhibitionstest von M. oryzae gegen SF32 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition 

von M. oryzae (rechts) nach 5 dpi. E) Inhibitionstest von C. albicans gegen SF32 (links) und das 

natürliche Wachstum ohne Inhibition von C. albicans (rechts) nach 1 dpi. Die Anzucht der Dual 

Culture Methode und der Overlay Methode erfolgte n=1. 

 

2.4 Auswahl der drei Pilzisolate für weitere Untersuchungen 

Nach Klassifizierung der Pilzsammlung und enzymatischen Aktivitätstests wurden drei 

Pilzisolate zur weiteren Bearbeitung ausgewählt (Abbildung 8). Fsh102, Aspergillus sydowii 

wurde aufgrund seiner hohen Xylanase- und Cellulaseaktivität ausgesucht (2.2.2). Das Isolat 

weist Aktivitäten bei allen vier getesteten Enzymen auf (4.4.8). Bisher ist kein Isolat von 

Aspergillus sydowii aus Vietnam bekannt, andere Isolate von dieser Art sind kaum 
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untersucht. Das Isolat FW57, welches durch die DSMZ Braunschweig als Humicola 

fuscoatra identifiziert wurde (4.2.1), weist eine hohe Chitinaseaktivität auf (0,11 U/mg). 

H. fuscoatra ist ein weitgehend unerforschter Ascomycet. Das Genom von H. fuscoatra 

wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht sequenziert. Das Isolat FW16.1, durch die 

DSMZ Braunschweig als Fusarium solani identifiziert (4.2.1), wurde ausgewählt wegen 

seiner hohen Cellulaseaktivität (0,06 U/mg) und der es noch nicht eingehend erforscht ist. 

Für alle drei Isolate wurde bei der Genbank (NCBI) ein Bioproject (PRJNA413482) erstellt 

mit den untergeordneten Biosamples für jedes Isolat, in dem die Genome hinterlegt sind. Das 

Genom von Fsh102 wurde mit der Nummer SAMN08024727, das Genom von FW57 wurde 

mit der Nummer SAMN07749915 und das Genom von FW16.1 wurde mit der Nummer 

SAMN07749916 hinterlegt und ist öffentlich zugänglich. 

 

Abbildung 8: Phänotyp von drei Pilzisolaten, die für die weitere Charakterisierung ausgewählt 

wurden. (A) A. sydowii auf PDA Medium (B) H. fuscoatra auf Mandels Medium (C) F. solani auf PDA 

Medium. 

 

2.5 Das Pilzisolat Fsh102 – Aspergillus sydowii 

Bei Fsh102 konnten jeweils zwei Endocellulasen (EC 3.2.1.4), zwei Exocellulasen 

(EC 3.2.1.91) und zwei Endo-1,4-β-Xylanasen (EC 3.2.1.8) mittels Zymogramm (4.6.5) und 

LC/MS-MS identifiziert werden. Nach Klonierung der vier Cellulasen und der beiden 

Xylanasen wurden diese in E. coli heterolog exprimiert. 

2.5.1 Identifizierung der aktiven Cellulasen des Pilzisolates Fsh102 mittels Zymogramm 

und LC/MS-MS 

Die Identifizierung der zwei Endocellulasen (EC 3.2.1.4) und der zwei Exocellulasen 

(EC 3.2.1.91) erfolgte mit einem Zymogramm (4.6.5) und einer LC/MS-MS Analyse (4.2.2). 

Der konzentrierte Überstand (4.6.5) von zwei Tage alten Kulturen (4.4.2) in CMC Medium 



Ergebnisse 

 28 

 

(4.4.7) wurde auf das Zymogramm (4.6.5) aufgetragen. Nach der Färbung des Gels mit 

Kongorot (4.6.5) wurden die Spuren mit positiven Reaktionen (Abbildung 9), die als Banden 

sichtbar waren, in ihrer kompletten Länge ausgeschnitten und mit Hilfe der LC/MS-MS 

(4.2.2) analysiert. 

 

Abbildung 9: Zymogramm der Cellulaseaktivität. Gesamtextrakt, aufgetrennt über eine 12,5% (w/v) 

SDS-PAGE mit 1% (w/v) CMC. Die Cellulose im Gel wurde mit 0,1% (w/v) Kongorot angefärbt. 

Bahn 1: Der Gesamtüberstand des Pilzisolates Fsh102 nach 24 h Inkubation in 1% (w/v) CMC 

Medium. Die hellen Bereiche (Pfeile) zeigen verminderten CMC Gehalt. M: Page Ruler Plus 

Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland). Die 

Molekulargewichte des Standards sind rechts in kDa angegeben 

 

Die aus der Analyse resultierenden Peptide wurden mittels des Referenzgenoms von 

A. sydowii (4.7.2) entsprechenden Proteinen zugeordnet. Die vollständigen Ergebnisse der 

LC/MS-MS Analyse sind im Anhang V aufgelistet. Die Annotation der Cellulasen erfolgte 

mit BLASTp (4.7.5). Es wurden neben zwei Endo-β-1,4-Glucanasen (Endocellulasen) und 

drei 1,4-β-Glucan-Cellobiohydrolyase (Exocellulasen) außerdem noch eine 

Endo-1,3-β-Glucanase, eine Glucan-Endo-1,6-β-Glucosidase und zwei 

Glucan-Endo-1,3-β-Glucosidasen gefunden (Anhang V). 

Es wurde mit den beiden Endocellulasen Endo1 (Aspsy1|91872|gm1.8417_g), Endo2 

(Aspsy1|56986|fgenesh1_pm.3_#_949) sowie mit den zwei Exocellulasen Exo1 

(Aspsy1|59845|fgenesh1_pm.9_#_81) und Exo2 (Aspsy1|41148|fgenesh1_kg.2_#_928_# 

_Locus359v1rpkm531.30) weiter gearbeitet (Tabelle 4).  
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Tabelle 4: Die über ein Zymogramm und LC/MS-MS identifizierten Cellulasen im Genom von 

A. sydowii. Angegeben sind die Aminosäureanzahl (AAs), das Molekulargewicht (MW), die Anzahl der 

Glykosylierungsstellen (O-Glykosylierung und N-Glykosylierung), die Länge des Signalpeptids (SP), die 

Familie der Glykosidhydrolasen (GH) sowie die Identifikation mit der Proteindatenbank von A. sydowii 

vom JGI (Joint Genome Institut, 4.7.2). 

Bezeichnung AAs MW 

(kDa) 

O-

Glykosylierung 

N-

Glykosylierung 

SP 

Länge 

GH 

Gruppe 

Identifikation (4.7.2) 

Endo1 328 36,1 2 2 17 5 Aspsy1|91872|gm1.8417_

g 

Endo2 450 47,4 10 2 21 7 Aspsy1|56986|fgenesh1_p

m.3_#_949 

Exo1 462 49,2 8 1 17 7 Aspsy1|59845|fgenesh1_p

m.9_#_81 

Exo2 453 48,7 13 1 16 7 Aspsy1|41148|fgenesh1_k

g.2_#_928_#_Locus359v

1rpkm531.30 

        

Alle vier Cellulasen wurden durch den BLASTp (4.7.5) eingeordnet. Endo1 (Tabelle 4) hat 

ein Molekulargewicht von 36,1 kDa und weist zu Endo-β-1,4-Glucanase B von A. ustus 

(KIA75750.1) 80% identische Aminosäuren auf. Endo2 (Tabelle 4) hat ein 

Molekulargewicht von 47,3 kDa besitzt zur Endo-1,4-β-Glucanase von A. nidulans 

(AAM54071.1) 71% identische Aminosäuren. Exo1 (Tabelle 4) hat ein Molekulargewicht 

von 49,2 kDa und weist zur 1,4-β-D-Glucan-Cellobiohydrolyase von A. nidulans 

(AAM54069.1) 89% identische Aminosäuren auf. Exo2 (Tabelle 4) hat ein 

Molekulargewicht von 48,7 kDa und besitzt zur 1,4-beta-D-Glucan-Cellobiohydrolyase von 

A. ochraceoroseus (KKK24942.1) 79% identische Aminosäuren. Endo1 gehört der 

Glykosidhydrolasen (GH) Gruppe GH5 an. Endo2, Exo1 und Exo2 gehören der GH Gruppe 

GH7 an. Die Ermittlung des Signalpeptids, welches für die Sekretion des Proteins innerhalb 

der Zelle wichtig ist, erfolgte über das Programm SignalP 4.1 (4.7.5). Das Signalpeptid aller 

Enzyme ist zwischen 16 und 21 Aminosäuren lang (Tabelle 4) und befindet sich am 

N-terminalen Ende des Proteins. Die Anzahl der O-Glykosylierungen liegen zwischen zwei 

und dreizehn, während ein oder zwei N-Glykolysierungen vorhanden sind (Tabelle 4). Die 

genauen Positionen der Glykosylierungen sind in Anhang VII aufgelistet. 

2.5.2 Klonierung der Gene Endo1, Endo2, Exo1 und Exo2 von Fsh102 mit und ohne 

Signalpeptid 

Zur Klonierung der Cellulasen wurde RNA aus dem Myzel von A. sydowii isoliert (4.5.2), 

welches im induzierenden Medium mit CMC (4.4.7) angezogen wurde, verwendet, um 

Introns zu vermeiden. Zur cDNA Synthese (4.5.3) wurden random hexamer Primer (4.5.3) 

verwendet. Zur Amplifikation (4.5.5) aus der cDNA von A. sydowii des Genes Endo1 

wurden die Primer Endo1_G [F] und Endo1_G [R] und zur Amplifikation des Genes Endo2 

wurden die Primer Endo2_G [F] und Endo2_G [R] (4.1.4, Tabelle 5) verwendet. Für die 
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Amplifikation (4.5.5) des Vektors pET28b (4.1.7) wurde zur Klonierung der Endo1 die 

Primer Endo1_V [F] und Endo1_V [R] und für die Klonierung der Endo2 die Primer 

Endo2_V [F] und Endo2_V [R] (4.1.4) eingesetzt. Zur Amplifikation (4.5.5) aus der cDNA 

(4.5.3) von A. sydowii des Genes Exo1 wurden die Primer Exo1_G [F] und Exo1_G [R], zur 

Amplifikation des Genes Exo2 wurden die Primer Exo2_G [F] und Exo2_G [R] 

(4.1.4, Tabelle 5) verwendet. Der Vektor pET28b (4.1.7) wurde für die Klonierung der Exo1 

mit den Primern Exo1_V [F] und Exo1_V [R] und für die Exo2 die Primer Exo2_V [F] und 

Exo2_V [R] (4.1.4, Tabelle 6) amplifiziert. Ein Aliquot der jeweiligen PCR Produkte wurde 

mittels Gelelektrophorese (4.6.1) überprüft. Für die Endo1 wurde eine Größe von 987 bp 

erwartet was in etwa 1000 bp auf dem Gel entsprach, für die Endo2 wurde eine Größe von 

1353 bp erwartet, für die Exo1 wurde eine Größe von 1398 bp erwartet und für Exo2 wurde 

eine Größe von 1363 bp erwartet. Alle drei Größen entsprachen den auf dem Gel detektierten 

Banden. Die PCR Produkte wurden mit DpnI verdaut (4.5.5), um die parentale DNA 

abzubauen. 

Die jeweils amplifizierten Vektorfragmente von pET28b und die amplifizierten 

zugehörenden DNA Fragmente der Gene Endo1, Endo2, Exo1 und Exo2 wurden in 

10-ß-Competent E. coli Zellen (4.3.3) transformiert (4.5.7) und ausplattiert. Die auf dem 

Selektionsmedium (4.3.3) gewachsenen Kolonien wurden vermehrt (4.5.7) und die Plasmide 

isoliert (4.5.4). Zur Überprüfung des Einbaus des Inserts im Vektor wurden die Primer 

pET28b [F] und pET28b [R] (4.1.4) verwendet. Die positive Klone Endo1+SP, Endo2+SP, 

Exo1+SP und Exo2+SP mit Insert wurden mit diesen Primern pET28b [F] und pET28b [R] 

sequenziert (4.1.8) und in silico mit dem Programm Geneious (4.7.5) auf Fehler in ihrer 

Sequenz kontrolliert. Alle vier Konstrukte wiesen keine Fehler in ihrer Sequenz auf. 

Die Konstrukte Endo2+SP, Exo1+SP und Exo2+SP wurden auch ohne Signalpeptid (2.5.1) 

amplifiziert. Zur Amplifikation des Gens Endo2-SP wurden die Primer Endo2_w/o_SP [F] 

und Endo2_w/o_SP [R] (4.1.4, Tabelle 5), für das Konstrukt Exo1-SP die Primer 

Exo1_w/o_SP [F] und Exo1_w/o_SP [R] (4.1.4, Tabelle 5) und für das Konstrukt Exo2-SP 

die Primer Exo2_w/o_SP [F] und Exo2_w/o_SP [R] (4.1.4, Tabelle 5) verwendet. Dabei 

wurden die Konstrukte mit Signalpeptid, Endo2+SP, Exo1+SP und Exo2+SP (Tabelle 5) als 

Template für die PCR (4.5.5) verwendet. Bei der Amplifikation wurde der komplette Vektor 

sowie das Gen ohne Signalpeptid amplifiziert. Das Konstrukt Endo1-SP_syn wurde 

synthetisch hergestellt (4.1.5). Die amplifizierten Konstrukte Endo2-SP, Exo1-SP, Exo2-SP 

und das synthetisch hergestellt Konstrukt von Endo1-SP_syn (Tabelle 5) wurden in 
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10-ß-Competent E. coli Zellen (4.3.3) transformiert (4.5.7). Nach Wachstum der Kolonien 

auf Selektionsmedium (4.3.3) wurden die Bakterien vermehrt (4.5.7) und die Plasmide 

isoliert (4.5.4). Mit den Primern pET28b [F] und pET28b [R] (4.1.4) wurden die Kolonien 

auf Einbau des Inserts überprüft. Anschließend wurden die positiven Klone sequenziert, um 

die Sequenz in silico zu überprüfen (4.7.5). Der im Konstrukt eingebaute N-terminale 

Polyhistidin-Tag (His6-Tag) ist als Fusion vorhanden. 

Tabelle 5: Klonierte Konstrukte aus Vektor pET28b und den Genen Endo2, Exo1 und Exo2 mit 

Signalpeptid (+SP) und ohne Signalpeptid (-SP) mit den jeweilig verwendeten Primern (4.1.4). Das 

Konstrukt Endo1 ohne Signalpeptid wurde synthetisch (syn) bei der Firma Biocat (4.1.5) hergestellt. 

Gen Primer für Konstrukt mit 

Signalpeptid 

Konstrukt mit 

Signalpeptid 

Primer für Konstrukt 

ohne Signalpeptid 

Konstrukt ohne 

Signalpeptid 

Endo1 Endo1_G [F] und [R] 

Endo1_V [F] und [R] 

Endo1+SP - Endo1-SP_syn 

Endo2 Endo2_G [F] und [R] 

Endo2_V [F] und [R] 

Endo2+SP Endo2_w/o_SP [F] 

Endo2_w/o_SP [R] 

Endo2-SP 

Exo1 Exo1_G [F] und [R] 

Exo1_V [F] und [R] 

Exo1+SP Exo1_w/o_SP [F] 

Exo1_w/o_SP [R] 

Exo1-SP 

Exo2 Exo2_G [F] und [R] 

Exo2_V [F] und [R] 

Exo2+SP Exo2_w/o_SP [F] 

Exo2_w/o_SP [R] 

Exo2-SP 

     

2.5.3 Heterologe Expression von Endo1, Endo2, Exo1 und Exo2 von Fsh102 im 

prokaryotischen System E. coli 

Die Konstrukte Endo1+SP, Endo2+SP, Exo1+SP und Exo2+SP (2.5.2) wurden in die E. coli 

Stämmen BL21 (DE3), Rosetta-gami™ 2 (DE3) und OverExpress™ C41 (DE3) (4.3.3) 

transformiert (4.5.7) und die einklonierten Endo- und Exocellulasen bei drei Temperaturen 

(22°C, 28°C und 37°C) exprimiert. Proben wurden zu den drei Zeitpunkten T1: 1 h, T2: 4 h 

und T3 16 h genommen. Nach dem Aufschluss der Zellen (4.6.6) und anschließender 

Auftrennung der löslichen (LF) und der unlöslichen (UF) Fraktion über eine SDS-PAGE 

(4.6.3) war eine Bande der Endo1 bei einem Molekulargewicht bei etwa 36 kDa, der Endo2 

bei einem Molekulargewicht bei etwa 52 kDa, der Exo1 bei einem Molekulargewicht bei 

etwa 54 kDa und der Exo2 bei einem Molekulargewicht bei etwa 54 kDa in der unlöslichen 

Fraktion (UF) sichtbar. Die detektierten Molekulargewichte entsprachen den Erwartungen. 

In der löslichen Fraktion (LF) konnte keine Bande detektiert werden. 

Die Konstrukte ohne Signalpeptid Endo1-SP_syn, Endo2-SP, Exo1-SP und Exo2-SP 

(Tabelle 5) wurden in E. coli BL21 (DE3) transformiert (4.5.7) und, wie oben beschrieben, 

exprimiert. Aufgrund des fehlenden Signalpeptids haben die exprimierten Proteine Endo1 

(38,4 kDa), Endo2 (49,1 kDa), Exo1 (51,1 kDa) und Exo2 (50,7 kDa) geringere 

Molekulargewichte als mit Signalpeptid. Nach dem Aufschluss der Zellen (4.6.6) und dem 
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Auftrennen der Proteine über eine SDS-PAGE (4.6.3) wurden Banden mit den erwarteten 

Molekulargewichten in der unlöslichen Fraktion (UF) detektiert (Abbildung 10 A). Mit 

einem immunologischen Nachweis mit Hilfe eines His6-Tag spezifischen Antiserums und 

mit alkalischer Phosphatase gekoppeltem sekundärem Antiserum (4.6.8) der Proteine im 

Western-Blot (4.6.8) konnten die Proteine aus der unlöslichen Fraktion bei dem berechneten 

Molekulargewicht auf der Membran über NBT/BCIP Substratumsetzung (4.6.8) 

nachgewiesen werden (Abbildung 10 ). 

 

Abbildung 10: Expression der Endo- und Exocellulasen ohne Signalpeptid in E. coli BL21                        

(A) aufgetrennt auf einer 12,5% (w/v) SDS-PAGE mit Coomassie Brilliant Blue-Färbung und                

(B) Detektion über Western-Blot, mit dem Antiserum RGS-His Antibody (detektiert wurde über 

alkalische Phosphatase gekoppteltem anti-Maus Antiserum und NBT/BCIP Substratumsetzung).  

Bahn 1: Endo 1 (38,4 kDa), Bahn 2: Endo2 (49,1 kDa), Bahn 3: Exo1 (51,1 kDa), Bahn 4: Exo2 

(50,7 kDa). M: Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland). Die Molekulargewichte des Standards sind rechts in kDa angegeben. 

 

2.5.4 Identifizierung aktiver Xylanasen von Fsh102 mittels Zymogramm und LC/MS-MS 

Die Identifizierung der in dieser Arbeit untersuchten Endo-1,4-β-Xylanasen erfolgte mittels 

Zymogramm (4.6.5) und LC/MS-MS Analyse (4.2.2). Fsh102 wurde unter induzierten 

Bedingungen mit Xylan angezogen und der Überstand mit den sekretierte Enzymen 

konzentriert (4.4.8). Der Überstand wurde auf ein Zymogramm mit 0,5 (w/v) Xylan (4.6.5) 

aufgetragen. Nach der Färbung des Gels mit 0,1% (w/v) Kongorot (4.6.5) waren vier Banden 

mit abgebautem Xylan auf dem Gel zu erkennen (Abbildung 11). Es wurden je Anzuchtszeit 

(24 h, 48 h und 72 h) vier identische Aktivitätspunkte bei Molekulargewichten zwischen 25 

und 80 kDa sichtbar (Abbildung 11, Pfeile a-d). Die Banden a bis d jedes Zeitpunktes wurden 

gewählt und mittels LC/MS-MS (4.2.2) analysiert. Die Proteine wurden mittels des 

Referenzproteoms von A sydowii der JGI Datenbank (4.7.2) identifiziert und diese dann mit 

BLASTp (4.7.5) annotiert. Die identifizierten Proteine der vier Zeitpunkte sind identisch und 
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sind im Anhang VI aufgelistet. Es konnten zwei redundante Endo-1,4-β-Xylanasen 

(Xylanase I: Aspsy1168372|estExt_Genewise1.C_1_t 60491 und Xylanase II: Aspsy1 

63902|estExt_fgen esh1_pg.C_1_t20379) und eine Exo-1,4-β-Xylanase (Aspsy1 

84747|gm1.1430_g) identifiziert werden (Tabelle 6). 

 

Abbildung 11: Zymogramm der Xylanaseaktivität, aufgetrennt über eine 12,5% (w/v) SDS-PAGE 

mit 1% (w/v) Xylan. Das Xylan im Gel wurde mit 0,1% (w/v) Kongorot angefärbt. 

Bahn 1: Der Gesamtüberstand des Pilzisolates Fsh102 nach 24 h Inkubation in 1% (w/v) Xylan 

Medium. Die Bereiche mit Xylanaseaktivität (a-d) bleiben ungefärbt. M: Page Ruler Plus Prestained 

Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland). Die Molekulargewichte des 

Standards sind links in kDa angegeben.  

 

In dieser Arbeit wurden die zwei nicht redundanten Endo-1,4-β-Xylanasen weiter analysiert. 

Die Xylanase I (Tabelle 6) hat ein Molekulargewicht von 35,4 kDa und hat zur Xylanase 

von Aspergillus nidulans FGSC A4 XYN1 (XP_661217) 83% identische Aminosäuren. 

Xylanase II (Tabelle 6) hat ein Molekulargewicht von 23,5 kDa hat zur Xylanase von 

Aspergillus nidulans FGSC A4 xlnC (Q00177.1) 69% identische Aminosäuren. Xylanase I 

ist Mitglied der Glykosidhydrolasen (GH) Gruppe GH11, Xylanase II ist Mitglied der GH 

Gruppe GH10.  

Tabelle 6: Die über ein Zymogramm und LC/MS-MS identifizierten Xylanasen im Genom von A. 

sydowii. Angegeben sind die Aminosäureanzahl (AAs), das Molekulargewicht (MW), die Glykosylierung 

(O-Glykosylierung und N-Glykosylierung), die Länge des Signalpeptids (SP), die Familie der 

Glykosidhydrolasen (GH) sowie deren Identifikation mit der Proteindatenbank von A. sydowii vom JGI 

(4.7.2). 

Bezeichnung AAs MW 

(kDa) 

O-

Glykosylierung 

N-

Glykosylierung  

Länge 

SP 

GH 

Gruppe 

Identifikation (4.7.2) 

Xylanase I 220 23,5 2 1 19 11 Aspsy1 

168372|estExt_Genewi

se1.C_1_t60491 

Xylanase II 328 35,4 2 2 21 10 Aspsy1 

63902|estExt_fgenesh1

_pg.C_1_t20379 
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Das Signalpeptid, als Signal für den Transportmechanismus des Proteins innerhalb der Zelle, 

der Xylanase I eine Länge von 19 Aminosäuren, das der Xylanase II 21 Aminosäuren. Beide 

Signalpeptide befinden sich am N-Terminus. Die Ermittlung des Signalpeptids erfolgte über 

das Programm SignalP 4 (4.7.5). 

Die Proteine Xylanase I und Xylanase II wurden auf Glykosylierung getestet (4.7.5). Die 

Xylanase I ist an einer Aminosäure N-glykosyliert und an zwei Aminosäuren O-glykosyliert. 

Die Xylanase II ist an zwei Aminosäuren N-glykosyliert und an zwei Aminosäuren 

O-glykosyliert. Die genauen Positionen der Aminosäuren befinden sich im Anhang VII. 

2.5.5 Klonierung der Xylanase I und Xylanase II von Fsh102 mit und ohne Signalpeptid 

als His6-Tag Fusionsprotein 

Um beide Xylanasen mit Signalpeptid (2.5.4) in den Vektor pET28b (4.1.7) zu klonieren, 

wurde zunächst aus dem Pilzisolat A. sydowii RNA aus Myzel isoliert (4.5.2), welches im 

induzierendem Medium mit 1% (w/v) Xylan (4.4.7) gewachsen war, um Introns zu 

vermeiden. Die cDNA wurde mit den Primern random hexamer (4.5.3) synthetisiert. Das 

Gen der Xylanase I wurde mit den Primern X102_1_G [F] und X102_1_G [R] und das Gen 

der Xylanase II wurde mit den Primern X102_2_G [F] und X102_2_G [R] (4.1.4) 

amplifiziert (4.5.5). Für die Amplifikation (4.5.5) des Vektors pET28b (4.1.7) wurde für die 

Klonierung der Xylanase I die Primer X102_1_V [F] und X102_1_V [R] und für die 

Klonierung der Xylanase II die Primer X102_2_V [F] und X102_2_V [R] (4.1.4) 

verwendet. Ein Aliquot der PCR-Produkte wurde mittels Gelelektrophorese (4.6.1) 

überprüft. Für das Amplifikat des Vektors pET28b wurde eine Größe von 5355 bp erwartet, 

was den etwa 6000 bp auf dem Gel entsprach. Für die Xylanase I wurde ein Amplifikat mit 

einer Größe von 660 bp erwartet, was den etwa 700 bp auf dem Gel entsprach, für die 

Xylanase II wurde eine Größe von 984 bp erwartet, was der detektierten Bande von etwa 

1000 bp auf dem Gel entsprach. Die PCR-Produkte wurden mit DpnI verdaut (4.5.5), um die 

restliche DNA, welche durch den Organismus produziert wurde, abzubauen. Der im 

Konstrukt eingebaute N-terminale His6-Tag ist als Fusion vorhanden und diente der 

anschließenden Affinitätschromatographie (2.5.7). 

Das Amplifikat des Vektors pET28b und die jeweils amplifizierten DNA Fragmente der 

Gene Xylanase I und Xylanase II wurden in 10-β-competent E. coli Zellen (4.3.3) 

transformiert (4.5.7). Von den auf dem Selektionsmedium (4.3.3) entstandenen Kolonien 

wurden die Bakterien vermehrt (4.5.7) und die Plasmide isoliert (4.5.1). Mit den Primern 

pET28b [F] und pET28b [R] (4.1.4) wurde überprüft, ob das Insert im Vektor vorhanden 
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war. Die positiven Klone Xyl_I+SP und Xyl_II+SP mit Insert wurden unter Verwendung 

der Primer pET28b [F] und pET28b [R] sequenziert (4.1.8) und in silico mit dem Programm 

Geneious (4.7.5) auf Fehler in ihrer Sequenz kontrolliert. Beide Konstrukte wiesen keine 

Introns und keine Fehler in ihrer Sequenz auf.  

Die Konstrukte Xyl_I+SP und Xyl_II+SP wurden auch ohne Signalpeptid (2.5.4) 

amplifiziert. Zur Amplifikation des Konstrukts Xyl_I-SP wurden die Primer Xyl1_w/o_SP 

[F] und Xyl1_w/o_SP [R] und für das Konstrukt Xyl_II-SP die Primer Xyl2_w/o_SP [F] 

und Xyl2_w/o_SP [R] verwendet (4.1.4). Dabei wurden die Konstrukte Xyl_I+SP und 

Xyl_II+SP als Template für die PCR (4.5.5) verwendet. Bei der Amplifikation wurde der 

komplette Vektor sowie das Gen ohne Signalpeptid amplifiziert. Die amplifizierten 

Fragmente Xyl_I-SP und Xyl_II-SP wurden in 10-β-competent E. coli Zellen (4.3.3) 

transformiert (4.5.7). Die auf dem Selektionsmedium (4.3.3) gewachsenen Bakterien wurden 

vermehrt (4.5.7) und die Plasmide isoliert (4.5.4). Durch Sequenzierung (4.1.8) der isolierten 

Plasmide mit den Primern pET28b [F] und pET28b [R] (4.1.4) wurde die Sequenz auf den 

Einbau des Inserts ohne Signalpeptid überprüft. Die Konstrukte wurden erfolgreich ohne 

Signalpeptid kloniert. 

2.5.6 Heterologe Expression der Xylanase I und der Xylanase II von Fsh102 im 

prokaryotischen System E. coli 

Die Konstrukte Xyl_I+SP und Xyl_II+SP (2.5.5) wurden in die E. coli Stämme BL21 (DE3), 

Rosetta-gami™ 2 (DE3) und OverExpress™ C41 (DE3) (4.3.3) transformiert (4.5.7) und 

diese bei drei Temperaturen (22°C, 28°C und 37°C) exprimiert (4.6.6). Proben wurden zu 

drei Zeitpunkten (T1:1 h, T2: 4 h, und T3: 16 h) genommen. Nach Aufschluss der Zellen 

(4.6.6) und anschließender SDS-PAGE (4.6.3) war eine Bande bei der Expression der 

Xylanase I mit einem Molekulargewicht von etwa 28 kDa und eine Bande bei Expression 

der Xylanase II mit einem Molekulargewicht von etwa 40 kDa in der unlöslichen Fraktion 

(UF) sichtbar. In der löslichen Fraktion (LF) konnte keine Bande detektiert werden. 

Die Konstrukte ohne Signalpeptid Xyl_I-SP und Xyl_II-SP wurden in BL21 (DE3) E. coli 

Zellen (4.3.3) transformiert (4.5.7) und wie oben beschrieben exprimiert (4.6.6). Aufgrund 

des fehlenden Signalpeptids hat das exprimierte Protein der Xylanase I ein berechnetes 

Molekulargewicht von 25,5 kDa. Das exprimierte Protein der Xylanase II hat ein 

berechnetes Molekulargewicht von 37.1 kDa. Die Expression der Xylanasen ohne 

Signalpeptid wurde, wie bei den anderen E. coli Stämmen beschrieben, exprimiert (4.6.6). 

Nach dem Aufschluss der Zellen (4.6.6) und dem Auftragen auf eine SDS-PAGE (4.6.3) 
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wurde eine Bande mit einem Molekulargewicht, das der Xylanase I entspricht, bei etwa 

25 kDa (Abbildung 12 A) und eine Bande mit einem Molekulargewicht, das der Xylanase II 

entspricht, bei etwa 40 kDa (Abbildung 12 B) in der unlöslichen Fraktion (UF) sowie in der 

löslichen Fraktion (LF) detektiert. Eine deutliche Bande mit dem entsprechenden 

Molekulargewicht ist bei Proben des Zeitpunktes T3, nicht aber bei Proben des Zeitpunktes 

T0 detektierbar. In der T0 Probe ist bei Xylanase I und bei der Xylanase II in beiden 

Fraktionen (UF und LF) eine schwache Bande mit dem entsprechenden Molekulargewicht 

zu sehen. 

 

Abbildung 12: Elektrophoretische Auftrennung der Expression von (A) Xylanase I und (B) 

Xylanase II in E. coli BL21 in der löslichen Fraktion (LF) und unlöslichen Fraktion (UF). Das 

berechnete Molekulargewicht der Xylanase I beträgt 25,5 kDa ohne Signalpeptid. Das berechnete 

Molekulargewicht der Xylanase II beträgt 37,1 kDa ohne Signalpeptid. Die Proteine wurden mit 

Coomassie Brilliant Blue gefärbt. 

Bahn 1: Expression bei 37°C, Bahn 2: Expression bei 28°C, Bahn 3: Expression bei 22°C, 

T0: Zeitpunkt 0, T3: 16 h nach Induktion der Expression mit IPTG. M: Page Ruler Plus Prestained 

Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland). Die Molekulargewichte des 

Standards sind links in kDa angegeben. 

 

Die stärksten Banden bei etwa 25 kDa (Xylanase I, Abbildung 12 A) bzw. 37 kDa 

(Xylanase II, Abbildung 12 B) wurden bei Expression in der löslichen Fraktion (LF) bei 

22°C nach 16 h) erhalten.  

2.5.7 Reinigung der heterolog exprimierten Xylanasen I und Xylanase II über 

Affinitätschromatographie 

Die Reinigung der beiden in E. coli BL21 heterolog exprimierten Xylanasen I und II ohne 

Signalpeptid (2.5.6) erfolgte über eine Affinitätschromatographie mit Ni-NTA Agarose 

(4.6.7) unter nativen Bedingungen. Dabei wurde der Rohextrakt des jeweils bei 22°C 16 h 

exprimierten Proteins (4.6.6) einer 500 mL Kultur auf die Säule gegeben, um das Protein 

mittels His6-Tags an die Säule zu binden. Der Durchfluss wurde aufgefangen (=Durchfluss). 
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Es folgte ein Waschschritt, um die Proteine ohne His6-Tag von der Säule zu eliminieren. Der 

Durchfluss des Waschschrittes (=Waschschritt) wurde aufgefangen. Danach folgte die 

Elution 1, bei der mit 3,5 mL Elutionspuffer das Protein von der Säule gewaschen wurde 

(=Elution 1). Eine zweite Elution löste mit erhöhter Stringenz die mit der Elution 1 nicht 

eluierten Proteine zur Regeneration der Säule (=Elution 2). Proteine aus Aliquots der 

heterologen Expression der Zeitpunkte T0 und T1 der löslichen (LF) und unlöslichen 

Fraktion (UF, 2.5.6) sowie der Reinigungsschritte (Rohextrakt, Durchfluss, Waschritt und 

Elution 1) wurden mit Hilfe der SDS-PAGE (4.6.3) nach ihrem Molekulargewicht 

aufgetrennt. Die Proteine wurden mit Hilfe von Coomassie Brillant Blau (4.6.3) im Gel 

sichtbar gemacht (Abbildung 13). Die Xylanase I ist mit einem berechneten 

Molekulargewicht von 25,5 kDa (Abbildung 13 A) und die Xylanase II mit einem 

berechneten Molekulargewicht von 37,1 kDa (Abbildung 13 B) im SDS-PAGE jeweils als 

Bande aus der Elution 1 sichtbar. 

 

Abbildung 13: Elektrophoretische Auftrennung verschiedener Proteinfraktionen mit den heterolog 

exprimierten (A) Xylanase I und (B) Xylanase II. Die Enzyme wurden über eine Ni-NTA Säule 

gereinigt und über eine 12,5% (w/v) SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Färbung wurde Coomassie Brilliant 

Blue verwendet. Das berechnete Molekulargewicht der Xylanase I ohne Signalpeptid beträgt 

25,5 kDa. Das berechnete Molekulargewicht der Xylanase II ohne Signalpeptid beträgt 37,1 kDa.  

Bahn 1: UF der Expression T0, Bahn 2: LF der Expression T0 bei 22°C, Bahn 3: UF der Expression 

T1 bei 22°C nach 16 h nach Induktion mit IPTG, Bahn 4: LF der Expression T1 bei 22°C nach 16 h 

Induktion mit IPTG, Bahn 5: Extrakt der LF nach 16 h bei 22°C, Bahn 6: Durchfluss des der LF, 

Bahn 7: Durchfluss des Waschschrittes, Bahn 8: Elution 1 des Proteins . M: Page Ruler Plus Prestained 

Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland). UF=unlösliche Fraktion, lösliche 

Fraktion=LF Die Molekulargewichte des Standards sind rechts in kDa angegeben 

 

Die Banden der Proteine Xylanase I und Xylanase II aus der Elution 1 (Abbildung 13) 

wurden ausgeschnitten und mittels LC/MS-MS (4.2.2) überprüft. Die in der SDS-PAGE 

(4.6.3) sichtbaren Banden der Xylanase I und Xylanase II entsprechen den beiden Enzymen 

Xylanase I und Xylanase II. Die Verifizierung durch die LC/MS-MS befindet sich im 

Anhang VIII. 
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2.5.7.1 Aktivitätsbestimmung der reinen Xylanase I und Xylanase II 

Von den Reinigungsschritten (4.6.7) wurde der Proteingehalt (4.4.10) und die spezifische 

Aktivität (4.4.8) mit der DNS Methode (4.4.8) analysiert (Tabelle 7). Die spezifische 

Aktivität des Rohextraktes der Xylanase I beträgt 33,70 U/mg. Das eluierte reine Protein 

Xylanase I hat eine spezifische Aktivität von 181,14 U/mg, was einer Ausbeute an reinem 

Protein von 55% aus dem Rohextrakt und einen Reinigungsquotienten von 5,41 entspricht. 

Der Rohextrakt der Xylanase II weist mit 57,09 U/mg eine doppelt so hohe spezifische 

Aktivität wie die Xylanase I auf. Die spezifische Aktivität der reinen eluierten Xylanase II 

beträgt 106,08 U/mg was einer Ausbeute von 27% des Gesamtextraktes entspricht. Der 

Reinigungsquotient der reinen Xylanase II beträgt 1,96. Bei der Reinigung der Xylanase II 

geht also mehr Enzym verloren als bei der Aufreinigung von Xylanase I. 

Tabelle 7: Spezifische Aktivität der Reinigung der Xylanase I und der Xylanase II über eine 

Affinitätschromatographie. Die Proteinmenge (mg), die spezifische Aktivität (U/mg), der 

Reinigungsquotient (fold) sowie die Ausbeute (%) sind für jeden Reinigungsschritt aufgeführt. 

 Xylanase I Xylanase II 
 Protein 

(mg) 

Aktivität

(U/mg) 

Reinigung 

(fold) 

Ausbeute 

(%) 

Protein 

(mg) 

Aktivität

(U/mg) 

Reinigung 

(fold) 

Ausbeute 

(%) 

Rohextrakt 17,49 33,70 1 100 35,74 57,09  1 100 

Durchfluss 13,32 12,04 0,36 28 25,17 33,40  0,59  41 

Waschschritt 0,90 59,15 1,71 8 4,56  81,41 1,42 18 

Elution 1 1,78  181,14 5,41 55 5,19 106,08 1,96 27 

Elution 2 0,08 121,20 3,65 2 0,18 121,51 2,13 1 

 

Die Werte sind aus den Mittelwerten von drei Reinigungen berechnet. Die Gesamtaktivität 

(U), der Proteingehalt (mg/mL), das Gesamt-Volumen (mL) unter Angabe der berechneten 

Standardabweichungen sind im Anhang IX aufgeführt.  

2.5.8 Charakterisierung der Xylanasen  

Die reinen Proteine Xylanase I und Xylanase II (2.5.7) wurden charakterisiert. Dabei wurde 

mittels Dünnschichtchromatographie ermittelt, welche Oligosaccharide des Xylans durch 

Hydrolyse präferiert abgebaut werden. Die Aktivität beider Xylanasen wurden auf die 

Umsetzungsrate von Xylan und das Substratspektrum, die Puffer- und Temperaturstabilität 

sowie die Puffer- und Temperaturabhängigkeit untersucht. Außerdem wurde die Inhibition 

der Xylanase I und Xylanase II in Anwesenheit unterschiedlicher Salze und Lösungsmittel 

untersucht. 
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2.5.8.1 Nachweis von Reaktionsprodukten der Xylanase I und Xylanase II mittels 

Dünnschichtchromatographie 

Zur Untersuchung, welche Reaktionsprodukte bei der Hydrolyse von Xylan durch die reine 

Xylanase I und Xylanase II (2.5.7) entstehen, wurde eine Dünnschichtchromatographie 

(4.6.9) verwendet. Die reine Xylanase I und Xylanase II (2.5.7) wurden mit dem 

Polysaccharid Xylan (0,1% w/v) bei 30°C inkubiert. Nach 0 Minuten, 15 Minuten, 1 h und 

17 h Inkubationszeit wurden die hydrolytischen Reaktionsprodukte der Xylanase I und 

Xylanase II (4.6.9) sowie dem Monomer Xylose und den Oligosacchariden, Xylobiose, 

Xylotriose, Xylotetraose, Xylopentose und Xylohexose als Standard auf eine Silicagel Platte 

aufgetragen, laufen gelassen und entwickelt (Abbildung 14). Ohne Inkubation wurde kein 

Zucker umgesetzt und es ist lediglich das Substrat Xylan nachweisbar (Abbildung 

14, Bahn 8). Bei der hydrolytischen Reaktion der Xylanase I entstehen hauptsächlich die 

Oligosaccharide Xylobiose, Xylotriose und Xylopentose (Abbildung 14 A, Bahn 9, 10, 11) 

nach 15 Minuten, 1 h und 17 h. Nach 17 h ist das Monomer Xylose nachweisbar (Abbildung 

14 A Bahn 11). Die Xylotetraose wird bei allen drei getesteten Zeitpunkten nicht 

nachgewiesen. Bei der Hydrolyse von Xylan durch die Xylanase II entstehen hauptsächlich 

das Monomer Xylose sowie die Oligosaccharide Xylobiose und Xylohexose bei allen drei 

Zeitpunkten (Abbildung 14 B, Bahn 9, 10, 11). Die Xylotriose ist nach 15 Minuten und nach 

1 h nachweisbar, nach 17 h ist sie nicht mehr nachweisbar. 

 

Abbildung 14: Dünnschichtchromatographie der Reaktionsprodukte von der (A) Xylanase I und der 

(B) Xylanase II auf einer Silicagel Platte, mit 40 Minuten Laufzeit in organischem Laufmittel. Die 

Platte wurde 40 Minuten mit 0,2% (w/v) Oricin bei 80°C inkubiert. Die Zucker sind als dunkle Punkte 

zu sehen. 

