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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Infektion und Lebenszyklus

Fusarium graminearum (Teleomorph Gibberella zea) ist ein filamentdser Ascomyzet
und der Haupterreger der Ahrenbleiche (Fusarium head blight, FHB) bei Weizen (Tri-
ticum aestivum) beziehungsweise der Kolbenfaule (ear rot) beim Mais (Zea mays)
(Abbildung 1). Neben Weizen und Mais werden auch Gerste (Hordeum vulgare) so-
wie kleinkdrnige Graser von geringerer 6konomischer Bedeutung befallen. F. grami-
nearum wird h&ufig als hemibiotropher Schaderreger klassifiziert (Brown et al. 2010).
Detaillierte mikroskopische Untersuchungen konnten jedoch zeigen, dass bereits bei
der initialen Infektion Nekrosen auftreten, die nicht mit einer friihen biotrophen Phase
in Einklang zu bringen sind (Boenisch und Schéafer 2011).

H,0 Infiziert H,0 Infiziert

Abbildung 1 Schadbild einer F. graminearum-Infektion auf Mais und Weizen. Die Infektion fiihrt
auf Mais zur Kolbenfaule (ear rot). Beim Befall von Weizen kommt es zum Ausbleichen der Ahre (Fu-
sarium Head Blight, FHB). Bei der Infektion beider Wirtspflanzen kommt es zur Kontamination der
Korner mit Mykotoxinen aus der Klasse der Trichothecene. (Maisinfektionen 42 dpi, Weizeninfektionen
21 dpi).



Einleitung

Fusarium graminearum Uberwintert als saprophytisches Myzel in infizierten Ernte-
rickstanden, auf denen Fruchtkorper (Perithecien) gebildet werden (Gilbert und Fer-
nando 2004). Die Bildung der Perithecien kann dabei durch Selbstung eines Stam-
mes stattfinden (homothallisch). Aus den Perithecien werden die sexuellen Ascospo-
ren freigesetzt, die durch Wind, Regen oder Insekten verbreitet werden (Goswami
und Kistler 2004). Landen die Sporen auf Weizenpflanzen wahrend der Blite, be-
ginnt die Bildung komplexer Infektionsstrukturen (Boenisch und Schafer 2011). Nach
der initialen Penetration wachsen die Hyphen durch das Leitgewebe und infizieren
die restlichen Bluten der Ahre. Auf den infizierten Ahren werden asexuelle Konidios-
poren gebildet, die weitere Pflanzen infizieren kénnen. (Abbildung 2). Epidemiolo-
gisch stellen die Ascosporen bei einer F. graminearum-Infektion im Feld das Primar-
inokolum dar (Gilbert und Fernando 2004). Die Verbreitung durch Konidiosporen ist
von untergeordneter Bedeutung fur die F. graminearum-Infektion (Paulitz 1999).

\ % grain
maturation
colonization of
flowers, seeds |
and stems/»'

I airborne -
spores

54 forcible discharge | 4
of ascospores from ]
& perithecium
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splash
dispersed |
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Abbildung 2 Lebenszyklus von F. graminearum. Das Primarinokulum stellen die sexuell gebildeten
Ascosporen dar, welche auf Erntertickstanden im Feld gebildet werden. Bei feuchtwarmen Bedingun-
gen werden die Ascosporen aus den Fruchtkdrpern (Perithecien) freigesetzt. Die freigesetzten Sporen
infizieren Weizenpflanzen wahrend der Blite. Auf befallenen Pflanzen werden Konidien (asexuelle
Sporen) gebildet, die zu einer Sekundarinfektion fihren. Fusarium graminearum Uberwintert im Boden
in Form von Erntertickstanden, auf denen erneut Perithecien gebildet werden. Im Friihjahr breitet sich
die Infektion ausgehend von den Ernterlickstdnden wieder aus. Abbildung enthommen aus Trail
(2009).