(A) Bahn 1: Xylan, Bahn 2: Xylose, Bahn 3: Xylobiose, Bahn 4: Xylotriose, Bahn 5: Xylohexose, Bahn 

6: Xylopentose, Bahn 7: Xylotetrose, Bahn 8: Xylanase I + Xylan nach 0 h Inkubation, Bahn 9: 

Xylanase I + Xylan nach 0,25 h Inkubation, Bahn10: Xylanase I + Xylan nach 1 h Inkubation, Bahn 

11; Xylanase I + Xylan nach 17 h Inkubation  

(B) Bahn 1: Xylan, Bahn 2: Xylose, Bahn 3: Xylobiose, Bahn 4: Xylotriose, Bahn 5: Xylotetrose, 

Bahn 6: Xylopentose, Bahn 7: Xylohexose, Bahn 8: Xylanase I + Xylan nach 0 h Inkubation, Bahn 9: 
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Xylanase I + Xylan nach 0,25 h Inkubation, Bahn 10: Xylanase I + nach 1 h Inkubation, Bahn 11; 

Xylanase I + Xylan nach 17 h Inkubation 

 

2.5.8.2 Substratspektrum und Aktivität bei aufsteigenden Xylankonzentrationen der 

Xylanase I und der Xylanase II 

Die Xylanase I und Xylanase II (2.5.7) wurden auf ihr Substratspektrum mit der DNS 

Methode (4.4.8) und unterschiedlichen Substraten (4.4.9) untersucht. Neben den 

Oligosacchariden Xylobiose, Xylotriose, Xylotetraose, Xylopentose und Xylohexose wurde 

Arabinan, Arabinoxylan, und Xylan aus Buchenholz als Substrate verwendet. Um ein 

erweitertes Substratspektrum zu testen, wurden zusätzlich zu den oben genannten Substraten 

CMC, Galactan und Stärke verwendet. Beide Xylanasen haben die höchste Aktivität bei dem 

Substrat Xylan aus Buchenholz. Die Xylanase II weist eine Aktivität von 10% bei dem 

Substrat Xylotriose auf im Gegensatz zur Xylanase I. Die Xylanase I wird erst aktiv bei einer 

Länge von Pentameren, der Xylopentose. Die Aktivitäten beider Xylanasen liegt bei 10% 

bei den Substraten CMC, Galactan und Stärke im Vergleich zu ihrem natürlichen Substrat 

Xylan aus Buchenholz. Die Xylanase I und Xylanase II haben ein ähnliches 

Substratspektrum. Während jedoch die Xylanase I Xylotriose umsetzen kann, setzt die 

Xylanase II dieses Substrat nicht um (Abbildung 15 A). 

Mittels DNS Methode (4.4.8) wurde mit aufsteigenden Xylankonzentrationen von 0,1% bis 

3% (w/v) ermittelt, dass die spezifische Aktivität der beiden Xylanasen mit erhöhter 

Xylankonzentration steigt (Abbildung 15 B). Die Aktivität der Xylanase I ist bei einer 

Xylankonzentration von 3% fast doppelt so hoch wie die Aktivität der Xylanase II bei 

gleicher Xylankonzentration.  
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Abbildung 15: Das Substratspektrum (A) und die Aktivität bei aufsteigenden Xylankonzentration (B) 

der Xylanase I und der Xylanase II. Die spezifischen Aktivitäten (%) wurden mittels DNS Methode 

bestimmt. Die Messungen erfolgten in Triplikaten. (A) Alle Aktivitäten von Xylanase I und 

Xylanase II wurden jeweils auf die Aktivität bei pH 4,8 gemessen und auf das natürliche Substrat 

Xylan aus Buchenholz = 100% bezogen. Die spezifische Aktivität wurde mit Xylobiose, Xylotriose, 

Xylotetraose, Xylopentose, Xylohexose, Arabinan, Arabinoxylan, CMC, Galactan und Stärke 

bestimmt (B) Die spezifische Aktivität wurde bei Xylankonzentrationen zwischen 0,1% und 3% (w/v) 

bestimmt und auf die Aktivität bei 0,1% Xylan = 100% bezogen. 

 

2.5.8.3 Temperatur- und pH-Wert-Abhängigkeit 

Die Xylanase I und die Xylanase II wurden auf ihre Temperatur- und pH-Wert-

Abhängigkeit mit der DNS Methode (4.4.8) untersucht. Zur Bestimmung der 

Temperaturabhängigkeit wurden die hydrolytischen Reaktionen 15 Minuten bei 10°C, 30°C, 

50°C, 70°C und 90°C untersucht (Abbildung 16 A). Alle Werte wurden auf die Aktivität der 

Xylanase I bei 30°C = 100% bezogen. Bei einer Temperatur von 10°C hat die Xylanase I 

eine Aktivität von 60%, die Xylanase II eine Aktivität von 70%. Die Aktivität der Xylanase I 

steigt bei einer Temperatur von 30°C auf etwa 100% an. Die Xylanase II weist bei 30°C eine 

Aktivität von etwa 100% auf (Abbildung 16 A). Beide Xylanasen erreichen ihr 

Aktivitätsoptimum bei 50°C mit etwa 110% (Xylanase I) und 175% (Xylanase II). Bei 70°C 

sinkt die Aktivität beider Xylanasen auf unter 50%. Bei 90°C hat die Xylanase I eine 

Aktivität von etwa 30%, die Aktivität der Xylanase II liegt bei etwa 20%. 

Zur Bestimmung der pH-Wertabhängigkeit beider Xylanasen wurden Puffer im pH-Bereich 

von 2,5 bis 10 gewählt. Für die pH-Werte 2,5 bis 3 wurde ein Glycin-HCl-Puffer verwendet, 

bei einem pH-Wert von 3 bis 6 ein Citrat-Puffer, bei den pH-Werten von 6 bis 8 ein 

Natriumphosphat-Puffer und bei den pH-Werten von 8 bis 10 ein Glycin-NaOH-Puffer 
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(4.1.3, 4.4.8). Die Aktivitäten von Xylanase I und Xylanase II wurden jeweils auf die 

Aktivität von Xylanase I und Xylanase II bei einem pH von 4,8 = 100% bezogen. Die 

Xylanase I hat bei einem pH-Wert von 2,5 40% und bei einem pH-Wert von 3 60% Aktivität 

(Abbildung 16 B). Die Aktivität der Xylanase I steigt mit zunehmenden pH-Wert und 

erreicht bei einem pH-Wert von 6 eine Aktivität von 75%. Ab einem pH-Wert von 8 fällt 

die Aktivität der Xylanase I um die Hälfte, dann sinkt sie weiter ab auf etwa 10% bei einem 

pH-Wert von 10. Die Xylanase II hat eine sehr geringe Aktivität (10% bis 40%) bei 

niedrigen pH-Werten (2,5 – 3,5), aber steigt dann sehr stark an bei einem pH-Wert von 4 auf 

fast 60% Aktivität bis zu ihrem Optimum bei 120% Aktivität bei einem pH-Wert von 7,5 

(Abbildung 16 B). Wie auch bei der Xylanase I fällt die Aktivität der Xylanase II bei einem 

pH-Wert von 8, bleibt aber bis zu einem pH-Wert von 10 noch bei 60% Aktivität. Während 

die Xylanase I ihr optimalen pH-Wert bei 4,5 hat, hat die Xylanase II ihren optimalen 

pH-Wert bei 7,5. 

 

Abbildung 16: Temperaturabhängigkeit (A) und Pufferabhängigkeit (B) der Xylanase I und der 

Xylanase II. Die spezifische Aktivität wurde mit der DNS Methode bestimmt. (A) Die spezifische 

Aktivität wurde bei den Temperaturen 10°C, 30°C, 50°C, 70°C und 90°C bestimmt. Alle Messungen 

erfolgten in Triplikaten. Alle Aktivitäten der Xylanase I und der Xylanase II wurden jeweils auf die 

Aktivität bei pH 4,8 = 100% bezogen (B) Die Pufferabhängigkeit wurde bei Puffern zwischen einem 

pH-Wert von 2,5 und 10 gemessen. Für die pH-Wert von 2,5 bis 3 wurde der Glycin-HCL-Puffer 

benutzt, für die pH-Werte von 3 bis 6 der Citrat-Puffer, für die pH-Werte von 6 bis 8 wurde der 

Natriumphosphat-Puffer verwendet und für die pH-Werte von 8,5 bis 10 wurde der 

Glycin-NaOH-Puffer verwendet. Alle Messungen erfolgten in Triplikaten und die 

Standardabweichungen wurden berechnet. Alle Aktivitäten der Xylanase I und der Xylanase II 

wurden jeweils auf die Aktivität bei pH 4,8 = 100% bezogen. 
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2.5.8.4 Temperaturstabilität 

Es wurde die Aktivität der beiden Xylanasen bei Temperaturen von 4°C, 30°C, 50°C und 

70°C nach 15 Minuten, 30 Minuten, 1 h, 2 h, 24 h, 72 h, 144 h und 192 h Inkubation 

gemessen. Die Aktivität wurde auf 15 Minuten bei 30°C = 100% bezogen. Die Aktivität der 

Xylanase I liegt bei 50°C sowie bei 70°C nach 15 Minuten nur noch bei 10 bis 20% 

(Abbildung 17 A). Die Aktivität der Xylanase I bleibt bei 4° und bei 30°C über die 

gemessenen 192 h stabil bei 80 - 100%. Die Aktivität geht bei 50°C und 70°C nach 

15 Minuten zurück auf etwa 20%. Die Aktivitäten der Xylanase II sind für 30 Minuten bei 

allen vier getesteten Temperaturen stabil und betragen zwischen 80% und 100% (Abbildung 

17 B). Nach 1 h sinkt die Aktivität der Xylanase II bei 70°C auf unter 10%. Nach 24 h hat 

die Xylanase II noch 80% Aktivität bei 4°C und 30°C aber nur noch 40% Aktivität bei 50°C. 

Nach 72 h hat die Xylanase II nur noch eine Aktivität von unter 20% bei 50°C. Die Aktivität 

bei 4°C und 30°C bleibt stabil bis sie nach 144 h auf 20% abfällt. Dort bleibt sie stabil bis 

nach 192 h. Die Xylanase II ist stabil bei 50°C für 2 h und bei 70°C für 1 h, bei 4°C und 

30°C ist sie stabil bis zu 72 h. 

2.5.8.5 pH-Stabilität  

Beide Xylanasen wurden auch auf ihre Aktivität bei zwei verschiedenen pH-Werten, pH 4,8 

und pH 9, über einen Zeitraum von 192 h untersucht. Bei einem pH-Wert von 4,8 nimmt die 

Aktivität der Xylanase I und der Xylanase II mit der Zeit stetig ab bis sie von ihren 

anfänglichen 100% nach 15 Minuten nur noch 20% Aktivität nach 192 h aufweist 

(Abbildung 17 C). Die Aktivität der Xylanase I und Xylanase II ist einem pH-Wert von 9 

generell geringer als bei einem pH-Wert von 4,5 (Abbildung 15 B) aber bleibt bis zu 72 h 

stabil (Abbildung 17 D). Die Xylanase II verliert nach 144 h zwei Drittel ihrer Aktivität und 

bleibt bis 192 h stabil bei 20% Aktivität. Die Xylanase I bleibt bis zu 192 h stabil bei einem 

pH-Wert von 9.  
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Abbildung 17: Temperaturstabilität von (A) Xylanase I und (B) Xylanase II und Pufferstabilität von 

Xylanase I und Xylanase II bei (C) einem pH-Wert von 4,8 (D) und einem pH-Wert von 9, über einen 

Zeitraum von 192 h. Die spezifische Aktivität wurde mit der DNS Methode bestimmt. Alle Messungen 

erfolgten in Triplikaten. (A) Spezifische Aktivität der Xylanase I wurde bei 4°C, 30°C, 50°C und 70°C 

über 192 h bestimmt. Die spezifische Aktivität der Xylanase I wurden auf die Aktivität bei 30°Cund 

15 Minuten = 100% bezogen. (B) Spezifische Aktivität der Xylanase II wurde bei 4°C, 30°C, 50°C und 

70°C über 192 h bestimmt. Die spezifische Aktivität der Xylanase II wurden auf die Aktivität bei 

30°Cund 15 Minuten = 100% bezogen. (C) Spezifische Aktivität der Xylanase I und Xylanase II mit 

einem Citrat Puffer bei pH 4,8 über einen Zeitraum von 192 h. Die spezifische Aktivität der Xylanase I 

und der Xylanase II wurden auf die Aktivität bei 30 °C und 15 Minuten bei pH 4,8 = 100% bezogen. 

(D) Spezifische Aktivität der Xylanase I und Xylanase II mit einem Citrat Puffer bei pH 9 über einen 

Zeitraum von 192 h. Die spezifische Aktivität der Xylanase I und der Xylanase II wurde auf die 

Aktivität bei 30°C und 15 Minuten bei pH 4,8 = 100% bezogen. 
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2.5.8.6 Inhibitionen der Xylanase I und Xylanase II durch Salze und Lösungsmittel 

Um die Inhibition von Salzen und Lösungsmitteln auf die Xylanase I und die Xylanase II zu 

testen, wurde die spezifische Aktivität mittels DNS Methode (4.4.8) gemessen. Es wurden 

folgende Substanzen verwendet: 5% und 30% (v/v) Acetonitril (ACN), 5% und 30% 

(v/v) Ethanol (EtOH), 5% und 30% (v/v) Methanol (MeOH), 5% und 30% 

(v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO), 10 mM und 1000 mM (w/v) Natriumchlorid (NaCl), 

5 mM und 100 mM (w/v) Magnesiumchlorid (MgCl2), 5 mM (w/v) Manganchlorid (MnCl2), 

10 mM und 50 mM (w/v) Dithiothreitol (DTT), 2 mM und 50 mM (w/v) 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), 0,25% und 5% (v/v) Tween 20, 0,25% und 5% (v/v) 

Triton X 100 und 1% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS). Die Aktivität wurde auf die 

Aktivität bei einem pH-Wert von 4,8 und 0,1% Xylan = 100% ohne Zusätze bezogen. 

2.5.8.6.1 Inhibitionen der Xylanase I durch Salze und Lösungsmittel 

Das organische Lösungsmittel ACN hat bei geringer Konzentration von 5% eine 

aktivierende Wirkung auf die Aktivität der Xylanase I (Abbildung 18 A). Erhöht man die 

Konzentration von ACN auf 30% so sinkt die Aktivität der Xylanase I von 110% bei 

5% ACN auf 10%. DMSO in einer geringen Konzentration hat einen geringen Einfluss auf 

die Aktivität, sie verringert sich auf 80%. Erhöht man die Konzentration von DMSO auf 

30% so sinkt die Aktivität der Xylanase I auf 30%. Ein ähnliches Aktivitätsmuster haben die 

getesteten Alkohole EtOH und MeOH. Die Xylanase I hat in Anwesenheit einer geringen 

Konzentration beider Alkohole eine Aktivität von etwa 80%. Erhöht man die Konzentration 

auf 30% des jeweiligen Alkohols, so sinkt die Aktivität der Xylanase I um die Hälfte auf 

40%. Versetzt man die hydrolytische Reaktion mit geringen Konzentrationen von NaCl und 

MgCl2 wird die Aktivität der Xylanase I nicht beeinträchtigt, wohingegen höhere 

Konzentrationen dieser Salze zu einem Aktivitätsverlust von etwa 30% führen. Die Aktivität 

der Xylanase I weist bei 100 mM MnCl2 etwa 50% auf. Bei Zusatz von 2 mM des 

Komplexbildners EDTA ist die Xylanase I noch zu 70% aktiv, bei einer Konzentration von 

50 mM weist sie weniger als 10% Aktivität auf (Abbildung 18 A). Die getesteten 

nichtionischen Tenside, Tween 20 und Triton X 100, sowie DTT haben in den getesteten 

Konzentrationen keine Auswirkung auf die Aktivität der Xylanase I. SDS (1%) inhibiert die 

Aktivität der Xylanase komplett. 
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Abbildung 18: Aktivitätstest der (A) Xylanase I und (B) der Xylanase II in Anwesenheit von Salzen 

und Lösungsmitteln. Mit der DNS Methode wurde die spezifische Aktivität (%) der Xylanase I und 

Xylanase II in Anwesenheit von 5% und 30% ACN, 5% und 30% EtOH, 5% und 30% MeOH, 

5% und 30% DMSO, 10 mM und 1000 mM NaCl, 5 mM und 100 mM MgCl2, 10 mM und 50 mM 

DTT, 2 mM und 50 mM EDTA, 0,25% und 5% Tween 20, 0,25% und 5% Triton X 100 und 1% SDS 

bestimmt. Die Messungen erfolgten in Triplikaten. 

 

2.5.8.6.2 Inhibitionen der Xylanase II durch Salze und Lösungsmittel 

Die Xylanase II wird im Gegensatz zur Xylanase I stärker durch organische Lösungsmittel 

und durch die getesteten Salze inhibiert (Abbildung 17 B). Bei 5% ACN hat die Xylanase II 

eine erhöhte Aktivität von 115%, bei 30% ACN noch 10% Aktivität. Das organische 

Lösungsmittel DMSO hat bei den getesteten Konzentrationen von 5% und 30% keine 

inhibitorische Wirkung auf die Aktivität von der Xylanase II. In Anwesenheit von den 

Alkoholen EtOH und MeOH liegt die Aktivität der Xylanase bei unter 40% bei beiden 

getesteten Konzentrationen. Die Aktivität der Xylanase II wird von 10 mM und 100 mM 

NaCl nicht beeinflusst. Bei der Präsenz von 5 mM MgCl2 hingegen hat die Xylanase II nur 

eine Aktivität von 40%, bei 100 mM MgCl2 nur noch 20% Aktivität. Bei dem Salz MnCl2 

liegt die Aktivität der Xylanase II nur noch bei 10% im Vergleich zu der Aktivität ohne Salz. 

DTT hat wie bei der Xylanase I keine inhibitorische Wirkung auf die Aktivität der 

Xylanase II. Die Xylanase II weist eine erhöhte Aktivität von 110% bei 2 mM EDTA auf, 

aber 0% Aktivität bei einer Konzentration von 50 mM EDTA. Die Aktivität der Xylanase II 

in Präsenz von den nichtionischen Tensiden Tween 20 und Triton X 100 liegt bei unter 50%. 

Keine Aktivität der Xylanase II wurde festgestellt bei 1% SDS (Abbildung 17 B). 
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2.5.9 Mutation der active site Aminosäuren 

Das aktive Zentrum der Glykosidhydrolasen (GH) Gruppen 10 und 11 ist weitgehend 

erforscht [Tull et al. 1991; MacLeod et al. 1994; Miao et al. 1994]. Um das aktive Zentrum 

der Xylanase I und Xylanase II auszuschalten wurde die Methode der zielgerichteten 

Mutagenese (4.5.6) angewendet. Dabei wurden jeweils zwei Einzelmutanten und eine 

Doppelmutante mit der FastCloning Methode (4.5.5) erstellt. Als Template für die 

zielgerichtete Mutagenese wurde für die Xylanase I das Konstrukt Xyl_I-SP und für die 

Xylanase II das Konstrukt Xyl_II-SP (2.5.5) verwendet. Bei der Xylanase I wurden die 

Kodons für die Glutaminsäuren an Position 97 und Position 188 GAA gegen Kodons für 

Methionin (ATG) ausgetauscht, bei der Xylanase II wurden die Kodons für die 

Glutaminsäuren an Position 155 und 241 (GAA) gegen das Kodon für Methionin (ATG) 

jeweils einzeln oder beide zusammen ausgetauscht. Für die Einzelmutanten E97M der 

Xylanase I wurden die Primer X1_E97M [F] und X1_E97M [R] (4.1.4), für die 

Einzelmutante E188M der Xylanase I wurden die Primer X1_E188M [F] und 

X1_E188M [R] (4.1.4) verwendet. Um beide Kodons der Glutaminsäuren in der Xylanase I 

zur Generierung der Mutante E97M / E188M auszutauschen, wurde die Mutante E97M als 

Template verwendet und das Kodon für die Glutaminsäure 188 mutiert. Für die 

Einzelmutante E155M der Xylanase II wurden die Primer X2_E155M [F] und 

X2_E155M [R] (4.1.4), für die Einzelmutante E241M wurden die Primer X2_E241M [F] 

und X2_E241M [R] (4.1.4) verwendet. Die Doppelmutante der Xylanase II, 

E155M / E241M wurde synthetisch hergestellt (4.1.5). 

Die Konstrukte der Xylanase I, E97M, E188M, E97M / E188M, und die Konstrukte der 

Xylanase II, E155M, E241M sowie das synthetisch hergestellt Konstrukt E155M / E241M 

wurden in 10-ß-Competent E. coli Zellen (4.4.2) transformiert (4.5.7) und ausplattiert. Die 

auf dem Selektionsmedium (4.3.3) gewachsenen Kolonien wurden vermehrt (4.5.7) und die 

Plasmide isoliert (4.5.4). Zur Überprüfung, ob die Nukleotide an den richtigen Positionen 

im Gen ausgetauscht wurden, wurden alle Konstrukte mit den Primern pET28b [F] und 

pET28b [R] (4.1.4) sequenziert (4.1.8) und in silico mit dem Programm Geneious (4.7.5) auf 

ihre Sequenz kontrolliert. Alle sechs Konstrukte besaßen an den richtigen Stellen den 

Austausch von drei Nukleotiden auf, was bei der Expression zu dem Einbau von der 

Aminosäure Methionin anstatt von Glutaminsäure führt. 

Die Konstrukte wurden in BL21 (DE3) E. coli Zellen (4.3.3) transformiert (4.5.7) und wie 

bei den Wildtyp-Konstrukten Xyl_I-SP und Xyl_II-SP (2.5.5) exprimiert (4.6.6). Die 
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Reinigung der exprimierten Enzyme E97M, E188M, E97M / E188M, E155M, E241M und 

E155M / E241M erfolgte in Triplikaten und mit einem 50 mL Ansatz. Um zu testen, ob das 

aktive Zentrum durch den Austausch der Aminosäuren inaktiviert wurde, wurde die 

Aktivität aller reinen Enzyme mit der DNS Methode (4.4.8) bestimmt (Abbildung 19). 

Die Aktivität der nicht mutierten Xylanase I und der Xylanase II wurde = 100% gesetzt. Die 

Mutante E97M hat 4% Aktivität, die Mutante E188M 13% Aktivität und die Doppelmutante 

E97M / E188M hat 4% Aktivität (Abbildung 19 A). Die Mutante E155M hat 9% Aktivität, 

die Mutante E241M hat 7% Aktivität und die Doppelmutante E155M / E241M hat 

10% Aktivität (Abbildung 19 B). 

 

Abbildung 19: Spezifische Aktivität (%) der Einzel- und Doppelmutanten der Xylanase I (A) und der 

Xylanase II (B), gemessen mit der DNS Methode und bezogen auf die Aktivität der nicht mutierten 

Enzyme. 

 

2.5.9.1 3D-Struktur der Xylanase I und der Xylanase II basierend auf Homologiemodellen 

Die beiden Xylanasen wurden in ihrer berechneten 3D-Struktur dargestellt. Mit dem 

Programm YASARA (4.7.4) wurde anhand der Aminosäuresequenz und der Datenbank von 

PDB (4.7.4) ein Homologiemodell errechnet. Die Darstellung in 3D erfolgte mit dem 

Programm PyMol (4.7.4). In Abbildung 20 sind die Xylanase I und die Xylanase II in blau 

dargestellt. Beide Proteine binden das Substrat Xylan, welches in grün-rot dargestellt ist. Die 

Aminosäure Glutaminsäure ist in grau, die mutierte Aminosäure Methionin ist in pink 

dargestellt. 

Die Xylanase I bildet in ihrer 3D-Struktur eine jelly roll fold (Abbildung 20 A). Vergrößert 

man den Ausschnitt des aktiven Zentrums, so sieht man die beiden Aminosäuren 
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Glutaminsäure sowie die beiden Aminosäuren Methionin, an denen das Substrat mittels 

klassischem Koshland-Haltemechanismus gebunden sind. Die Distanz der beiden 

Aminosäuren zum Substrat Xylan liegt bei 3,7 und 4,7 Ångström. Xylanase II bildet in ihrer 

3D-Struktur eine TIM barrel fold (Abbildung 20 B). Das Substrat Xylan wird ebenso von 

den beiden Aminosäuren mittels Koshland-Haltemechanismus gebunden. Die Distanz 

zwischen beiden Substraten liegt bei 3,0 und 5,4 Ångström. 

 

Abbildung 20: Homologiemodelle der Xylanase I (A) und der Xylanase II (B) mit Vergrößerung des 

aktiven Zentrums. Die Modelle wurden mit dem Programm YASARA und der Proteindatenbank 

PDB berechnet. Die Darstellung erfolgte mit Hilfe des Programms PyMol. Enzym=blau, Xylan=grün 

und rot, Glutaminsäure=grau, Methionin=pink 

 

2.6 Identifizierung und Charakterisierung der Pilzisolate FW16.1 und FW57 

Die Pilzisolate FW16.1 und FW57 wiesen eine hohe Cellulase- bzw. Chitinaseaktivität auf 

(2.2.2). Eine taxonomische Einordung wurde mit Hilfe der ITS- und LSU-Sequenzierung 

durch die DSMZ Braunschweig ermittelt (4.2.1). Zum Zeitpunkt der Identifizierung der 

Pilzisolate waren beide Genome noch nicht sequenziert. Von beiden Pilzisolaten wurde das 

Genom de novo sequenziert (4.2.3), die spezifische Aktivität bestimmt (4.4.8) und eine 

CAZyme Analyse (4.2.5) durchgeführt. 
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2.6.1 De novo Sequenzierung von FW16.1 und FW57 

Eine taxonomische Einordung der Pilzisolate FW16.1 und FW57 konnte mit Hilfe der 

ITS-Sequenzierung (4.7.1) nicht ermittelt werden. Die Identifizierung beider Pilzisolate 

erfolgte bei der Einlagerung bei der DSMZ Braunschweig mittels der Sequenzierung von 

der ITS und partiellen LSU Region (large subunit) der ribosomalen DNA (4.2.1). Das 

Pilzisolat FW16.1 wurde als Fusarium solani identifiziert, das Pilzisolat FW57 wurde als 

Humicola fuscoatra identifiziert. Zum Zeitpunkt der Identifizierung der Pilzisolate waren 

beide Genome noch nicht vollständig sequenziert worden. Um eine CAZyme Analyse 

durchzuführen wurde das gesamte Genom benötigt. 

Die gDNA der Pilzisolate FW16.1 und FW57 wurde mit der CTAB Methode (4.5.1) isoliert 

und mittels Gelelektrophorese (4.6.1) und photometrischer Quantifizierung (4.6.2) auf ihre 

Reinheit und Qualität überprüft. Es wurde je Pilzisolat ca. 11 μg reine und hoch molekulare 

gDNA mittels 270 bp short HiSeq und PACBIO 20K library de novo sequenziert (4.2.3). 

Das Pilzisolat FW16.1 hat eine Genomgröße von 47,43 mbp und setzt sich zusammen aus 

9 Scaffolds. Das Pilzisolat FW57 hat eine Genomgröße von 35,599 mbp und besitzt 

6 Scaffolds. Als Scaffold bezeichnet man einen großen zusammenhängenden 

Genomabschnitt. Beide Genome stehen als Biosamples bei NCBI in dem Bioproject 

PRJN413482 zur Verfügung (2.4). 

2.6.2 Aktivitätstest von FW16.1 und FW57 mit verschiedenen Substraten 

Die Pilzisolate FW16.1 und FW57 wurden in Minimalmedium supplementiert mit 

verschiedenen Substraten angezogen, um die unterschiedliche Aktivität der Enzyme je 

Substrat mittels DNS Methode (4.4.8) zu messen. Bei dem Pilzisolat FW16.1 wurde die 

Cellulaseaktivität unter Verwendung der Substrate Avicel® PH-101, α-Cellulose, 

Hydroxyethylcellulose und Carboxymethylcellulose (hohe, mittlere und geringe Viskosität, 

4.4.8) gemessen. Bei dem Pilzisolat FW57 wurde die Chitinaseaktivität unter Verwendung 

der Substrate von Chitin und Chitosan (hohes, mittleres und geringes Molekulargewicht, 

4.4.8) gemessen. 
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Abbildung 21: Spezifische Aktivität von (A) FW16.1 und (B) FW57 induziert mit unterschiedlichen 

Substraten. (A) Spezifische Aktivität (U/mg) von FW16.1 gemessen mit der DNS Methode, induziert 

mit Avicel® PH-101, α-Cellulose, Hydroxyethylcellulose und CMC (hoher, mittlerer und niedriger 

Viskosität). (B) Spezifische Aktivität (U/mg) von FW57 gemessen mit der DNS Methode, induziert mit 

Chitin und Chitosan (hohem, mittlerem und niedrigem Molekulargewicht). Die Messungen wurden 

in vier Replikaten durchgeführt. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der vier 

Messungen. 

 

Das Pilzisolat FW16.1 hat eine spezifische Cellulaseaktivität von 0,04 U/mg bei der 

kristallinen Cellulose Avicel® PH-101 (Abbildung 21 A). Die spezifische Aktivität steigt 

fast um das Doppelte bei dem Substrat α-Cellulose auf 0,075 U/g. Die höchste 

Cellulaseaktivität wurde gemessen bei dem Substrat Hydroxyethylcellulose mit 0,18 U/mg. 

Die spezifische Cellulaseaktivität bei Carboxymethylcellulose (CMC) bei hoher, mittlerer 

und niedriger Viskosität wurde bei ca. 0,07 bis 0,1 U/mg gemessen. Das Pilzisolat FW57 

weist eine geringe Chitinaseaktivität von 0,009 U/mg bei dem Substrat Chitin auf 

(Abbildung 21 B). Die spezifische Aktivität steigt auf 0,029 U/mg bei Chitosan mit hohem 

Molekulargewicht und erreicht ihren Höchstwert von 0,037 U/mg bei Chitosan mit 

mittlerem Molekulargewicht. Die spezifische Aktivität beim Substrat Chitosan mit 

niedrigem Molekulargewicht liegt bei 0,014 U/mg. 

2.6.3 CAZyme Analyse der Pilzisolate FW16.1 und FW57 

Die Pilzisolate FW16.1 und FW57 wurden nach der Genomsequenzierung mit der CAZyme 

Datenbank (4.2.5) analysiert. Bei dem Pilzisolate FW16.1 wurden insgesamt 694 

verschiedene Enzyme gefunden, die in die CAZyme Gruppen Glykosidhydrolasen (GH), 

Glykosidhydrolasen + Carbohydrate-Binding-Module (GH+CBM), Kohlenhydrat Esterasen 

(CE), Kohlenhydrat Esterasen + Carbohydrate-Binding-Module (CE+CBM), Polysaccharid 

Lyasen (PL), Polysaccharid Lyasen + Carbohydrate-Binding-Module (PL+CBM), 
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Oxidoreduktasen (AA), Oxidoreduktasen Enzyme (AA) + Carbohydrate-Binding-Module 

(AA+CBM) und Glykosyltransferasen (GT) eingeordnet sind. FW16.1 produziert CAZyme 

in 58 verschiedenen GH Familien, in 20 GH+CBM Familien, in 11 CE Familien, in nur einer 

CE+CBM Familie, in 7 PL Familien, 2 PL+CBM Familien, 12 AA Familien, 4 AA+CBM 

Familien und 30 GT Familien (Tabelle 7). 

Bei dem Pilzisolat FW57 wurden 635 verschiedene Enzyme gefunden, die in die oben 

erwähnten CAZyme Gruppen eingeordnet werden konnten. FW57 produziert CAZyme in 

59 verschiedenen GH Familien, in 26 GH+CBM Familien, in 11 CE Familien, in neun 

CE+CBM Familie, in 6 PL Familien, 12 AA Familien, 3 AA+CBM Familien und in 31 GT 

Familien (Tabelle 7). Die genaue Anzahl der Enzyme verteilt auf die CAZyme Gruppen 

bzw. Familie ist in Anhang X aufgelistet. 

Tabelle 8: CAZyme Analyse der Genome der Pilzisolate FW16.1 und FW57. Anzahl der beim 

Abgleichen der de novo sequenzierten Genome mit der CAZyme Datenbank (4.2.5) gefundene Familien 

von GH (Glykosidhydrolase), GH+CBM (Glykosidhydrolase + Carbohydrate-Binding-Module), CE 

(Kohlenhydrat Esterase), CE+CBM (Kohlenhydrat Esterase + Carbohydrate-Binding-Module), PL 

(Polysaccharid Lyase), PL+CBM (Polysaccharid Lyase + Carbohydrate-Binding-Module), AA 

(Oxidoreduktasen), AA+CBM (Oxidoreduktasen + Carbohydrate-Binding-Module und GT 

(Glykosyltransferasen). 

 GH GH+CBM CE CE+CBM PL PL+CBM AA AA+CBM GT 

FW16.1 58 20 11 1 7 2 12 4 30 

FW57 59 26 11 9 6 0 12 3 31 

          

Für eine spezifischere Analyse von Kohlenhydrat aktiven Enzymen (CAZyme) wurden die 

Pilzisolate FW16.1 und FW57 entsprechend ihrer Enzymaktivitäten in verschiedenen 

Substraten angezogen und für drei Tage inkubiert (4.4.8). Der Überstand wurde konzentriert 

(4.6.3) und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (4.6.3). Die vom Pilz in Anwesenheit des 

jeweiligen Substrates sekretierten Enzyme wurden mittels LC/MS-MS Analyse (4.2.2) 

identifiziert. Die Ergebnisse der LC/MS-MS Analyse wurden verwendet, um die CAZyme 

zu analysieren (4.2.5) und mit dem Programm BRIG (4.7.3) auf die Genome des jeweiligen 

Pilzisolates (2.6.1) abzubilden. Die Liste der CAZyme und die zugehörigen Enzyme sind in 

Anhang X aufgelistet. 

2.6.3.1 CAZyme Analyse des Isolats FW16.1 

In Abbildung 22 ist die CAZyme Analyse von FW16.1 unter Verwendung der jeweiligen 

Substrate dargestellt. Die Substrate Avicel® PH-101, α-Cellulose, Hydroxyethylcellulose 

und Carboxymethylcellulose (hohe, mittlere und geringe Viskosität) und die sekretierten 
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CAZyme wurden auf die Scaffolds aufgeteilt und abgebildet vom inneren zum äußeren 

Kreis. Die Unterteilung der CAZyme Analyse auf die verschiedenen Scaffolds der Pilzisolate 

erfolgte aufgrund der besseren Untersuchung auf eventuelle Gen Cluster der CAZyme. Die 

unterschiedlichen Substrate wurden so um das jeweilige Scaffold angeordnet, dass die 

kristalline Eigenschaft der Substrate vom inneren Ring (Avicel® PH-101) bis zum äußeren 

Ring (CMC geringe Viskosität) abnimmt. Die in blauer Farbe markierten CAZyme wurden 

mindestens in zwei Triplikaten detektiert. Die grau hinterlegten CAZymes wurden in 

lediglich einem Triplikat gemessen. Die Pfeile zeigen die Start-Stop Richtung der Gene auf 

den Scaffolds an. Die meisten sekretierten CAZyme werden auf Scaffold 1, Scaffold 4 und 

Scaffold 5 kodiert (Abbildung 22 A, D und F). Die Glykosidhydrolasen sind fast auf jedem 

Scaffold vertreten, während die Familien der Auxiliar Activitities nur auf dem Scaffold 1, 

Scaffold 5, Scaffold 6 und Scaffold 7 kodiert sind (Abbildung 22 A, E, F und G). Auf 

Scaffold 1 werden außerdem Carbohydrate-Binding-Modules und Kohlenhydrat Esterasen 

kodiert. Die GH Gruppe, kombiniert mit dem CBMs, wird auf fast allen Scaffolds kodiert. 

Die Scaffolds 6, 8 und 9 kodieren die wenigsten CAZyme (Abbildung 22 F, H und I). 

Einige CAZyme werden bei allen getesteten Substraten produziert, einige werden nur bei 

bestimmten Substraten gebildet. Die Glykosidhydrolasen Gruppen GH72, GH16, GH75, 

GH55, GH10 und GH74 sowie die Carbohydrate-Binding-Module CBM73 werden bei allen 

sechs getesteten Substraten produziert. Die Kohlenhydrat Esterasen Gruppen CE4, CE6, 

CE16 und CE12, die AA Gruppe AA9 sowie die Polysaccharid Lyasen Familie PL20 

kommen fast bei allen Substraten vor. Ebenso die GH Gruppen in Kombination mit dem 

CBMs GH72+CBM43, GH5+CBM1, GH7+CBM1, GH3+CBM1, GH71+CBM24+CBM24 

werden bei allen Substraten produziert. Um die kristallinen Substrate wie Avicel® PH-101, 

α-Cellulose und Hydroxyethylcellulose abzubauen, werden zusätzlich zu den bereits 

erwähnten CAZymen noch andere Enzyme der Glykosidhydrolasen, GH17 und GH12, 

gebildet (Abbildung 22 B und G). Außerdem werden GH3+CBM1 und GH3 verstärkt 

gebildet (Abbildung 22 E). PL3 wird bei dem Substrat bei Avicel® PH-101 und α-Cellulose 

gebildet (Abbildung 22 I). Auffällig ist, dass bei dem Substrat α-Cellulose Enzyme von 

CAZyme Gruppen gebildet werden, die bei kristallineren Substraten wie Avicel® PH-101 

oder weniger kristallinen Substraten wie CMC und Hydroxyethylcellulose nicht gebildet 

werden. Generell gilt, dass bei höher kristallinem Substrat weniger Enzyme gebildet werden 

als bei weniger kristallinem Substrat. Dazu zählen CBM73, CE4, GH72, GH12 und GH3 

(Abbildung 22 B, C und E). Einige CAZyme werden vermehrt bei nicht kristallinen 

Substraten gemessen wie Carboxymethylcellulosen (hohe, mittlere und geringe Viskosität). 



Ergebnisse 

 54 

 

Die GH Gruppen GH5, GH81, GH134, GH132, GH7, GH24, GH43 und GH6+CBM1 

werden bei allen Formen von CMC produziert. Die AA Gruppe AA7 sowie die Kombination 

mit dem CBMs, AA9+CBM1 und AA13+CBM20, werden auch vorwiegend bei CMC 

produziert (Abbildung 22 A und F). 

 

Abbildung 22: CAZyme Analyse des Pilzisolates FW16.1 abgebildet auf die neun Scaffolds des Genoms 

von FW16.1. Das Pilzisolat wurde in den Substraten Avicel® PH-101, α-Cellulose, 

Hydroxyethylcellulose, CMC mit hoher, mittlerer und niedriger Viskosität angezogen, die sekretierten 

Enzyme mittels LC/MS-MS Analyse identifiziert und die CAZyme mittels CAZyme Analyse 

untersucht. Die verschiedenen Substrate sind als Ringe dargestellt. Von Innen nach Außen: Avicel® 

PH-101, α-Cellulose, Hydroxyethylcellulose, CMC mit hoher, mittlerer und niedriger Viskosität. Die 

Pfeile zeigen die Start-Stop Richtung der Gene auf den Scaffolds an. 

(A) Scaffold 1 mit einer Größe von 10325791 bp, (B) Scaffold 2 mit einer Größe von 9323355 bp,  

(C) Scaffold 3 mit einer Größe von 6657356 bp. (D) Scaffold 4 mit einer Größe von 6447761 bp,  

(E) Scaffold 5 mit einer Größe von 5100582 bp, (F) Scaffold 6 mit einer Größe von 3581636 bp,  

(G) Scaffold 7 mit einer Größe von 2872130 bp, (H) Scaffold 8 mit einer Größe von 2483838 bp,  

(I) Scaffold 9 mit einer Größe von 644109 bp, Die Messung erfolgte in Triplikaten. CAZyme, die bei 

mindestens zwei Triplikaten gemessen wurden sind in Dunkelblau dargestellt. Die CAZyme die nur in 

einem Triplikat gemessen wurden sind in Grau dargestellt. 
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2.6.3.2 CAZyme Analyse des Isolats FW57 

In Abbildung 23 ist die CAZyme Analyse von FW57 unter Verwendung der Substrate Chitin 

und Chitosan (hohes, mittleres und geringes Molekulargewicht, 4.4.8) dargestellt. Die 

Substrate und die entsprechenden sekretierten CAZyme wurden auf die Scaffolds aufgeteilt 

und vom inneren (Chitin) zum äußeren Kreis (Chitosan mit geringem Molekulargewicht) 

abgebildet. Die unterschiedlichen Substrate wurden so um das jeweilige Scaffold 

angeordnet, dass die kristalline Eigenschaft der Substrate vom inneren Ring (Chitin) zum 

äußeren Ring (Chitosan geringes Molekulargewicht) abnimmt. Die in blauer Farbe 

markierten CAZyme wurden mindestens in zwei der vier Replikate detektiert. Die grau 

hinterlegten CAZyme sind nur in einem der vier Replikate gemessen worden. Die Pfeile 

zeigen die Start-Stop Richtung der Gene auf den Scaffolds an. Die meisten CAZyme werden 

auf Scaffold 1 kodiert (Abbildung 23 A). Danach folgen die die Scaffold 3, Scaffold 4 und 

Scaffold 6 (Abbildung 23 C, D und F). Auf Scaffold 5 und Scaffold 2 werden die wenigstens 

CAZyme kodiert (Abbildung 23 B und E). Im Gegensatz zur CAZyme Analyse von FW16.1 

werden die weitaus meisten CAZymes bei FW57 nicht substratspezifisch gebildet. Nahezu 

alle gebildeten CAZyme sind bei allen Substraten vertreten. Ausnahmen bilden Enzyme der 

GH3, GH20 und GH37 auf Scaffold 1, Die GH71 und CE15 auf Scaffold 2, die CE5 auf 

Scaffold 3, die GH7 und GH47 auf Scaffold 4, die AA3 auf Scaffold 5 und die AA3 auf 

Scaffold 6. FW57 produziert viele Enzyme der Familien der Oxidoreduktasen und viele 

Mitglieder der GH18 und GH16 in den unterschiedlichen Scaffolds. FW75 bildet fast auf 

allen Scaffolds Fusionsproteine mit CBMs. Auf Scaffold 1 liegen die CE+CBM1, die AA7, 

die GH18+CBM18, die GH16+CBM18 und die GH17 sehr nah beieinander und in derselben 

Start-Stop Richtung. 
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Abbildung 23: CAZyme Analyse des Pilzisolates FW57 abgebildet auf die sechs Scaffolds des Genoms 

von FW57. Das Pilzisolate FW57 wurde in den Substraten Chitin, Chitosan (hohem, mittlerem und 

niedrigem Molekulargewicht) angezogen und die sekretierten Enzyme mittels LC/MS-MS Analyse 

identifiziert und die CAZyme mittels CAZyme Analyse untersucht. Die verschiedenen Substrate sind 

als Ringe dargestellt. Von Innen nach Außen: Chitin und Chitin mit hohem, mittlerem und geringem 

Molekulargewicht. Die Pfeile zeigen die Start-Stop Richtung der Gene auf den Scaffolds an. Chitin 

(A) Scaffold 1 mit einer Größe von 15373855 bp, (B) Scaffold 2 mit einer Größe von 5310578 bp,         

(C) Scaffold 3 mit einer Größe von 4885104 bp, (D) Scaffold 4 mit einer Größe von 4093307 bp,            

(E) Scaffold 5 mit einer Größe von 3647397 bp, (F) Scaffold 6 mit einer Größe von 2288905 bp. Die 

Messung erfolgte in Quarduplikaten. CAZyme, die bei mindestens zwei von vier Replikaten gemessen 

wurden sind in Dunkelblau dargestellt. Die CAZyme die nur in einem von vier Replikaten gemessen 

wurden sind in Grau dargestellt. 
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3 Diskussion 

3.1 Die Pilzsammlung aus Vietnam und deren antifungales Potential 

Es konnte eine Pilzsammlung von 211 Pilzisolaten der Ascomycota aus neun 

unterschiedlichen Habitaten in Vietnam generiert werden, wobei einige Isolate eine 

antifungale Wirkung gegen phytopathogene Pilze zeigten. Die Suche nach neuen Fungiziden 

und neuen Wirkstoffen gegen humanpathogene Pilze wie C. albicans ist für die 

Agrarwirtschaft sowie die Humanmedizin von großem Interesse. Fungizide, deren 

Wirkstoffe aus Pilzen gewonnen wurden sind bereits seit längerem bekannt 

[Grove et al. 1952; Schwartz et al. 1989; Anke et al. 1977]. Daher wurde die Pilzsammlung 

gegen sechs phytopathogene Pilze, F. graminearum, F. oxysporum, 

F. oxysporum f. sp. cubense, M. oryzae, B. sorokiniana, S. nodorum und gegen den 

humanpathogenen Pilz C. albicans getestet. 15 Pilzisolate der Sammlung zeigten eine 

antifungale Wirkung gegenüber bis zu vier phytopathogenen Pilzen. Das Pilzisolat SF32.1, 

phylogenetisch identifiziert als Acrophialophora levis, zeigte eine antifungale Wirkung 

gegen M. oryzae, S. nodorum, F. oxysporum und B. sorokiniana sowie gegen C. albicans. 