Einleitung

Fusarium head blight tritt in den gemaRigten Klimazonen der Erde auf, wobei am
haufigsten Infektionen aus den Vereinigten Staaten von Amerika, Kanada, China und
Europa gemeldet werden (McMullen et al. 1997).

Schatzungen ergaben, dass F. graminearum alleine in China bis 7 Millionen Hektar
Ackerflache befallt, was zu einem Verlust von bis zu 2,5 Millionen Tonnen Getreide
fuhrt (Duvelller et al. 2007). Das epidemiologische Risiko wird durch das feuchtwar-
me Wetter sowie ausgedehnte Regenfélle im Frihjahr oder Sommer signifikant er-
hoht (Sutton 1982, Stack 1999).

1.2. Mykotoxine von F. graminearum

Die Infektion mit F. graminearum auf Weizen fuhrt haufig zu Ertragsverlusten sowie
der Bildung von eingetrockneten und verfarbten Kornern (McMullen et al. 1997). Das
betroffene Getreide ist haufig kontaminiert mit hitzestabilen Mykotoxinen aus der
Ubergruppe der Trichothecene. Unterteilt werden die Trichothecene in Typ A (T-2
Toxin und Diacetoxyscirpenol) sowie in Typ B (Fusarenon-x, Nivalenol sowie Deoxy-
nivalenol) (Bennet und Klich 2003). Wahrend der Weizenbluteninfektion kommt es
durch F. graminearum frih zur Bildung von Deoxynivalenol (DON) sowie von ver-
schiedenen acetylierten Derivaten. Unterschieden wird dabei zwischen 3-
Acetyldeoxynivalenol (3-ADON), 15-Acetyldeoxynivalenol (15-ADON. Die Bildung
des jeweiligen Derivats wird fir die Einteilung in F. graminearum-Chemotypen ge-
nutzt (Kazan et al. 2012). DON wird als Produkt der Sesquiterpen-Biosynthese mit
Farnesylpyrophosphat als Startermolekll gebildet. Die Toxizitat von DON besteht in
der Inhibierung von Peptidyltransferasen. Diese Hemmung unterbindet die Ausbil-
dung der Peptidbindung an den Ribosomen. Wird mit DON kontaminiertes Getreide
aufgenommen, kommt es zu Ubelkeit, Erbrechen und genereller Immunosuppression
(Bennet und Klich 2003).

Ein zweites F. graminearum-Mykotoxin ist das Polyketid Zearalenon (ZEA). Die Syn-
these von Zearalenon geht von Acetyl-CoA sowie Malonyl-CoA aus. Zearalenon wird
aufgrund seiner Wechselwirkung mit den humanen Ostrogenrezeptoren ERa und Er
(Zinedine et al. 2007) als nicht steroidales Mykoostrogen beschrieben. Zearalenon
wird nicht wahrend der Weizeninfektion gebildet, sondern akkumuliert beim ,post
harvest® Befall von Weizenkérnern (Voigt et al. 2007). Fur die Infektion der Wirts-

pflanzen ist die Bildung von Zearalenon daher nicht essenziell.
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1.3.Bedeutung der DON-Synthese fur die Weizeninfektion

Initial wird die Weizenblite durch die Bildung von verschiedenen Typen von komple-
xen Infektionsstrukturen (Appressorien) infiziert (Boenisch und Schafer 2011). Ob-
wohl in den Infektionsstrukturen die Trichothecensynthese bereits friihzeitig anlauft,
bilden Atri5-Mutanten ebenfalls Infektionsstrukturen und penetrieren erfolgreich das
Wirtsgewebe (Boenisch und Schafer 2011). Fur die initiale Infektion ist die Bildung
von DON daher nicht erforderlich. Im weiteren Verlauf der Infektion wachsen die
Pilzhyphen durch den Ubergang des Blitenbodens zum Leitgewebe der Ahre. Die-
ses Gewebe, auch als Rachisknoten bezeichnet, ist eine hochgradig induktiv wirken-
de Zone fur die DON-Biosynthese (llgen et al. 2009). Die Gene fir die Synthese von
sekundaren Stoffwechselmetaboliten sind in filamentdsen Ascomyzeten haufig in
Genclustern organisiert. Beispiele dafur finden sich in der Sterigmatocystin- und Afla-
toxin-Biosynthese in Aspergillus nidulans, der Penicilin-Biosynthese in Penicillium
chrysogenum sowie der Trichothecen- und Zearalenon-Biosynthese in Fusarium
Spezies (Keller und Hohn 1997). In F. graminearum steht der sogenannte ,Tri-
Cluster unter Kontrolle zweier im Cluster lokalisierter Transkriptionsfaktoren (Tri6
sowie Tri10). Durch die Zyklisierung von Farnesylpyrophosphat zu Trichodien durch
die Trichodien Synthase (Tri5), dem ersten Enzym des Clusters, wird die DON-
Synthese eingeleitet. Die Deletion von Tri5 fihrt mangels alternativer Synthesewege
zu einem kompletten Einbruch der Toxinsynthese (Proctor et al. 1995). DON ist ein
essenzieller Virulenzfaktor fur die Kolonisierung der Weizenahren, nicht jedoch flr
die Infektion von Gerste und Mais (Maier et al. 2006).

Fusarium graminearum-Mutanten, die in der DON-Synthese gestort sind, kolonisie-
ren nur die infizierte Blute und wachsen nicht mehr durch den Rachisknoten (Proctor
et al. 1995, Maier et al. 2006). Dem Rachisknoten kommt damit eine tragende Rolle
fur die pilzliche Virulenz beziehungsweise fur den Aufbau der Pflanzenverteidigung
zu. Strukturell scheinen die Zellwande des Rachisknoten wéahrend der Infektion mit
Atri5-Stammen massiv verstarkt zu werden, wobei der zugrunde liegende Mecha-
nismus aktuell noch unbekannt ist (Jansen et al. 2005). Bei der Infektion mit Dele-
tionsmutanten der sekretierten Lipase FGL1 bleibt die Infektion ebenfalls auf die in-
okulierte Blute beschrankt (Voigt et al. 2005).

Derzeit stehen keine kommerziellen Weizensorten mit starker FHB-Resistenz zur

Verfigung. Daher wird in der Pflanzenzlichtung versucht, verschiedene Typen von
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Resistenzen in die Produktionslinien einzukreuzen. Die FHB-Resistenz wird abhan-
gig vom Verlauf der Infektion in Typ | (Resistenz gegen die Initiale Infektion) und Typ
Il (Wachstum innerhalb der Ahre) unterteilt (Schréder und Christensen 1963). Weite-
re Resistenzformen sind u. a. Typ Il (Infektion der Korner) sowie Typ IV (Resistenz
durch Detoxifizierung) (Mesterhazy 1995).

1.4.Polyamin-Synthese im Zuge der F. graminearum-Infektion

Aufgrund der volkswirtschaftlichen Bedeutung der Fusarientoxine ist die DON-
Biosynthese auf molekularer Ebene gut aufgeklart. Die beteiligten Enzyme sowie die
einzelnen Synthesereaktionen sind im Detail beschrieben (Kimura et al. 2007). Un-
klar sind bisher die Faktoren und Bedingungen, die zur Induktion wahrend der Pflan-
zeninfektion fluhren. Bisher wurden in Kultur Polyaminen, reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS), bestimmten Zuckerquellen sowie ein saurer pH-Wert eine induktive Wirkung
auf die DON-Synthese zugeschrieben (Gardiner et al. 2009, Ponts et al. 2009, Jiao et
al. 2008, Gardiner et al. 2009, Merhej et al. 2010). Unter den bereits beschriebenen
Induktoren sind die Polyamine aufgrund ihrer Verbindung zur Stressantwort der
Pflanze von besonderem Interesse. Grundsatzlich werden Polyamine bei verschie-
denen physiologischen Stressbedingungen durch Aktivitat der Schlisselenzyme Or-
nithin-Decarboxylase (OCD) sowie Arginin-Decarboxylase (ACD) gebildet. Haufig
beschrieben wird die Bildung des Polyamins Putrescin bei osmotischem Stress, Ver-
letzungen und Induktion durch Jasmonsaure oder Abscisinsaure (Alcazar et al.
2010).