A. levis wurde bereits für seine antifungale und antibakterielle Wirkung beschrieben 

[Turhan und Grossmann 1989]. Er wirkt inhibitorisch gegenüber 16 phytopathogenen Pilzen 

aus der Gruppe der Mastigomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina und 

Deuteromycotina, sowie gegenüber sechs Bakterienarten. Vor allem gegenüber Botrytis 

cinerea, Erreger der Grauschimmelfäule [Williamson et al. 2007], und Sclerotinia 

sclerotiorum, dem Verursacher der Weißstängligkeit [Purdy 1979], zeigte er die stärkste 

Inhibition.  

Das bisher meist genutzte Fungizid Strobilurin wurde aus einem Basidiomyceten der 

Gattung Strobilurus isoliert [Anke et al. 1977]. Mittlerweile wurden unterschiedliche 

Stoffklassen aus der Gruppe der Strobilurine synthetisiert und als kommerzielle Fungizide 

weitläufig eingesetzt [Generaldirektion Gesundheit und Lebensmittelsicherheit der 

Europäischen Kommission 2016]. Eine Alternative zum Strobilurin ist die Verwendung von 

Azolen, die die Permeabilität und die Beweglichkeit der Pilzmembran zerstören 

[Joseph-Horne und Hollomon 2006; Yoshida 1988]. 

Die größte Herausforderung bei der Verwendung dieser Fungizide stellt die Ausbildung von 

natürlichen Resistenzen durch Mutationen dar [Cools und Fraaije 2013; Kim et al. 2003; 
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Lesemann et al. 2006; Schepers 1985]. Um diese zu umgehen, ist die Suche nach neuen 

Metaboliten mit antifungaler Wirkung zielführend. Es konnte gezeigt werden, dass die in 

Vietnam gesammelte Sammlung an Ascomycota einige Pilzisolate enthält, die eine 

antifungale Wirkung gegen phyto- und humanpathogene Pilze aufweist. Das Screening auf 

die inhibitorische Wirkung gegen Phyto- und Humanpathogene liefert vielversprechende 

vorläufige Daten und stellt die Grundlage für weitere Untersuchungen dar. In dieser Arbeit 

wurde der Schwerpunkt auf die Identifizierung der Enzyme und deren Aktivität gesetzt. 

3.2 Die Pilzsammlung aus Vietnam und deren enzymatisches Potential 

Neben der Nutzbarkeit für mögliche antifungale Wirkstoffe werden Pilze auch aufgrund 

ihrer sekretierten Biomasse abbauenden Enzyme, wie Cellulasen, Xylanasen, Chitinasen und 

Lipasen, in der Biotechnologie eingesetzt. Für eine optimierte Anwendung in der 

Biotechnologie sind effiziente Enzyme, mit einer höheren Umsetzungsrate, einer höheren 

Stabilität oder auch Enzyme, die unter unterschiedlichen Bedingungen aktiv sind, 

interessant. 

Um die wichtigsten Zersetzer von Cellulose, Xylan, Chitin und Lipide zu identifizieren, 

wurden neun Habitate ausgewählt, in denen man Pilzisolate mit dieser enzymatischen 

Aktivität aufgrund des gegebenen Substrates vermutete. Die Anzahl der gesammelten Isolate 

variiert pro Habitat. Die unterschiedliche Anzahl an gesammelten Pilzisolaten pro Habitat 

lässt keine Korrelation zwischen den gefundenen Arten und deren Habitat zu. Die 

gesammelten Pilzisolate geben einen Überblick über das Gattungsspektrum im jeweiligen 

Habitat. Von 295 gesammelten Pilzisolaten zeigten dabei 211 einen phänotypischen 

Unterschied. Um eine erste Vorauswahl von enzymatisch aktiven Pilzen aus den 

211 Pilzisolaten zu treffen, wurde die Disc Diffusion Methode [Bauer et al. 1966] 

angewendet. Diese Methode ist ursprünglich für die antimikrobielle Untersuchung von 

Bakterien entwickelt worden. In dieser Arbeit wurde eine modifizierte Methode als 

enzymatischer Plattentest etabliert. Während bei der ursprünglichen Anwendung dieses 

Tests Bakterien auf Antibiotika getestet wurden, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, 

dass vom Pilz sekretierte Enzyme das im Agar enthaltene Substrat abbauen. Durch eine 

Färbung der langkettigen Zucker konnte die Abbaurate des Substrates bestimmt werden. 

Diese einfach anzuwendende Methode gab einen ersten Überblick über die enzymatische 

Aktivität der Pilzisolate.  
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Nach dem qualitativen enzymatischen Aktivitätstest nach der Disc Diffusion Methode, 

konnten 168 Pilzisolate mit mindestens einer enzymatischen Aktivität der getesteten 

Enzyme identifiziert werden. Diese 168 Isolate wurden auf der Basis von ITS-Sequenzen 

taxonomisch eingeordnet. Dafür wurde ein phylogenetischer Baum nach den Kriterien des 

Maximum Liklihood (ML) und des Maximum Parsimony (MP) [Goker et al. 2011] 

berechnet. Mit über 150 Referenzsequenzen aus den Datenbanken Mycobank 

[Robert et al. 2013] und TrichOKEY 2 [Druzhinina et al. 2005] war es möglich, die 

Sammlung der 168 phänotypisch unterschiedlichen Pilzisolate phylogenetisch in das Reich 

der Pilze und in die Untergattung der Ascomycota in Gattungen und Sektionen einzuordnen. 

Für die erste Einordnung in das Reich der Pilze was es nicht notwendig, die Pilzisolate auf 

Artniveau zu bestimmen. Um die Art jedes Pilzisolates zu ermitteln, ist es empfehlenswert, 

eine multi-gene Phylogenie durchführen [Rintoul et al. 2012]. Dabei werden die Sequenzen 

der kleinen ribosomale RNA Untereinheit (nrSU) und der großen ribosomale RNA 

Untereinheit (nrLSU) sowie die ITS Sequenz (ITS1, 5,8S Gen, ITS2) zur Einordnung 

einbezogen. Außerdem werden die Sequenzen des β-Tubulin Gens, der Elongations Faktor 

1α (EF-1α), die Untereinheiten der RNA Polymerase II (RPB1 und RPB2) und die 

Untereinheit 6 der mitochondrialen ATP Synthase (mtATP6) ausgewertet [Sung et al. 2007; 

Spatafora et al. 2006]. Alle Markersequenzen werden analysiert und die Art bestimmt. Die 

ITS Sequenz allein ist für eine genaue Artbestimmung dagegen nicht ausreichend. 

Ausgewählte Pilze mit herausragenden enzymatischen Aktivitäten wurden im Laufe dieser 

Arbeit de novo sequenziert und phylogenetisch genauestens bestimmt. 

Die meisten Pilzisolate konnten den Gattungen Aspergillus, Penicillium, Trichoderma und 

Fusarium der Ascomycota zuordnet werden. Vertreter dieser Gattungen kommen in den 

meisten Habitaten weltweit vor [Jaklitsch und Voglmayr 2015; Samson et al. 2014; 

Visagie et al. 2014; Lombard et al. 2015]. Die dominante Verbreitung dieser vier Gattungen 

wurde schon in anderen Pilzsammlungen beobachtet [Ja’afaru 2013]. Die gesammelten 

Gattungen mit wenigen Pilzisolaten (<20%) waren Mucor, Rhizopus, Cunninghamella und 

Gongronella aus der Untergattung der Mucoromycota, und Humicola, Taifanglania, 

Diaporthe, Lasiodiplodia, Curvularia, Talaromyces, aus der Untergattung Ascomycota. Die 

Pilzisolate der Gattungen Taifanglania, Lasiodiplodia, Cunninghamella und Gongronella 

wiesen keine signifikante enzymatische Aktivität bei den in dieser Arbeit getesteten 

Enzymen auf. Einige Mitglieder dieser Gattungen zeigten jedoch in anderen Arbeiten eine 

leichte Aktivität als Zersetzer von Cellulose, Xylan und Fettsäuren [Latha 2013; 

Gopinath et al. 2002]. 
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Generell sind Vertreter der Gattung Trichoderma hauptsächlich auf Pflanzenmaterial, im 

Boden und auf abgestorbenem Holz zu finden [Kredics et al. 2014]. Trichoderma ressei ist 

der bekannteste und am meisten erforschte Ascomycota der letzten Jahre und wird aufgrund 

seiner Cellulasen und Xylanasen industriell eingesetzt [Nevalainen et al. 1994]. Das lässt die 

Tatsache erklären, dass kein Pilzisolat der Gattung Trichoderma in den marinen Habitaten 

(Garnelenschalen / Krabbenschalen) gefunden wurde. Die für ihr Wachstum notwendigen 

kohlenstoffhaltigen Substrate sind in marinen Habitaten nicht zu finden. Man kann 

spekulieren, dass die Gattung Trichoderma ein spezifischeres Substratspektrum aufweist als 

die Gattung Aspergillus, welche in allen neun Habitaten gefunden wurde. Die Gattung 

Aspergillus mit ihren 22 Sektionen und mehr als 250 Arten ist ubiquitär auf der ganzen Welt 

vertreten [Geiser et al. 2008]. Die gesammelten Gattungen Penicillium und Fusarium 

stammen von den Habitaten Mangrovenwald, Bodenoberfläche, dem Ölhaltigen Habitat und 

den Marinen Habitaten (Garnelenschalen und Krabbenschalen) sowie von Insektenkörpern. 

Beide Gattungen gelten ebenfalls zu den weit verbreitetsten Pilzen weltweit. 

Es konnte gezeigt werden, dass ein breites Spektrum an unterschiedlichen Gattungen in der 

gesammelten Pilzsammlung aus neun Habitaten in Vietnam gesammelt werden konnte. Dies 

bestätigt die beschriebene Biodiversität in Vietnam. Außerdem wurde gezeigt, dass die 

unterschiedlichen Pilzisolate je nach Gattung in ihrem beschriebenen Verbreitungsgebiet 

vorkommen. Allerdings lässt die unterschiedliche Anzahl an gesammelten Pilzisolaten pro 

Habitat keine Korrelation zwischen den gefundenen Arten und deren Habitat zu. Sie gibt 

einen Einblick in die pilzliche Diversität in Vietnam und deren Habitate. Alle Pilzisolate der 

Sammlung wurden auf ihre Enzymaktivität hin untersucht und entsprechend der 

untersuchten Enzyme Chitinase, Cellulase, Xylanase und Lipase analysiert. 

3.2.1 Chitinasen in der Pilzsammlung 

Chitinasen hydrolysieren das Biopolymer Chitin und werden für viele biotechnologische 

Prozesse eingesetzt (siehe Einleitung 1.4.3). Durch ihre Fähigkeit, pilzliche Zellwände sowie 

das Exoskelett von Insekten zu zersetzen, werden sie zur Bekämpfung von mikrobiellen 

Pflanzenpathogen oder als Insektizid eingesetzt [Roberts und Selitrennikoff 1988; Kramer 

und Muthukrishnan 1997]. Sie zersetzen zudem Chitin zu pharmazeutisch aktiven Produkten 

wie N-Acetyl-D-Glucosamin und Chito-Oligosacchariden, die eine Tumor inhibitorische 

Wirkung besitzen [Aam et al. 2010; Shen et al. 2009]. 

Aus dem Habitat Garnelenschalen wurden zwei Arten mit hoher Chitinaseaktivität, Fsh101 

(Aspergillus Sektion Nidulans) und Fsh6 (Fusarium) isoliert. Das Isolat Fsh101 weist eine 
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Chitinaseaktivität von 0,13 U/mg auf. Diese Aktivität ist in etwa vergleichbar mit der 

Chitinaseaktivität von 0,24 U/mg von Aspergillus nidulans [Reyes et al. 1989] bei einem 

verwendete Kulturüberstand von 1000 mL, im Gegensatz zu den in dieser Arbeit 

verwendeten Kulturüberstand von 10 mL. Es war nicht zu erwarten, dass weitere vier 

Pilzisolate, FW57, FW35, SF7 und FF1, der Gattungen Humicola, 

Aspergillus Sektion Fumigati und Aspergillus Sektion Flavi, mit einer ähnlich hohen 

Chitinaseaktivität aus den Habitaten Bodenoberfläche, Mangrovenwald und Früchte isoliert 

wurde. 

Isolierte und charakterisierte Chitinasen der Gattungen Aspergillus, Penicillium und 

Fusarium wurden bereits beschrieben [Duo-Chuan 2006; Karthik et al. 2014; Silva et al. 

2011]. Aufgrund der ubiquitären Verbreitung dieser Gattungen haben sie ein breites 

enzymatisches Spektrum. Obwohl bei Arten aus der Gattung Trichoderma Chitinasen mit 

hoher enzymatischer Aktivität beschrieben wurden [Duo-Chuan 2006; Karthik et al. 2014], 

konnte in der Pilzsammlung aus Vietnam kein Isolat der Gattung Trichoderma mit 

Chitinaseaktivität charakterisiert werden. Die Gattung Trichoderma ist in den chitinhaltigen 

Habitaten Krabbenschalen und Garnelenschalen mit nur 6,7% unterrepräsentiert. In den 

Habitaten Mangrovenwald und Bodenoberfläche ist Trichoderma mit 27% bzw. 27,3% 

häufiger vertreten. Eine solche Häufigkeit wurde auch in anderen Studien dokumentiert 

[Druzhinina et al. 2012]. 

3.2.2 Cellulasen in der Pilzsammlung 

Cellulasen werden hauptsächlich in der Nahrungs- und Futtermittelindustrie, in der 

Textilindustrie sowie bei der Vorbehandlung bei der Second Generation Bioethanol 

Produktion eingesetzt [Arja 2007; Gamage et al. 2010; Kuhad et al. 2011; Mai et al. 2004]. 

Durch die Verwendung von lignocellulytischer Biomasse beim Second Generation 

Bioethanol besteht das Problem, dass die verwertbaren Zucker in der Biomasse 

eingeschlossen sind und durch eine Vorbehandlung gelöst werden müssen. Obwohl die 

Vorbehandlung von Biomasse auch durch chemische sowie physikalische Verfahren 

erfolgen kann, wie beispielsweise die Säure-Vorbehandlung mit verdünnter Schwefelsäure 

oder Phosphorsäure [Israilides et al. 1978; Nguyen et al. 2000], ist die biologische 

Vorbehandlung durch Enzyme kostengünstiger, schneller und umweltfreundlicher 

[Kumar und Wyman 2009; Kumar und Sharma 2017; Sánchez 2009]. Um die chemischen 

und physikalischen Vorbehandlungen zu umgehen, ist die Suche nach leistungsstarken 

Cellulasen von besonderem Interesse [Srivastava et al. 2018]. 
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Die Pilzisolate Fsh13 (Fusarium sp.), FW16.1 (Fusarium sp.) und SF31 

(Aspergillus Sektion Terrei sp.) zeigten die höchste Cellulaseaktivität der Pilzsammlung mit 

0,05 bis 0,09 U/mg. Viele Arten der Gattungen Fusarium und Aspergillus sind 

Pflanzenpathogene und gelten als Produzenten von aktiven sekretierten Cellulasen 

[Kwon et al. 2007]. Cellulasen sind, wie andere Zellwand abbauenden Enzyme, Xylanasen 

und Endo-Polygalacturonase, beschrieben als mögliche Virulenzfaktoren bei der Infektion 

von pflanzenpathogenen Pilzen [Cooper et al. 1988; Paccanaro et al. 2017]. Betrachtet man 

die Habitate, in denen Pilzisolate mit einer Cellulaseaktivität gefunden wurden, so fällt auf, 

dass eine große Anzahl an Pilzen mit dieser Aktivität in den Habitaten Mangrovenwald und 

Bodenoberfläche gefunden wurde. Diese Verteilung war aufgrund der Zellwand abbauenden 

Aktivität zu erwarten. Es scheint zunächst unverständlich, dass auch Pilzisolate mit 

Cellulaseaktivität in den Habitaten Garnelenschalen und Insektenkörper gefunden wurden, 

wenngleich mit geringer Anzahl. Dieses Vorkommen weist auf eine promiskuitive 

-Glucuronidaseaktivität hin, welche Cellulose abbauen kann 

[O’Brien und Herschlag 1999; Khersonsky und Tawfik 2010]. Extrazelluläre Cellulasen von 

Fusarium oxysporum und Aspergillus terreus wurden mit einer Aktivität von etwa 0,5 bis 

0,9 U/mg beschrieben. Die Höhe der Aktivität ist von der verwendeten 

Substratkonzentration abhängig [Abdel-Fatah et al. 2012; Mirzaakhmedov et al. 2007; 

Dar et al. 2013]. Im Gegensatz zu den beschriebenen aktiven Cellulasen der Gattung 

Trichoderma [Bischof et al. 2016; Schuster und Schmoll 2010] konnte jedoch innerhalb 

dieser Studie keine hohe Cellulaseaktivität der Gattung Trichoderma detektiert werden.  

3.2.3 Xylanasen in der Pilzsammlung 

Neben der Produktion von Biokraftstoffen werden Xylanasen bei biotechnologische 

Prozesse wie der Nahrung- und Futterindustrie sowie der Bioethanolproduktion verwendet 

[Beg et al. 2001; Nagar et al. 2012; Sultan et al. 2008]. Die Pilzisolate mit einer 

nachweislichen Xylanaseaktivität sind ähnlich verbreitet wie die Pilzisolate mit einer 

Cellulaseaktivität. Dies war zu erwarten, da Cellulasen sowie Xylanasen synergistisch die 

Pflanzenzellwand von organischem Material abbauen [Murashima et al. 2003; 

Pérez et al. 2002].  

Die Pilzisolate Fsh17, FR1 (0,74 U/mg und 0,97 U/mg, Aspergillus Sektion Flavi) und 

FL100 (1 U/mg, Penicillium Sektion Citrina) weisen eine hohe Xylanaseaktivität auf. Eine 

spezifische Aktivität von Xylanasen, isoliert aus Aspergillus flavus, wurde mit 0,11 bis 

20,40 U/mg beschrieben [De Alencar Guimaraes et al. 2013]. Für die Aktivität der Xylanase 
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spielt das verwendete Substrat eine erhebliche Rolle. Durch ein anderes Substratspektrum 

ist es möglich, die Aktivität der Enzyme zu optimieren. Während in dieser Arbeit das Xylan 

von Buchenholz als Substrat verwendet wurde, wurde in anderen Studien gezeigt, dass die 

Xylanaseaktivität bei variierendem Substrat erhöht werden kann 

[De Alencar Guimaraes et al. 2013]. Wie bei der Cellulaseaktivität der Sammlung bereits an 

früherer Stelle beschrieben, konnte auch keine Xylanaseaktivität von Pilzisolaten der 

Gattung Trichoderma festgestellt werden. Dies begründet sich mit hoher Wahrscheinlichkeit 

dadurch, dass die Xylanasen von Trichoderma ihre höchste Aktivität nur durch eine 

Substratinduktion erreichen [Juhász et al. 2005; Kubicek und Penttilä 1998]. Xylanasen 

spielen eine große Rolle bei der Infektion von Pflanzen durch pflanzenpathogene Pilze. 

Diese wirken oft zusammen mit anderen Zellwand abbauenden Enzymen, um die 

Pflanzenzellwand der Wirtspflanze abzubauen. Paccanaro et al. [2017] beschrieb, dass die 

Xylanase (Xyr1) und die Endo-Polygalacturonase (PG1) des phytopathogenen Pilz 

F. graminearum synergistisch an dem Abbau der Zellwand beteiligt sind und somit ein 

möglicher Virulenzfaktor ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Pilzsammlung einige 

Pilzisolate mit einer hohen Xylanaseaktivität aufweist. 

3.2.4 Lipasen in der Pilzsammlung 

Die höchste Lipaseaktivität wurden bei den Pilzisolaten Fusarium sp. Fsh13 (0,14 U/mg) 

und Aspergillus Sektion Nidulans sp. Fsh102 (0,27 U/mg) gemessen. Diese Werte sind mit 

der Lipaseaktivität von Fusarium sp. YM-30 von 0,15 U/mg [Mase et al. 1995] und einer 

Lipase von Aspergillus nidulans mit 0,3 U/mg [Mayordomo et al. 1999] zu vergleichen. 

Beide Pilzisolate der Sammlung wurden im Habitat Garnelenschalen isoliert, welches eine 

erhebliche Menge an hoch molekularen Kohlenwasserstoffen als Substrat für die 

enzymatische Funktion der Lipase bietet. Die in dieser Arbeit untersuchte Pilzsammlung aus 

Vietnam beinhaltet einige Ascomycota mit einer hoher Lipaseaktivität. Diese Pilzisolate 

sind potentielle Kandidaten für verschiedene industrielle Anwendungsgebiete bei denen 

aktive Lipasen benötigt werden (siehe Einleitung 1.4.4). 

Durch den enzymatischen Aktivitätstest der gesamten Pilzsammlung konnte gezeigt werden, 

dass viele Pilzisolate aus den neun unterschiedlichen Habitaten eine Enzymaktivität der 

Chitinase, Lipase, Cellulase und Xylanase aufweisen. Allgemein ist festzuhalten, dass die 

detektierte enzymatische Aktivität der Pilzisolate mit ihren Habitaten übereinstimmt. So 

findet man in Habitaten mit viel organischer Biomasse Pilzisolate mit Cellulase- und 

Xylanaseaktivität sowie in marinen Habitaten Pilzisolate mit Chitinaseaktivität. Die 
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Pilzisolate der Gattung Trichoderma konnten nicht mit einer hohen Cellulase- und 

Xylanaseaktivität detektiert werden. 

3.3 Die unterschiedlichen Habitate und high performance degrader 

Sehr divers in ihrer enzymatischen Aktivität sind die Pilzisolate vom Habitat Ölhaltiges 

Habitat FL6 (Aspergillus Sektion Terrei), FL10 und FL100 (Penicillium Sektion Citrina), 

vom Habitat Garnelenschalen, Fsh101, Fsh102, Fsh200 (Aspergillus Sektion Nidulans) und 

Fsh201 (Penicillium Sektion Citrina) sowie des Habitates Früchte, FF1 (Aspergillus Sektion 

Flavi), des Habitates Mangrovenwald FW36 (Aspergillus Sektion Fumigati) und des 

Habitates Bodenoberfläche SF19.1 (Aspergillus Sektion Flavi). Alle diese Pilzisolate zeigen 

Aktivität in mindestens drei der vier untersuchten Enzyme. Die Pilzisolate FL6 und Fsh102 

weisen eine Aktivität in allen vier untersuchten Enzymen auf. Beide Habitate haben eine 

heterogene Zusammensetzung. Das Habitat Garnelenschalen besteht hauptsächlich aus 

Chitin sowie aus Proteinen und Lipiden, das Habitat ölhaltiges Habitat ist aus Lipiden und 

Proteinen zusammengesetzt. Es ist anzunehmen, dass die Heterogenität der 

unterschiedlichen Energiequellen im Habitat dazu führt, dass die dortigen Pilzisolate ein 

breit gefächertes enzymatisches Potential haben, welches zur effizienten Degradierung der 

in diesem Habitat zu findenden Substraten benötigt wird. Im Habitat Bodenoberfläche findet 

man viele Pilzisolate mit einer niedrigen bis mittlere Aktivität der untersuchten Enzyme. 

Diese Ansiedlung von Pilzisolaten mit unterschiedlichen enzymatischen Aktivitäten ist auf 

das heterogene Habitat und die damit einhergehenden Substrate für diverse Enzyme zurück 

zu führen. An der Bodenoberfläche sind neben lebendem und totem Pflanzenmaterial auch 

Insekten, Lipide und Proteine zu finden. Es ist anzunehmen, dass die zwei Habitate 

Ölhaltiges Habitat und Garnelenschalen im Gegensatz zu den anderen untersuchten 

Habitaten, ein weiteres Spektrum an enzymatischen Aktivitäten aufweisen. 

Eine wichtige Charakteristik von so genannten high performance degraders (Hochleistungs 

Zersetzern) ist die geringe Substrat- und Produktinhibition. Es wurde gezeigt, dass das 

Endprodukt der Enzyme die enzymatische Aktivität hemmt [Andrić et al. 2010]. So wurde 

beschrieben, dass Glukose eine inhibitorische Wirkung auf die -Glucosidase von 

Aspergillus niger hat [Xiao et al. 2004]. Durch eine geringe Produktinhibition der Enzyme 

kann mehr Substrat eingesetzt und somit eine höhere Produktmenge erreicht werden, wie es 

bei einigen pilzlichen Cellulasen und Xylanasen gezeigt wurde [Ribeiro et al. 2014]. Die in 

dieser Arbeit präsentierten Enzyme können möglicherweise verwendet werden, um diese 
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Limitationen zu überwinden. Um ein höheres Potential der enzymatischen Aktivität zu 

erreichen, wäre es möglich, die Anzuchtbedingungen der Pilzisolate zu verändern. 

De Alencar Guimaraes et al. [2013] zeigten, dass die Enzymaktivität von Aspergillus flavus 

und Aspergillus niger bei der Verwendung von 0,5% Maiskolben und 0,5% Zuckerrohr 

Bagasse im Gegensatz zu 1% Glukose um ein 200-faches gesteigert werden kann 

[De Alencar Guimaraes et al. 2013]. Urbina-Salazar et al. [2018] beschreibt die erhöhte 

Chitinase Produktion durch Trichoderma harzianum bei Anzucht des Pilzes in einem 

Medium, welches Nebenprodukte des chitinhaltigen Pilzes Agaricus bisporus enthält 

[Urbina-Salazar et al. 2018]. Es wurde bereits beschrieben, dass eine Substratinduktion zur 

erhöhten enzymatischen Aktivität führt [Juhász et al. 2005; Kubicek und Penttilä 1998; 

Mandels und Reese 1960]. Die Induktion kann dabei auch durch ein anderes Substrat als das 

herkömmliche erfolgen. Schuerg et al. [2017] zeigte, dass Xylose die Cellulase Produktion 

von Thermoascus aurantaicus induziert. Nicht nur ein optimiertes Medium bei der Anzucht 

des Pilzes führt zur Erhöhung der Enzymproduktion. Bei der Feststoff-Fermentation durch 

Penicillium citrium konnte die Xylanaseaktivität um das 150-fache erhöht werden 

[Ghoshal et al. 2012; Ghoshal et al. 2014]. Für die industrielle Anwendung von Enzymen ist 

es notwendig, dass zwei Schritte berücksichtigt werden: die verwendeten Enzyme müssen 

heterolog exprimiert und gereinigt sein, um die beste Kapazität auszuschöpfen. Ein zweiter 

wichtiger Schritt ist, dass das Enzym soweit mutiert und verbessert wurde, um die 

katalytische Eigenschaft des Enzyms zu optimieren. Eine verbesserte Kapazität der reinen 

Proteine wurde für verschiedene Enzyme bereits gezeigt. So zeigt die Cellulase von einem 

Fusarium oxysporum Stamm eine 30-fach erhöhte spezifische Aktivität nach der 

Aufreinigung [Dar et al. 2013], die Chitinase von Aspergillus fumigatus S-26 eine 61-fache 

höhere spezifische Aktivität [Jung et al. 2006], für Xylanasen von Penicillium citrium Isolat 

die spezifische Aktivität um 23-fach [Bagewadi et al. 2016] und die spezifische Aktivität 

von den Lipasen von Fusarium sp. YM-30 und Aspergillus nidulans [Mase et al. 1995; 

Mayordomo et al. 1999] konnte um das mehrere 100-fache erhöht werden. 

Um eine aufwendige Reinigung der Enzyme zu umgehen, wird in der Industrie oft die 

Festphasen-Fermentation (SSF) und die Submersfermentation (SmF) angewendet, um die 

benötigten Enzyme zu produzieren [Couto und Sanromán 2005; Hölker et al. 2004; 

Subramaniyam und Vimala 2012]. Bei der SSF werden die Pilze in einem festen aber 

feuchten Substrat angezogen. Bei der SmF werden die Pilze in Flüssigmedium angezogen 

wobei dieser die Enzyme in das flüssige Medium sekretiert. Ebenso wird die fed-batch 
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Fermentation (FBF) zur Kultivierung von Pilzen angewendet, wie bei der Kultivierung von 

Rhodosporidium toruloides Y4 [Li et al. 2007]. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Wachstumsbedingungen wurden für alle 211 Stämme 

gleichbleibend angewendet, um diese in ihrem Wachstum und ihrer enzymatischen Aktivität 

vergleichen zu können. Es ist anzunehmen, dass bei der Anpassung der 

Wachstumsbedingungen, Temperatur, Medium und Licht, für jedes einzelne Pilzisolat die 

verschiedenen Enzymaktivitäten drastisch erhöht werden können. Ebenso können 

unterschiedliche Substrate für den jeweiligen Enzymtest zur Optimierung der 

Enzymaktivität führen, wie zum Beispiel unterschiedlich lange Kettenlängen bei Fettsäuren 

für die Lipaseaktivität oder verschiedene kristalline (Avicel® PH-101) und nicht kristalline 

Cellulosen (Carboxymethylcellulose) für die Cellulaseaktivität. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Pilzsammlung aus Vietnam einige high producer der 

getesteten Enzyme Cellulase, Xylanase, Chitinase und Lipase aufweist. Heterogene Habitate 

besitzen oft Pilzisolate mit einem großen Spektrum an Enzymaktivitäten. Durch 

unterschiedliche Methoden, wie die Reinigung der Enzyme, die Modifikation der 

Wachstumskonditionen und durch Substratinduktion kann die Aktivität der beschriebenen 

Enzyme erhöht werden. Neben den vier getesteten Enzymen ist es ebenfalls möglich, die 

Pilzsammlung auf weitere für die Biotechnologie interessante Enzyme testen. Für die 

Industrie sind zum Beispiel Polyethylenterephthalat (PET) abbauende Enzyme interessant 

zur Reduktion des Plastikmülls [Danso et al. 2018]. Weitere Tests im Hinblick auf 

Amin-transferierende Enzyme für die Herstellung von Feinchemikalien [Bommarius und 

Riebel 2004] und für die Produktion von aktiven pharmazeutischen Inhaltsstoffen wie 

ω-Transaminasen [Aleku et al. 2017; Kelly et al. 2018] könnten mit dieser Pilzsammlung 

durchgeführt werden. Des Weiteren kann die Aktivität von Laccasen für die Entwicklung 

von implantierbaren Biosensoren und Biobrennstoffzellen [Rodríguez-Delgado et al. 2015] 

untersucht werden. Somit hat die in dieser Arbeit charakterisierte Sammlung an 

211 Pilzisolaten ein hohes Potential für die Biotechnologie. 

3.4  Das Pilzisolat Fsh102 als high producer von Xylanasen und Cellulasen 

Die Gattung Aspergillus gilt weltweit als high producer von Cellulasen und Xylanasen mit 

einem hohen enzymatischen Potential, pflanzliche Biomasse abzubauen [Sajith et al. 2016; 

Beg et al. 2001]. Speziell die Cellulasen von Aspergillus niger und Aspergillus fumigatus 

finden diesbezüglich in der Biotechnologie Anwendung [Ang et al. 2013; Kang et al. 2004]. 
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Das hier identifizierte Pilzisolat Fsh102 ist phylogenetisch in die Gattung Aspergillus 

Sektion Nidulans eingeordnet und wurde als Aspergillus sydowii identifiziert. In den 

Enzymtests zeigte sich eine Aktivität bei allen vier getesteten Enzymen, Xylanase, Cellulase, 

Chitinase und Lipase. 

A. sydowii, als weit verbreiteter Saprophyt, wurde bereits als Produzent von Cellulasen und 

Xylanasen beschrieben [Ghosh et al. 1993; Matkar et al. 2013]. In einem A. sydowii Stamm 

aus Indien konnte Aktivität von Endocellulase, Exocellulase und β-Glucosidase aus dem 

Gesamtextrakt bei einer Submersfermentation nachgewiesen werden. A. sydowii ist bekannt 

für die Kontamination von Nahrung [Biango-Daniels und Hodge 2018; Piotrowska 2013] 

sowie als Humanpathogen bei immungeschwächten Menschen und Verursacher von 

Aspergillosis [Rinaldi 1983]. Das natürliche Verbreitungsgebiet von A. sydowii ist 

hauptsächlich trockenes Material wie Baumwolle und Stroh, Boden und Lebensmittel. 

Aufgrund seines natürlichen Verbreitungsgebietes war es daher nicht zu erwarten, das 

Pilzisolat Fsh102 mit einer Cellulaseaktivität von 0,03 U/mg und einer Xylanaseaktivität 

von 0,61 U/mg im Habitat Garnelenschalen zu finden. Beruhend auf den hohen 

enzymatischen Aktivitäten und der geringen Anzahl durchgeführter Studien auf dem Gebiet 

der Enzymaktivität wurde das Pilzisolate Fsh102 für die enzymatische Charakterisierung 

ausgewählt. 

3.4.1 Identifikation zweier Xylanasen aus dem Pilzisolat Fsh102 

Xylanasen (EC 3.2.1.8) zählen zu den Hemicellulasen und sind wichtige Enzyme im Abbau 

der Pflanzenzellwand. Sie werden in den unterschiedlichsten Sparten der 

Nahrungsmittelindustrie eingesetzt, zum Beispiel zur Aufhellung von Fruchtsäften 

[Nagar et al. 2012] (siehe Einleitung 1.4.2). Aufgrund der hohen Xylanaseaktivität des 

Pilzisolates Fsh102 in den Enzymtests wurden die im induzierten Medium aktiven 

Xylanasen mittels LC/MS-MS Analyse identifiziert. Es wurden zwei Endo-1,4--Xylanasen 

und eine Exo-1,4--Xylanase identifiziert. Es war zu erwarten, dass mehrere Endoxylanasen 

sowie Exoxylanasen durch das induzierte Medium mit Xylan produziert werden um das 

Substrat Xylan abzubauen. Die Endoxylanasen spalten die -1,4-Glykosid Bindung in der 

langen Xylanpolysaccharidkette und es entstehen verzweigte und nicht verzweigte 

Xylo-Oligosaccharide [Saha und Bothast 1999]. Die Exo-1,4--Xylanase spalten die 

-1,4-Glykosid-Bindung in Xylo-Oligosaccharide am reduzierten Ende und produzieren 

kurzkettige Xylo-Oligosaccharide und Xylose. Es ist bekannt, dass Ascomycota mehrere 

Enzyme mit gleichen oder ähnlichen Eigenschaften je nach Substrat produzieren. 
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Liao et al. [2015] identifizierte sechs verschiedene Xylanasen von Penicillium oxalicum 

GZ-2-Stamm, die jeweils unterschiedliche Substratspezifizitäten aufweisen. Es ist zu 

vermuten, dass sich die beiden von Fsh102 produzierten Endoxylanasen unterscheiden, 

jedoch synergistisch zu einem effektiven Abbau des Substrats führen. Die Unterschiede 

beider Xylanasen werden in der folgenden Arbeit weiter thematisiert. 

Die identifizierten Endo-1,4--Xylanasen wurden ohne Signalpeptid im prokaryotischen 

Expressionsorganismus E. coli mit N-terminalem His-Fusionsprotein exprimiert und nativ 

über eine Ni-NTA-Säule gereinigt. Die Klonierung ohne Signalpeptid führte zur 

erfolgreichen Expression in der löslichen Fraktion. Das Signalpeptid ist eine Abfolge von 

Aminosäuren, die oft am N-terminalen Ende eines Proteins fusioniert ist und für den 

Transport des Proteins innerhalb der Zelle verantwortlich ist. Sie wird nach dem 

erfolgreichen Transport abgespalten. Signalpeptide haben einen hydrophoben Kern, was die 

Löslichkeit des Proteins beeinflusst. Singh et al. [2013] zeigte, dass die Klonierung ohne 

Signalpeptid die Löslichkeit des Proteins positiv beeinflusst. Dies wurde in dieser Arbeit 

bestätigt.  

Xylanasen werden generell posttranslational glykosyliert [Funaguma et al. 1991; 

Kulkarni et al. 1999]. Die posttranslationale Glykosylierung in Eukaryoten trägt dabei zur 

erhöhten Löslichkeit der Proteine bei [Solá und Griebenow 2009]. Kloniert man das Gen 

und exprimiert es in einem prokaryotischen Expressionssystem wie zum Beispiel E. coli, 

entfällt diese posttransionalen Glykosylierung [Marston 1986]. Obwohl zur Expression der 

Xylanasen ein prokaryotisches Expressionssystem, E. coli, verwendet wurde und demnach 

keine posttranslationale Glykosylierung stattfand, konnten beide Xylanasen in der löslichen 

Fraktion exprimiert werden.  

Die Glykosylierung hat auch Einfluss auf die Aktivität von exprimierten Enzymen. 

Dotsenko et al. [2016] beschrieb die Abnahme der Enzymaktivität bei mangelnder 

Glykosylierung der Endocellulase IIa (Cel5A) von Penicillium verrucosum. Einen Einfluss 

der Aktivität auf die exprimierten Xylanasen kann hier nicht ausgeschlossen werden. Die 

Veränderung der Glykosylierungsstellen kann zur Erhöhung der Enzymaktivität genutzt 

werden [Adney et al. 2009]. Xylanase I und Xylanase II weisen eine hohe Aktivität auf, aber 

könnten durch die fehlende Glykosylierung geringere Aktivitäten als homolog exprimierte 

Xylanasen haben. Um das Risiko einer Aktivitätseinbuße zu umgehen, ist es möglich, die 

Enzyme in S. cerevisiae oder P. pastoris zu exprimieren [Beggs 1978; Cregg et al. 2000; 

Finkelstein et al. 1989]. 
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Die Xylanase I besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 25,5 kDa, welches 

vergleichbar ist mit dem Molekulargewicht der Xylanase 1 von Aspergillus caespitosus mit 

26.3 kDa [Sandrim et al. 2005]. Die Xylanase II dagegen besitzt ein berechnetes 

Molekulargewicht von 37,1 kDa, welches sich mit dem Molekulargewicht von der Xylanase 

von Aspergillus ficuum AF-98 mit 35 kDa vergleichen lässt [Lu et al. 2008]. Zwei Xylanasen 

von A. sydowii SBS 45 mit einem Molekulargewicht von 20,1 kDa und 43 kDa wurden 

identifiziert [Nair et al. 2008]. Aufgrund des Molekulargewichts kann davon ausgegangen 

werden, dass es sich um unterschiedliche Xylanasen handelt. Die Xylanase von 

Nair et al. [2008] wurden aus dem Gesamtextrakt gereinigt und anhand von Fraktionierung 

durch Ionenaustauschromatographie mittels Aktivitättests identifiziert. Sie wurden nicht wie 

in dieser Arbeit heterolog exprimiert, die Proteinsequenz identifiziert und ihre 

Nukleotidsequenz sequenziert, was einen Vergleich mit den hier identifizierten Xylanasen 

erschwert. Eine Xylobiohydrolase aus A. sydowii mit einem Molekulargewicht von 30 wurde 

von Ghosh und Nanda [1994] identifiziert. Bei der Reinigung von Xylanase I über die 

Affinotätschromatographie ist der Verlust an Enzym gering, was man an den 

Aktivitätsbestimmungen der einzelnen Reinigungsschritte ablesen kann. Die Ausbeute der 

Elution 1 beträgt 55%, was vergleichbar ist mit anderen Studien [Li et al. 2018]. Bei der 

Xylanase II geht durch die Reinigungsschritte viel Protein verloren (Ausbeute von 27%). 

Obwohl der Proteingehalt und auch die Aktivität im Gesamtextrakt von Xylanase II mit 

35,74 mg und 57,09 U/mg fast doppelt so hoch ist wie bei Xylanase I mit 17,49 mg und 

33,7 U/mg. Bei der Reinigung von Proteinen geht auch das aufzureinigende Enzym durch 

die verschiedenen Schritte verloren [Bagewadi et al. 2016]. Der Reinigungsquotient von 

5,41 bei Xylanase I und 1,96 bei Xylanase II ist indirekt vergleichbar mit dem 

Reinigungsquotienten von 5,3 bzw. 1,9 bei zwei Xylanasen von Trichoderma inhamatum 

[Silva et al. 2015]. Bei der erfolgreichen Reinigung von Proteinen sind Anzahl und Position 

der Histidine im Protein entscheidend. Um die Proteinausbeute beim Reinigungsprozess zu 

erhöhen, ist es möglich, einen verlängerten His6-Tag zu nutzen, eine um sechs 

Histidinmoleküle verlängerte Sequenz. Dieses führte bei dem 

Neurotensin-Membranrezeptor zu einer besseren Bindung an die Säule und damit zu einer 

besseren Reinigungsperformance des Proteins [Grisshammer und Tucker 1997]. 

Das Genom von A. sydowii CBS 593.65 besitzt zwei Enzyme der GH10 Familie und drei 

Enzyme der GH11 Familie. Die Anzahl der Enzyme in den einzelnen GH Familien variiert 

je nach Art. So hat die verwandte Art Aspergillus oryzae RIB40 vier Enzyme der GH10 

Familie und vier Enzyme der GH11 Familie, Aspergillus niger CBS 513.88 hingegen nur 
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ein Enzym der GH10 Familie, aber vier Enzyme der GH11 Familie [Cantarel et al. 2009; 

Lombard et al. 2014]. Beim Abbau der Pflanzenzellwand arbeiten vielen xylolytische 

Enzyme synergistisch zusammen. Gonçalves et al. [2015] zeigte, dass die synergistische 

Wirkung von fünf Xylanasen aus unterschiedlichen thermophilen Mikroorganismen, 

Thermobifida fusca und Clostridium thermocellum, die Produktion von reduzierten Zuckern 

erhöht. 

3.4.2 Die Charakterisierung der Xylanasen aus A. sydowii auf ihre biotechnologische 

Anwendbarkeit 

Die Verwendung von Xylanasen ist aus der Biotechnologie seit Jahren nicht mehr 

wegzudenken. Allerdings werden in industriellen Prozessen verschiedene Lösungsmittel, 

Salze, ein extremer pH-Wert oder erhöhte Temperaturen verwendet. Um Enzyme in diese 

Prozesse zu integrieren, ist es erforderlich, dass diese eine gewisse Toleranz gegenüber oben 

genannten Bedingungen haben müssen. Das Substratspektrum und die Analyse der 

enzymatischen Hydrolyse ist in der Biotechnologie dabei zuträglich, die geeigneten Enzyme 

auszuwählen. Vor allem das Hydrolyseprofil ist ein wichtiger Teil der 

Proteincharakterisierung und ist für die Auswahl des Substrates und für die 

Ausgangsprodukte ein zentraler Aspekt im Hinblick auf deren Einsatz in der Biotechnologie. 

Mittels Dünnschichtchromatographie wurden die Reaktionsprodukte der enzymatischen 

Hydrolyse detektiert. Die langkettigen Xylo-Oligosaccharide werden durch beide Xylanasen 

zuerst abgebaut, nach 17 h sind kurzkettige Xylosen nachweisbar. Obwohl beide Xylanasen 

aufgrund ihrer Eigenschaft erst die längerkettigen Xylo-Oligosaccharide schneiden und 

demnach zur Klassifizierung der Endoxylanasen gehören, ist die Produktion der 

Reaktionsprodukte ab einem Zeitpunkt von 15 Minuten unterschiedlich. Bei der Xylanase I 

ist sind erst nach 17 h eine geringe Menge an Xylose auf der Dünnschichtchromatographie 

sichtbar, während das Reaktionsprodukt Xylose bei Xylanase II schon nach einer Stunde 

nachweisbar ist. Somit kann man davon ausgehen, dass Xylanase II auch kurzkettigere 

Oligosaccharidketten angreift. Bei der Xylanase II ist schon nach einer Stunde Xylotriose 

nachweisbar, welche nach 17 h komplett zu Xylose abgebaut ist. Xylotetraose ist bei beiden 

Xylanasen nicht nachweisbar, was darauf schließen lässt, dass das Genom von Fsh102 noch 

eine weitere Xylanase für den Abbau von Xylotetraose benötigt. Ein ähnliches Ergebnis 

konnte auch bei der Xylanase XynVII von Aspergillus niger herausgefunden werden 

[Takahashi et al. 2013]. Es wurden zuerst die Xylo-Oligosaccharidketten mit einem höheren 

Molekulargewicht abgebaut und dann die Substrate mit geringerem Molekulargewicht. Zwei 
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Xylanasen von Trichoderma inhamatum wurden ebenso aufgrund ihrer hydrolytischen 

Katalyse von Xylo-Oligosacchariden als Endoxylanasen ermittelt [Silva et al. 2015]. 

Das Substratspektrum eines Proteins gibt Aufschluss darüber, welches Substrat bevorzugt 

eingesetzt wird, um eine erhöhte Abbaurate zu erlangen. Xylanase I und Xylanase II wurden 

auf verschiedene Substrate getestet und haben eine vergleichbare Substratspezifizität. Xylan 

aus Buchenholz ist das bevorzugte Substrat gegenüber anderen getesteten Oligosacchariden 

wie Stärke, Arabinoxylan vom Weizen oder CMC. Ab einer Kettenlänge von fünf Zuckern 

bauen beide Xylanasen das Substrat ab. Obwohl die Xylanase II eine Endoxylanase ist, weist 

sie eine leichte Aktivität von 10% bei Xylotriose als Substrat auf. Xylanase II ist demnach 

in der Lage, kurzkettige Zucker ab einer Kettenlänge von drei Xylosen abzubauen. Dieses 

Ergebnis wurde auch mit der Dünnschichtchromatographie belegt. In dieser Studie wurde 

neben der Xylanase I, die ausschließlich längerkettige Xylo-Oligosaccharide schneidet, eine 

Exo-1,4--Xylanase identifiziert, die wahrscheinlich Xylobiose in Xylose spaltet. Für 

genauere Aussagen müsste dieses Enzym charakterisiert werden. Man kann spekulieren, 

dass die Xylanase II gebraucht wird, um die Xylo-Oligosaccharide ab einer Kettenlänge von 

drei Xylosen zu spalten. Dies erklärt die Produktion von zwei Endoxylanasen mit einer 

unterschiedlichen Substratspezifizität. Des Weiteren wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass 

eine erhöhte Substratkonzentration die Aktivität des Enzyms steigert. Es konnte gezeigt 

werden, dass die höhere Xylankonzentration zu einer höheren Aktivität führt. Allerdings ist 

die Löslichkeit des Xylans in Flüssigkeit mit steigender Xylankonzentration erschwert. Dies 

führte zu einer hohen Standardabweichung bei den Messungen. 

Dass beide in dieser Arbeit untersuchten Xylanasen unterschiedlichen sind, ist auch aus ihrer 

spezifischen Aktivität bei unterschiedlichen Temperaturen ersichtlich. Eine hohe 

Temperaturtoleranz der Xylanasen ist in der Industrie erstrebenswert, um unter anderem eine 

Kontamination durch andere Mikroben zu verhindern [Yeoman et al. 2010]. Die Xylanase II 

hat eine fast doppelt so hohe Aktivität bei 50°C wie Xylanase I, die ihr Optimum bei 30°C 

hat. Diese Aktivität kann sie über 2 h Stunden lang beibehalten. Bei 70°C ist die Xylanase II 

noch bis zu einer halben Stunde mit 70% aktiv. Diese Toleranz gegenüber hohen 

Temperaturen ist höher als die Toleranz der Xylanase Bacillus amyloliquefaciens XR44A, 

die nur fünf Minuten bei einer Temperatur von 70°C stabil bleibt [Amore et al. 2015]. 

Xylanase II behält außerdem seine Aktivität bis zu 24 h bei einem sauren pH-Wert von 4,8 

und bis zu 24 h bei einem basischen pH-Wert von 9. Die Xylanase von 

Penicillium sp. CGMC 1669 weist ebenso ein Temperaturoptimum und eine 
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Temperaturstabilität von 40°C und eine pH-Stabilität zwischen einem pH-Wert von 4,5 - 9 

auf [Liu et al. 2010]. Diese Werte sind vergleichbar mit der Xylanase von Aspergillus 

lentulus, die ein pH-Optimum von 5,3 und ein Temperatur-Optimum von 50°C aufweist 

[Kaushik et al. 2014]. 

Die Xylanase XynVII von Aspergillus niger hat vergleichbare Temperatur- und 

pH-Stabilität. Sie ist aktiv bei einem pH-Wert bis zu 10 und einer Temperatur bis etwa 60°C 

über 24 h [Takahashi et al. 2013]. In industriellen Prozessen, wie das biobleaching von 

Zellstoff und Papier, bei dem Xylanasen bevorzugt zum Einsatz kommen, bieten beide 

Charakteristiken einen Vorteil [Sridevi et al. 2017]. Die Xylanasen von Aspergillus sydowii 

identifiziert von Nair et al. [2008] zeigten ihr Temperaturoptimum bei 50°C jedoch bei einer 

Inkubationszeit von 4 h. Xylanase I erreicht ihre höchste Aktivität bei 30°C, bleibt aber bis 

zu 192 h stabil. Ebenso bleibt sie bei einem basischem sowie saurem pH-Wert für ca. 7 Tage 

stabil. Demnach ist die Xylanase I für Verfahren, bei denen das Enzym für längere Zeit in 

nicht neutralem pH-Wert das gewünschte Substrat umsetzen soll, geeignet. Diese hohe 

Aktivität in einem breiten pH-Spektrum ist für die biotechnologische Nutzung von Vorteil 

verglichen mit einer Xylanase von Aspergillus niger, die ihren optimalen pH-Wert bei 8 

aufweist [Taneja et al. 2002]. 

Ein weiterer Aspekt, um die biotechnologische Nutzbarkeit der Enzyme zu untersuchen, ist 

ihre Toleranz gegenüber organischen Lösungsmitteln, Salzen und nichtionischen Tensiden, 

die häufig in industriellen Reinigungsmitteln angewendet werden. Xylanase I und 

Xylanase II weisen eine unterschiedliche Aktivität in Gegenwart verschiedener Chemikalien 

auf. Während Xylanase I eine höhere Toleranzgrenze bei organischen Lösungsmitteln und 

Alkoholen hat, weist Xylanase II auch bei niedrigen Konzentrationen dieser Chemikalien 

nur eine geringe Aktivität auf. Bei dem Lösungsmittel DMSO allerdings, welches in 

biotechnologischen Prozesse aufgrund seiner lösenden Eigenschaft von organischen 

Materialien und anorganisch Salze eingesetzt wird [Gaylord Chemical Company 2014], hat 

die Xylanase II keinerlei Einbußen bei der Aktivität bei 5% sowie 30% im Gegensatz zur 

Xylanase von Aspergillus niger C3486, welche schon bei geringen Konzentration von 2% 

DMSO inhibiert wird [Yang et al. 2010]. Xylanase I weist bei einer DMSO-Konzentration 

von 30% nur noch 30% Aktivität auf.  

Bei der Untersuchung der Toleranz gegenüber anorganischen Salzen, zeigten sich 

unterschiedliche Inhibitionen von Xylanase I und Xylanase II gegenüber den Salzen MgCl2 

und MnCl2. Die Xylanase I wird erst bei einer Konzentration von 100 mM MgCl2 zu 50% 
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inhibiert, die Xylanase II hat schon bei einer Konzentration von 5 mM MgCl2 nur noch 50% 

Aktivität. Die Glykosidhydrolasen sind aufgrund ihres katalytischen Mechanismus nicht 

Co-Faktor abhängig. Um die Inhibierung durch die Salze erklären zu können, sind weitere 

Untersuchungen notwendig. Im Gegensatz zu nicht Co-Faktor abhängigen Enzymen sind die 

Glykosyltransferasen fold-A Co-Faktor abhängig [Lairson et al. 2008]. Das nichtionische 

Tensid DDT, welches Disulfidbrücken aufbricht und somit die Faltung des Enzymes 

beeinflusst, hat in beiden getesteten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Aktivität beider 

Xylanasen. Xylanase I besitzt nur ein Cystein und kann keine Disulfidbrücken bilden, 

Xylanase II besitzt in seiner AA Sequenz drei Cysteine, jedoch in einem Abstand von 

> 5 Ångstrom. Daher sind die in dieser Arbeit identifizierten Xylanasen wahrscheinlich 

nicht in der Lage intramolekulare Disulfidbrücken auszubilden und werden aufgrund dessen 

nicht von DDT inhibiert.  

Die Anwesenheit des Komplexbildners EDTA mit einer Konzentration von 2 mM bewirkt 

bei der Xylanase I eine spezifische Aktivität von 110%, was höher ist als die Aktivität von 

einer β-Xylosidase von Dictyoglomus thermophilum mit 94% relativer Aktivität bei einer 

EDTA Konzentration von 1 mM [Li et al. 2018]. EDTA in einer Konzentration von 50 mM 

wirkt dagegen hemmend auf beide Xylanasen. EDTA kann durch Komplexbildung bivalente 

Ionen entziehen und somit die Aktivität von Proteinen hemmen, die zweiwertige Ionen als 

Co-Faktoren benötigen. Wie bereits diskutiert, sind die Glykosidhydrolasen nicht Co-Faktor 

abhängig, wobei es dennoch möglich ist, dass die Proteinfaltung leicht gestört wird. 

Gegenüber den Tensiden Tween 20 und Triton X 100 hat die Xylanase I eine höhere 

Toleranz als Xylanase II. Xylanase I besitzt bei Zusatz von 5% Triton X 100 noch eine 

spezifische Aktivität von etwa 100%. Im Gegensatz dazu hat die Xylanase von Dictyoglomus 

termophilum nur eine spezifische Aktivität von 32% bei 0,5% Triton X 100 

[Zhang et al. 2010]. SDS hat eine derart inhibitorische Wirkung, dass beide in dieser Arbeit 

untersuchten Xylanasen keine Aktivität mehr aufweisen. Dies war zu erwarten, da SDS die 

nichtkovalenten Bindungen der Proteine aufbricht und somit deren Quartär- und 

Tertiärstruktur zerstört, was zu einer Fehlfaltung bzw. Auffaltung der Enzyme führt. Es gibt 

nur wenige Enzyme, die nicht durch SDS gehemmt werden [Vincenzini et al. 1985]. Die 

Proteasen von Bacillus clausi I-52 [Joo et al. 2003] und Bacillus sp. RGR-14 

[Oberoi et al. 2001] gehören beispielsweise dazu. Die Gründe dafür sind die Ausbildung von 

mehr nichtkovalenten Bindungen bei Proteasen. 
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Neben der Charakterisierung der Xylanasen, also der Bestimmung ihres optimalen 

pH-Wertes und Temperaturstabilität sowie deren Inhibition durch organische Lösungsmittel, 

Salze und nichtionische Tenside, ist die Analyse des aktiven Zentrums ein wichtiger Aspekt 

für die biotechnologische Anwendung. Die 3D-Struktur der Xylanasen der 

Glykosidhydrolasen Familien GH10 und GH11 ist bekannt [Henrissat et al. 1995; 

Wakarchuk et al. 1994]. Aufgrund von Sequenzhomologien von den beiden in dieser Arbeit 

analysierten Xylanasen und von Aminosäuresequenzen von Xylanasen aus der Datenbank 

PDB war es möglich, die 3D-Struktur der Xylanase I und Xylanase II zu modulieren. 

Xylanase I bildet in der Tertiärstruktur eine jelly roll fold, was für die Glykosidhydrolasen 

Gruppe GH11 zutrifft [Wakarchuk et al. 1994]. Weitere Xylanasen der Familie GH11 bilden 

ebenso eine jelly roll fold, wie die Xylanase 1 von Aspergillus niger [Krengel und Dijkstra 

1996] und eine Xylanase von Trichoderma longibrachiatum [Moukhametzianov et al. 2008]. 

Xylanase II hingegen bildet in ihrer 3D-Struktur eine (α/β)8 TIM barrel fold, was für die 

Glykosidhydrolasen Familie GH10 zutrifft [Henrissat et al. 1995]. Die GH10 Xylanasen von 

Thermoascus aurantiacus und Fusarium oxysporum bilden ebenso eine TIM barrel fold 

[Dimarogona et al. 2012; Vardakou et al. 2005]. Die Art der Faltung der Proteine ist nicht 

verknüpft mit einer funktionellen Klassifizierung der Enzyme. Das aktive Zentrum der 

Familien GH10 und GH11 wurde schon beschrieben [MacLeod et al. 1994; Miao et al. 1994; 

Tull et al. 1991] und konnte somit mittels zielgerichteter Mutagenese ausgeschaltet werden. 

Hierfür wurden jeweils zwei Glutaminsäuren (Xylanase I an Position 97 und 155, 

Xylanasen II an Position 155 und 241), die für die Bindung des Substrates im aktiven 

Zentrum wahrscheinlich verantwortlich sind, durch zwei Methionine ausgetauscht. Der 

Austausch des Kodons für Glutaminsäure zu Methionin ist eine gängige Methode bei der 

Ausschaltung des aktiven Zentrums von Enzymen, da beide in etwa den gleichen sterischen 

Raumanspruch haben. Die Distanz zwischen den substratbindenden Aminosäuren und dem 

Substrat selber liegt bei der Xylanase I bei 3,7 und 4,7 Å und bei Xylanase II bei 3,0 Å und 

5,4 Å. Der Abstand zwischen dem Enzym und dem bindenden Substrat sollte keinen 

größeren Abstand als 5 Å haben, da sonst keine Enzym-Substrat-Bindung zustande kommt. 

Bei der Distanzmessung ist zu berücksichtigen, dass es sich bei den Homologie-Modellen 

um starre Strukturen handelt, quasi eine Momentaufnahme. Proteine, in Lösung, sind jedoch 

in Bewegung und dadurch werden zeitweise größere und kleinere Distanzen möglich. Es 

wurden für beide Xylanasen jeweils zwei Einzelmutanten durch Austausch von 

Glutaminsäure in Position 97 und 188 bei Xylanase I und bei Xylanasen II an Position 155 

und 241 bzw. eine jeweilige Doppelmutante für jede Xylanase generiert. Vergleicht man die 
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katalytische Aktivität der Mutanten mit den nicht mutierten Xylanasen, so beobachtet man 

eine Aktivitätseinbuße von mehr als 90% bei allen Einzelmutanten (E97M, E188M, E155M 

und E241M) sowie bei den Doppelmutanten (E97M / E188M und E155M / E241M). Durch 

den Koshland-Haltemechanismus, die Bindung und Umsetzung des Substrates durch zwei 

Aminosäuren (siehe Einleitung 1.5), war zu erwarten, dass die Einzelmutanten E97M der 

Xylanase I und E155M der Xylanase II noch Substrat in kleinen Mengen umsetzen. Bei den 

Einzelmutanten wird das Substrat noch am aktiven Zentrum gebunden, wodurch eine andere 

Aminosäure als Nukleophil agieren kann. Bei der Doppelmutante hingehen sollte die 

Enzym-Substrat-Bindung nicht zustanden kommen. Da bei den Doppelmutanten von 

Xylanase I (E97M / E188M) und von Xylanase II (E155M / E241M) jeweils bis zu 10% 

Aktivität nachgewiesen wurde, kann man spekulieren, dass andere Aminosäuren im 

unmittelbaren Umfeld des aktiven Zentrums die Katalyse zum Teil übernehmen. 

Die in dieser Arbeit identifizierten und charakterisierten Xylanasen können wegen ihrer 

Eigenschaften in der Biotechnologie für die verschiedensten Anwendungsgebiete 

(siehe Einleitung 1.4.2) angewendet werden. Xylanase I ist bei 30°C für bis zu sieben Tage 

stabil und hat eine hohe Toleranz gegenüber Lösungsmitteln, Salzen und Detergenzien. 

Xylanase II ist für eine Stunde bei 70°C aktiv und für mindestens zwei Stunden bei 50°C. 

Xylanase II ist bei 2 mM EDTA noch zu 100% aktiv und ist vermutlich in der Lage, 

Xyloseketten mit weniger als fünf Xylose-Einheiten zu spalten. Die untersuchten Xylanasen 

könnte man auch für die Anwendung zur Erstellung eines Xylanosomes verwenden. 

Xylanosome sind Protein-Komplexe, die aus Xylanasen und anderen Hemicellulasen 

bestehen [McClendon et al. 2012]. Diese Xylanasome weisen eine erhöhte Produktivität auf 

und können synergistisch mit Cellulasen die Pflanzenzellwand effizient abbauen. Die 

Existenz von Protein-Komplexen wurde bereits durch das Cellulosome des 

Mikroorganismus Clostridium thermocellum beschrieben [Lamed und Bayer 1988]. Sie sind 

zusammengesetzt aus Zellwand abbauenden Enzymen. Wie auch die Cellulosome können 

die Xylanasome künstlich hergestellt und für die Biotechnologie angewendet werden 

[Nordon et al. 2009; McClendon et al. 2012]. 

3.4.3 Identifizierung der vier Cellulasen aus dem Pilzisolat Fsh102 

Das Pilzisolat Fsh102 zeigte im Plattentest eine erhöhte Cellulaseaktivität. Daher wurde die 

Cellulaseaktivität quantitativ im Flüssigkeitstest untersucht. Identifiziert wurden neun 

extrazelluläre Cellulasen im induzierenden Medium mit CMC. Die Endo- und Exocellulasen 

sind hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivität besonders interessant für den Abbau von 
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kristalliner Cellulose. Aufgrund dessen beschränkte sich die Identifikation, Klonierung und 

Expression auf zwei Endo-(1,4)-β-D-Glucanasen (EC 3.2.1.4) und zwei 

Exo-(1,4)-β-D-Glucanasen (EC 3.2.1.91). Die kristalline Cellulose ist eine stark verzweigte 

und geordnete Struktur der Cellulose. Aufgrund der Schwierigkeit des Abbaus der 

kristallinen Cellulose ist die Identifikation von neuen Endocellulasen aus Pilzen von 

besonderem Interesse für die Biotechnologie. Endo1 gehört zur Glykosidhydrolasen Familie 

GH5, welche β-Glucosidasen und β-Galactosidasen beinhalten. Endo2, Exo1 und Exo2 sind 

Mitglieder der GH7. Der Reaktionsmechanismus der Enzyme beider Familien unterliegen, 

ebenso wie bei den Xylanasen der GH Familien GH10 und GH11, dem 

Koshland-Haltemechanismus [Gebler et al. 1992; Koshland 1953; Withers et al. 1986]. 

Durch die Produktion von neun verschiedenen Cellulasen, die in unterschiedlichen 

Bereichen der Cellulose-Polysaccharidkette wirken, kann man annehmen, dass alle 

sekretierte Cellulasen synergistisch das Substrat CMC abbauen. Ascomycota, sowie auch 

Bakterien, produzieren meistens mehrere Cellulasen mit gleicher oder ähnlicher 

katalytischer Aktivität, um die Effizienz des Substratabbaus zu erhöhen [Reese 1956; 

Woodward 1991]. Die Fähigkeit der Enzyme, zusammen schneller Substrate abzubauen, ist 

für die Industrie von großer Bedeutung. Cellulosomen, natürlich produziert oder in genetisch 

manipulierter Weise, werden in der Industrie eingesetzt [Gunnoo et al. 2016; 

Lamed und Bayer 1988]. Die industriellen Cellulasen, die kommerziell genutzt werden, 

stammen unten anderem von dem Ascomycota Aspergillus niger [Singh et al. 2016]. Die hier 

identifizierten Cellulasen weisen aufgrund ihrer Einordnung in die GH Familien und ihrer 

Sequenzhomologie darauf hin, dass sie zu den Endocellulasen gehören. 

Die Expression der vier Cellulasen erfolgte wie bei den Xylanasen im 

Expressionsorganismus E. coli ohne Signalpeptid, aber mit N-terminalem His6-Tag. Alle 

Cellulasen konnten im Gesamtextrakt nachgewiesen werden und das erwartete 

Molekulargewicht mittels Western-Blot und mit einem His6-Tag spezifischen Antiserum 

bestätigt werden. Die Reinigung und Charakterisierung dieser Cellulasen kann ebenso wie 

bei den Xylanasen erfolgen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass vier Endocellulasen aus 

einem Pilz erfolgreich in ein prokaryotisches Expressionssystem kloniert werden konnten 

und die Expression im Gesamtextrakt nachgewiesen werden konnte. 



Diskussion 

 77 

 

3.5 Enzymatische Aktivität des Pilzisolate FW16.1 und FW57 und deren CAZyme 

Analyse bei Verwendung verschiedener Substrate 

Pilze produzieren abhängig vom Substrat viele verschiedene Enzyme, um möglichst 

effizient Substrat abzubauen [Gupta et al. 2016]. Um die genaue Zusammensetzung der 

sekretierten Kohlenhydrat aktiven Enzyme (CAZyme) zu untersuchen, die der Pilz beim 

Abbau von Substrat produziert, dient die CAZyme Analyse. Eine Möglichkeit dabei, ist die 

sekretierten Enzyme mittels LC/MS-MS zu identifiziert und mit der CAZyme Datenbank 

abzugleichen. Alle Kohlenhydrat aktiven Enzyme, wie Cellulasen, Chitinasen und 

Xylanasen, aber auch Esterasen und Transferasen, werden aufgrund ihrer 

Sequenzähnlichkeit in Gruppen und Familien unterteilt, um diese bioinformatisch zu 

klassifizieren. Die hier untersuchte Pilzkollektion aus Vietnam bietet eine Sammlung von 

69 Pilzisolaten mit lignocellulytischer Aktivität, sowie Pilzisolate mit der Fähigkeit Chitin 

abzubauen. Davon wurde ein Pilzisolat mit einer Cellulaseaktivität (FW16.1) und ein 

Pilzisolat mit einer Chitinaseaktivität (FW57) untersucht. FW16.1 zeigte in der 

Pilzsammlung eine hohe Cellulaseaktivität (0,05 U/mg). Kommerziell erhältliche Cellulasen 

von Aspergillus niger können eine Cellulaseaktivität von 0,3 U/mg und 0,8 U/mg aufweisen 

(Sigma Aldrich, Deutschland, Bestellnummer: C1184 und 22178). Das Pilzisolat FW16.1 

wurde durch die phylogenetische Einordnung, mittels ITS-Sequenzierung, als Spezies 

zugehörig zum Fusarium solani Spezies Komplex (FSSC) eingeordnet [Nalim et al. 2011; 

O’Donnell 2000; O’Donnell et al. 2008; Short et al. 2013]. F. solani wurde bereits für seine 

Cellulaseaktivität beschrieben [Dutta et al. 2018; Wood und McCrae 1977]. Das Pilzisolat 

FW57 wies beim quantitativen Enzymtest eine Chitinaseaktivität von 0,11 U/mg auf. Die 

Chitinaseaktivität von FW57 ist nicht zu vergleichen mit kommerziell erhältlichen 

Chitinasen wie zum Beispiel von Trichoderma viride mit einer spezifischen Aktivität von 

600 U/mg (Sigma Aldrich, Deutschland, Bestellnummer C8241). Mit der Sequenzierung der 

ITS-Region (internal transcribed spacer) und der großen ribosomalen RNA Untereinheit 

(nrLSU), wurde das Pilzisolat FW57 phylogenetisch als Humicola fuscoatra identifiziert. 

Bisher gibt es wenig Berichte über das Vorkommen, die Verbreitung und das enzymatische 

Potential von H. fuscoatra und es wird in dieser Arbeit zum ersten Mal als Chitinase aktiver 

Pilz beschrieben. Um eine CAZyme Analyse durchzuführen, wurden beide Pilze de novo 

sequenziert. Das Genom von H. fuscoatra ist in dieser Arbeit zum ersten Mal sequenziert 

worden, das Genom von F. solani MPI-SDFR-AT-0091 v1.0 wurde im Rahmen des 

1000 Fungal Genomes Project 2018 publiziert [1000 Fungal Genomes Project - JGI 2018; 
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Nordberg et al. 2014]. Zur Grundlage der CAZyme Analyse beider Pilzisolate wurden die in 

dieser Arbeit sequenzierten Genome verwendet. 

3.5.1 Enzymaktivität der Pilzisolate FW16.1 und FW57 bei unterschiedlichen Substraten 

Die enzymatische Aktivität von FW57 und FW16.1 wurde, basierend auf den Tests des 

quantitativen Enzymtests, in Anwesenheit unterschiedlicher Substrate gemessen. FW16.1 

zeigte die höchste Cellulaseaktivität bei dem Substrat Hydroxyethylcellulose. 

Hydroxyethylcellulose ist ein Polymer, welches in der Arzneimittelindustrie und für die 

Herstellung für Kosmetika eingesetzt wird [Holtzapple 2003]. Child et al. [1973] beschrieb 

die Hydroxyethylcellulose als gutes Substrat für die Ermittlung von Cellulaseaktivität. Die 

geringste Cellulaseaktivität (0,18 U/mg) weist FW16.1 bei dem kristallinen Substrat Avicel 

auf. Vergleicht man die Cellulaseaktivität von FW16.1 der unterschiedlichen Substrate sieht 

man, dass kristalline sowie nicht kristalline Cellulose vom Pilz abgebaut werden, er jedoch 

aktiver bei nicht kristalliner Cellulose wie der Carboxymethylcellulose und der 

Hydroxyethylcellulose ist. Der Abbau von kristalliner Cellulose ist durch die verknüpfte 

Struktur erschwert. Cellulose besteht aus einer eng verzweigten Struktur von hunderten bis 

tausenden 1,4-β-Glucose Molekülen mit kristallinen und amorphen Bereichen. Aufgrund der 

komplexen Struktur und dem damit einhergehenden schwierigen Abbau, ist die Suche nach 

Enzymen mit einer hohen Cellulaseaktivität von besonderem Interesse. 

Die Chitinaseaktivität von FW57 wurde bei den Substrat Chitin und Chitosan (verwendet 

wurde Chitosan bei unterschiedlichen Molekulargewichten) getestet. FW57 zeigt die 

höchste Chitinaseaktivität (0,037 U/mg) bei dem Substrat Chitosan mit einem mittleren 

Molekulargewicht. Chitosan ist ein Biopolymer und wird durch die Deacetylierung von 

Chitin gewonnen [Shahidi und Synowiecki 1991]. Man kann spekulieren, dass das Pilzisolat 

FW57 aktive Chitosanasen (EC 3.2.1.132) sekretiert, die bevorzugt Chitosan mit mittlerem 

Molekulargewicht abbauen. Chitosanasen spalten die 1,4-β-Verbindungen zwischen 

D-Glucosaminen des deacetylierten Chitins. Die niedrigste Chitinaseaktivität wurde bei dem 

Substrat Chitin detektiert. Chitin, als stark acetylierte N-Acetyl-D-Glucosamine-Kette kann 

schwieriger hydrolytisch abzubauen werden, als das deacetylierte Chitosan. Man kann 

spekulieren, dass das Pilzisolat FW57 eine hohe Chitosanaseaktivität und eine geringe 

Chitinaseaktivität aufweist. Die Chitinaseaktivität des Pilzisolates FW57 ist 

substratspezifisch. Die Enzymaktivität kann durch optimierte Expressionskonditionen und 

die Reinigung der aktiven Enzyme erhöht werden. Dies zeigte Thakker et al. [2016], die die 

Chitinaseaktivität einer Chitinase von Baccillus sp. durch die Enzymaufreinigung um das 
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1,5-fache erhöhten. Eine andere Möglichkeit, die Aktivität der Chitinasen des Pilzisolates 

FW57 weiter substratspezifisch zu untersuchen, ist die Verwendung von α-Chitin und 

β-Chitin unterschiedlichen Ursprungs. Hajji et al. [2014] beschrieb, dass die Struktur von 

Chitin und Chitosan je nach Ursprungsorganismus unterschiedlich ist. 

Es konnte anhand von enzymatischen Aktivitätstests, bei verschiedenen Substraten gezeigt 

werden, dass FW16.1 und FW57 je nach Substrat eine unterschiedlich hohe Aktivität 

besitzen. FW16.1 baut bevorzugt nicht kristalline Cellulose ab, FW57 produziert neben 

Chitinasen auch Chitosanasen, die eine hohe Aktivität bei Chitosan mit mittlerem 

Molekulargewicht aufweisen. Beide Pilzisolate können durch Optimierung des Substrates 

ihre enzymatische Aktivität verstärken und somit potentiell in biotechnologischen Verfahren 

verwendet werden.  

3.5.2 CAZyme Analyse der Pilzisolate FW16.1 und FW57 

Um einen allgemeinen Überblick der CAZyme bekommen, die potentiell von den 

Pilzisolaten FW57 und FW16.1 im Genom kodiert sind, wurden die Pilzisolate FW57 und 

FW16.1 de novo sequenziert und mit der CAZyme Datenbank abgeglichen. Dies zeigte, dass 

die Verteilung und die Anzahl der CAZyme Familien zwischen FW16.1 und FW57 

variieren. Zhao et al. [2013] verglich 103 pilzliche Proteome von unterschiedlichen Spezies 

und stellte fest, dass die Pilzspezies eine starke Diversität in der Anzahl und der Familien 

besitzen. Generell wurden bei dem Pilzisolat FW16.1 mehr CAZyme gefunden (694) als bei 

dem Pilzisolat FW57 (635). Die Diversität der Anzahl und der Familien der CAZyme, je 

nach Spezies, zeigte auch die Untersuchung der Glykosidhydrolasen (GH) von Aspergillus 

nidulans [Martinez et al. 2008]. Während in der vorliegenden Arbeit bei dem Pilzisolat 

FW16.1 321 und bei dem Pilzisolat FW57 257 Gene der Glykosidhydrolasen identifiziert 

wurden, weist A. nidulans nur 247 verschiedene Gene der GHs auf. Trichoderma reesei, 

obwohl oft als Zellwand abbauender Pilz und industriell genutzt beschrieben, besitzt nur 200 

mögliche Enzyme der GH Familie [Martinez et al. 2008]. Generell kann man sagen, dass bei 

Zellwand abbauenden Pilzen wie Trichoderma reesei oder Aspergillus nidulans mehr Gene 

der Familie der Glykosidhydrolasen zu finden sind, als bei nicht Zellwand abbauenden 

Pilzen wie Candida albicans oder Candida glabrata [Zhao et al. 2013]. Dennoch ist allein 

die Anzahl der Enzyme der GH Familie nicht mit deren enzymatischer Effektivität 

korrelierbar. Das Bakterium Clostridium termitidis kann nur 199 Glykosidhydrolasen 

produzieren, obwohl es für seine cellulytische Aktivität bekannt ist [Munir et al. 2014]. 

C. thermocellum, ebenso beschrieben als effizienter consolidated bioprocessing (CBP) 
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Kandidat [Lynd et al. 2005], bildet von den 133 Glykosidhydrolasen Familien nur 27 im 

Gegensatz zu FW16.1 mit 58 GH Familien [Munir et al. 2014]. Caldicellulosiruptor bescii 

besitzt nur 88 CAZyme, welche aber multi-modular und auch multi-funktional sind 

[Dam et al. 2011]. Das Gen-Cluster von C. bescii kodiert mehrere Gene der 

Carbohydrat-Binding-Modules CBM3 und unterschiedliche Familien der 

Glykosidhydrolasen. Man kann spekulieren, dass C. bescii aufgrund der multi-funktionalen 

Eigenschaft der Gen-Cluster mit weniger CAZyme Genen auskommt. Der Mechanismus der 

Gen-Cluster von C. bescii im Vergleich zu dem Cellulase System Cel7A von T. reesei ist 

unterschiedlich [Yarbrough et al. 2017]. Durch die CAZyme Analyse konnte gezeigt 

werden, dass die Pilzisolate FW16.1 und FW57 unterschiedlich viele Gene für CAZyme 

kodieren, dies aber vermutlich nicht in Relation mit der Biomasse abbauenden Funktion 

gesetzt werden kann. Um potentielle multi-funktionelle CAZyme der Pilzisolate FW16.1 

und FW57 zu identifizieren, sind weitere Analysen notwendig. 

3.5.2.1 Die substratspezifische CAZyme Analyse des Pilzisolates FW16.1 und deren 

biotechnologische Anwendung 

Das Sekretieren der Enzyme bei unterschiedlichen Substraten kann für industrielle Prozesse, 

in denen Enzymgemische zum effektiven Abbau von Biomasse eingesetzt werden, von 

Interesse sein. Um die Zusammensetzung der sekretierten Enzyme zu analysieren, wurden 

diese vom Pilzisolat FW16.1 in unterschiedlichen Substraten mittels LC/MS-MS 

identifiziert und mit der CAZyme Datenbank verglichen. Durch die de novo Sequenzierung 

konnten die Gene der sekretierten CAZyme im Genom lokalisiert und auf die assemblierten 

Scaffolds angeordnet werden. 

Um einen Unterschied der sekretierten CAZyme zu detektieren, wurde das Pilzisolat 

FW16.1 aufgrund seiner Cellulaseaktivität mit den Substraten Avicel, 

Hydroxyethylcellulose, α-Cellulose und CMC (geringe bis hohe Viskosität) angezogen und 

die sekretierten CAZyme identifiziert. Dabei wurde eine große Diversität der sekretierten 

CAZyme Familien festgestellt. Die sekretieren Enzyme unterscheiden sich je nach Substrat. 

Cellulose wird hauptsächlich durch die Endo-(1,4)-β-D-Glucanasen (EC 3.2.1.4), die 

Exo-(1,4)-β-D-Glucanasen (EC 3.2.1.91) und die die β-Glucosidase (EC 3.2.1.21) abgebaut. 

Zusätzlich sekretiert der Pilz Enzyme der Oxidoreduktasen (AA) Familien und 

Carbohydrate-Binding-Modules (CBM). Die Enzyme der AAs und die CBMs unterstützen 

die Glykosidhydrolasen (GH), zu der alle drei genannten Cellulasen zählen, bei dem Abbau 

der Cellulose [Beeson et al. 2015; Forsberg et al. 2011; Levy und Shoseyov 2002; 
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Morgenstern et al. 2014]. Der komplizierte Abbau von Cellulose erklärt die hohe Diversität 

an sekretierten CAZymen, die in der CAZyme Analyse von FW16.1 gefunden wurden. Die 

sekretierten Enzyme, die bei allen getesteten Substraten vorkommen, sind vermutlich 

Cellulose spezifische Enzyme, wie die GH16 und die GH55, welche beide 

Endo-1,3-β-Glucanasen beinhalten. Die Glykosidhydrolasen Familie GH74 beinhaltet 

Enzyme mit einer Endoglucanaseaktivität. Die Glykosidhydrolasen der Familie GH72 

beinhaltet Enzyme der β-1,3-Glucanosyltransglycosylasen. Die Glykosidhydrolasen sind in 

der Lage sich mit verschiedenen Carbohydrate-Binding-Modules (CBMs) 

zusammenzufügen, um Cellulose effizienter abzubauen. Die CBMs binden an das 

Polysaccharid, bringen das Enzym nah an das Substrat, womit die Enzymkonzentration an 

der Oberfläche des Substrates erhöhen wird [Bolam et al. 1998; Teeri et al. 1998; 

Tomme et al. 1995a; Tomme et al. 1995b; Tomme et al. 1998; Srisodsuk et al. 1997]. Die 

dadurch verursachte geringe Distanz des Substrates zum Enzym führt zur schnelleren 

Umsetzung des Substrats. Bei FW16.1 ist zu beobachten, dass in allen Substraten die 

Glykosidhydrolasen Familien GH3, GH5 und GH7 in Kombination dem Modul CBM1 

sekretiert werden. Die GH Familien GH3, GH5 und GH7 beinhalten Enzyme mit 

Cellulaseaktivität und das Carbohydrate-Binding-Module CBM1 zählt zu den Cellulose 

spezifischen Modulen und bindet an Cellulose Polysaccharidketten [Henrissat 1991; 

Henrissat und Bairoch 1996; Lehtio et al. 2003]. Die Enzyme der Glykosidhydrolasen 

können sich ebenso mit mehreren Mitgliedern der Carbyhydrate-Binding-Modul verbinden 

wie der Enzymkomplex GH71+CBM24+CBM24 zeigt. Es wurden bisher noch nicht viele 

Mitglieder der Glykosidhydrolasen Familie GH71 detektiert. Die beschrieben Enzyme der 

GH71 besitzen eine α-1,3-Glucanasenaktivität (EC 3.2.1.59) [Wei et al. 2001]. Mitglieder 

des Moduls CBM24 wurden bereits für ihre Funktion, an die α-1,3-Glucanasen zu binden, 

beschrieben [Fuglsang et al. 2000]. Man kann spekulieren, dass durch die Verbindung von 

zwei CBMs mit einem Mitglied der Glykosidhydrolasen die hydrolytische Aktivität 

verstärkt wird. Diese Kombination von mehreren Carbohydrate-Binding-Modules mit 

Glykosidhydrolasen wurde bereits bei Bakterien beschrieben [Dam et al. 2011]. Die 

Glykosidhydrolase Familie GH5, ebenso bei allen Substraten detektiert, enthält Enzyme wie 

Cellulasen, Xylanasen, Mannasen, Xyloglucanasen und Galactanasen, die funktionell für 

den Abbau von Biomasse interessant sind [Aspeborg et al. 2012]. Enzyme der Familie GH5 

sind die meist verbreiteten Glykosidhydrolasen in Pilzen und kommen nur in Eukaryoten 

vor [Li und Walton 2017]. Das Fehlen der Glykosidhydrolasen der GH5 Familie bei 

Prokaryoten lässt auf eine paraloge Entwicklung im Laufe der Evolution schließen. Die 
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Verdopplung der Gene und die dadurch evolutionär bedingte Sequenzänderung, kann durch 

einen horizontalen Gentransfer entstanden sein [Doolittle 1999]. Der Horizontaler 

Gentransfer von einem Gen oder sogar von Gen-Clustern zwischen Eukaryoten und 

Prokaryoten und deren evolutionäre Bedeutung wurde bereits mehrfach beschrieben 

[Marcet-Houben und Gabaldón 2010; Slot und Rokas 2011; Fitzpatrick 2012]. 

Garcia-Vallvé et al [2000] beschrieben den horizontalen Gentransfer einer Endoglucanase 

vom Bakterium Fibrobacter succinogenes zum Pilz Orpinomyces joyonii. 

Vergleicht man die Anzahl der sekretierten CAZyme zwischen den Substraten, so fällt auf, 

dass bei der Umsetzung von kristallinen Substraten weniger Enzyme gebildet werden. Dies 

scheint zunächst unverständlich, jedoch kann man spekulieren, dass die wenigen sekretierten 

Enzyme eine höhere Effizienz bei der Umsetzung von kristallinem Substrat und eine 

entsprechende Spezialisierung aufweisen. Dies weist darauf hin, dass die Kombination der 

sekretierten CAZyme eine wichtige Rolle für den Abbau von kristalliner Cellulose spielt. 

Enzyme die spezifisch bei kristallinem Substrat sekretiert wurden, sind Glykosidhydrolasen 

der Familie GH17, die Glucan-Endo-1,3-β-Glucosidasen enthalten, und Enzyme der 

Glykosidhydrolasen Familie GH12, die Endoglucanase enthalten. Endocellulasen wurden 

bereits als Enzyme, die kristalline Cellulose abbauen können, beschrieben 

[Cohen et al. 2005; Gal et al. 1997]. Mitglieder der Familie GH3 und GH3+CBM1 wurden 

ebenso verstärkt bei kristallinen Substraten gebildet. Zu den GH3 gehören die 

β-Glucosidasen, welche nicht-reduzierte terminale β-Glucoreste der Oligosaccharidketten 

hydrolysieren. Die Bildung von Enzymen der Familie GH3 bestätigt, dass das Pilzisolat 

FW16.1 kristalline Cellulose in Glucosemonomere spalten kann. Die hier präsentierten 

Daten zeigen, dass bei kristallinen Substraten mehr β-Glucosidasen gebildet werden und bei 

nicht kristallinen Substraten mehr Endocellulasen. 

Auch die Verbindung der GH7 Familie mit dem Carboyhdrate-Binding-Modul CBM1 

wurde bei allen Substraten detektiert. Bei dem Pilz Trichoderma reesei konnte gezeigt 

werden, dass die Verbindung der GH7 mit dem CMB1 zu einem effizienten Abbau von 

kristalliner Cellulose führt [Igarashi et al. 2009; Sipos et al. 2010]. Dies lässt darauf 

schließen, dass die hier sekretierte Kombination von GH7 + CMB1 ebenso zum effizienten 

Abbau von Cellulose führt. Das Fehlen von GH Familien, die spezifisch das kristalline 

Substrat abbauen, kann man mit der geringen Cellulaseaktivität des Pilzisolates FW16.1 bei 

kristalliner Cellulose wie Avicel in Verbindung bringen. 
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Es konnte gezeigt werden, dass das Pilzisolat FW16.1 neben Glykosidhydrolasen und die 

Kombination mit Carbohydrate-Binding-Modules andere CAZyme Gruppen sekretiert, wie 

die Polysaccharid Lyasen. Diese spalten Polysaccharidketten wie das Gluykosaminogluykan 

und das Pektin, die Uronsäure enthalten [Cantarel et al. 2009]. Ein Enzym der Polysaccharid 

Lyasen Familie PL20 ist die Endo-β-1,4-Glucuronan Lyase [Konno et al. 2009]. Mitglieder 

der PL20 sind bei fast allen getesteten Substraten vertreten. 

Es war nicht zu erwarten, dass das Pilzisolat FW16.1 nur wenige Enzyme der 

Oxidoreduktasen (AA) sekretiert, da diese für ihre leitende Funktion bei der Umsetzung von 

cellulytischem Substrat beschrieben wurden [Agger et al. 2014; Harris et al. 2010; 

Quinlan et al. 2011]. Die Gruppe der AA werden zur oxidativen Depolymerisierung der 

Cellulose benötigt [Beeson et al. 2015], wirken synergistisch mit Cellulasen und 

beschleunigen so den Abbau von Cellulose [Harris et al. 2010; Hu et al. 2014; 

Langston et al. 2011]. Einige Enzyme der Familien AA9 und AA13 sind bei den nicht 

kristallinen Substraten vertreten. Die Oxidoreduktasen Familien können sich an die 

Carbohydrate-Binding-Module anlagern, wie die AA9+CBM1 und die AA13+CBM20 

zeigen. Harris et al. [2010] beschrieb, dass 20% aller pilzlichen AA9 eine C-terminale 

Cellulose Bindestelle für das Carbohydrate-Binding-Modul CBM1 aufweisen. Man kann 

spekulieren, dass die bei FW16.1 sekretierten Enzyme diese Bindestelle aufweisen. Das 

Zusammenlagern von Glykosidhydrolasen und Carbohydrate-Binding-Module wurden bei 

dem Pilzisolat FW16.1 nur bei den nicht kristallinen Substraten sekretiert. Die Analyse der 

sekretierten CAZyme bei unterschiedlicher kristalliner Cellulose und somit 

unterschiedlicher Wasserlöslichkeit gibt Aufschluss über ein Muster an CAZyme Familien, 

die bei den verschiedenen Substraten gebildet werden. Dies kann bei der Herstellung von 

synthetischen Kohlenhydraten zur vereinfachten in der Glykobiologie, Pharmazie und 

Humanmedizin angewendet werden. Einige Oligosaccharide werden zum Beispiel an der 

Oberfläche von tumoralen Zellen vermehrt produziert und können als Kohlenhydratmarker 

als Basis für eine Kohlenhydrat basiertes Detektionssystem fungieren [Hakomori 2001; 

Seeberger und Werz 2007]. Dieses Detektionssystem stellt somit die Basis für die 

Entwicklung neuer Impfungen dar [Ada und Isaacs 2003; Goldblatt 1998]. Diese 

Kohlenhydrat Antigene werden vermehrt synthetisch hergestellt anstatt isoliert 

[Seeberger und Werz 2007]. Die CAZyme Analyse bietet die Möglichkeit der Untersuchung 

durch welche Enzyme spezifische Kohlenhydrate synthetisiert werden können. 
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Die meisten Pilze sekretieren Enzyme, die synergistisch Biomasse abbauen 

[Payne et al. 2015]. Diese werden zur Optimierung von industriellen Prozessen zu 

Enzymgemischen kombiniert. Die lignocellulytische Biomasse besitzt, je nach verwendetem 

Pflanzenmaterial, eine andere Zusammensetzung an verwertbarer Cellulose und 

Hemicellulose. Weizenstroh und Reisstroh, oftmals verwendet zur Second Generation 

Bioethanolproduktion, haben einen ähnlichen Cellulosegehalt (ca. 38%) aber einen 

unterschiedlichen Hemicelluloseanteil (Weizenstroh 26,5% und Reisstroh 18,7%) 

[Bakker et al. 2013; Zhu et al. 2006]. Dies führt dazu, dass genau untersucht werden muss, 

welche Kombination an Enzymen das verwendete Substrat abbauen kann. Die Analyse der 

sekretierten CAZyme, die bei der Substratumsetzung produziert werden, kann dahingehend 

Aufschluss geben und zur Identifikation eines effizienteren Enzymgemischs 

[Takano und Hoshino 2018] betragen. Takano und Hoshino [2018] zeigten, dass durch ein 

optimales Enzymgemisch die Bioethanolproduktion, mit der gleichzeitigen Verzuckerung 

und Fermentation, erhöht werden kann. Die höchste Bioethanolproduktion (30,6 g/L in 36 h) 

wurde durch Zugabe eines Enzymgemischs erreicht, im Gegensatz zur Verwendung von 

einer einzelnen Cellulase bei der etwa 28 g/L Ethanol in 36 h produziert wurde.  

Ein weiteres Anwendungsgebiet der CAZyme Analyse ist die Identifizierung von Enzymen, 

die die lignocellulytische Biomasse ohne die kostenintensive Vorbehandlung abbauen. Die 

Verwendung von Weizenstroh um Cellulose-Ethanol zu produzieren, ist seit einigen Jahren 

im Fokus. Dabei muss die Biomasse mittels Thermodruckanalyse oder chemischer 

Behandlung aufgeschlossen werden, um die verwertbaren Zucker vom Lignin zu lösen 

[Alvira et al. 2010; Hendriks und Zeeman 2009; Kumar und Sharma 2017]. 

Die Produktion von nachhaltigen Rohstoffen und die vollständige Verwertung des 

Abfallmaterials (zero waste) ist in der nachhaltigen Bioökonomie ein wichtiger Bestandteil 

[Bioökonomie in Deutschland - BMBF 2015; Horizont 2020 im Blick - BMBF 2014; 

Nationale Forschungsstrategie BioÖkonomie 2030 - BMBF 2010]. Bei der Papier- und 

Zellstoffindustrie entsteht durch die Reinigung der Cellulose mittels Sulfatverfahren eine 

schwarze Flüssigkeit aus Lignin, auch black liquor genannt [Demirbaş 2002]. Diese 

Aufreinigungsflüssigkeit kann bisher energetisch kaum genutzt werden. Eine Analyse der 

sekretierten CAZyme bei cellulytischem, sowie lignocellulytischem Material kann 

Aufschluss über enzymatischen Abbau von Lignin geben bzw. die Enzyme identifizieren, 

die die Hemicellulose abbauen, ohne diese vorher vom Lignin zu trennen. 
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Die CAZyme Analyse des Pilzisolates FW16.1 bei unterschiedlichen Substraten hat gezeigt, 

dass FW16.1 eine unterschiedliche Anzahl und Diversität an CAZymen produziert. Die 

Zusammensetzung der CAZyme bei kristallinem Substrat unterscheidet sich zu nicht 

kristallinem Substrat. Generell wurden weniger CAZyme bei kristallinem Substrat gebildet, 

was auf eine spezifische synergistische Wirkung der sekretierten CAZyme schließen lässt. 

Diese Erkenntnis kann für die Vorbehandlung bei der Bioethanolproduktion, bei der 

Verwertung von organischen Abfallprodukten, sowie in der synthetischen Glykobiologie 

angewendet werden. 

3.5.2.2 Die substratspezifische CAZyme Analyse des Pilzisolates FW57 und deren 

biotechnologische Anwendung 

Die sekretierten CAZyme des Pilzisolates FW57 wurde, wie bei dem Pilzisolat FW16.1 

beschrieben, analysiert. Je nach verwendetem Substrat, Chitin und Chitosan (mit geringem 

bis hohem Molekulargewicht) wurden die sekretierten Enzyme mit der CAZyme Datenbank 

abgeglichen und durch die de novo Sequenzierung im Genom lokalisiert und auf den 

Scaffolds angeordnet. Bei der CAZyme Analyse fällt die geringe Diversität der CAZyme bei 

den Substraten Chitin und Chitosan auf. Dies steht im Gegensatz zu der CAZyme Analyse 

des Pilzisolates FW16.1, bei dem eine hohe Diversität an unterschiedlichen CAZymen 

sekretiert wurden. Die bei FW57 sekretierten CAZyme bei dem Substrat Chitin sind bis auf 

einige wenige Enzyme identisch zu den Chitosan Substraten. Chitin ist ein hochgradig 

spezialisiertes Polymer und zeigt im Gegensatz zu Cellulose wenig Variabilität in seiner 

Struktur [Carlstrom 1957]. Man kann spekulieren, dass H. fuscoatra ein Set an Chitin 

abbauenden Enzymen produziert, welche bei Anwesenheit von Chitin und Chitosan 

gleichermaßen sekretiert werden. 

Generell findet man Chitin und Chitosan spezifische CAZyme wie die Glykosidhydrolasen 

Familien GH123, GH20 und GH18. Die Familie GH123 enthält 

β-N-Acetylglucosaminidasen und die Familie der GH20 enthält neben anderen Enzymen die 

β-1,6-N-Acetylglucosaminidasen (EC3.2.1-). Die Familie GH18 beinhaltet Chitinasen und 

ist vor allem in Kombination mit dem Carbohydrate-Binding-Module CBM18 auf Scaffold 1 

und Scaffold 3 des Pilzisolates FW57 zu finden. Das CBM18 fügt sich zusammen mit der 

Glykosidhydrolasen Familie GH16, welche die Chitin-β-1,6-Glucoansyltransferase 

(EC 2.4.1-) beinhaltet. Das Carbohydrate-Binding-Module CBM18 ist chitinspezifisch und 

wurde schon als Modul mit einer Chitin-Binde-Funktion beschrieben 

[Aranda-Martinez et al. 2016]. Das Carbohydrate-Binding-Modul CBM1 bindet neben 
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Cellulose auch spezifisch an Chitin und wurde gleichermaßen bei Chitin und Chitosan 

gebildet [Yoshida et al. 2005]. Es war nicht zu erwarten, dass die 

Carbohydrate-Bindung-Module Familie CBM12, welche bekannt für die Bindung an Chitin 

Polymeren ist, nicht sekretiert wurde. Man kann spekulieren, dass bei dem Pilzisolat FW57 

das Modul CBM12 für den Abbau von Chitin nicht notwendig ist. Das sekretierte 

Fusionsprotein GH18+CBM18+CBM50 beinhaltet Chitin spezifischen Enzyme. CBM50 ist 

bekannt für seine Bindung zu Glykosidhydrolasen Familie GH18 und wurde als Bindemodul 

zu Chitin beschrieben [Aranda-Martinez et al. 2016]. 

Die Anzahl der sekretierten Oxidoreduktasen (AA) ist im Vergleich zum Pilzisolat FW16.1 

höher. Es wurden 19 verschiedene Enzyme der AA gefunden, die hauptsächlich zu den 

Familien AA3, AA5, AA7 und AA9 zählen. Die Gruppe der Oxidoreduktasen ist eine neue 

Gruppe innerhalb der Klassifizierung der CAZyme [Levasseur et al. 2013]. Sie sind Redox 

Enzyme, die in Verbindung mit anderen Mitgliedern der CAZyme fungieren können 

[Vaaje-Kolstad et al. 2010]. Die Familie AA3 beinhalten Cellobiose Dehydrogenasen 

(EC 1.1.99.18) und die Familie der AA5 beinhalten vor allem Oxidasen (EC 1.1.3.-). Die 

Familie AA7 beinhaltet die Chitooligosaccharid Oxidase (EC1.1.3.-). Vergleicht man die 

Anzahl der im Genom vorhandenen Gene für Enzyme der Oxidoreduktasen (AA) Familie 

von FW57 (30) mit der Anzahl von FW16.1 (10), so fällt auf, dass FW57 dreimal so viele 

Gene besitzt. Dieses Ergebnis korreliert mit der erhöhten Anzahl an sekretierten AA bei allen 

getesteten Substraten. Man kann spekulieren, dass bei dem Abbau von Chitin und Chitosan 

mehr Oxidoreduktasen benötigt werden als bei dem Substrat Cellulose. Die lytischen 

Polysaccharid Monooxygenasen (LPMOs) der Familie der AA9 wurden bereits als weit 

verbreitet in Ascomyceten beschrieben [Harris et al. 2010]. Die Familie AA9 ist ebenso wie 

die Glykosidhydrolasenfamilie GH5 nur bei Eukaryoten vertreten. Ebenso kann auf eine 

paraloge evolutionäre Entwicklung der Enzyme durch einen horizontalen Gentransfer 

spekuliert werden. 

Bei dem Pilzisolat FW57 fügt sich ein Mitglied der Oxidoreduktasen Familie AA9 mit dem 

Carbohydrate-Binding-Module CMB1 zusammen. Diese Kombination wurden schon bei 

der CAZyme Analyse von Pochonia chlamydosporia beschrieben, wo sie vermutlich die 

Deacetylierung von Chitin der Nematoden Eierschalen beschleunigen 

[Aranda-Martinez et al. 2016]. Man kann spekulieren, dass die Kombination auch bei dem 

Pilzisolat FW57 zu einer effektiven Umsetzung des Substrates führt. Die Oxidoreduktasen 

Familie AA10 (ehemals CBM33) wurde für ihre fördernde Funktion bei dem Abbau von 
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Chito-Oligosacchariden beschrieben. Diese konnte in dieser Arbeit nicht detektiert werden. 

Man kann dennoch spekulieren, dass anderer Enzyme der Oxidoreduktasen eine ebenso 

fördernde Wirkung bei dem Abbau von Chitin und Chitosan haben. 

Die Kohlenhydrat Esterasen (CE), verantwortlich für die Deacetylierung von Sacchariden, 

sind ebenso vertreten bei der CAZyme Analyse von FW57. Das Genom des Pilzisolates 

FW57 enthält 39 Gene, die für Kohlenhydrat Esterasen kodieren. Vergleicht man die Anzahl 

der Gene der CE Familien mit denen in Bakterien, so fällt auf, dass Bakterien weniger CE 

Gene besitzen. Das Genom von C. termitidis besitzt nur 15 CE aus fünf verschiedenen CE 

Familie [Munir et al. 2014]. Die Kohlenhydrat Esterasen Familie CE4, welche Chitin 

Deacetylasen enthält, wurde nur bei dem Substrat Chitin translatiert. Chitin Deacetylasen 

katalysieren die Reaktion von Chitin und H2O zu Chitosan und Acetat. 

Die meisten CAZyme werden auf dem Scaffold 1 kodiert. Dort findet man auch ein Muster 

an Chitin spezifischen CAZymen, die alle in die gleiche Richtung kodieren. Zu dem Muster 

gehören die Familien der CE1+CBM1, AA7, GH18+CBM18, GH16+CBM18 und GH17. 

Diese Kombination war zu erwarten, da alle diese CAZyme Familien Enzyme enthalten, die 

am Abbau von Chitin beteiligt sind. Durch die nahe Lokalisation und die Kodierung in eine 

Richtung im Genom, kann man spekulieren, dass dieses Muster ein Gen-Cluster darstellt. 

Martinez et al. [2008] fand in T. reesei 25 mögliche CAZyme Gen-Cluster, die jeweils 2 bis 

10 verschiedene CAZyme Gene enthielten. Durch die Spezialisierung der Enzyme in Bezug 

auf das Substrat und die geringe Variabilität des Substrates Chitin kann sich so ein 

Gen-Cluster evolutionär gebildet haben. Für eine weitere Analyse des möglichen 

Genclusters müsste dieser Bereich des Genoms genauer bioinformatisch untersucht werden. 

Spezialisierte Gen-Cluster, die Polysaccharide-Utilization-Loci (PULs), sind in dem 

Phylum der Bacteriodetes bekannt [Terrapon et al. 2018]. Diese Gen-Cluster sind streng als 

Cluster definiert, die in Anwesenheit von co-regulierten homologen B-Transportergenen, 

welche für die Bindung und den Transport von Stärke-Oligosacchariden verantwortlich sind, 

agieren [Shipman et al. 2000; Martens et al. 2009]. Im Reich der Pilze sind solche PULs 

bisher nicht beschrieben. 

Durch die CAZyme Analyse von FW57 bei verschiedenen Substraten von Chitin konnte 

gezeigt werden, dass bei dem Abbau von Chitin und Chitosan die gleichen CAZyme 

Familien sekretiert werden und keine Diversität zwischen den Substraten besteht. Es wurden 

mehr Enzyme der AA sekretiert, was die fundamentale Bedeutung dieser CAZyme Gruppe 
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beim Abbau von Chitin unterstreicht. Es konnte ein mögliches CAZyme Gen-Cluster bei 

dem Pilzisolat FW57 identifiziert werden. 

Brunecky et al. [2018] konnten zeigen, dass eine CAZyme Kassette, konstruiert aus wenigen 

CAZyme Genen des thermophilen C. bescii, eine höhere Aktivität aufweisen, als das 

gesamte Exoproteom dieses Bakteriums. Diese CAZyme Kassetten aus Genen, die für 

effiziente Biomasse abbauenden Enzyme kodieren, können in der Zukunft helfen, die 

enzymatische Zusammensetzung bei biotechnologischen Prozessen zu beschleunigen. 

Gerade für den Gebrauch beim consolidated bioprocessing (CBP) sind diese von Nutzen. 

Das Verfahren der CBP beinhaltet die Produktion von Cellulasen, die enzymatische 

Hydrolyse und die Fermentation in einem Schritt [Lynd et al. 2005; van Zyl et al. 2007]. 

Durch die Fähigkeit, effektive und hoch aktive CAZyme Kassetten zu generieren, könnte 

man das consolidated bioprocessing weiter aufwerten. Die Identifizierung von aktiven 

CAZymen, die synergistisch Biomasse abbauen, bietet eine gute Alternative zu den 

Cellulosomen. Die Cellulosome, natürlich von einigen anaeroben Bakterien wie 

C. thermoscellum und Pilzen gebildet, sind Komplexe an Biomasse abbauenden Enzymen, 

die durch eine nichtkatalytische Untereinheit, das Scaffoldin, gebunden sind 

[Bayer et al. 1998, Bayer at al. 2004]. Aufgrund der Schwierigkeit, Cellulosome in Mengen 

zu produzieren, ist die Anwendung von CAZyme Kassetten eine Alternative. Die neue 

Erkenntnis über Gen-Cluster von CAZymen kann dazu beitragen nur effektive Enzyme mit 

guter katalytischer Aktivität zusammen zu stellen. 

In weitaus mehr industriellen Prozessen, als diejenigen, die bereits genannt wurden, sind 

biomasseabbauende Mikroorganismen und deren Enzyme gefragt. In Biogasanlagen, ein 

wichtiger Energiegewinnungsprozess der heutigen Zeit, werden unter thermischen und 

anaeroben Bedingungen Mikroorganismen eingesetzt. Um die Energiegewinnung zu 

optimieren, ist es notwendig, weitere Mikroorganismen mit höherer katalytischer Aktivität 

zu finden. Neben den diskutieren Biomasse abbauenden Enzymen sind unter anderem 

Pectinasen und Agarasen in biotechnologischen Prozessen von Interesse. Pectinasen werden 

vor allem für die Saft-Industrie benötigt, um komplexe Polysaccharide in kleinere Moleküle 

wie Galacturonsäure zu spalten [Tapre und Jain 2014]. Agarasen, welche die Hydrolyse von 

Agar katalysieren, finden hauptsächlich Anwendung in der Nahrungs- und 

Kosmetikindustrie [Fu und Kim 2010]. Deren Produkte, die Neoagarose-Oligosaccharide, 

haben eine antioxidante Wirkung und gelten als potentielle Krebsheilmittel 

[Enoki et al. 2012; Kang et al. 2014]. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Material und Hersteller 

4.1.1 Allgemeine Chemikalien 

Alle Chemikalien und Reagenzien wurden, falls nicht gesondert benannt, von folgenden 

Herstellern verwendet: Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sarstedt AG & Co (Nürnbrecht, 

Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland), 

Megazyme (Bray, Irland), Promega (Mannheim, Deutschland). Alle Substrate für die 

Enzymtests wurden, wenn nicht gesondert gekennzeichnet, von Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Deutschland) verwendet. 

Alle Medien und Puffer wurden mit vollentsalztem Wasser (VE Wasser) angesetzt. Für die 

Verdünnung von Oligonukleotiden, die Ergänzung in einer PCR und die Erstellung von 

Konidien wurde Reinstwasser (PureLab®flex, ELGA LabWater, Großbritannien) verwendet. 

4.1.2 Enzyme  

Alle Restriktionsendonukleasen und deren Puffer wurden, wenn nicht anders benannt, bei 

New England BioLabs GmbH (Frankfurt, Deutschland) erworben. Folgende DNA 

Polymerasen wurden benutzt: OneTaq® 2X Mastermix (New England BioLabs GmbH, 

Frankfurt, Deutschland), Q5 (New England BioLabs GmbH, Frankfurt, Deutschland), pfu 

(Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland). Die Degradierung der RNA wurde 

durch die RNase A (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) durchgeführt. 

4.1.3 Medien und Puffer  

Im Folgenden werden die häufig verwendeten Medien aufgelistet. Alle weiteren spezifischen 

Medien und Puffer werden bei der jeweiligen Methode beschrieben. 

Kartoffelextrakt-Dextrose-Agar (PDA) 

(engl. Potato Extract Dextrose Agar) 

0,4% 

2% 

1,5% 

 

(w/v) 

(w/v) 

(w/v) 

Kartoffel-Infus 

Glukose 

Agar 

Hefeextrakt-Pepton-Dextrose (YPD)  

(engl. Yeast Peptone Dextrose) 

1% 

2% 

2% 

 

(w/v) 

(w/v) 

(w/v) 

Hefeextrakt 

Pepton 

Glukose 
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Für Agar Platten des jeweiligen Mediums wurde 1% (w/v) Agar vor dem Autoklavieren 

hinzugefügt.  

LB - Medium (Luria-Miller) 

(engl. Lysogeny Broth) 

1% 

0,5% 

1% 

 

(w/v) 

(w/v) 

Trypton 

Hefeextrakt 

NaCl2 

SOC Medium  

(engl. Super Optimal Broth with 

Catabolic Repression) 

2,5 

10 

10 

20 

 

mM 

mM 

mM 

mM 

 

 

KCl 

MgCl2 

MgSO4 

Glukose 

in LB Medium lösen 

 

DNS Lösung 260,6  

177,2  

11  

5,3  

0,9  

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

NaOH  

C4H4KNaO6 

3,5-Dinitrosalicylsäure  

Phenol  

Na2SO4 

 

Mineralsalz Flüssigmedium 

pH 6,5 

34,6 

8,6 

2 

6,7 

0,04 

1% 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

(w/v) 

KNO3 

K2HPO4 

MgSO4 x 7 H2O 

KCl 

FeSO4 x 7 H2O 

Substrat (4.4.8) 

 

Natriumphosphatpuffer 

pH 6 - 8 

  Na2HPO4 

NaH2PO4 x H2O 

In unterschiedlichen Mengen je 

pH-Wert zusammen 100 mM 

 

Citratpuffer 

pH 3 - 6 

  C6H6O7 

C6H5O7Na3 x 2 H2O 

In unterschiedlichen Mengen je 

pH-Wert zusammen 100 mM 

 

Glycin-HCl-Puffer 

pH 2,5 - 3 

100 mM Glycin 

Glycin-NaOH-Puffer 

pH 8 - 10 

100 mM Glycin 
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Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Medien und Puffer 20 Minuten bei 121°C 

autoklaviert. Hitzeempfindliche Zusätze wurden durch einen 0,45 μm Filter 

(Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) steril filtriert. 

4.1.4 Synthetische Oligonukleotide 

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (im weiteren Verlauf dieser Arbeit als 

Primer bezeichnet) wurden von Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg, Deutschland, 

synthetisiert. Zur Erstellung der Oligonukleotide wurde die Software Geneious 11.0 

(Biomatters ApS, Silkeborg, Dänemark) verwendet. In den folgenden Tabellen sind die 

Oligonukleotide entsprechend ihrer Anwendungsbereiche aufgelistet. [F] weist auf den 

Primer für den kodogenen Strang hin, [R] markiert die Primer für den nicht kodogenen 

Strang. 

Tabelle 9: Bestimmung der ITS Sequenz der gesamten Pilzsammlung 

Oligonukleotidbezeichnung  Sequenz (5‘ – 3‘) Anwendungsbereich Referenz 

ITS1 [F] TCCGTAGGTGAACCTGC

GG 

PCR Primer zur Amplifizierung 

der ITS Region  

White 

et al., 

1990 

ITS4 [R] TCCTCCGCTTATTGATAT

GC 

PCR Primer zur Amplifizierung 

der ITS Region 

White 

et al., 

1990 

 

Tabelle 10: Überprüfung des Einbaus von Fragmenten in den Vektor pET28b 

Oligonukleotidbezeichnung  Sequenz (5‘ – 3‘)  Anwendungsbereich Referenz 

pET28b [F] CCCGCGAAATTAATACG

ACTCAC 

PCR Primer zur Überprüfung  

der Klonierung in pET28b 

diese 

Arbeit 

pET28b [R] CTAGTTATTGCTCAGCG

GT 

PCR Primer zur Überprüfung  

der Klonierung in pET28b 

diese 

Arbeit  

 

Tabelle 11: Oligonukleotide zur Klonierung von Xylanasen aus dem Pilzisolat Fsh102  

Oligonukleotidbezeichnung Sequenz (5‘ – 3‘) Anwendungsbereich Referenz 

X102_1_G [F] GGTCGGGATCCGAATTC

CATGGTTTCGCTCTCTG

CCC 

PCR Primer des Genes XylI diese 

Arbeit 

X102_1_G [R] AGTGCGGCCGCAAGCTT

CTAGTAAACAGTAATCG

AAGCCG 

PCR Primer des Genes XylI diese 

Arbeit 

X102_1_V [F] CGGCTTCGATTACTGTT

TACTAGAAGCTTGCGGC

CGCACT 

PCR Primer des Vektors XylI diese 

Arbeit 
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X102_1_V [R] GGGCAGAGAGCGAAAC

CATGGAATTCGGATCCC

GACC 

PCR Primer des Vektors XylI diese 

Arbeit 

X102_2_G [F] GGTCGGGATCCGAATTC

CATGGTCTACCTCAAAT

CCCTC 

PCR Primer des Genes XylII diese 

Arbeit 

X102_2_G [R] AGTGCGGCCGCAAGCTT

CTACGCCAGTGCATCGA

TAA 

PCR Primer des Genes XylII diese 

Arbeit 

X102_2_V [F] TTATCGATGCACTGGCG

TAGAAGCTTGCGGCCGC

ACT 

PCR Primer des Vektors XylII diese 

Arbeit 

X102_2_V [R] GAGGGATTTGAGGTAG

ACCATGGAATTCGGATC

CCGACC 

PCR Primer des Vektors XylII diese 

Arbeit 

Xyl1_w/o_SP [F] AAATGGGTCGGGATCC

GAATTCCGCCCCTAAAC

CATCTGAAGAGTC 

PCR Primer zur Entfernung der 

Signalpeptide von XylI 

diese 

Arbeit 

Xyl1_w/o_SP [R] TCAGATGGTTTAGGGGC

GGAATTCGGATCCCGAC

CCATTT 

PCR Primer zur Entfernung der 

Signalpeptide von XylI 

diese 

Arbeit 

Xyl2_w/o_SP [F] AAATGGGTCGGGATCC

GAATTCCCTCCCTCGCC

AGTCGACAAG 

PCR Primer zur Entfernung der 

Signalpeptide von XylII 

diese 

Arbeit 

Xyl2_w/o_SP [R] CTTGTCGACTGGCGAGG
GAGGGAATTCGGATCC

CGACCCATTT 

PCR Primer zur Entfernung der 

Signalpeptide von XylII 

diese 

Arbeit 

X1_E97M [F] CAGAACCCTCTAATCAT

GTACTACATTGTTGAAT

C 

PCR Primer zur Erstellung der 

Einfachmutante von XylI 

diese 

Arbeit 

X1_E97M [R] GATTCAACAATGTAGTA

CATGATTAGAGGGTTCT

G 

PCR Primer zur Erstellung der 

Einfachmutante von XylI 

diese 

Arbeit 

X1_E188M [F] GTGGCCACCATGGGGT

ATCAG 

PCR Primer zur Erstellung der 

Einfachmutante von Xyl1 

diese 

Arbeit 

X1_E188M [R] CTGATACCCCATCGTGG

CCAC 

PCR Primer zur Erstellung der 

Einfachmutante von XylI 

diese 

Arbeit 

X2_E241M [F] GTCGCCATCACCATGCT

CGACATCGCG 

PCR Primer zur Erstellung der 

Einfachmutante von XylII 

diese 

Arbeit 

X2_E241M [R] CGCGATGTCGAGCATG

GTGATGGCGAC 

PCR Primer zur Erstellung der 

Einfachmutante von XylII 

diese 

Arbeit 

X2_E155M [F] GGGACGTCGTCAACAT

GATCTTCGAGGAAG 

PCR Primer zur Erstellung der 

Einfachmutante von XylII 

diese 

Arbeit 

X2_E155M [R] CTTCCTCGAAGATCATG

TTGACGACGTCCC 

PCR Primer zur Erstellung der 

Einfachmutante von XylII 

diese 

Arbeit 
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Tabelle 12: Oligonukleotide zur Klonierung von Cellulasen aus dem Pilzisolat Fsh102  

Oligonukleotidbezeichnung Sequenz (5‘ – 3‘) Anwendungsbereich Referenz 

Exo1_G [F] GGGTCGGGATCCGAATT

CCATGTATCAGCGCGCT

CTTCTCTTC 

PCR Primer des Genes Exo1 diese 

Arbeit 

Exo1_G [R] GCTCGAGTGCGGCCGC

AAGCTTTTAGAAGCGGC

GAGTAGTAGAGTTG 

PCR Primer des Genes Exo1 diese 

Arbeit 

Exo1_V [F] CAACTCTACTACTCGCC

GCTTCTAAAAGCTTGCG

GCCGCACTCGAGC 

PCR Primer des Genes Exo1 diese 

Arbeit 

Exo1_V [R] GAAGAGAAGAGCGCGC

TGATACATGGAATTCGG

ATCCCGACCC 

PCR Primer des Genes Exo1 diese 

Arbeit 

Exo2_G [F] GGGTCGGGATCCGAATT

CCATGTACAAGGCTCTT

CTCTTCTCCTC 

PCR Primer des Genes Exo2 diese 

Arbeit 

Exo2_G [R] GCTCGAGTGCGGCCGC

AAGCTTTTAAAATGTCG

ACCCAATCGGCCCAA 

PCR Primer des Genes Exo2 diese 

Arbeit 

Exo2_V [F] TTGGGCCGATTGGGTCG

ACATTTTAAAAGCTTGC

GGCCGCACTCGAGC 

PCR Primer des Genes Exo2 diese 

Arbeit 

Exo2_V [R] GAGGAGAAGAGAAGAG

CCTTGTACATGGAATTC

GGATCCCGACCC 

PCR Primer des Genes Exo2 diese 

Arbeit 

Endo1_G [F] GGGTCGGGATCCGAATT

CCATGAAGCTCAACCCT

CTTTTCGTTG 

PCR Primer des Genes Endo1 diese 

Arbeit 

Endo1_G [R] TCGAGTGCGGCCGCAA

GCTTCTAACCAAGATAA

GGCTTCAACGTATC 

PCR Primer des Genes Endo1 diese 

Arbeit 

Endo1_V [F] GATACGTTGAAGCCTTA

TCTTGGTTAGAAGCTTG

CGGCCGCACTCGA 

PCR Primer des Genes Endo1 diese 

Arbeit 

Endo1_V [R] CAACGAAAAGAGGGTT

GAGCTTCATGGAATTCG

GATCCCGACCC 

PCR Primer des Genes Endo1 in  diese 

Arbeit 

Endo2_G [F] GGGTCGGGATCCGAATT

CCATGGCTCCTATACTC

AGCACCC 

PCR Primer des Genes Endo2 in  diese 

Arbeit 

Endo2_G [R] TCGAGTGCGGCCGCAA

GCTTTTACTCAGTTCCC

CGAAAAGTCGAC 

PCR Primer des Genes Endo2 in  diese 

Arbeit 

Endo2_V [F] GTCGACTTTTCGGGGAA

CTGAGTAAAAGCTTGCG

GCCGCACTCGA 

PCR Primer des Genes Endo2 in  diese 

Arbeit 

Endo2_V [R] GGGTGCTGAGTATAGG

AGCCATGGAATTCGGAT

CCCGACCC 

PCR Primer des Genes Endo2 in  diese 

Arbeit 
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Exo1_w/o_SP [F] GATCCGAATTCCCAGCA

GGCAGGCACCCTGCAG 

PCR Primer zur Entfernung der 

Signalpeptide von Exo1 

diese 

Arbeit 

Exo1_w/o_SP [R] TGCCTGCTGGGAATTCG

GATCCCGACCCATTTGC

TG 

PCR Primer zur Entfernung der 

Signalpeptide von Exo1 

diese 

Arbeit 

Exo2_w/o_SP [F] GAATTCCCAAAAGGTC

GGCACCCA 

PCR Primer zur Entfernung der 

Signalpeptide von Exo2 

diese 

Arbeit 

Exo2_w/o_SP [R] GGAATTCGGATCCCGAC

CCATTTG 

PCR Primer zur Entfernung der 

Signalpeptide von Exo2 

diese 

Arbeit 

Endo2_w/o_SP [F] AATTCCCAACAAATCGG

CACCCCG 

PCR Primer zur Entfernung der 

Signalpeptide von Endo2 

diese 

Arbeit 

Endo2_w/o_SP [R] TTGTTGGGAATTCGGAT

CCCGACC 

PCR Primer zur Entfernung der 

Signalpeptide von Endo2 

diese 

Arbeit 

    

4.1.5 Synthetische Gene  

Die verwendeten synthetischen Gene Cellulase Endo1 und Xylanase II Doppelmutante 

(DM) wurden von der Firma Biocat GmbH (Heidelberg, Deutschland) hergestellt. Dabei 

wurden die Sequenzen der Gene sowie die Vektorsequenz synthetisiert. 

4.1.6 Kommerzielle Kits 

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Kits eingesetzt, die in der folgenden Tabelle 

aufgelistet sind. 

Tabelle 13: Kommerzielle Kits  

Anwendungsbereich Bezeichnung  Hersteller  

Isolation von Plasmid - DNA Presto™ Mini Plasmid Kit  Geneaid Biotech Ltd., New 

Taipei City, Taiwan 

DNA Aufreinigung aus einem 

Agarosegel 

NucleoSpin® Gel und PCR Clean-

up  

Macherey-Nagel GmbH & Co. 

KG, Düren, Deutschland 

RNA - Isolation  peqGOLD TriFast™ Peqlab Biotechnologie GmbH, 

Erlangen, Deutschland 

cDNA Synthese  RevertAid H Minus First Strand 

cDNA Synthesis Kit 

Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Bestimmung der 

Proteinkonzentrationen  

Protein Detektions Kit BCA 

protein detection kit  

Thermo Fischer Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Bestimmung der 

Proteinkonzentrationen 

Roti®-Nanoquant Karl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland 

   

4.1.7 Vektoren 

Für die Klonierung mit der FastCloning Methode nach Li [Li et al. 2011] und die heterologe 

Expression der untersuchten Gene wurden folgende Plasmide verwendet. 
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Tabelle 14: Verwendete Plasmide zur Klonierung und Expression in Escherichia coli  

Plasmid Verwendung Hersteller 

pET28b Klonierung in 10-β-competent E. coli, 

Heterologe Expression in E. coli BL21 

(4.3.3) 

GenScript Biotech Corporation,  

Piscataway, New Jersey, USA 

   

Der Vektor pET28b besitzt eine Kanamycin Resistenz Kassette und Sequenzen zur 

Translation von einem N - terminalen sowie einem C - terminalen His6-Tag.  

4.1.8 Sequenzierung 

Die Sequenzierung von DNA Fragmenten zur Überprüfung des Einbaus von DNA 

Fragmente in Vektoren (4.1.4, 4.1.7) wurde von der Firma Eurofins Genomics GmbH, 

Ebersberg, Deutschland, durchgeführt.  

Die Sequenzierung der ITS (internal transcribed spacer) Sequenzen (4.1.4) wurde von der 

Firma StarSEQ GmbH, Mainz, Deutschland, durchgeführt. 

4.2 Auftragsarbeiten 

4.2.1 Einlagerung der Pilzsammlung bei der DSMZ Braunschweig 

Die gesamte Pilzsammlung wurde bei dem Leibniz – Institut DSMZ (Deutsche Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) in Braunschweig, Deutschland, hinterlegt. 

Die Pilzisolate wurden in der Abteilung Molekulare Phytopathologie, Universität Hamburg, 

Hamburg, Deutschland, auf PDA Platten (4.1.3) angezogen und für 5 Tage inkubiert und als 

Myzelplatte zum DSMZ nach Braunschweig geschickt. Dort wurden die Pilzisolate mittels 

ITS Sequenzierung und partieller LSU Sequenzierung (large subunit der ribosomalen RNA) 

[Gardes und Bruns 1993; Vilgalys und Hester 1990] phylogenetisch identifiziert. 

4.2.2 Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie - Kopplung 

Proteine wurden mit der Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie – Kopplung 

(LC-MS/MS) in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hartmut Schlüter (AG Mass Spectrometric 

Proteomics, Institut für Klinische, Chemische und Laboratoriumsmedizin, Zentrum für 

Diagnostik, Universitätsklinikum Eppendorf, Hamburg, Deutschland) identifiziert. Der 

Verdau der Proben erfolgte durch einen Trypsinverdau. Anschließend wurden die Proben 

über eine Acclaim PepMap RSLC C18 Säule (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland) mit einer RSLC Dionex 3000 (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland) analysiert. 
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4.2.3 Genomsequenzierung 

Die de novo Sequenzierung der Genome der Pilzstämme FW16.1 und FW57 erfolgte durch 

die Firma BGI (Hongkong, China). Dazu wurde die genomische DNA (gDNA, 4.5.1) 

isoliert. Es wurden die Sequenzierungsmethode HiSeq und PacBio [Schadt et al. 2010; 

Illumina, Inc. 2010] angewendet und eine Annotation durchgeführt. 

4.2.4 Erstellung eines phylogenetischen Baumes 

Die Berechnung des phylogenetischen Baumes erfolgte in Kooperation mit dem 

Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

GmbH, Braunschweig, Deutschland) mit Dr. Richard L. Hahnke. 

Der phylogenetische Baum leitet sich von den Sequenzen der ITS1 Region, des 5,8 S rRNA 

Gens und der ITS2 Region ab (Abbildung 24). Das Alignment erfolgte mit poa 

[Lee et al. 2002] und gblocks [Castresana 2000]. Der Baum wurde mit den Kriterien des 

Maximum Likelihood (ML) und des Maximum Parsimony (MP), [Goker et al. 2011] 

berechnet. Die ITS Referenzsequenzen stammen von der Datenbank Mycobank 

[Robert et al. 2013], die Nomenklatur der Trichoderma spp. Isolate wurde mit der 

Datenbank TrichOKEY 2 [Druzhinina et al. 2005] verifiziert.  

4.2.5 CAZyme Analyse  

Die CAZyme Analyse, für die in dieser Arbeit sequenzierten Genome (4.2.3), wurde von 

Dr. Richard L. Hahnke (Institut für Mikroorganismen, Leibniz Institut DSMZ - Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) 

durchgeführt. Die durch die de novo Sequenzierung entstandenen kodierten Regionen (CDS) 

wurden verglichen mit der CAZyme Datenbank [Cantarel et al. 2009; Lombard et al. 2014]. 

Die Annotation der CAZyme ergab sich aus einer Kombination aus der RAPSearch2 Suche 

[Ye et al. 2011; Zhao et al. 2012] und HMMER Scanning [Finn et al. 2014] beschrieben in 

Hahnke et al. [2015]. 

4.3  Verwendete Organismen  

4.3.1 Pilzisolate der Sammlung aus Vietnam 

Die in dieser Arbeit verwendeten Pilzstämme wurden in neun unterschiedlichen Habitaten 

in Vietnam von Dr. Thuat van Nguyen und Mitarbeitern gesammelt. Die Charakterisierung 

und Aufbereitung der einzelnen Stämme erfolgte an der Universität Hamburg. In folgender 

Tabelle ist die Anzahl der Stämme, die geographischen Daten der Habitate und das Datum 
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der Bestandsaufnahme aufgelistet. Die Bezeichnung der Stämme sowie deren 

Einlagerungsnummer (Leibniz - Institut DSMZ - Deutsche Sammlung Mikroorganismen 

und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) ist im Anhang dieser Arbeit 

aufgelistet (Anhang I). 

Tabelle 15: Geographische Koordinaten und die Daten der Sammlung der Pilzkollektion. 

Habitat Anzahl an 

Pilzisolate 

Geographische Koordinaten Datum der 

Bestandsaufnahme 

Mangrovenbäumen 70 10° 36‘ 015 N, 106° 56‘ 045 E 14.08.2014 

Reisstroh 44 18° 57‘ 038 N, 105° 04‘ 022 E 21.08.2014 

Bodenoberfläche 55 21° 0‘   017 N, 105° 55‘ 058 E 27.08.2014 

Insektenkörper 47 10° 13‘ 047 N, 106° 22‘ 033 E 16.08.2014 

Garnelenschalen 27 16° 33‘ 059 N, 107° 34‘ 031 E 19.08.2014 

Krebsschalen 13 16° 33‘ 059 N, 107° 34‘ 031 E 19.08.2014 

Ölhaltige Habitate 24 21° 00‘ 042 N, 105° 51‘ 057 E 26.08.2014 

Heiße Quellen 12 20° 42‘ 001 N, 105° 30‘ 034 E 25.08.2014 

Früchte 2 19° 48‘ 000 N, 105° 46‘ 000 E 01.09.2014 

    

4.3.2 Phyto- und humanpathogene Pilze 

Für die Inhibitionstests der Pilzsammlung wurden unterschiedliche pflanzenpathogene Pilze 

und ein humanpathogener Pilz verwendet. Alle verwendeten Pilze wurden von der 

Arbeitsgruppe AG Schäfer, Molekulare Pflanzenpathologie, Biozentrum Klein Flottbek, 

Universität Hamburg, Deutschland, zur Verfügung gestellt. 

Tabelle 16: Die verwendeten phyto- und humanpathogenen Pilze für die Inhibitionstests und ihre 

Wirtspflanzen. 

Phytopathogene Pilze Wirtsorganismus 

Fusarium graminearum Weizen, Roggen, Mais 

Fusarium oxysporum Getreide 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense Banane 

Stagonospora nodorum Weizen 

Bipolaris sorokiniana Weizen, Gerste 

Cochliobolus heterostrophus Mais 

Magnaporthe oryzae Reis, Weizen, Roggen, Gerste, Perlhirse 

  

Humanpathogene Pilze Wirtsorganismus 

Candida albicans Mensch 
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4.3.3 Bakterienstämme 

Tabelle 17: Verwendete Escherichia coli Stämme, ihre Genotypen und deren Bezugsquelle. 

Name  Genotyp Hersteller 

10-β-competent E. coli [Δ(ara-leu) 7697 araD139 fhuA 

ΔlacX74 galK16 galE15 e14- 

ϕ80dlacZΔM15 recA1 relA1 

endA1 nupG rpsL (StrR) rph 

spoT1 Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC)] 

New England BioLabs 

(NEB®, Frankfurt/Main, 

Deutschland) 

BL21 (DE3) [fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) 

[dcm] ∆hsdS λ DE3 = λ sBamHIo 

∆EcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::T7 

gene1) i21 ∆nin5] 

New England BioLabs 

(NEB®, Frankfurt/Main, 

Deutschland) 

Rosetta-gami™ 2 (DE3) 

pLysS Competent Cells 

[Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA 

PvuII phoR araD139 ahpC galE 
galK rpsL (DE3) F′[lac+ lacIq pro] 

gor522::Tn10 trxB pLysSRARE2 

(CamR, StrR, TetR)] 

Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

OverExpress™ C41 (DE3) [F – ompT hsdSB (rB- mB-) gal 

dcm (DE3)] 

Lucigen Corporation, 

St. Middleton, USA 

   

Kulturen von E. coli wurden bei 37°C und 145 rpm in LB Flüssigmedium (4.1.3) angezogen. 

Entsprechend den verwendeten Resistenzen, wurden die folgenden Antibiotika für eine 

Selektion ins Medium gegeben: Kanamycin (50 μg/mL), Ampicillin (30 μg/mL), 

Chloramphenicol (20 μg/mL), Tetracyclin (20 μg/mL), Streptomycin (2 mg/mL). Für die 

dauerhafte Lagerung der verschiedenen E. coli Stämme wurde 60 % (v/v) Glycerol zur 

Kultur gegeben und diese bei -70°C gelagert. 

4.4  Methoden der Mikrobiologie  

4.4.1 Isolation der Pilzisolate aus ihren Ursprungshabitaten 

Zur Herstellung von Reinkulturen der Pilzisolate (4.3.1) wurde 10 g Material der jeweiligen 

Habitate in 100 mL H2O gelöst. Aus diesem Gemisch wurden serielle Verdünnungen 

(1:10, 1:100, 1:1000) in H2O hergestellt und von je 100 μL auf PDA-Agar (4.1.3) plattiert. 

Nach einer Inkubation bei 28°C von 3 bis 5 Tagen in Dunkelheit wurden sichtbare reine 

Kulturen ausgewählt und für den Transport nach Deutschland präpariert. Dazu wurden mit 

Myzel bewachsene Agarstücke ausgeschnitten und in Reaktionsgefäßen gelagert. 

4.4.2 Anzucht der Pilzisolate 

Alle in Vietnam gesammelten Pilzisolate (4.3.1) wurden auf PDA Agar (4.1.3) ausplattiert. 

Die Platten wurden bei 28°C und Dunkelheit für drei Tage inkubiert. Bei Kontaminationen 
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der Pilzisolate wurden diese erneut ausplattiert. Die Flüssigkultivierung der Pilze erfolgte 

durch die Inokulation von 20 µL Konidiensuspension in YPD Medium (4.1.3). Das 

inokulierte Medium wurde für 3 Tage bei 28°C und ständigem Schütteln inkubiert.  

4.4.3 Anzucht des Pilzisolates FW57 

Mandels Medium Agar (MM) 

[Mandels und Weber 1969] (modifiziert) 

0,14% 

0,2% 

0,03% 

0,02% 

0,5% 

0,2% 

0,03% 

0,2% 

1% 

2% 

 

 

 

 

 

(w/v) 

(w/v) 

(w/v) 

(w/v) 

(v/v) 

(w/v) 

(NH4)2SO4 

KH2PO4 

CaCl2 

MgSO4 x 7 H20 

Pepton 

Hefeextrakt 

Harnstoff 

Glukose 

Salz Lösung 

Agar 

Salz Lösung 0,025 

0,07 

0,08 

0,01 

 

g 

g 

g 

g 

 

FeSO4 x 7 H2O 

ZnSO4 x 7 H2O 

MnSO4 x 7 H2O 

CaCl2 x 6 H2O 

Medium zur Flüssigkultivierung  2,4% 

0,7%  

(w/v) 

(w/v) 

PDA (4.1.3) 

Hefeextrakt 

 

Zur Anzucht des Pilzisolates FW57 wurde 20 µL Konidiensuspension (4.4.4) auf Mandels 

Medium Agar inokuliert und für 7 bis 10 Tage bei 37°C inkubiert. Um das Pilzisolat in 

Flüssigmedium anzuziehen, wurde das Medium zur Flüssigkultivierung mit Agarstücken 

(Ø 5 mm) inokuliert und 7 bis 10 Tage bei 37°C ohne schütteln inkubiert. 

4.4.4 Herstellung von Konidien 

Um die Pilzsammlung nachhaltig zu lagern, wurden von jedem Pilz (4.3.1) Konidien 

produziert. Ein kleiner 5 mm großer Myzelblock der Pilze (4.3.1) wurde auf PDA-Agar 

(4.1.3) platziert und für 3 bis 7 Tage bei 28°C und Dunkelheit inkubiert. Die Anzahl der 

Tage war dabei abhängig von der Wachstumsgeschwindigkeit des jeweiligen Pilzisolates. 

Nach Auftreten von Konidien wurden diese mit H2O und einen Drigalskispatel von der Platte 

abgewaschen und die Suspension durch einen 40 μm Sieb gefiltert. Die Konidien im Filtrat 

wurden bei 4°C und 2693 g sedimentiert und in sterilem Wasser resuspendiert. Für die 

langfristige Lagerung wurde die Suspension aliquotiert und bei -70°C gelagert.  
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4.4.5 Dual Culture Methode zum Test auf antifungale Wirkung von Pilzen gegen 

pflanzenpathogene Pilze 

Um die antifungale Wirkung der Pilzisolate zu testen wurde die Dual Culture Methode 

[Dhanasekaran et al. 2012] angewendet. Die Pilze wurden auf PDA Agarplatten (4.1.3) 

anzogen (4.4.2) Jeweils ein Agarstücke mit Myzel (ø 5mm) eines potentiell fungiziden Pilzes 

wurde im Abstand von 2-3 cm zu einem Agarstücke mit Myzel (ø 5mm) eines 

phytopathogenen Pilzes (4.3.2) auf eine Mineralsalz Agarplatte (4.1.3) gesetzt. Die 

Agarplatte wurde bei 28°C für 4 bis 7 Tage und Dunkelheit inkubiert. Bei einer Inhibierung 

war das Wachstum der pflanzenpathogenen Pilze eingeschränkt.  

4.4.6 Overlay Methode zum Test auf antifungale Wirkung von Pilzen gegen 

humanpathogene Pilze 

Um die antifungale Wirkung der Pilzisolate gegen den humanpathogenen Pilz 

Candida albicans (4.3.2) zu testen wurde die Overlay Methode [Gratia 1936] angewendet. 

Die Pilze wurden auf PDA Agarplatten (4.1.3) anzogen (4.4.2). Eine Übernachtkultur von 

50 mL YPD Medium (4.1.3) wurde mit C. albicans (4.3.2) angezogen. Jeweils ein 

Agarstücke mit Myzel (ø 5mm) eines potentiell fungiziden Pilzes wurde in die Mitte einer 

PDA Agarplatte (4.1.3) platziert. In 10 mL YPD Softagar wurden mit der Übernachtkultur 

angeimpft bis eine OD600 von 1 erreicht wurde. Auf die Agarplatte mit dem Agarstück 

Myzel wurden 10 mL des 45°C warmen YPD Softagars gegossen. Nach einer kurzen 

Ruhezeit von 20 Minuten wurde die Agarplatte bei 37°C für 48 h und Dunkelheit inkubiert. 

Bei einer Inhibierung war das Wachstum von C. albicans um das Pilzmyzel eingeschränkt. 

4.4.7 Plattenbasierter qualitativer Enzymaktivitätstest - Disc Diffusion Methode  

Die Pilzisolate (4.3.1) wurden auf Enzymaktivität von Xylanasen, Cellulasen, Chitinasen 

und Lipasen mit einer modifizierten Disc Diffusion Methode Bauer [Bauer et al. 1966] 

qualitativ evaluiert. Für die Lipaseaktivität wurde eine modifizierte Methode von Von 

Tigerstrom und Stelmaschuk [Von Tigerstrom und Stelmaschuk 1989] verwendet. 

 

 

Hefeextrakt-Pepton-Dextrose (YPD) 

Softagar 

 

1% 

2% 

2% 

0,5% 

(w/v) 

(w/v) 
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(w/v) 
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Pepton 
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Tabelle 18: Medien zur Testung von Enzymaktivitäten 

Name Zusammensetzung 

Chitinase-Medium Mineral Salz Medium + 1% (w/v) Chitin (Sigma Aldrich) 

Lipase-Medium 1% Bacto™ Peptone + 0,01% (w/v) CaCl2 und 1 % (v/v) Tween 20  

Xylanase-Medium Mineral Salz Medium + 1% (w/v) Xylan von Buchenholz (Sigma Aldrich) 

Cellulase-Medium Mineral Salz Medium + 1% (w/v) Carboxymethylcellulose (Sigma 

Aldrich) 

  

Als Vorkultur wurden 50 mL YPD Medium (4.1.3) mit 20 µL Konidiensuspension des 

Pilzisolates (4.3.1) inokuliert und drei Tage bei 28°C und 150 rpm inkubiert. Das mit H2O 

gewaschene Myzel (1 g) wurde im Mineral Salz Medium mit 1% induzierendem Substrat 

(Tabelle 18) für weitere 3 Tage inkubiert. Die Kultur wurde 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert 

(2693 g), der Überstand abgenommen und für den folgenden Plattentest verwendet.  

Mit einem Korkbohrer (Ø 5mm) wurde ein Loch in die Agarplatten mit induzierendem 

Medium (Tabelle 18) gestanzt und 20 µL vom Kulturüberstand der Vorkultur inokuliert. 

Nach Inkubation von 24 Stunden bei 28°C und Dunkelheit wurden gebildeten 

Polysaccharide auf den Platten mit Lugol`scher Lösung (6% (w/v) Kaliumiodid, 

4% (w/v) Iod) nach Steinecke und Auge [Steinecke und Auge 1963] gefärbt. Bei dem 

Lipaseassay bilden sich an den abgespaltenen Fettsäure mit der Anwesenheit von CaCl2 

feine Kristalle. Die Breite des entstandenen Ringes der reduzierten Zucker bzw. der Kristalle 

beim Lipaseassay um die Pilzkolonie wurde gemessen und eine hohe Aktivität mit einer 

oberen Grenze von 1 cm definiert. Niedrige Aktivität wurde definiert zwischen einer 

sichtbaren Zone (ca. 2 mm) bis zu 1 cm Durchmesser.  

4.4.8 Quantitativer Enzymtest im Flüssigmedium 

Die quantitative Enzymaktivität der Pilzisolate wurde für die Cellulase- und 

Chitinaseaktivität mit der Schales Methode nach Ferrari [Ferrari et al. 2014], die 

Xylanaseaktivität mit der DNS Methode nach Breuil und Saddler [Breuil und Saddler 1985] 

und die Lipaseaktivität nach Winkler und Stuckmann [Winkler und Stuckmann 1979] 

evaluiert. Die Messungen erfolgten in Kooperation mit Dr. Bernhard Ellinger 

(Fraunhofer Institut, Hamburg, Deutschland). 

Die Pilzisolate wurden in YPD Medium (4.1.3) für 3 Tage kultiviert (4.4.2), das Myzel mit 

H2O gewaschen und mit Filterpaper getrocknet. Das getrocknete Myzel (0,1 g) wurde in 

10 mL induzierendem Medium (4.4.7) für 3 Tage und 145 rpm bei 28°C inkubiert. Der 
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Ansatz wird im Folgenden als Kulturüberstand bezeichnet. Bei den Pilzen FW57 und 

FW16.1 wurde zusätzliche eine Kultivierung in verschiedenen Substraten vorgenommen.  

Substrate für Chitinaseaktivität Substrate für Cellulaseaktivität 

Chitin Avicel 

Chitosan geringes MW Hydroxyethylcellulose 

Chitosan medium MW α-Cellulose 

Chitosan hoch MW CMC gering Viskosität 

 CMC medium Viskosität 

 CMC hoch Viskosität 

  

Cellulase- und Chitinaseaktivität: 

Im folgenden Abschnitt wird die Messung der qualitativen Enzymaktivität 

[Ferrari et al. 2014] beschrieben. 

Schales Reagenz  0.5 

1.5 

M 

mM 

NaCO3 

K3[Fe(CN)6] 

    

Für die Messung wurde 1,5 mL Kulturüberstand mit 1,5 mL 2% Substrat (Cellulose, 

Mikrocrystalline Sigma Aldrich; Chitin von Garnelenschalen, Sigma Aldrich) in 50 mM 

Natriumacetat (pH 6,5) bei 37°C für zwei Stunden und bei 300 rpm inkubiert. Die 

Enzymaktivität wurde durch die Menge der vom jeweiligen Enzym umgesetzten 

Monosaccharide, β-D-Glucose als Produkt der Cellulase und N-Acetyl-β-D-Glucosamin als 

Produkt der Chitinase, gemessen. Dafür wurden 400 µL des Kulturüberstandes mit 400 µL 

Schales Reagenz gemischt und für 15 Minuten im Wasserbad gekocht. Die Reaktion wurde 

durch das Abkühlen auf 4°C gestoppt und die Absorption bei 410 nm photometrisch 

bestimmt (EnSpire 2300, PerkinElmer Inc.). 

Xylanaseaktivität:  

Das Produkt der Xylanaseaktivität, das Monosaccharid β-D-Xylose, wurde mit der DNS 

Methode gemessen [Breuil und Saddler 1985]. 

Ein Teil des Kulturüberstandes (100 µL) wurden mit 400 µL H2O und 1.5 mL DNS Lösung 

(4.1.3) gemischt. Das Gemisch wurde für 10 Minuten gekocht. Die Reaktion wurde durch 

Abkühlen auf 4°C gestoppt und die Absorption bei 575 nm gemessen (EnSpire 2300, 

PerkinElmer Inc.).  
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Lipaseaktivität: 

Die Umsetzung des para-Nitrophenolpalmitats (p-NPP) in para-Nitrophenol (410nm) und 

Palmitat durch Lipaseaktivität wurde wie folgt gemessen: 

Lipase Reaktionspuffer 

pH 7,5 

500 

50 

µM 

mM 

p-NPP 

TRIS-HCl 

 

Dabei wurden 100 µL Kulturüberstand mit 100 µL Lipase-Reaktionspuffer für zwei Stunden 

bei 37°C und stetigem Schütteln bei 200 rpm inkubiert. Aufgrund des Extinktionsmaximums 

von para-Nitrophenolpalmitat konnte die veränderte Absorption bei 410 nm gemessen 

werden (EnSpire 2300, PerkinElmer Inc.). 

4.4.9 Charakterisierung der Xylanasen 

Die Charakterisierung der reinen Xylanasen (4.6.7) erfolgte mit der DNS Methode 

[Breuil und Saddler 1985]. Um eine allgemeine Charakterisierung der Enzyme zu erhalten, 

wurden die Substrate mit verschiedenen pH-Werten und Temperaturen getestet. Außerdem 

wurde die absolute Enzymaktivität in Anwesenheit von verschiedenen Lösungsmitteln und 

Salzen gemessen. Dazu wurden 10 µL der konzentrierten Proteinsuspension (4.6.7) mit 

50 µL Substrat und 40 µL des jeweiligen Puffers 15 Minuten inkubiert. Anschließend wurde 

100 µL DNS Lösung (4.4.8) auf das Protein-Substrat-Gemisch gegeben und die Reaktion 

durch 10 Minuten kochen gestoppt. Die Konzentration der entstandenen Zucker wurde bei 

510 nm photometrisch quantifiziert (4.6.2). 

4.4.10 Bestimmung der Proteinkonzentration  

Die Proteinkonzentrationen des qualitativen Enzymtests im Flüssigmedium (4.4.8) wurde 

nach Angaben des Herstellers mit dem BCA protein detection kit (4.1.6) bestimmt. 

Proteinkonzentrationen der gereinigten Proteine (4.6.7) und deren Charakterisierung (4.4.9) 

wurden mit dem Kit Roti®-Nanoquant (4.1.6) nach Anleitung des Herstellers gemessen. 
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4.5 Methoden der Molekularbiologie  

4.5.1 Isolation genomischer DNA 

Genomische DNA wurde nach Murray und Thompson [Murray und Thompson 1980] mit 

Modifikationen isoliert.  

CTAB- Lysepuffer 

(pH 8.0) 

2% 

100 

1,4 

20 

(w/v) 

mM 

M 

mM 

CTAB 

TRIS-HCl 

NaCl 

EDTA 

Für die Isolierung wurde das im Flüssigkeitsmedium YPD (4.1.3) angezogene Myzel eines 

Pilzstammes (4.3.1) über Nacht lyophilisiert. Das Myzel wurde mit Flüssigstickstoff im 

Mörser zu einem feinen Pulver gemörsert und 100 mg davon in 900 µL CTAB-Lysepuffer 

aufgenommen. Das Gemisch wurde kräftig durchmischt und für 60 Minuten bei 65°C 

inkubiert. Ungelöste Bestandteile wurden sedimentiert (18.500 g, 15 Minuten, 4°C). Der 

Überstand mit der DNA wurde mit 900 µL Chloroform 30 Mal invertiert. Nach dem 

Zentrifugieren von 10 Minuten bei 18.500 g und 4°C wurde die obere wässrige Phase in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt. Dieser Schritt wurde wiederholt. Die DNA wurde mit 

750 µL Isopropanol ausgefällt. Nach 20 Minuten Inkubation bei -20°C wurde die ausgefällte 

DNA 15 Minuten bei 4 °C und 18.500 g sedimentiert. Das DNA Pellet wurde mit 1 mL 70% 

Ethanol geschüttelt, 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und anschließend der 

Überstand verworfen. Das Pellet wurde unter dem Abzug angetrocknet und in 100 µL H2O 

gelöst. Zur Qualitätsbestimmung wurde die DNA mittels Gelelektrophorese (4.6.1) 

überprüft und photometrisch quantifiziert (4.6.2). Für die dauerhafte Aufbewahrung wurde 

die DNA bei -70°C gelagert. 

4.5.2 Isolation der RNA 

Zur Vorbereitung der RNA Isolation aus Pilzmyzel wurde darauf geachtet, dass alle 

verwendeten Reagenzien, Reaktionsgefäße und Mörser RNase frei waren. Es wurde stets 

unter dem vorher gründlich gereinigten Abzug gearbeitet. 

Das im induzierten Flüssigmedium angezogene Pilzmyzel (4.4.7) wurde zweimal mit H2O 

gewaschen und lyophilisiert. 

Das trockene Myzel wurde im Mörser mit flüssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver 

gemörsert. Von dem Puder wurden 50-100 mg mit 1 mL peqGOLD TriFast™ 

(Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) vermischt und 20 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert, bevor mit 0,2 mL Chloroform 30 Sekunden kräftig geschüttelt wurde. Nach 
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erneuter zehnminütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe 5 Minuten bei 

18500 g bis zur Phasenauftrennung zentrifugiert. Die RNA aus der wässrigen Phase wurde 

mit 500 µL Isopropanol für 15 Minuten auf Eis ausgefällt. Anschließend wurde die RNA für 

10 Minuten bei 18.500 g sedimentiert. Das sich gebildete Pellet wurde zur Reinigung von 

Salzen zweimal mit 75% (v/v) Ethanol geschüttelt und anschließend erneut bei 18.500 g und 

4°C für 10 Minuten zentrifugiert. Nach einer kurzen Trocknungsphase des Pellets unter dem 

Abzug wurde das Pellet in 400 µL RNase freiem Wasser gelöst und für die dauerhafte 

Lagerung bei -70°C aufbewahrt. Zur Qualitätsbestimmung wurde die RNA mittels 

Gelelektrophorese (4.6.1) überprüft und photometrisch quantifiziert (4.6.2). 

4.5.3 cDNA - Synthese 

Um eine eventuelle Kontamination der isolierten RNA mit DNA auszuschließen, wurde 

folgender Reaktionsansatz bei 37°C für 30 Minuten inkubiert: 

RNA (4.5.2) 1 µg 

DNase I 1 U 

10 x Reaktionspuffer mit MgCl2 (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Darmstadt, Deutschland) 

1 µL 

H2O bis 10 µL 

 

Die Reaktion wurde mit 1 µL 50 mM EDTA (pH 8,0) und 10 Minuten bei 65°C gestoppt. 

Die cDNA wurde mit dem RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (4.1.6) 

synthetisiert. Dafür wurde folgender Reaktionsansatz zuerst 5 Minuten bei 25°C und dann 

60 Minuten bei 42°C inkubiert. 

RNA nach Behandlung mit DNase I (4.5.3) 11 µL 

random hexamer Oligonukleotide (100 µM) 1 µL 

5x Reaktionspuffer 4 µL 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µL) 1 µL 

10 mM dNTP Mix 2 µL 

RevertAid H Minus M-MulV Reverse 

Transkriptase (200 U/µL) 

1 µL 

  

Um die Aktivität der Reversen Transkriptase zu beenden, wurde der Ansatz 10 Minuten bei 

70°C erhitzt. Die synthetisierte cDNA wurde bei -70°C gelagert oder für die Amplifikation 

von Genen (4.5.5) verwendet. 
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4.5.4 Isolation der Plasmid DNA aus E. coli 

Unter Selektionsdruck gewachsene E. coli Kolonien (4.5.7) wurden über Nacht in einem 

15 mL Kulturröhrchen mit LB Medium (4.1.3) und entsprechenden Antibiotika (4.3.3) bei 

37°C und 145 rpm inkubiert, um am folgenden Tag die Plasmide mit dem Presto™ Mini 

Plasmid Kit (4.1.6) nach Angaben des Herstellers zu isolieren. Durch spezifische Primer 

(4.1.4) und DNA Sequenzierung (4.1.8) konnte die Sequenzabfolge und die erfolgreiche 

Transformation überprüft werden. 

4.5.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Zur Überprüfung des Einbaus von Genfragmenten in einen Vektor pET28b (4.1.7) wurde 

der OneTaq 2 x Mastermix (4.1.2) mit den entsprechenden Primern (4.1.4) verwendet.  

Template (4.5.4) 250 ng 94°C 30 Sekunden 

OneTaq 2 x Mastermix 12,5 µL 94°C 30 Sekunden 

pET28b [F] (10 µM) 0,5 µL 45-65°C 30 Sekunden 

pET28b [R] (10 µM) 0,5 µL 68°C 1 Minute/ Kb 

H2O ad 25 µL 68°C 5 Minuten 

 

Die ITS (internal transcribed spacer) der Pilzisolate (4.4.1) wurden mit der Q5 DNA 

Polymerase (4.1.2) mit den Primern ITS1 und ITS4 (4.1.4) amplifiziert. 

DNA (4.5.1) 250 ng 98°C 30 Sekunden 

dNTPs (10 mM) 0,5 µL 98°C 10 Sekunden 

ITS1 [F] (10 µM) 1,25 µL 58°C 30 Sekunden 

ITS4 [R] (10 µM) 1,25 µL 72°C 30 Sekunden/Kb 

5 x Q5 Reaktionspuffer  5 µL 72°C 2 Minuten 

DMSO 1 µL   

Q5 DNA Polymerase 0,02 U/µL   

H2O ad 25 µL   
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Die Amplifikation der Plasmid- und Genfragmente für die Klonierungen der Xylanasen 

erfolgte nach der FastCloning Methode [Li et al. 2011]. Dazu wurden die Fragmente mit 

Hilfe der pfu DNA Polymerase (4.1.2) amplifiziert.  

DNA (Plasmid / genomische DNA) 1 / 250 ng 95°C 2 Minuten 

dNTPs (10mM) 0,5 µL 95°C 30 Sekunden 

Primer [F] (10 µM) 1 µL 50-70°C 30 Sekunden 

Primer [R] (10 µM) 1 µL 72°C 2 Minuten/Kb 

10 x Pfu Puffer mit MgSO4 2,5 µL 72°C 5 Minuten 

DMSO 1 µL   

Pfu DNA Polymerase 1,25 U   

H2O ad 25 µL   

     

Nach der Amplifikation der Plasmid – und Genfragment wurde ein Restriktionsverdau mit 

dem Restriktionsenzym DpnI (New England BioLabs GmbH, Frankfurt, Deutschland) nach 

Angaben der FastCloning Methode [Li et al. 2011] durchgeführt. 

Alle PCR Reaktionen wurden im TProfessional Standard Gradient Thermocycler (Biometra, 

Göttingen) mit 30 Zyklen durchgeführt. Die Annealing - Temperatur der Primer (4.1.4) 

wurde in silico mit der Software Geneious 11.0 (Biomatters ApS, Silkeborg, Dänemark) 

berechnet. 

4.5.6 Zielgerichtete Mutagenese 

Die Primersequenzen wurden mit einer QuikChange® Methode nach Nobili et al. [2013] 

erstellt (4.1.4). Es wurden für den zielgerichteten Austausch von Nukleotiden im Gen die 

FastCloning Methode [Li et al. 2011] verwendet. Die Methode ist in dem Kapitel 

Polymerase Kettenreaktion (4.5.5) beschrieben. 

4.5.7 Transformation von Plasmiden in E. coli  

Plasmide (4.1.7) wurden in chemisch kompetente Zellen nach der TfB Methode 

[Hanahan 1983] transformiert. 

TfB Puffer A 30 

100 

10 

13% 

 

mM 

mM 

mM 

(v/v) 

KCH3COO 

KCL 

CaCl2 

Glycerol 
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TfB Puffer B  10 

100 

1 

13% 

 

mM 

mM 

mM 

(v/v) 

KCL 

CaCl2 

MOPS 

Glycerol 

MgCl2 Lösung  0,5 mM MgCl2 x 4 H2O 

 

Es wurden 1 mL einer Übernachkultur von E. coli (4.3.3) in 100 mL LB Medium (4.1.3) 

angeimpft und zu einer OD600nm von 0.4 – 0.6 bei 37°C und 145 rpm angezogen. Die Zellen 

wurden 10 Minuten bei 2693 g sedimentiert und anschließend in 30 mL TfB Puffer A und 

3,5 mL MgCl2 Lösung resuspendiert. Nach 15 Minuten Inkubation auf Eis wurden die Zellen 

erneut sedimentiert (10 Minuten, 2693 g), in 4 mL TfB Puffer B resuspendiert und auf Eis 

inkubiert. Die Zellen wurden zu je 50 μL aliquotiert, in Flüssigstickstoff schockgefroren und 

danach bei -80°C gelagert. 

Ein Aliquot kompetenter Zellen wurde zur Transformation auf Eis angetaut. Es wurde 

Plasmid DNA (4.5.4) und amplifiziertes Gen (4.5.5) vom FastCloning Ansatz (4.5.5), 2 μL 

bis 5 μL, mit den Zellen gemischt und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden 

für 30 Sekunden einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und danach für 2 Minuten auf Eis 

gelagert. Die Zellen wurden mit 250 μL SOC Medium (4.1.3) für eine Stunde bei 37°C und 

145 rpm regeneriert. 

Die transformierten E. coli Zellen wurden auf LB Agar mit den jeweiligen Antibiotika 

(4.3.3) ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

4.6 Biochemische Methoden 

4.6.1 Gelelektrophorese 

10 x TBE Puffer 108 

55 

40 

 

g 

g 

mL 

TRIS 

Borsäure 

EDTA 0,5 M (pH 9) 

6 x Ladepuffer 250 

250 

30 

70 

mg 

mg 

mL 

mL 

Xylencyanol 

Bromphenolblau 

Glycerol 

TBE (1 x) 

 

Die Überprüfung der amplifizierten PCR Produkte (4.5.5) erfolgte über ein 0,8% (w/v) 

Agarose Gel in 1 x TBE Puffer. Es wurden 3 - 6 µL DNA Produkt mit dem 6 x Ladepuffer 
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(Verhältnis 1:6) gemischt, in die Geltaschen geladen und bei 80 – 120 Volt 30 bis 50 

Minuten aufgetrennt. Als Marker wurde der GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder 

(Thermo Fischer Scientific, Darmstadt, Deutschland) benutzt. Die Färbung der DNA bzw. 

RNA erfolgte in einem Ethidiumbromidbad (300 µL einer 1% Lösung auf 500 mL) für 

15 Minuten. Die Dokumentation des Gels erfolgte in einem UV-Transilluminator 

(SynGene Genius, Bio Imaging System). 

4.6.2 Photometrische Quantifizierung von DNA / RNA 

Die Photometrische Quantifizierung der DNA und RNA erfolgt mit dem Photometer 

NanoVue Plus™ (Biochrom, Holliston, USA). Die DNA und die RNA Konzentrationen 

wurden bei einer Absorption von 260 nm und 280 nm gemessen, wobei die Wellenlänge 

260 nm die maximale Absorption und die Wellenlänge 280 nm die maximale Absorption 

von Proteinen misst. Liegt der Wert des Quotienten A260/A280 bei ~1,8 kann man von einer 

reinen Nukleinsäure ausgehen. Liegt der Wert des Quotienten A260/A280 bei ~2 kann man 

von einer reinen RNA ausgehen. 

4.6.3 Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE 

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mit der 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelekrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli 

[1970]. 

SDS-Laufpuffer 

pH 8,4 

50 

384 

0,1% 

 

mM 

mM 

(w/v) 

TRIS-HCl 

Glycin 

SDS 

APS (10%)  10% (w/v) Ammoniumpersulfat 

 

SDS-PAGE Probenpuffer 

(pH 8,0) 

20 

20% 

4% 

0,01% 

10% 

mM 

(v/v) 

(w/v) 

(w/v) 

(v/v) 

TRIS-HCl 

Glycerol 

SDS 

Bromphenolblau 

β-Mercaptoethanol 

    

Sammelgelpuffer  

pH 6,8  

1,5 

0,4%  

M 

(w/v) 

TRIS-HCl 

SDS 

 

Trenngelpuffer  

pH 8,8 

0,5 

0,4% 

M 

(w/v) 

TRIS-HCl 

SDS 
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Die Lösungen für das Trenngel (Tabelle 19) wurden angesetzt und in eine Gelkammer 

(Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland) geladen. Eine dünne Schicht Isopropanol wurde 

während der Polymerisation auf das Gel gegeben, um eine gerade Oberfläche zum 

Sammelgel zu erhalten. Diese Schicht wurde nach Aushärtung des Gels entfernt und die 

Lösung des Sammelgels auf das Trenngel pipettiert. Ein Kamm zur Taschenbildung wurde 

in das Sammelgel gesteckt. 

Tabelle 19: Lösungen von Trenn- und Sammelgel für die SDS-PAGE 

Lösung Trenngel 12,5% Sammelgel 4% 

Trenngelpuffer (pH 8,8) 2 mL - 

Sammelgelpuffer (pH 6,8) - 1 mL 

Acrylamid / Bis-Lösung (40%) 

(Carl Roth, Karlsruhe) 

2,5 mL 40 µL 

APS (10%) 40 µL 40 µL 

TEMED 4 µL 4 µL 

H2O 3,5 mL 2,6 mL 

   

Nach vollständiger Polymerisation wurde das Gel in die Laufkammer gespannt und der 

Kamm nach Zugabe des SDS-Laufpuffers entfernt. 

Die Proteinproben (4.6.6, 4.6.7) wurden zu gleichen Teilen mit dem SDS-PAGE 

Probenpuffer vermischt und für 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Nach kurzem sedimentieren 

der Proben bei 2693 g für 30 Sekunden wurden 5 – 10 µL des Überstandes in die 

Gelkammern pipettiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgt bei 25 mA je Gel für 1,5 

Stunden. 

4.6.4 Proteinfärbung im SDS-PAGE Gel mit Coomassie Brilliant Blue 

Coomassie - Färbelösung 0,2% 

10% 

40% 

(w/v) 

(v/v) 

(v/v) 

Coomassie Brilliant Blue G-250 

Essigsäure 

Ethanol 

 

Entfärbelösung 25% 

7,5% 

(v/v) 

(v/v) 

Ethanol 

Essigsäure 

Das Anfärben der Proteine erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue G-250 [Weber und Osborn 

1969]. Das Trenngel wurde für mindestens 4 Stunden in der Coomassie - Färbelösung unter 

stetigem leichtem Schütteln inkubiert. Durch mehrmaliges Wechseln der Entfärbelösung 

wurde der nicht an Proteine gebundene Farbstoff aus dem Gel herausgewaschen. 
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4.6.5 Zymogramm 

Zur Identifizierung der aktiven sekretierten Enzyme wurde ein Zymogramm erstellt 

[Vandooren et al. 2013]. 

Rückfaltungspuffer 

pH 6,8  

50 

2% 

mM 

(v/v) 

TRIS-HCl 

Triton X-100 

 

Waschpuffer 

pH 6,8  

  Na2HPO4 

NaH2PO4 x H2O  

In unterschiedlichen Mengen je pH-Wert 

zusammen 100 mM 

Kongorot 0,1% 

 

(w/v) Kongorot 

Entfärbelösung 1 

 

M NaCl 

Substrate 0,5% 

0,5% 

(w/v) 

(w/v) 

CMC 

Xylan 

 

Für das Zymogramm wurden das Pilzisolat Fsh102 (4.4.1) in YPD Medium (4.1.3) 

vorkultiviert und in 50 mL induzierenden Medium (4.4.7) bei 28°C für 3 Tage unter 

Schütteln inkubiert. Die Zellen aus der Kultur wurden bei 18500 g sedimentiert und der 

Überstand in einem Centricon (Vivaspin® 20, Sartorius AG, Göttingen) bis auf 500 µL 

konzentriert. Die Gele für das Zymogramm wurden wie ein SDS-PAGE Gel gegossen (4.6.3) 

und mit 0,5% des jeweiligen Substrats (CMC oder Xylan) versetzt. 

Die Überstände wurden zu gleichen Teilen mit SDS-PAGE Probenpuffer (4.6.3) gemischt 

und im SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine im Gel wurden anschließend im 

Rückfaltungspuffer für 30 Minuten bei Raumtemperatur renaturiert. Das Gel wurde für 

weitere 30 Minuten in 50 mM TRIS-HCl (pH 6,8) gewaschen und für eine Stunde in 

Waschpuffer Puffer bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde nicht umgesetztes Substrat mit 

Kongorot angefärbt und überschüssiger Farbstoff mit 1 M NaCl Lösung mit mehrmaligem 

Wechseln der Lösung entfernt. Um eine eindeutige Entfärbung zu erhalten, wurde das Gel 

für einige Minuten in 70% (v/v) Ethanol inkubiert. 

Auf dem Gel entstandene entfärbte Banden wurden ausgeschnitten und mittels LC/MS-MS 

analysiert (4.2.2). 
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4.6.6 Expression der Proteine 

In dieser Arbeit wurden Proteine in E. coli (4.3.3) heterolog exprimiert. 

Proteinexpression in E. coli  

Stamm – IPTG 1 M IPTG 

 

Extraktionspuffer 

pH 7,5 

 

 

 Na2HPO4 

NaH2PO4 x H2O  

In unterschiedlichen Mengen je pH-Wert 

zusammen 100 mM 

 

Die Proteinexpression im prokaryotischen System E. coli BL21 (4.3.3) wurde durch die 

Zugabe von IPTG induziert. Aus einer Übernachtkultur (4.3.3) wurden 1 mL in 50 mL LB 

Medium (4.1.3) mit entsprechendem Antibiotika (4.3.3) angeimpft und bei 37°C und 

145 rpm inkubiert, bis eine OD600nm von 0,4 – 0,6 erreicht wurde. Um die Expression der 

Cellulasen und Xylanasen zu induzieren, wurde 10 µL vom Stamm IPTG hinzugefügt und 

bei jeweils drei verschiedenen Temperaturen (22°C, 28°C und 37°C) über Nacht unter 

Schütteln inkubiert. Nach einer Stunde, vier Stunden und über Nacht wurde die OD600nm 

gemessen, durch den Wert 3 dividiert und die entsprechende Menge an Volumen 

abgenommen um. Der Wert 3 dient als Normierung der Zellen. 

Die geernteten Zellen wurden 5 Minuten bei 4°C sedimentiert (18500 g) und in 200 µL 

Extraktionspuffer aufgenommen. Die Zellen aus der Suspension wurden aufgebrochen 

(Ultraschallprozessor, Stärke 60, Intervall 0,5 Hielscher Ultrasonic GmbH, Teltow) und die 

lösliche Fraktion (Überstand) von der unlöslichen Fraktion (Pellet) durch Zentrifugation 

(4°C, 2 Minuten, 185000 g) getrennt. Beide Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (4.6.3) 

aufgetrennt. 

Für die Aufreinigung über Affinitätschromatographie wurden von der Vorkultur 5 mL in 

500 mL LB Medium angeimpft und bei 22°C über Nacht inkubiert. Die Zellen wurden für 

10 Minuten bei 18500 g und 4°C sedimentiert und in 10 mL Protein-Probenpuffer (4.6.7) 

aufgenommen. Anschließend folgte eine Sonifizierung von 2 x 2 Minuten auf Eis und 

Sedimentierung bei 18500 g und 4°C. Der Überstand wurde über einen Sterilfilter (0,45 µm) 

von groben Bestandteilen befreit. Aus dem Überstand wurden die Proteine mittels 

Affinitätschromatographie (4.6.7) angereichert. 
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4.6.7 Aufreinigung von Proteinen über Affinitätschromatographie 

Bindepuffer 

pH 8,0 

50 

0,5 

mM 

M 

Natriumphosphatpuffer (4.1.3) 

NaCl 

 

Elutionspuffer  

pH 8,0 

50 

0,5 

500 

mM 

M 

mM 

Natriumphosphatpuffer (4.1.3) 

NaCl 

Imidazol 

Protein-Probenpuffer 95% 

5% 

 Bindepuffer 

Elutionspuffer 

 

Proteine mit His6-Tags wurden über eine Affinitätschromatographie über Ni-NTA Agarose 

(PureCube Ni – NTA Agarose, Biozym, Hamburg, Deutschland) aufgetrennt. Die Ni-NTA 

Agarose wurde in 5 mL Säulen (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers 

vorbereitet und mit 7,5 mL Protein-Probenpuffer äquilibriert.  

Der filtrierte Überstand (4.4.7) wurde über die Säule gegeben. Die an der Ni-Agarose 

gebundenen Proteine wurden zunächst mit 3,5 mL Elutionspuffer (Elution 1) und in einem 

zweiten Schritt mit 7,5 mL Elutionspuffer (Elution 2) von der Säule gelöst. Die Elution 1 

wurde im Centricon (Vivaspin® 20, Sartorius AG, Göttingen, Deutschland) konzentriert und 

mit Bindepuffer zweimal gewaschen, um das restliche Imidazol auszuwaschen. Die Säule 

wurde mit 10 mL Protein-Probenpuffer regeneriert und für weitere Aufreinigungen bei 4°C 

gelagert. 

4.6.8 Immunologischer Nachweis von Proteinen im Western-Blot 

Blot-Puffer 

pH 8,3 

25 

192 

20% 

mM 

mM 

(v/v) 

TRIS 

Glycin 

Methanol 

 

PBS 

pH 7,5 

137 

1,5 

8,1 

2,7 

mM 

mM 

mM 

mM 

 

NaCl 

KH2PO4 

Na2HPO4 

KCl 

PBS-T 

pH 7,4 

0,05% (v/v) Tween-20 in PBS (1x) 

Alkalische Phosphatase Puffer 

pH 9,5 

100 

100 

5 

mM 

mM 

mM 

 

TRIS-HCl 

NaCl 

MgCl2 

Nitrobluetetrazolium (NBT) 0,05 g in 1 mL 70% 

Dimethylformamid (DMF) 
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Bromochloroindolyl-dinatrium 

Salz (BCIP) 

0,05 g in 1 mL 100%  

Dimethylformamid (DMF) 

 

Um die über die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (4.6.3) nachzuweisen wurden diese 

zunächst elektrophoretisch auf eine Membran aus Nitrocellulose (Protran 83 Nitrocellulose, 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) übertragen. Dazu wurde das 

SDS-PAGE Gel auf einer Membran platziert und mit Blotpuffer umgeben. Die Membran 

wurde zwischen zwei Filterpapiere (Satorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen), zwei 

Schwammtücher und zwei Kunststoffgitter geklemmt und fixiert. Diese Konstruktion wurde 

senkrecht in eine Blotkammer (Transphor Electrophoresis Unit, Hoefer Scientific 

Instruments, USA) geschoben und diese mit Blotpuffer gefüllt. Es wurde bei 40 mA und 4°C 

über Nacht geblottet. Nach dem Blotten wurde die Membran in Milchpulversuspension aus 

5% (w/v) Magermilchpulver in PBS-T unter stetigem Schütteln für 30 Minuten blockiert. 

Danach wurde die Membran mit dem Antigen-spezifischen Antikörper 

(RGS-His Antibody 34610 Qiagen, Hilden, Deutschland) in 2,5% (w/v) 

PBT-T Milchpulversuspension für zwei Stunden unter Schütteln und bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran drei Mal für 10 Minuten mit PBS-T 

gewaschen um den überschüssigen Antikörper zu entfernen. Anschließend wurde die 

Membran mit dem sekundären Antikörper (Rabbit Anti-Maus Alkalische Phosphatase-

Konjugat (A3562), Sigma Aldrich, München, Deutschland) in 2,5% (w/v) 

PBS-T Milchpulversuspension für zwei Stunden unter Schütteln und bei Raumtemperatur 

inkubiert. Es erfolgte ein erneuter Waschgang und Äquilibrierung der Membran mit 

alkalischem Phosphatase Puffer. Durch die Zugabe des Substrates (66 µL NBT + 

33 µL BCIP in 10 mL alkalische Phosphatase Puffer) wurde die Bindung des Konjugats 

detektiert. 

4.6.9 Dünnschichtchromatographie 

Die Produkte der enzymatischen Hydrolyse von Xylan, durch Xylanasen, wurden mittels 

Dünnschichtchromatographie (DC) untersucht. 

Organisches Laufmittel 9 Teile 

3 Teile 

1 Teil 

3 Teile 

 Essigsäureethylester 

Essigsäure 

Methansäure 

H2O 

 

Färbelösung 0,2% 

1 Teil 

(w/v) Oricin 

Schwefelsäure 
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9 Teile Methanol 

Hydrolysepuffer  

pH 4,8 

 

0,05  M Natriumacetat 

Oligomere 0,1% 

0,1% 

0,1% 

0,1% 

0,1% 

0,1% 

(w/v) 

(w/v) 

(w/v) 

(w/v) 

(w/v) 

(w/v) 

Xylose 

Xylobiose 

Xylotriose 

Xylotetraose 

Xylopentose 

Xylohexose  

 

Um die Hydrolyse des Xylans zu ermitteln, wurde  

Aufgereinigtes Protein (4.6.7)  

Xylan (0,1%) 

Hydrolysepuffer  

10% 

50% 

40% 

 

in einem 100 µL Ansatz bei 30°C für 15 Minuten, 1 Stunde und 17 Stunden inkubiert. 

Nach jedem Zeitpunkt wurde 1 µL abgenommen und auf eine Silicagel G-60 Platte F254 

(20 x 20 cm, Merck, Darmstadt, Deutschland) pipettiert. Als Standard wurde je 1 µL der 

unterschiedlichen Oligomere in einem Abstand von 1,5 cm auf die Platte gegeben. Die Platte 

wurde aufrecht in 100 mL Organischem Laufmittel in eine Dünnschichtkammer 

(Desaga-GmbH, Sarstedt, Wiesloch, Deutschland) gestellt und für 40 Minuten laufen 

gelassen. Anschließend wurden die Platten bei 80°C für 10 Minuten getrocknet, mit der 

Färbelösung besprüht und weitere 2 Stunden bei 80°C inkubiert. Das Restriktionsmuster der 

Enzyme konnte durch den Vergleich zu den Standards abgelesen werden. 

4.7 Bioinformatische Methoden 

4.7.1 ITS Sequenzierung der Pilzsammlung 

Die ITS (Internal transcribed spacer) Sequenz ist eine Marker Sequenz, die in jedem Genom 

von Mikroorganismen und Pflanzen. Bei Pilzen dient sie als bevorzugte Sequenz der 

ribosomalen DNA um Pilzisolate innerhalb einer Art und zwischen Arten phylogenetisch zu 

identifizieren [Schoch et al. 2012]. Sie umfasst die Sequenz des ITS1, das 5,8 S rRNA Gen 

und die Region ITS2 und wird von der 18S Region und 28S Region flankiert (Abbildung 

24) Die gesamte ITS Region wurde mit spezifischen Oligonukleotiden (4.1.4) mittels PCR 

(4.5.5) amplifiziert und zur Überprüfung von beiden Seiten sequenziert (4.1.8), um 

anschließend mit SeqMan (5. Edition 2006, Lasergene, DNASTAR) assembliert zu werden.  
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Abbildung 24: Genregion ITS 1 und Genregion ITS 2 

 

4.7.2 Datenbanken 

Zur Analyse von Aspergillus sydowii wurde die Datenbank von JGI (Joint Genome Institut, 

https://jgi.doe.gov/) verwendet. Das Genom des Stammes Aspergillus sydowii CBS 593.65 

v1.0 wurden am 13.12.2011 unter der JGI Projekt ID 403567 auf der Internetseite URL: 

https://genome.jgi.doe.gov/portal/ veröffentlich. 

4.7.3 BLAST Ring Image Generator (BRIG) 

Zur Darstellung der CAZyme Analyse (4.2.5) auf die spezifischen Chromosomen der 

Pilzisolate FW57 und FW16.1 wurde das Programm BRIG (BLAST Ring Image Generator) 

Version 0.95 benutzt. 

4.7.4 Homologiemodelle 

Um die Proteine visuell darzustellen wurde mit der Protein Data Base (PDB, 

https://www.wwpdb.org/) und dem Programm YASARA (Yet Another Scientific Artificial 

Reality Application, Version 13.9.8) ein Homologiemodell der jeweiligen Enzyme erstellt. 

Mit dem Programm PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8.4.2, 

Schrödinger, LLC) wurde das 3D-Modell modelliert.  

4.7.5 Bioinformatische Programme 

Um das Signalpeptid in den Genen zu verifizieren wurde das Programm SignalP 4.1 Server 

benutzt [Petersen et al. 2011]. Die Annotierung des codogen und nicht codogen 

sequenzierten ITS Strangs wurde mit der Software SeqMan 7.1.0 (Lasergene, DNASTAR) 

gemacht. Die Annotation der identifizierten Peptide aus der LC/MS-MS (4.2.2) wurde mit 

dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) von National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) durchgeführt. Zur Bestimmung der Ähnlichkeit zu Aminosäuren der in 

der LC/MS-MS Analyse (4.2.2) identifizierten Peptide wurde der pBLAST von NCBI 

durchgeführt, der auf der Aminosäuresequenz der Proteine beruht. 

Zur Kontrolle der Glykosylierung der untersuchten Enzyme wurden folgende Programm 

verwendet. Für die O-Glykosylierung wurde das Internet Tool NetOGlyc 4.0 Server 

[Steentoft et al. 2013] verwendet, für die N-Glykosylierung der Proteine wurde das Internet 

Tool NetNGlyc 1.0 Server [Gupta et al. 2004] verwendet. 
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5 Zusammenfassung 

Ascomycota produzieren neben antifungalen Metaboliten auch Biomasse abbauende 

Enzyme, die in diversen biotechnologischen Prozessen zum Einsatz kommen. Vietnam als 

tropisches Land bietet durch seinen Artenreichtum die beste Voraussetzung, Pilzisolate mit 

unterschiedlichen Enzymaktivitäten zu finden. Daher wurde eine Pilzsammlung von 

295 Ascomyceten in neun unterschiedlichen Habitaten in Vietnam erstellt, von denen 

164 Isolate auf Gattungsebene phylogenetisch eingeordnet wurden. 

Alle 295 Ascomyceten wurden gegen sechs wirtschaftlich relevante phytopathogene Pilze 

und gegen einen humanpathogenen Pilz auf inhibitorische Wirkung getestet. Bei 15 Isolaten 

konnte eine allgemeine inhibitorische Wirkung gezeigt werden. 

Darüber hinaus wurden die Isolate der Pilzsammlung qualitativ und quantitativ auf die 

Aktivität von Cellulasen, Xylanasen, Chitinasen und Lipasen überprüft. Es wiesen 

69 Pilzisolate eine hohe Enzymaktivität bei einem oder mehreren der Enzyme auf, wobei 

einige Isolate als Hochleistungszersetzer identifiziert wurden. So wurde das Pilzisolat 

Fsh102, Aspergillus sydowii, als sehr guter Produzent für Xylanasen und Cellulasen 

identifiziert. Zwei Xylanasen zeigten bei A. sydowii in einer heterologen Expression 

Aktivität. Eine dieser Xylanasen war über mehrere Tage stabil und zeigte eine hohe Toleranz 

gegenüber verschiedenen Salzen und Detergenzien, während die andere Xylanase tolerant 

gegenüber extremen Temperaturen und verschiedenen Lösungsmitteln war. Beide 

Xylanasen zeigen ein unterschiedliches Substratspektrum und sind damit beide für eine 

biotechnologische Nutzung interessant. 

Das Pilzisolat FW57, Humicola fuscoatra, wurde aufgrund seiner hohen Chitinaseaktivität 

und das Pilzisolat FW16.1, Fusarium solani, wegen seiner hohen Cellulaseaktivität für eine 

CAZyme Analyse bei verschiedenen Substraten ausgewählt und de novo sequenziert. 

Sekretierte CAZyme sind für biotechnologische Prozesse von großer Bedeutung. Die 

sekretierten CAZyme unterscheiden sich bei FW16.1 abhängig vom Substrat, wobei FW57 

bei beiden getesteten Substraten, Chitin und Chitosan, die gleichen Enzyme sekretiert. 

Einige Gene der sekretierten CAZyme konnten mit einer de novo Sequenzierung als 

mögliches Gen-Cluster identifiziert werden. Die Identifizierung von solchen Gen-Clustern 

ist ein wichtiger Schritt für das Verständnis des Zusammenwirkens unterschiedlicher 

Enzyme zum synergistischen Substratabbau.
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6 Abstract 

Ascomycota are able to produce antifungal metabolites and biomass degrading enzymes 

which are useful in various biotechnological processes. Vietnam as a tropical country 

provides ideal conditions to find fungal isolates with different enzyme activities. Therefore, 

a fungal collection of 295 ascomycetes from nine different habitats in Vietnam was 

collected, of which 164 isolates were phylogenetically classified at the genome-level. 

All 295 ascomycetes were tested against six economically relevant phytopathogenic fungi 

and against a human pathogenic fungus for inhibitory effect. In 15 isolates a general 

inhibitory effect could be shown. 

The isolates of the fungal collection were checked qualitatively and quantitatively for the 

activity of cellulases, xylanases, chitinases and lipases. There were 69 fungal isolates with a 

high enzyme activity in one or more of the enzymes, with some isolates identified as 

high-performance decomposers. The fungal isolate Fsh102, Aspergillus sydowii, was 

identified as a very good producer of xylanases and cellulases. Two xylanases of A. sydowii 

were expressed in a heterologous way, retaining their enzymatic activities. One of the 

xylanases was stable for several days and showed a high tolerance to various salts and 

detergents. The other xylanase was stable at extreme temperatures and showed high 

tolerance to solvents. Both xylanases show a different substrate spectrum and are of interest 

for biotechnological applications. 

In general, secreted CAZymes are of great importance for biotechnological processes. 

Therefore, two fungal strains were de novo sequenced and used for a CAZyme analysis on 

various substrates. The fungus isolate FW57, Humicola fuscoatra, was selected due to its 

high chitinase activity and the fungus isolate FW16.1, Fusarium solani, due to its high 

cellulase activity. The secreted CAZymes differ in FW16.1 depending on the substrate. 

FW57 secretes the same enzymes on both tested substrates, chitin and chitosan. Some genes 

coding for the secreted CAZymes could be identified by de novo sequencing as part of a 

possible gene cluster. The identification of such gene clusters is an important step in 

understanding the interaction of different enzymes for synergistic substrate degradation.  
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Anhang I.I: Phylogenetischer Baum der ITS Sequenzen der Pilzsammlung 
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Abbildung 25: Phylogenetischer Baum der ITS Sequenzen der Pilzsammlung. Die Gattungen 

Aspergillus, Penicillium und Talaromyces sind zusammengeklappt und in Anhang I.II dargestellt. Der 

phylogenetische Baum wurde berechnet mit 398 Referenz Sequenzen der TS Sequenz 1, der 5,8S 

rRNA und der ITS Sequenz 2. Die Berechnung erfolgte mit dem Maximum Likelihood (ML) und 

Maximum Parsimony (MP) Kriterien (4.2.4). Die Äste wurden nach der erwarteten Nummer der 

Substitutionen per site skaliert. Die Nummern der Äste geben die Werte an bei 1000 ML bootstraps 

Replikate (links) und bei 1000 MP bootstraps Replikaten (rechts) sind, bei Werten höher als 60%. Die 

Nomenklatur der Trichoderma Stämme wurde mit der Datenbank TrichOKEY 2 verifiziert 4.2.4). 
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Anhang I.II: Phylogenetischer Baum der ITS Sequenzen der Pilzsammlung der Gattungen 

Aspergillus Penicillium und Talaromyces  
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Abbildung 26: Phylogenetischer Baum der ITS Sequenzen der Gattungen Aspergillus, Penicillium und 

Talaromyces. Der phylogenetische Baum wurde mit 398 Referenz Sequenzen der ITS Sequenz 1, der 

5,8S rRNA und der ITS Sequenz 2 berechnet. Die Berechnung erfolgte mit dem Maximum Likelihood 

(ML) und Maximum Parsimony (MP) Kriterien 4.2.4). Die Äste wurden nach der erwarteten 

Nummer der Substitutionen per site skaliert. Die Nummern der Äste geben die Werte an bei 1000 ML 

bootstraps Replikate (links) und bei 1000 MP bootstraps Replikaten (rechts) sind, bei Werten höher 

als 60%. Der Baum wurde gewurzelt mit den Talaromyces Stämmen. 
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Anhang II: Die gesammelten Pilzisolate und ihre zugehörigen Einlagerungsnummern 

(DSMZ ID Nummer) vergeben durch das DSMZ in Braunschweig und die GenBank (NCBI) 

Nummern. 

Tabelle 20: Die Pilzisolate mit zugehörigen DSMZ ID Nummern, vergeben durch das DSMZ 

Braunschweig (4.2.1), und die Genbank Nummern (2.1.2). Die leeren Felder zeigen die noch nicht 

vollständige Einlagerung der Pilzisolate bei der DSMZ Braunschweig (4.2.1) an.  

Pilzisolat DSMZ ID Nummer GenBank Nummer 

FC1 106217 MG098597 

FC12 106227 MG098599 

FC2 106218 MG098600 

FC3  MG098601 

FC4 106219 MG098602 

FC5 106220 MG098603 

FC6.1 106221 MG098604 

FC7 106223 MG098605 

FC9 106225 MG098607 

FF1 104516 MG098608 

FH1 106229 MG098609 

FH100 106260 MG098610 

FH101 106237 MG098611 

FH2.1 106228 MG098612 

FH2.2 106230 MG098613 

FH3 106231 MG098614 

FH4 106232 MG098615 

FH5.1 106233 MG098616 

FH5.2 106234 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

Fi1 106442 MG098706 

Fi10 106453 MG098708 

Fi10.2 106451 MG098707 

Fi100 106487 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

Fi12 106455 MG098709 

Fi14 106457 MG098710 

Fi19 106461 MG098712 

Fi2 106443 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

Fi20 106462 MG098713 

Fi21 106463 MG098714 

Fi22 106464 MG098715 

Fi23 106465 MG098716 

Fi24 106466 MG098717 

Fi26 106468 MG098719 

Fi29 106471 MG098721 

Fi3 106444 MG098722 

Fi30 106472 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

Fi31 106473 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

Fi32 106477 MG098723 



Anhang 

 XVII 

 

Fi34 106474 MG098725 

Fi35 106479 MG098726 

Fi36.1 106480 MG098728 

Fi38 106475 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

Fi39 106482 MG098729 

Fi4 106445 MG098730 

Fi40 106483 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

Fi41 106484 MG098731 

Fi42 106476 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

Fi43 106485 MG098732 

Fi5 106446 MG098734 

Fi6.1  MG098735 

Fi7 106449 MG098736 

Fi9 106451 MG098738 

FL1 106238 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FL10 106248 MG098617 

FL100 106490 MG098618 

FL101 106261 MG098619 

FL12 106250 MG098620 

FL15 106252 MG098621 

FL17 106254 MG098622 

FL18 106255 MG098623 

FL19 106256 MG098624 

FL2 106239 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FL20 106257 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FL3 106240 MG098627 

FL5 106242 MG098629 

FL6 106243 MG098631 

FL6.2 106244 MG098630 

FL7 106245 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FL8 106246 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FL9 106247 MG098632 

FR1 106296 MG098633 

FR10 106307 MG098634 

FR12 106309 MH472613 

FR14 106311 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FR15 106312 MG098636 

FR16 106313 MG098637 

FR18 106315 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FR19 106319 MG098639 

FR2 106297 MG098640 

FR21 106317 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FR23 106319 MG098641 

FR24.1 106320 MG098642 

FR25 106322 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FR26 106323 MG098643 
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FR27 106324 MG098644 

FR29 106326 MG098645 

FR3.2 106299 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FR36.1 106333 MG098648 

FR39 106337 MG098650 

FR5.1 106300 MG098651 

FR6 106302 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FR9 106306 MG098654 

FSh10 106722 MG098655 

FSh101 107513 MG098739 

FSh102 105790 MG098740 

FSh12.2 106715 MG098656 

FSh13 107512 MG098657 

FSh15  MG098658 

FSh16 106756 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FSh17 106723 MG098741 

FSh18 106729 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FSh2 106690 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FSh20 106730 MG098742 

Fsh200 107515 MG098659 

Fsh201 107514 MG098743 

FSh21  MG098660 

FSh22 106731 MG098661 

FSh24 107622 MG098744 

FSh3.1  MG098662 

FSh3.2  MG098663 

FSh4  MG098664 

FSh5 106691 MG098665 

FSh6 106727 MG098666 

FSh7 106721 MH472616 

FSh8 107621 MH472617 

FSh9 106755 MG098668 

FW11 106732 MG098671 

FW13 106707 MG098673 

FW14 106695 MG098674 

FW15 106680 MG098675 

FW16 106696 MG098678 

FW16.1 105788 MG098676 

FW16.2 107620 MG098677 

FW17 106708 MG098679 

FW18 106697 MG098680 

FW2.1 106677 MG098682 

FW24 106709 MG098685 

FW25 106710 MG098686 

FW27 106683 MG098687 

FW3 106694 MG098688 
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FW30 106733 MG098689 

FW33 106711 MG098691 

FW34 106734 MG098692 

FW35 106735 MG098693 

FW36 106736 MG098694 

FW37 106712 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FW38  MG098695 

FW4 106705 MG098696 

FW42.2 107619 MG098697 

FW43  MG098698 

FW49 106685 MG098699 

FW5  MG098700 

FW50.1 106698 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FW52 106687 MG098701 

FW57 105789 MG098702 

FW59 106726 MG098703 

FW63 106754 MG098704 

FW7.1 106752 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

FW8 106706 MG098705 

FW9.2 106679 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

GeoThi 106489 MG098746 

SF1 106354 MG098747 

SF10.1 106364 MG098748 

SF10.2 106365 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

SF10.3 106366 MG098749 

SF11.1 106367 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

SF11.2 106368 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

SF11.3 106369 MG098750 

SF11.4 106370 MH472615 

SF12.1 106371 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

SF12.2 106372 MG098751 

SF13 106374 MG098752 

SF14 106375 MG098753 

SF16 106377 MG098754 

SF17 106378 MG098755 

SF19.1 106380 MG098756 

SF2.2 106356 MH472614 

SF22.3 106384 MG098761 

SF23 106385 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

SF25 106387 MG098763 

SF26 106388 MG098764 

SF27 106389 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

SF28 106390 MG098765 

SF3 106357 MG098766 

SF30 106392 MG098767 

SF31 106393 MG098768 
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SF32.1 106394 MG098769 

SF34 106396 MG098770 

SF35.2 106398 MG098771 

SF36 106399 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

SF39 106402 MG098772 

SF4 106358 MG098773 

SF42 106404 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

SF43 106405 MG098774 

SF5 106359 MG098775 

SF6 106360 Nach Sequenzierung durch DSMZ 

SF7 106361 MG098776 

SF8 106362 Nach Sequenzierung durch DSMZ 
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Anhang III: Quantitativer Enzymtest im Flüssigmedium 

Tabelle 21: Die getesteten Pilzisolate auf die Enzymaktivitäten der Cellulase, Xylanase, Lipase und 

Chitinase mittels des qualitativen Aktivitätstest (4.4.8) im Flüssigmedium (2.2.2). Die Messungen 

erfolgten in Triplikaten. Es wurde die Units und die Units/mg des jeweiligen Pilzisolates bestimmt.  

 Chitinaseaktivität Lipaseaktivität Cellulaseaktivität Xylanaseaktivität 
 Units Units/mg Units Units/mg Units Units/mg Units Units/mg 

FR27       0,08698 ± 

0,001213 

0,30023 ± 

0,004427 

FW63 
0,00033 ± 

7,11E-06 

0,00177 ± 

3,82E-05 
      

FW 

2.1 
    0,00163 ± 

2,84E-05 

0,02281 ± 

0,000485 
  

FW5     0,000597 ± 

0,000155 

0,006115 ± 

0,00159 
  

FW43     0,00285 ± 

5,27E-05 

0,02198 ± 

0,000524 
  

FW33       0,27904 ± 

0,008312 

0,58338 ± 

0,016162 

Fsh6 
0,01279 ± 

0,000363 

0,096423± 

0,002843 

0,03225 ± 

0,011754 

0,14465 ± 

0,052652 
    

Fsh13     0,00564 ± 

1,92E-05 

0,05947 ± 

0,000218 
  

FW24 0,00326 ± 

1,5E-05 

0,02425 ± 

0,000112 
    0,14875 ± 

0,008668 

0,45922 ± 

0,025105 

FW 

16.1 
    0,00588 ± 

1,34E-05 

0,05457 ± 

0,000127 
  

SF14     0,00726 ± 

5,49E-06 

0,05773 ± 

7,97E-05 
  

FW57 
0,01599 ± 

0,00038 

0,11114 ± 

0,002609 

0,01929 ± 

0,00263 

0,06016 ± 

0,00602 
    

FW27     0,00084 ± 

1,31E-05 

0,02253 ± 

0,000351 
  

Fi12     0,00194 ± 

8,78E-06 

0,01998 ± 

9,04E-05 
  

Fi6     0,001047 

8,13E-06 

0,01682 

0,000131 
  

Fi34 
0,00673 ± 

4,91E-05 

0,03105 ± 

0,000227 
      

Fsh17     0,00938 ± 

6,28E-06 

0,01931 ± 

1,78E-05 

0,36607 ± 

0,013219 

0,73625 ± 

0,026247 

Fsh20     0,00082 ± 

5,26E-05 

0,01527 ± 

0,001101 

0,31461 ± 

0,009023 

0,55464 ± 

0,016404 

Fsh21     0,00043 ± 

0,000122 

0,00332 ± 

0,00137 

0,32551 ± 

0,007742 

0,63973 ± 

0,018486 

FF1 
0,01068 ± 

0,004753 

0,12858 ± 

0,064565 
  0,00190 ± 

3,59E-05 

0,01551 ± 

0,000287 

0,25169 ± 

0,009123 

0,45214 ± 

0,016131 

SF7 
0,01392 ± 

0,000529 

0,08388 ± 

0,00337 
  0,00039 ± 

0,000417 

0,00235 ± 

0,004454 
  

SF 

19.1 
0,00708 ± 

7,35E-05 

0,03437 ± 

0,000357 
  0,00226 ± 

6,23E-06 

0,02035 ± 

5,61E-05 

0,29686 ± 

0,018152 

0,57307 ± 

0,03482 

FR1     0,0024 ± 

3,71E-05 

0,01326 ± 

0,000249 

0,55061 ± 

0,017361 

0,97223 ± 

0,023536 

FL15     0,00086 ± 

3,25E-05 

0,00467 ± 

0,000186 
  

FW49     0,00057 ± 

0,000205 

0,00401 ± 

0,001723 

0,32018 ± 

0,017778 

0,64163 ± 

0,036957 

Fi7     0,00205 ± 

5,78E-05 

0,01036 ± 

0,000292 
  

Fi10     0,00118 ± 

5,45E-05 

0,00992 ± 

0,000457 

0,38091 ± 

0,011237 

0,63220 ± 

0,018417 

Fi19     0,00272 ± 

5,79E-05 

0,00693 ± 

0,000148 
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Fi21 0,00923 ± 

0,000132 

0,03634 ± 

0,000521 
    0,33474 ± 

0,014509 

0,58128 ± 

0,023074 

Fi23     0,00067 ± 

8,01E-05 

0,00765 ± 

0,000921 
  

Fi39 
0,00718 ± 

0,000133 

0,04031 ± 

0,000747 
  0,00259 ± 

2,27E-05 

0,01331 ± 

0,000117 
  

FL2 
0,00562 ± 

8,67E-05 

0,03229 ± 

0,000498 
      

SF31     0,00183 ± 

7,66E-05 

0,09452 ± 

0,003954 

0,14610 ± 

0,0099 

0,23093 ± 

0,015571 

FL6 0,01424 ± 

0,000148 

0,06211 ± 

0,000687 

0,01226 ± 

0,001717 

0,03668 ± 

0,005129 

0,00022 ± 

0,000182 

0,00517 ± 

0,004278 

0,29928 ± 

0,009555 

0,52238 ± 

0,018826 

Fsh15     0,00464 ± 

0,000113 

0,01959 ± 

0,00032 
  

FW 

16.2 
    0,00231 ± 

3,48E-05 

0,01757 ± 

0,000305 
  

Fi14     0,00168 ± 

5,8E-05 

0,0613 ± 

0,002113 
  

Fi24 0,00529 ± 

7,08E-05 

0,02323 ± 

0,000309 
  0,00323 ± 

1,55E-05 

0,0134 ± 

6,45E-05 
  

Fi43 0,01535 ± 

0,000831 

0,03738 ± 

0,001487 
  0,00263 ± 

1,4E-05 

0,01846 ± 

9,83E-05 
  

Fi22 
0,00868 ± 

0,000118 

0,0411 ± 

0,000558 
      

Fsh 

201 
0,00894 ± 

0,000257 

0,04756 ± 

0,001472 
  0,0025 ± 

9,56E-06 

0,02002 ± 

7,4E-05 

0,44746 ± 

0,017609 

0,63421 ± 

0,026128 

FL18 
0,00811 ± 

0,000159 

0,03715 ± 

0,00074 

0,02109 ± 

0,000855 

0,10999 ± 

0,003512 
    

FL10 0,00903 ± 

0,000209 

0,04197 ± 

0,000787 
  0,00196 ± 

1,25E-05 

0,02318 ± 

0,000431 

0,3819 ± 

0,009489 

0,69272 ± 

0,018527 

FL 

100 
0,00767 ± 

0,000118 

0,03368 ± 

0,000395 
  0,00205 ± 

2,71E-05 

0,04506 ± 

0,000365 

0,39623 ± 

0,02022 

1,02780 ± 

0,050251 

FL 

101 
0,00981± 

0,00014 

0,03673 ± 

0,000524 
  0,00206 ± 

2,24E-05 

0,02759 ± 

0,0003 
  

FW35 
0,02326 ± 

0,001063 

0,15480 ± 

0,006556 
  0,00211 ± 

7,76E-05 

0,01450 ± 

0,000511 
  

FW36 
0,0096 ± 

0,000355 

0,03976 ± 

0,001469 
  0,00192 ± 

6,95E-05 

0,01136 ± 

0,000411 

0,26506 ± 

0,016995 

0,44000 ± 

0,030855 

Fi1     0,00293 ± 

6,29E-05 

0,01048 ± 

0,000225 
  

FH4 
0,0097 ± 

8,08E-05 

0,06112 ± 

0,000507 
      

FH3 
0,0091 ± 

0,000214 

0,04235 ± 

0,000995 
      

Fsh 

101 
0,01039 ± 

0,000246 

0,13059 ± 

0,003447 

0,01306 ± 

0,000954 

0,08338 ± 

0,00602 

0,00190 ± 

1,84E-05 

0,02496 ± 

0,000395 

0,32267 ± 

0,008319 

0,4351 ± 

0,011452 

Fsh 

200 
0,00490 ± 

4,52E-05 

0,02928 ± 

0,00027 
  0,00143 ± 

6,32E-05 

0,00582 ± 

0,000257 

0,42275 ± 

0,014465 

0,71210 ± 

0,024942 

Fsh 

102 
0,00440 ± 
5,48E-05 

0,02937 ± 
0,000365 

0,032719± 
0,000772 

0,267171 ± 
0,007116 

0,00188 ± 
3,83E-05 

0,02788 

±0,000518 
0,29776 ± 
0,005698 

0,61410 

±0,01188 

FH 

101 
0,00622 ± 

6,78E-05 

0,05097 ± 

0,000648 
  0,002554± 

0,000136 

0,017184± 

0,000917 
  

SF25     0,000696± 

7,29E-05 

0,004219± 

0,00041 

0,147647± 

0,00807 

0,41032 ± 

0,023991 

FW30       0,33488 ± 

0,014303 

0,65430 ± 

0,027946 

Fi4     0,00212 ± 

2,35E-05 

0,01529 ± 

0,000169 

0,24749 ± 

0,013539 

0,41382 ± 

0,022507 

Fi5     0,00498 ± 

0,000153 

0,02292 ± 

0,000706 
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Anhang IV: Test auf antifungale Wirkung der Pilzsammlung gegen phytopathogene Pilze  

 

Abbildung 27: Test auf antifungale Wirkung der Pilzsammlung gegen die phytopathogenen Pilze 

F. oxysporum und F. oxysporum f. sp. cubense mittels Dual Culture Methode. A) Inhibitionstest von 

F. oxysporum gegen Fsh8 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von F. oxysporum 

nach 3 dpi. B) Inhibitionstest von F. oxysporum gegen Fsh15 (links) und das natürliche Wachstum 

ohne Inhibition von F. oxysporum nach 5 dpi. C) Inhibitionstest von F. oxysporum gegen Fi21 (links) 

und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von F. oxysporum nach 3 dpi. D) Inhibitionstest von 

F. oxysporum cubense gegen SF14 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von 

F. oxysporum cubense nach 5 dpi. E) Inhibitionstest von F. oxysporum cubense gegen Fsh8 (links) und 

das natürliche Wachstum ohne Inhibition von F. oxysporum cubense nach 5 dpi. F) Inhibitionstest 

von F. oxysporum cubense gegen Fsh15 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von 

F. oxysporum cubense nach 5 dpi. G) Inhibitionstest von F. oxysporum cubense gegen Fi8 (links) und 

das natürliche Wachstum ohne Inhibition von F. oxysporum cubense nach 5 dpi. H) Inhibitionstest 

von F. oxysporum cubense gegen FW16 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von 

F. oxysporum cubense nach 5 dpi. Das Screening mittels Dual Culture Methode erfolgt in n=1. 
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Abbildung 28: Test auf antifungale Wirkung der Pilzsammlung gegen die phytopathogenen Pilze 

M. oryzae und B. sorokiniana mittels Dual Culture Methode. A) Inhibitionstest von M. oryzae gegen 

Fsh15 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von M. oryzae nach 5 dpi. 

B) Inhibitionstest von M. oryzae gegen Fsh16.1 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition 

von M. oryzae nach 3 dpi. C) Inhibitionstest von M. oryzae gegen Fsh24 (links) und das natürliche 

Wachstum ohne Inhibition von M. oryzae nach 5 dpi. D) Inhibitionstest von M. oryzae gegen FL7 

(links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von M. oryzae nach 5 dpi. E) Inhibitionstest von 

B sorokiniana gegen SF22.3 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von B. sorokiniana 

nach 7 dpi. F) Inhibitionstest von B. sorokiniana gegen SF31 (links) und das natürliche Wachstum 

ohne Inhibition von B. sorokiniana nach 7 dpi. G) Inhibitionstest von B. sorokiniana gegen FL7 (links) 

und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von F. oxysporum cubense nach 7 dpi. 

H) Inhibitionstest von B. sorokiniana gegen FW57 (links) und das natürliche Wachstum ohne 

Inhibition von B. sorokiniana nach 7 dpi. Das Screening mittels Dual Culture Methode erfolgt in n=1. 
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Abbildung 29: Test auf antifungale Wirkung der Pilzsammlung gegen die phytopathogenen Pilze 

S. nodorum und C. heterostrophus mittels Dual Culture Methode. A) Inhibitionstest von S. nodorum 

gegen FW16 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von S. nodorum nach 6 dpi. B) 

Inhibitionstest von S. nodorum gegen FH101 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition 

von S. nodorum nach 9 dpi. C) Inhibitionstest von C. heterostrophus gegen FH4 (links) und das 

natürliche Wachstum ohne Inhibition von C. heterostrophus nach 6 dpi. D) Inhibitionstest von 

C. heterostrophus gegen FH101 (links) und das natürliche Wachstum ohne Inhibition von 

C. heterostrophus nach 7 dpi. Das Screening mittels Dual Culture Methode erfolgt in n=1. 
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Anhang V: Enzyme des Pilzisolates Fsh102 induziert mit CMC.  

Tabelle 22: Enzyme des Pilzisolates Fsh102 induziert mit CMC. Die Identifikation der Enzyme erfolgte 

nach dem Zymogramm mit 1% CMC (4.6.5) mittels Flüssigkeitschromatographie mit 

Massenspektrometrie-Kopplung 4.2.2). Die Annotation, Beschreibung, Deckungsgleichheit 

(Coverage [%]), Anzahl der Peptide (# Peptide) und das Molekulargewicht in kDa (MW [kDa]) wurde 

mit dem Genom des Pilzisolates A. sydowii CBS 593.65 (4.7.2) verglichen. 
 

Annotation Beschreibung Coverage 

[%] 

# Peptide MW 

[kDa] 

1 Putative Glucan endo-

1,3-beta-glucosidase 

Aspsy1156803|e_gw1.9.955.1 13,6 5 47.72 

2 Putitative gutaminase Aspsy1147108|e_gw1.3.1326.

1 

7,54 4 91.302 

3 Putative Dihydrolipoyl 

dehydrogenase 

Aspsy132999|fgenesh1_pg.8_

#_69 

12,24 5 56.501 

4 Putative 

Aminotransferase 

Aspsy1142704|e_gw1.1.1152.

1 

21,50 6 41.401 

5 Mitochondrial carrier 

protein 

Aspsy157616|fgenesh1_pm.4_

#_719 

15,11 4 33.65 

6 Aspartyl aminopeptidase Aspsy1 87371|gm1.4054_g 8,06 3 53.917 

7 Allergenic cerato-platanin Aspsy158163|fgenesh1_pm.5_

#_458 

20,75 2 16.703 

8 Polyubiquitin Aspsy153937|fgenesh1_pm.1_

#_980 

32,79 2 34.322 

9 Ubiquitin-40S ribosomal 

protein 

Aspsy1 87723|gm1.4406_g 16,23 2 17.622 

10 Xylanase or Lipase Aspsy131023|fgenesh1_pg.4_

#_866 

13,96 3 29.495 

11 Beta-lactamase Aspsy155232|fgenesh1_pm.2_

#_554 

6,01 2 62.127 

12 Glycoside hydrolase, 

family 13 

Aspsy154588|fgenesh1_pm.1_

#_1631 

5,91 2 41.962 

12 Arabinan endo-1,5-alpha-

L-arabinosidase 

Aspsy1156274|e_gw1.9.911.1 6,85 2 34.886 

13 Putative 

Adenosylhomocysteinase 

Aspsy153104|fgenesh1_pm.1_

#_147 

9,80 3 48.686 

14 Actin Aspsy151743|fgenesh1_kg.19

_#_75_#_Locus237v1rpkm81

4.15 

9,07 2 41.627 

15 Putative Alpha-amylase Aspsy1 92119|gm1.8802_g 6,39 3 66.865 

16 Alpha-mannosidase Aspsy1769117|CE554079_67

676 

3,93 3 123.25

8 

17 Enolase (2-

phosphoglycerate 

dehydratase) 

Aspsy1 88270|gm1.4953_g 6,85 2 47.479 

18 Carbonic anhydrase Aspsy1141998|e_gw1.1.568.1 12,83 2 25.551 

19 Extracellular cell wall 

glucanase 

Aspsy1120588|gw1.1.3837.1 8,75 1 31.977 

20 Peptidase Aspsy126721|fgenesh1_pg.1_

#_1385 

13,77 2 25.14 

21 Cytochrome c oxidase Aspsy154236|fgenesh1_pm.1_

#_1279 

13,71 2 22.044 

22 Putative aminopeptidase Aspsy1 94487|gm1.11170_g 2,27 2 98.843 

23 Conserved hypothetical 

protein 

Aspsy154369|fgenesh1_pm.1_

#_1412 

3,25 2 73.954 
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24 Histone Aspsy1 145777|e_gw1.2.22.1 20,22 2 10.079 

25 Alpha glucuronidase Aspsy158756|fgenesh1_pm.6_

#_359 

3,31 2 70.732 

26 Putative Glutamate 

dehydrogenase 

Aspsy1162976|e_gw1.17.262.

1 

3,49 1 49.652 

27 Putative Aminopeptidase Aspsy1 86560|gm1.3243_g 2,49 2 98.417 

28 Choline dehydrogenase Aspsy146793|fgenesh1_kg.7_

#_379_#_Locus3116v1rpkm5

4.05 

4,04 1 67.139 

29 NAD-dependent formate 

dehydrogenase 

Aspsy1164264|e_gw1.19.271.

1 

4,08 1 45.474 

30 Heat shock protein 90 Aspsy1 

61916|fgenesh1_pm.15_#_251 

2,00 1 79.522 

31 Putative Vacuolar serine 

protease 

Aspsy155062|fgenesh1_pm.2_

#_384 

1,72 1 78.695 

32 Deuterolysin 

metalloprotease 

Aspsy180480|estExt_fgenesh1

_pm.C_90304 

3,99 1 36.935 

33 1,3-beta-

glucanosyltransferase 

Aspsy1 90336|gm1.7019_g 2,21 2 48.864 

34 Extracellular alkaline 

serine protease 

Aspsy1 88469|gm1.5152_g 6,45 1 42.456 

35 Ubiquitin-60S ribosomal 

protein 

Aspsy1922075|CE707037_13

5665 

11,51 1 15.671 

36 Putative chitinase Aspsy1 98891|gw1.15.71.1 4,80 1 44.55 

37 Prolyl aminopeptidase Aspsy1 84523|gm1.1206_g 2,89 1 50.493 

38 60S ribosomal protein Aspsy138143|fgenesh1_kg.1_

#_379_#_Locus214v1rpkm85

9.32 

8,39 1 16.967 

39 Putative vacuolar aspartyl 

aminopeptidase 

Aspsy1161536|e_gw1.15.178.

1 

1,32 1 108.05

1 

40 Putative extracellular 

serine-rich protein 

Aspsy142610|fgenesh1_kg.3_

#_604_#_Locus415v1rpkm46

9.49 

1,75 1 85.729 

41 Putative Pyridoxine 

biosynthesis protein 

Aspsy1152745|e_gw1.6.114.1 4,53 1 32.655 

42 Putative Chitinase Aspsy143069|fgenesh1_kg.3_

#_1063_#_Locus428v1rpkm4

56.22 

5,41 2 48.979 

43 Putative endo mannanase Aspsy1163337|e_gw1.17.259.

1 

2,23 1 65.909 

44 Putative 60S ribosomal 

protein 

Aspsy1138768|e_gw1.1.4523.

1 

25,06 1 21.803 

45 Cyanate hydratase Aspsy1 85075|gm1.1758_g 8,13 1 17.836 

46 Putative Serine/threonine-

protein phosphatase 

Aspsy131370|fgenesh1_pg.5_

#_295 

4,16 1 61.295 

47 Histone Aspsy139384|fgenesh1_kg.1_

#_1620_#_Locus354v1rpkm5

35.62 

9,71 1 11.365 

48 Hypothetical protein Aspsy1 

158583|e_gw1.11.750.1 

3,75 1 49.598 

49 AMP-dependent 

synthetase 

Aspsy1 92998|gm1.9681_g 7,08 1 12.142 

50 Laccase Aspsy1 

659517|CE444479_32928 

1,30 1 75.967 
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51 Putative Amine oxidase Aspsy142178|fgenesh1_kg.3_

#_172_#_Locus4829v1rpkm2

7.14 

1,79 1 74.915 

52 Superoxide dismutase Aspsy155065|fgenesh1_pm.2_

#_387 

26,62 2 15.895 

53 hypothetical protein Aspsy147806|fgenesh1_kg.9_

#_249_#_Locus6432v1rpkm1

1.88 

8,39 1 17.16 

54 Putative Alcohol oxidase Aspsy1 86212|gm1.2895_g 2,25 1 73.867 

55 Hypothetical protein Aspsy11151790|CE936752_1

244 

5,29 1 20.462 

56 Hypothetical protein Aspsy150580|fgenesh1_kg.15

_#_160_#_Locus1878v1rpkm

96.58 

10,20 1 10.265 

57 Sterigmatocystin 

biosynthesis 

dehydrogenase 

Aspsy1 

51901|fgenesh1_kg.20_#_43_

#_Locus6393v1rpkm12.13 

4,17 1 43.341 

58 Putative Cell wall 

glucanase 

Aspsy1116742|gw1.12.662.1 3,58 1 32.967 

59 Putative UDP-

galactopyranose mutase 

Aspsy1146830|e_gw1.3.1537.

1 

1,88 1 59.581 

60 Ctr copper transporter 

family protein 

Aspsy157378|fgenesh1_pm.4_

#_481 

4,05 1 21.681 

61 Hypothetical protein Aspsy151393|fgenesh1_kg.17

_#_298_#_Locus156v1rpkm1

103.00 

3,83 1 29. 

Apr 

62 14-3-3 protein Aspsy1 88272|gm1.4955_g 3,66 1 30.896 

63 Hypothetical protein Aspsy1120884|gw1.9.977.1 1,76 1 84.009 

64 Hypothetical protein Aspsy155670|fgenesh1_pm.2_

#_992 

7,87 1 13.64 

65 Histone Aspsy1118465|gw1.3.1613.1 9,78 1 10.192 

66 Hypothetical protein Aspsy1198063|estExt_Genewi

se1Plus.C_3_t20088 

1,01 1 87.923 

67 Hypothetical protein Aspsy171830|estExt_fgenesh1

_pg.C_130023 

2,60 1 80.85 

68 Hypothetical protein Aspsy1164401|e_gw1.19.364.

1 

20,95 4 22.412 

69 Putative Dipeptidyl-

peptidase 5 

Aspsy142088|fgenesh1_kg.3_

#_82_#_Locus877v1rpkm213.

38 

7,05 4 79.406 

70 Fructosyltransferase Aspsy1129618|estExt_Genem

ark1.C_2_t30091 

6,60 3 74.619 

71 Cutinase Aspsy1497571|CE282533_87

10 

8,92 2 22.273 

72 Putative GPI-anchored 

cell wall protein 

Aspsy136684|fgenesh1_pg.17

_#_115 

4,02 1 41.67 

73 Putative Beta-

hexosaminidase 

Aspsy155793|fgenesh1_pm.2_

#_1115 

2,14 1 68.235 

74 Putative Spermidine 

synthase 

Aspsy128408|fgenesh1_pg.2_

#_1060 

4,44 1 33.291 

75 Putative 1,3-beta-

glucanosyltransferase 

Aspsy194587|gm1.11270_g 2,71 1 54.695 

76 Extracellular serine 

carboxypeptidase 

Aspsy140061|fgenesh1_kg.1_

#_2297_#_Locus1734v2rpkm

92.23 

2,29 1 58.099 
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77 Urate oxidase Aspsy1151560|e_gw1.5.1524.

1 

27,78 7 34.605 

78 Putative glucoamylase Aspsy1191239|estExt_Genewi

se1Plus.C_1_t20453 

6,49 2 52.406 

79 Leucine aminopeptidase Aspsy149800|fgenesh1_kg.13

_#_255_#_Locus2939v3rpkm

11.73 

11,13 2 54.302 

80 RNase Aspsy163539|estExt_fgenesh1

_pg.C_1_t10464 

9,12 2 31.42 

81 Cell wall glucanase Aspsy162422|fgenesh1_pm.17

_#_210 

2,77 1 46.663 

82 Catalase Aspsy151585|fgenesh1_kg.18

_#_162_#_Locus6698v9rpkm

0.00_PRE 

2,82 1 54.851 

83 Hypothetical protein Aspsy1212146|estExt_Genewi

se1Plus.C_16_t10109 

4,71 1 30.803 

84 Hypothetical protein Aspsy11001838|CE786800_1

2787 

2,41 1 68.651 

85 Putative Kinesin-like 

protein 

Aspsy1146901|e_gw1.3.2209.

1 

1,60 1 131.24

2 

86 Putative Class V chitinase Aspsy195784|gm1.12467_g 11,82 1 12.547 

87 Putative Class V chitinase Aspsy1711574|CE496536_24

98 

3,03 1 47.562 

88 Putative Class V chitinase Aspsy11171011|MIX17350_8

65_66 

3,06 1 47.06 

89 1,3-beta-

glucanosyltransferase 

Aspsy1152690|e_gw1.6.71.1 2,23 1 58.273 

90 Putative short-chain 

dehydrogenase 

Aspsy1144413|e_gw1.2.1310.

1 

13,77 1 26.402 

89 L-lysine 6-

monooxygenase 

Aspsy156501|fgenesh1_pm.3_

#_602 

3,20 1 66.273 

90 Putative Elongation 

factor 1-alpha 

Aspsy146869|fgenesh1_kg.7_

#_455_#_Locus31v1rpkm399

0.29 

1,74 1 49.616 

91 Phospholipase B-like 

protein 

Aspsy149833|fgenesh1_kg.13

_#_288_#_Locus2134v1rpkm

84.68 

1,62 1 66.508 

92 RING finger Aspsy1780439|CE565401_30

465 

5,06 1 18.571 

93 Putative HEAT repeat 

protein 

Aspsy1 88917|gm1.5600_g 0,54 1 294.32

6 

94 Hypothetical protein Aspsy1 

50857|fgenesh1_kg.16_#_73_

#_Locus2354v1rpkm76.39 

3,62 1 45.247 

95 Endo-beta-1,4-

glucanase 

Aspsy1 91734|gm1.8417_g 8,84 2 36.097 

96 6-

phosphogluconolactonase 

Aspsy1139272|e_gw1.1.30.1 4,72 1 44.99 

97 Extracellular salicylate 

hydroxylase/monooxygen

ase 

Aspsy140629|fgenesh1_kg.2_

#_409_#_Locus4508v1rpkm3

0.81 

4,03 1 51.459 

98 Pectate lyase superfamily 

protein 

Aspsy1 86545|gm1.3228_g 1,86 1 97.136 

99 ATP synthase Aspsy184820|gm1.1503_g 2,12 1 55.384 

100 Zn 2cys6 transcription 

factor 

Aspsy161745|fgenesh1_pm.15

_#_80 

2,37 1 75.907 
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101 Putative Cytochrome 

P450 

Aspsy1210517|estExt_Genewi

se1Plus.C_13_t20262 

2,77 1 62.001 

102 Putative beta-1,6-glucan 

boisynthesis protein 

Aspsy1 89172|gm1.5855_g 7,89 1 16.253 

103 Hypothetical protein Aspsy145658|fgenesh1_kg.5_

#_942_#_Locus7576v1rpkm5.

96 

21,34 2 17.329 

104 Putative 

carboxypeptidase 

Aspsy1357228|CE142190_30

159 

4,20 2 68.476 

105 Putative 

endopolygalacturonase 

Aspsy1177453|estExt_Genewi

se1.C_5_t20060 

8,16 2 38.775 

106 Clathrin heavy chain Aspsy1163319|e_gw1.17.441.

1 

1,97 1 190.45

1 

107 CDK-activating kinase Aspsy1141031|e_gw1.1.4112.

1 

5,80 1 39.163 

108 Putative Carbamoyl-

phosphate synthase 

Aspsy1143875|e_gw1.2.1606.

1 

0,89 1 247.15

5 

109 Hypothetical protein Aspsy144731|fgenesh1_kg.5_

#_15_#_Locus4551v1rpkm30.

25 

2,54 1 51.509 

110 Hypothetical protein Aspsy1140330|e_gw1.1.422.1 1,51 1 99.428 

111 Putative 

Carboxypeptidase 

Aspsy1208276|estExt_Genewi

se1Plus.C_11_t10241 

2,08 1 59.431 

112 Hypothetical protein Aspsy157545|fgenesh1_pm.4_

#_648 

3,13 1 36.949 

113 Putative E3 ubiquitin-

protein ligase 

Aspsy162705|fgenesh1_pm.19

_#_83 

1,93 1 81.841 

114 D-amino-acid oxidase Aspsy1132292|estExt_Genem

ark1.C_5_t10253 

3,87 1 38.735 

115 Hypothetical protein Aspsy11048386|CE833348_1

487 

2,72 1 61.762 

116 Hypothetical protein Aspsy1 124322|gw1.15.829.1 6,62 1 45.641 

117 Putative eukaryotic 

translation initiation 

factor 

Aspsy147935|fgenesh1_kg.9_

#_378_#_Locus5779v1rpkm1

7.34 

6,27 1 45.432 

118 C2H2 finger domain 

protein 

Aspsy1 84440|gm1.1123_g 5,62 1 46.475 

119 Hypothetical protein Aspsy1162148|e_gw1.15.675.

1 

12,37 3 42.293 

120 Putative Alpha-amylase Aspsy146796|fgenesh1_kg.7_

#_382_#_Locus2623v1rpkm6

7.15 

3,45 1 50.35 

121 Putative Aspartic 

proteinase 

Aspsy1 

56339|fgenesh1_pm.3_#_440 

4,06 1 42.584 

122 Putative endo beta 1,3 

glucanase 

Aspsy1 

143606|e_gw1.2.1121.1 

1,58 1 94.616 

123 Beta-lactamase-like 

protein 

Aspsy146545|fgenesh1_kg.7_

#_131_#_Locus1950v2rpkm7

2.32 

3,88 1 45.497 

124 Pectate lyase Aspsy1152918|e_gw1.6.1066.

1 

3,13 1 34.209 

125 Putative Oxoglutarate 

dehydrogenase 

Aspsy143911|fgenesh1_kg.4_

#_313_#_Locus850v1rpkm21

9.34 

1,90 1 118.19

3 

126 Probable glucan 1,3-beta-

glucosidase 

Aspsy1131960|estExt_Genem

ark1.C_4_t20318 

2,90 1 45.259 
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127 Putative DUF1237 

domain protein 

Aspsy1373657|CE158619_12

145 

13,27 5 59.255 

128 Putative Mannan endo-

1,4-beta-mannosidase 

Aspsy1 91697|gm1.8380_g 14,80 4 44.374 

129 Putative Citrate synthase Aspsy1157314|e_gw1.10.452.

1 

12,83 4 50.746 

130 Glycerophosphoryl 

diester Phosphodiesterase 

Aspsy155322|fgenesh1_pm.2_

#_644 

10,46 3 45.404 

131 Hypothetical protein Aspsy129969|fgenesh1_pg.3_

#_1131 

7,41 2 46.348 

132 Hypothetical protein Aspsy145086|fgenesh1_kg.5_

#_370_#_Locus385v1rpkm50

5.42 

14,29 1 17.004 

133 Phosphoesterase 

superfamily protein 

Aspsy1153270|e_gw1.6.587.1 5,29 1 50.106 

134 Mannosyl-

oligosaccharide alpha-

1,2-mannosidase 

Aspsy1674804|CE459766_10

412 

3,19 1 56.177 

135 Putative 1,4-beta-D-

glucan 

cellobiohydrolase 

Aspsy159707|fgenesh1_pm.9_

#_81 

4,11 1 49.162 

136 Probable glucan endo-

1,6-beta-glucosidase 

Aspsy1 88712|gm1.5395_g 5,39 1 46.008 

137 3-ketoacyl-CoA thiolase Aspsy144848|fgenesh1_kg.5_

#_132_#_Locus3590v1rpkm4

4.41 

2,85 1 44.088 

138 Pectin lyase Aspsy1138350|e_gw1.1.1833.

1 

3,95 1 39.766 

139 Pigment biosynthesis 

protein 

Aspsy1152224|e_gw1.5.939.1 2,09 1 64.196 

140 Putative myo-inositol-

phosphate synthase 

Aspsy1 90296|gm1.6979_g 3,56 1 58.165 

141 Putative Endo-1,4-beta-

mannosidase 

Aspsy143475|fgenesh1_kg.3_

#_1469_#_Locus8065v1rpkm

4.47 

2,81 1 42.439 

142 Tubulin alpha-1 chain Aspsy153182|fgenesh1_pm.1_

#_225 

2,24 1 49.829 

143 Putative Gamma-

glutamyltranspeptidase 

Aspsy130623|fgenesh1_pg.4_

#_466 

1,51 1 117.35

8 

144 Maltase glucoamylase Aspsy178132|estExt_fgenesh1

_pm.C_4_t10424 

1,47 1 106.63

6 

145 1,4-beta-D-glucan-

cellobiohydrolyase 

Aspsy141148|fgenesh1_kg.2_

#_928_#_Locus359v1rpkm53

1.30 

2,21 1 48.633 

146 Cell wall mannoprotein Aspsy1 105623|gw1.11.282.1 8,20 1 12.443 

147 Hypothetical protein Aspsy1144698|e_gw1.2.3108.

1 

3,74 1 34.83 

148 Putative AP-3 complex Aspsy143988|fgenesh1_kg.4_

#_390_#_Locus4446v1rpkm3

1.57 

8,15 1 19.789 

149 Formamidase Aspsy11095985|CE880947_1

1946 

2,92 1 45.05 

150 Catalase-peroxidase Aspsy185307|gm1.1990_g 3,11 2 82.018 

151 Putative Ras guanine-

nucleotide exchange 

protein 

Aspsy162284|fgenesh1_pm.17

_#_72 

1,02 1 131.43 
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152 5-

methyltetrahydropteroyltr

iglutamate-homocysteine 

methyltransferase 

Aspsy1147181|e_gw1.3.1152.

1 

2,04 1 44.403 

153 Putative 1,4-beta-D-

glucan cellobiohydrolase 

Aspsy137937|fgenesh1_kg.1_

#_173_#_Locus6178v1rpkm1

4.05 

2,22 1 42.811 

154 Histone Aspsy1143421|e_gw1.2.2731.

1 

5,15 1 15.323 

155 GPI anchored 

dioxygenase 

Aspsy135772|fgenesh1_pg.14

_#_231 

3,56 1 42.607 

156 Peptidase aspartic Aspsy147980|fgenesh1_kg.9_

#_423_#_Locus14181v1rpkm

0.59 

2,20 1 49.016 

157 Uracil-DNA glycosylase Aspsy145748|fgenesh1_kg.6_

#_22_#_Locus2499v1rpkm71.

41 

3,18 1 41.332 

158 GPI anchored cell wall 

protein 

Aspsy1283126|CE68088_687

3 

2,79 1 54.604 

159 Putative 

Carboxypeptidase 

Aspsy155870|fgenesh1_pm.2_

#_1192 

2,24 1 64.268 

160 Mannan endo-1,4-beta-

mannosidase 

Aspsy158369|fgenesh1_pm.5_

#_664 

19,20 5 45.138 

161 Probable aspartic-type 

endopeptidase 

Aspsy1188999|estExt_Genewi

se1.C_190004 

7,23 2 51.588 

162 Probable Xaa-Pro 

aminopeptidase 

Aspsy131089|fgenesh1_pg.5_

#_14 

4,52 2 51.789 

163 Putative Aminopeptidase Aspsy1917823|CE702785_82

557 

9,15 1 54.149 

164 Alpha/beta hydrolase 

family protein 

Aspsy1362100|CE147062_10

201 

3,70 1 47.553 

165 Putative Acid 

phosphatase 

Aspsy1149151|e_gw1.4.919.1 3,47 1 45.028 

166 GDSL 

lipase/acylhydrolase 

family protein 

Aspsy1153371|e_gw1.6.1260.

1 

3,97 1 38.984 

167 Glycoside hydrolase 

family 5 protein 

Aspsy1153804|e_gw1.7.523.1 2,60 1 49.258 

168 Putative FAD binding 

domain protein 

Aspsy1141875|e_gw1.1.1098.

1 

2,20 1 53.672 

169 Putative oxidoreductase Aspsy156008|fgenesh1_pm.3_

#_109 

1,94 1 78.549 

170 Pre-mRNA-splicing 

factor 

Aspsy179166|estExt_fgenesh1

_pm.C_60067 

1,62 1 146.65

2 

171 PLC-like 

phosphodiesterase 

Aspsy1139158|e_gw1.1.2428.

1 

4,35 1 50.025 

172 Bestrophin-like Aspsy154771|fgenesh1_pm.2_

#_93 

5,62 1 45.307 

173 Hypothetical protein Aspsy126069|fgenesh1_pg.1_

#_733 

3,44 1 58.875 

174 Stress protein Aspsy195199|gm1.11882_g 3,02 1 39.559 

175 Short-chain 

dehydrogenase 

Aspsy1155841|e_gw1.8.53.1 4,00 1 27.343 

176 Hypothetical protein Aspsy144491|fgenesh1_kg.4_

#_893_#_Locus11951v1rpkm

1.02 

21,74 1 10.396 
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177 Amine oxidase Aspsy1157578|e_gw1.10.186.

1 

15,21 5 59.945 

178 FAD/FMN-containing 

dehydrogenase 

Aspsy191516|gm1.8199_g 5,57 2 61.999 

179 Phospholipase Aspsy1157917|e_gw1.11.540.

1 

2,08 1 69.771 

180 Putative Endo-beta-1,4-

glucanase 

Aspsy156848|fgenesh1_pm.3_

#_949 

4,44 1 47.337 

181 Putative beta-

glucuronidase 

Aspsy1342693|CE127655_38

199 

20,36 10 68.348 

182 FAD/FMN-containing 

isoamyl alcohol oxidase 

Aspsy194331|gm1.11014_g 6,61 3 60.589 

183 Putative Amidase Aspsy159884|fgenesh1_pm.9_

#_258 

2,69 1 60.336 

184 Histidine phosphatase 

superfamily 

Aspsy142929|fgenesh1_kg.3_

#_923_#_Locus6032v1rpkm1

5.23 

2,40 1 58.99 

185 Putative glucose oxidase Aspsy1145638|e_gw1.2.3341.

1 

2,31 1 65.442 

186 Putative hydrolase Aspsy1 92685|gm1.9368_g 2,08 1 51.498 

187 Putative 

Lysophospholipase 

Aspsy1138722|e_gw1.1.273.1 2,22 1 67.722 

188 Histone Aspsy1199586|estExt_Genewi

se1Plus.C_3_t50251 

5,30 1 13.971 

189 Histone Aspsy11147256|CE932218_3

1879 

5,07 1 14.847 
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Anhang VI: Enzyme des Pilzisolates Fsh102 induziert mit Xylan. 

Tabelle 23: Enzyme des Pilzisolates Fsh102 induziert mit Xylan. Die Identifikation der Enzyme erfolgte 

nach dem Zymogramm mit 1% Xylan (4.6.5) mittels Flüssigkeitschromatographie mit 

Massenspektrometrie-Kopplung (4.2.2). Die Annotation, Beschreibung, Deckungsgleichheit 

(Coverage [%]), Anzahl der Peptide (# Peptide) und das Molekulargewicht in kDa (MW [kDa]) wurde 

mit dem Genom des Pilzisolates A. sydowii CBS 593.65 (4.7.2) verglichen. 
 

Annotation Beschreibung  Coverage 

[%] 

# Peptide MW 

[kDa] 

1 Actin Aspsy151743|fgenesh1_kg.19_#_

75_#_Locus237v1rpkm814.15 

9,07 2 41.63 

2 Heat shock protein 90  Aspsy161916|fgenesh1_pm.15_#

_251 

2,00 1 79.52 

3 Heat shock protein 70 Aspsy133431|fgenesh1_pg.9_#_3

9 

2,49 1 69.76 

4 Polyubiquitin Aspsy153937|fgenesh1_pm.1_#_

980 

11,80 1 34.32 

5 Putative ubiquitin-40S 

ribosomal protein 

Aspsy1 87723|gm1.4406_g 5,84 1 17.62 

6 Histone Aspsy1118465|gw1.3.1613.1 9,78 1 10.19 

7 Hypothetical protein  Aspsy142610|fgenesh1_kg.3_#_6

04_#_Locus415v1rpkm469.49 

4,36 3 85.73 

8 Putative Exo-1,4-beta-

xylosidase  

Aspsy1 84747|gm1.1430_g 4,59 2 84.49 

9 Hypothetical protein  Aspsy128486|fgenesh1_pg.2_#_1

138 

1,98 1 115.18 

10 Hypothetical protein  Aspsy1203580|estExt_Genewise1

Plus.C_6_t10196 

1,49 1 84.35 

11 Hypothetical protein  Aspsy1152814|e_gw1.6.52.1 3,11 1 57.80 

12 Actin Aspsy151743|fgenesh1_kg.19_#_

75_#_Locus237v1rpkm814.15 

11,22 3 41.63 

13 Heat shock protein 90  Aspsy161916|fgenesh1_pm.15_#

_251 

2,00 1 79.52 

14 Putative Heat shock 

protein 70 chaperone 

Aspsy139214|fgenesh1_kg.1_#_1

450_#_Locus444v1rpkm444.85 

1,78 1 73.81 

15 Putative Glucan endo-

1,3-beta-glucosidase 

Aspsy1156803|e_gw1.9.955.1 4,38 2 47.72 

16 Putative Endo-1,4-

beta-xylanase 

Aspsy163902|estExt_fgenesh1_pg

.C_1_t20379 

13,41 3 35.43 

17 Putative Glucan endo-

1,3-beta-glucosidase 

Aspsy1156803|e_gw1.9.955.1 2,51 1 47.72 

18 Hypothetical protein  Aspsy155895|fgenesh1_pm.2_#_

1217 

3,68 1 44.03 

19 Putative Endo-1,4-

beta-xylanase 

Aspsy1168372|estExt_Genewise1

.C_1_t60491 

15,00 2 23.52 

20 Putative aldehyde 

dehydrogenase 

Aspsy136479|fgenesh1_pg.16_#_

248 

3,98 1 54.46 

21 Putative transcription 

factor 

Aspsy131982|fgenesh1_pg.6_#_9

0 

1,96 1 105.71 

22 Mediator of RNA 

polymerase II 

Aspsy1576851|CE361813_11644 4,95 1 34.85 

23 Hypothetical protein  Aspsy1203580|estExt_Genewise1

Plus.C_6_t10196 

1,49 1 84.35 

24 Hypothetical protein  Aspsy1 

55895|fgenesh1_pm.2_#_1217 

3,68 1 44.03 
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Anhang VII: Aminosäuresequenzen der untersuchten Cellulasen (Endo1, Endo2, Exo1, 

Exo2) und Xylanasen (Xylanase I und Xylanase II) 

Tabelle 24: Aminosäuresequenzen der in dieser Arbeit untersuchten Gene der Cellulasen und 

Xylanasen. Die Sequenzen, die für die Klonierung und Expression verwendeten Gene Endo1, Endo2, 

Exo1, Exo2, Xylanase I, Xylanase II wurden von dem Pilzisolat A. sydowii CBS 593.65 von JGI (4.7.2) 

verwendet. Die grau hinterlegten Aminosäuren markieren das Signalpeptid (4.7.2). Die rot markierten 

Aminosäuren zeigen die N-Glykosylierungsstellen. Die grün markierten Aminosäuren zeigen die 

O-Glykosylierungsstellen 4.7.2). 

Enzym Aminosäuresequenz 

Endo1 

 

(jgi|Aspsy1|91872|gm

1.8417_g) 

 

MKLNPLFVAFAAGTALAAPRHQKRATFEFFGVNESGAEFGEDNLPG

VYGTDYIFPDPDTISTLISDGFNIFRIQFKMERLTPEITGAFDDAYLKN

LTSAIKSVTSAGATAILDPHNYGRFNNEIMSTPADFQTWWKNVATEF

ADNTNIIFDTNNEYHEMDQELVLNLNQAAIDGIRAAGATSQYIFVEG

NSWSGAWTWVDVNDNLKALTDPQDKIVYEMHQYLDSDGSGTSET

CVSTTIGSERVADATQWLKDNGKIGIIGEFAGGNNDQCRTAIEGMLD

ALKADSDVWLGALWWAAGPWWADYIYSIEPPSGVAYTGMLDTLK

PYLG 

 

Endo2 

 

(jgi|Aspsy1|56986|fge

nesh1_pm.3_#_949) 

 

MAPILSTLSLALTGLPLLSLAQQIGTPENRPLLTTWHCTTRNGCSKQD

TSVVLDAATHSIHALDDPSTSCTTSSGSLDPTLCPDKETCASNCVIDGI

TDYAAHGVETKGGVLKLTQYKNVNGTLNSVSPRVYLLSESNQTSGA

NAGAEKYTAPSLLNQEFTFTVDVSALPCGMNGALYLSEMSLTGGRS

SELNPAGASYGTGYCDAQCYVTPWINGAANVAENGACCNEMDIWE

ANSRATGLTPHPCIYNGGTGSVEEGVYECTNDEECNGPTGENDSVC

DKWGCGFNPYALGAKDYYGRGSSGFEVDTTAPFTVVTQFRTDDNT

TTGALAEIRRLYIQGGKVIQNAVVTAGNSQADSLTDSLCDVTSSWY

AGFGGMERMGEALGRGMVLAMSIWNDAGEYMQWLDGEDSGPCN

ATEGAPAFIEAHTPGTSVTFSNLRWGDIGSTFRGTE 

 

Exo1 

 

(jgi|Aspsy1|59845|fge

nesh1_pm.9_#_81) 

 

MYQRALLFSALLSVSRAQQAGTLQEETHPALTWQRCEASGTCTEVS

GSVVLDSNWRWAHSVDDSTNCYTGNEWDATLCPDNEACATNCAV

DGADYEGTYGITSTGDALTLKFVTGENVGSRVYLMEDDETYQTFDL

LNNEFTFDVDVSNLPCGLNGALYFTSMDPDGGMSKYENNKAGAKY

GTGYCDSQCPRDIKFINGLANVEGWEPSDSDANAGVGGMGTCCPE

MDIWEANSISSAYTPHPCDDIEQTMCEGDACGGTYSAERYAGTCDP

DGCDFNSYRMGNESFYGPGGLVDTSSKMTVVTQFIADGGSLSEIKRF

YVQNGNVIANSASNIDGVEGNSITSDFCTAQKTAFGDDDIFAEHGGL

SAMGDASSAMVLILSIWDDHYASMMWLDSSYPEDADPSTPGVARG

TCENGAGDPSIVETEHADASVTFSNIKFGPIGSTFDSAGTGSGSNSTTR

RF 

 

Exo2 

 

(jgi|Aspsy1|41148|fge

nesh1_kg.2_#_928_#_

Locus359v1rpkm531.

30) 

 

MYKALLFSSILTAVQAQKVGTQQAEDHPSLTWQTCNSGGSCTTVNG

EVVIDANWWLHTVDGYTNCYTGNDWDTSICTSNEVCAEQCALDGA

QYSSTYGITTSGSSLRLNFVTQSQQKNIGSRLYLMDDEDTYTMFHLL

NREFTFDVDVSELPCGLNGAVYFVSMDADGGVSRYPTNEAGAKYG

TGYCDSQCPRDLKFINGQANVEGWEPSATNPNAGVGGHGSCCAEM

DIWEANSISTAYTPHPCDTPGQTICSGDSCGGTYSGDRYGGTCDPDG

CDFNPYRQGNKTFYGPGMTIDTNIPLTLVTQFITADGTDTGALSEIKR

FYVQNGKTIPNSESTWSGNAGNSITTPFCESQKELFGDQDSFSAHGG

LAGMGAALEQGMVLVLSLWDDSYANMLWLDSNYPVDADPSQPGI

ARGTCPTSSGKPDEVEAQHPNAYVVYSNIKFGPIGSTF 
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Xylanase I 

 

(jgi|Aspsy1168372|est

Ext_Genewise1.C_1_t

60491) 

 

MVSLSALLFACTTAIGVFAAPKPSEESSLIERSTPSSTGWHNGYYYSF

WTDGGGDVTYTNGGGGSYSVQWSNVGNFVGGKGWNPGSTRSISYS

GTFNPSGNGYLAVYGWTQNPLIEYYIVESYGTYNPGSGGTYRGTVSS

DGGTYDIYTAVRYNAPSIEGTATFTQFWSVRQSKRTSGSVNTANHFQ

AWARLGMSLGTHNYQIVATEGYQSSGSASITVY 

 

Xylanase II 

 

(jgi|Aspsy1|63902|est

Ext_fgenesh1_pg.C_1

_t20379) 

 

MVYLKSLAGGALFATIASSAAVLPRQSTSLNDAFVAAGKSYFGTCS

DQALLQNSENEAVLNAQFGALTPENSMKWDSIEPSQGSFSWSGADF

LVDYATENNKLIRGHTLVWHSQLPSWVSSISDKTELQSVMENHISEV

MGRYKGKIFHWDVVNEIFEEDGSFRSSVFYNVLGEDFVRIAFEAARA

ADPDAKLYINDYNLDSASYAKTQAMVDNVSKWLEAGVPIDGIGSQ

GHYSASHWSSSEAPAALAALAGTGVSEVAITELDIAGAASADYLNLL

NACLDEEKCVGITVWGVSDKDSWRSELTPLLFNSSYQAKDAYNAII

DALA 
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Anhang VIII: Verifizierung der Enzyme Xylanase I und Xylanase II mittels 

Flüssigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie – Kopplung (LC/MS-MS) 

 

Abbildung 30: Verifizierung der A) Xylanase I und der B) Xylanase II mittels 

Flüssigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC/MS-MS). A) Die 

Übereinstimmung (Coverage %) der Aminosäurensequenz der gereinigten Xylanase I beträgt 

47,68%. B) Die Übereinstimmung (Coverage %) der Aminosäuresequenz der Xylanase II beträgt 

48,83%. Die grünen Bereiche zeigen die gefunden Aminosäuren an, die gelben Bereiche zeigen die 

Aminosäuren an, die nicht gefunden wurden. 
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Anhang IX: Proteingehalt, Volumen und Enzymaktivität der Reinigung von Xylanase I und 

Xylanase II über Affinitätschromatographie  

Tabelle 25: Proteingehalt, Volumen und Enzymaktivität der Reinigung von Xylanase I mittels 

Affinitätschromatographie. Die Proteinmenge in Relation zum Volumen (mg/ml), Die totale 

Proteinmenge (mg), die das totale Volumen (mL), die Aktivität (U), die spezifische Aktivität (U/mg), der 

Reinigungsquotient (fold) sowie die Ausbeute (%) sind für jeden Reinigungsschritt aufgeführt. Die 

Reinigung wurde in Triplikaten durchgeführt. 

 Protein 

(mg/ml) 

Protein 

(mg) 

Volumen 

(ml) 

Aktivität 

(U) 

Spez. Aktivität 

(U/mg) 

Reinigung 

(fold) 

Ausbeute 

(%) 

Rohextrakt 2,12 ± 

0,23 

17,49 ± 

1,92 

8,25 580,36 ± 

35,16 

33,70 ± 4,81 1 100 

Durchfluss 1,61 ± 

0,19 

13,32 ± 

1,56 

8,25 158,79 ± 

11,26 

12,04 ± 1,28 0,36 ± 0,05 27,58 ± 3,55 

Waschschritt 0,12 ± 

0,04 

0,90 ± 

0,32 

7,5 47,49 ± 

2,99 

59,15 ± 18,24 1,71 ± 0,33 8,18 ± 0,20 

Elution 1 0,32 ± 

0,03 

1,78 ± 

0,18 

5,5 315,13 ± 

30,73 

181,14 ± 

37,76 

5,41 ± 0,94 54,48 ± 6,07 

Elution 2 0,01 ± 

0,01 

0,08 ± 

0,01 

7,5 9,35 ± 

0,50 

121,20 ± 9,93 3,65 ± 0,42 1,62 ± 0,14 

Σ  16,07  530,76 ± 

45,47 

  91,86 ± 8.50 

 

Tabelle 26: Proteingehalt, Volumen und Enzymaktivität der Reinigung von Xylanase II mittels 

Affinitätschromatographie. Die Proteinmenge in Relation zum Volumen (mg/ml), Die totale 

Proteinmenge (mg), die das totale Volumen (mL), die Aktivität (U), die spezifische Aktivität (U/mg), der 

Reinigungsquotient (fold) sowie die Ausbeute (%) sind für jeden Reinigungsschritt aufgeführt. Die 

Reinigung wurde in Triplikaten durchgeführt. 

 Protein 

(mg/ml) 

Protein 

(mg) 

Volume 

(ml) 

Aktivität 

(U) 

Spez. Aktivität 

(U/mg) 

Reinigung 

(fold) 

Ausbeute 

(%) 

Rohextrakt 4,33 ± 

0,55 

35,74 ± 

4,56 

8,25 2029,12 

± 192,85 

57,09 ± 3,27 1 100 

Durchfluss 3,05 ± 

0,71 

25,17 ± 

5,84 

8,25 843,44 ± 

204,96 

33,40 ± 0,54 0,59 ± 0,04 40,97 ± 6,91 

Waschschritt 0,61 ± 

0,08 

4,56 ± 

0,57 

7,5 366,07 ± 

16,88 

81,41 ± 9,29 1,42 ± 0,09 18,14 ± 1,17 

Elution 1 02,07 ± 

0,62 

5,19 ± 

1,54 

2,5 542,77 ± 

146,40 

106,08 ± 

15,94 

1,96 ± 0,28 27,23 ± 8,51 

Elution 2 0,02 ± 

0,00 

0,18 ± 

0,04 

7,5 21,75 ± 

3,34 

121,51 ± 

10,89 

2,13 ± 0,17 1,08 ± 0,16 

Σ  35,09 ± 

7,99 

 1774,03 

± 371,58 

  87,42 ± 4,53 
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Anhang X: CAZyme Analyse der Pilzisolate FW16.1 und FW57 

Tabelle 27: CAZyme Analyse der Pilzisolate FW16.1 (F. solani) und FW57 (H. fuscoatra). Die CAZyme 

Analyse (4.2.5) wurde am DSMZ Braunschweig von Dr. Richard L. Hahnke durchgeführt. Dabei 

wurden die durch die de novo Sequenzierung entstandenen kodierten Regionen (CDS) mit der CAZyme 

Datenbank [Cantarel et al. 2009; Lombard et al. 2014] verglichen. 

CAZyme Familien FW16.1 (F. solani) FW57 (H. fuscoatra) 

GH1 9 2 

GH2 11 8 

GH3 36 18 

GH4 0 0 

GH5 16 11 

GH6 0 2 

GH7 1 9 

GH9 0 0 

GH10 2 8 

GH11 2 8 

GH12 5 3 

GH13 8 11 

GH15 1 2 

GH16 21 14 

GH17 6 3 

GH18 13 13 

GH19 0 0 

GH20 2 1 

GH23 0 0 

GH24 2 2 

GH25 0 0 

GH26 0 0 

GH27 2 2 

GH28 10 3 

GH29 0 0 

GH30 0 3 

GH31 9 6 

GH32 4 1 

GH33 2 0 

GH35 7 3 

GH36 3 1 

GH37 2 2 

GH38 1 1 

GH39 2 0 

GH42 0 0 

GH43 41 23 

GH45 0 1 

GH46 0 0 

GH47 11 9 

GH49 1 1 

GH51 4 2 

GH53 1 1 

GH54 0 0 
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GH55 3 18 

GH62 2 3 

GH63 1 1 

GH64 2 1 

GH65 0 0 

GH67 0 1 

GH71 4 6 

GH72 2 4 

GH73 0 0 

GH74 1 1 

GH75 2 2 

GH76 8 11 

GH78 16 6 

GH79 4 6 

GH81 1 2 

GH84 0 0 

GH85 0 0 

GH88 5 1 

GH89 0 0 

GH92 0 3 

GH93 4 3 

GH94 0 1 

GH95 3 2 

GH97 0 0 

GH105 4 1 

GH106 1 0 

GH109 0 0 

GH114 4 1 

GH115 3 3 

GH125 2 3 

GH127 3 0 

GH128 4 3 

GH130 0 0 

GH131 1 3 

GH132 2 2 

GH134 1 1 

GH135 2 2 

GH0 2 2 

GH2;CBM35 0 0 

GH5;CBM1 3 4 

GH5;CBM2;CBM63 0 0 

GH5;CBM63 1 0 

GH6;CBM1 1 2 

GH7;CBM1 2 3 

GH10;CBM1 1 8 

GH11;CBM1 1 3 

GH12;CBM1 0 0 

GH13;GT5 0 0 

GH13;CBM20 0 1 

GH13;CBM48 1 1 
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GH15;CBM20 1 2 

GH16;CBM1 0 1 

GH16;CBM13 0 0 

GH16;CBM18 1 1 

GH16;CBM18;CBM18 0 0 

GH16;CBM6 0 0 

GH18;CBM1 0 0 

GH18;CBM18 4 3 

GH18;CBM18;CBM18 1 3 

GH18;CBM18;CBM50 4 4 

GH18;CBM19 0 0 

GH18;CBM50 0 2 

GH20;CBM32;CBM32 0 0 

GH25;CBM50 0 0 

GH26;CBM35 0 1 

GH27;CBM13 0 0 

GH27;CBM35 1 0 

GH28;CBM1 0 1 

GH30;CBM1 0 0 

GH31;DAA35002.1 0 0 

GH31;GH18 0 0 

GH32;CBM38 1 2 

GH35;CBM32 0 0 

GH43;CBM35 0 0 

GH43;CBM1 0 0 

GH43;CBM1;CBM6 0 0 

GH43;CBM35 3 2 

GH43;CBM42 0 1 

GH43;CBM6 0 1 

GH43;CBM66 0 0 

GH45;CBM1 1 1 

GH46;CBM13 0 0 

GH54;CBM13 0 0 

GH54;CBM42 1 1 

GH55;CBM13 0 0 

GH55;CBM50 0 0 

GH62;CBM1 0 2 

GH62;CBM13 0 0 

GH71;CBM24 0 3 

GH71;CBM24;CBM24 2 0 

GH72;CBM43 1 1 

GH73;CBM50 0 0 

GH74;CBM1 1 0 

GH75;CBM13 0 0 

GH97;CBM13 0 0 

GH97;CBM51 0 0 

GH93;CBM66 0 0 

GH93;CBM13;CBM13 0 0 

GH131;CBM1 0 1 

CE1 1 6 
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CE2 1 0 

CE3 7 5 

CE4 5 5 

CE5 7 6 

CE6 18 5 

CE8 3 1 

CE9 2 1 

CE12 2 2 

CE15 0 3 

CE16 6 1 

CE0 2 4 

CE1;CBM1 0 6 

CE1;CBM2 0 1 

CE2;CBM1 0 1 

CE3;CBM1 0 1 

CE4;CBM18 0 0 

CE4;CBM18;CBM18 2 2 

CE4;CBM50 0 1 

CE5;CBM1 0 2 

CE15;CBM1 0 1 

CE16;CBM1 0 1 

PL1 12 5 

PL3 10 2 

PL4 5 4 

PL7 1 1 

PL8 0 0 

PL9 1 1 

PL11 1 0 

PL14 0 0 

PL20 1 1 

PL1;CBM1 2 0 

PL1;CBM35 0 0 

PL3;CBM1 1 0 

AA1 15 16 

AA2 4 3 

AA3 36 27 

AA4 6 7 

AA5 6 24 

AA5 0 0 

AA6 1 1 

AA7 47 25 

AA8 3 7 

AA9 10 30 

AA9 0 0 

AA11 5 5 

AA12 1 4 

AA13 0 0 

AA0 8 2 

AA3;CBM1 0 1 

AA5;CBM32 1 0 
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AA3;AA8 0 0 

AA5;CBM32 0 0 

AA7;CBM18 0 0 

AA9;CBM1 2 6 

AA9;CBM18 1 0 

AA10;CBM2 0 0 

AA10;CBM12 0 0 

AA13;CBM20 1 1 

CBM18 0 0 

CBM21 0 0 

CBM50 0 0 

CBM63 0 0 

GT1 18 7 

GT2 9 8 

GT3 1 1 

GT4 7 7 

GT8 6 2 

GT15 5 4 

GT17 1 1 

GT18 0 0 

GT20 3 3 

GT21 1 1 

GT22 4 4 

GT24 1 1 

GT25 0 2 

GT31 0 1 

GT32 7 5 

GT33 1 1 

GT34 2 2 

GT35 1 1 

GT39 3 3 

GT41 3 4 

GT47 0 0 

GT48 2 1 

GT50 1 1 

GT51 0 0 

GT55 0 1 

GT57 2 2 

GT58 1 1 

GT59 1 1 

GT62 3 3 

GT64 2 0 

GT66 1 1 

GT69 6 5 

GT71 3 5 

GT76 1 1 

GT90 5 5 

GT91 0 0 
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