Bei der Infektion von T. aestivum durch F. graminearum werden vermehrt Polyamine
synthetisiert. Die Synthese erfolgt seitens der Pflanze durch vermehrte Expression
der OCD sowie der ACD. Im infizierten Weizengewebe steigt im Anschluss die Kon-
zentration von Putrescin, Spermidin und Cadaverin an (Gardiner et al. 2010). Der
Anstieg von Putrescin findet dabei bereits einen Tag nach der Infektion statt, was
den Schluss nahelegt, dass die Induktion des Tri-Clusters durch Polyamine vermittelt
wird (Gardiner et al. 2010).

In der Pflanzenverteidigung wird die Bildung von Polyaminen als Konjugat mit Hydro-
xyzimtsauren beschrieben. Obwohl die Rolle der Polyaminkonjugate noch nicht ab-
schliel3end geklart ist, sind z. B. Dimere von 4-Coumarylagmatin (Hordatin) als Inhibi-

toren des pilzlichen Wachstums charakterisiert (Bagni und Tassoni 2001). Polyamine
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werden abgebaut durch Diaminooxidasen oder Polyaminoxidasen, wobei 4-
Aminobutanal entsteht. Bei dieser Reaktion wird H,0O, freigesetzt, weshalb diese Re-
aktion auch als Abwehr gegen Infektionen dienen kdonnte (Walters 2003). Durch eine
Aldehyddehydrogenase wird 4-Aminobutanal umgesetzt zu 4-Aminobuttersaure
(GABA). Der Polyaminstoffwechsel sowie der GABA-Metabolismus sind daher mitei-

nander verbundene Reaktionen.

1.5.4-Aminobuttersaure (GABA) — ein ubiquitar vorkommender Stressmeta-
bolit

4-Aminobutterséure ist eine nicht-proteinogene Aminosaure, die ubiquitar in Pilzen,
Algen, Farnen, hoheren Pflanzen und Tieren vorkommt. Die Isolierung erfolgte erst-
mals 1949 aus Gewebe von Solanum tuberosum (Steward et al. 1949). Das Haupt-
augenmerk der Forschung richtete sich in den nachfolgenden Jahren auf die Bedeu-
tung von GABA in der Signaltransduktion im humanen Cortex. GABA ist der wichtigs-
te inhibitorische Neurotransmitter, wohingegen der Vorlaufer Glutamat zu den wich-
tigsten exzitatorischen Neurotransmittern gezahlt wird (Petroff 2002).

Der GABA-Metabolismus besteht aus drei enzymatisch katalysierten Reaktionen, die
als GABA-shunt bezeichnet werden (Abbildung 3). Der Kreislauf beginnt mit der De-
carboxylierung von Glutamat zu GABA durch die Glutamat-Decarboxylase (GAD) im
Cytosol. Der Grof3teil der endogenen Produktion von GABA erfolgt Uber die GAD-
vermittelte Metabolisierung von Glutamat. Das Aktivitatsoptimum der GAD liegt bei
pH 6,0 und wird iiber den Ca*/Calmodulin-Komplex gesteuert (Snedden et al. 1992,
Baum et al. 1996). GABA wird von Transaminasen (GAT) zu Succinat-Semialdehyd
(SSA) umgesetzt. Die GAD als auch die GAT-Reaktion finden nur nach Bindung des
Cofaktors Pyridoxalphosphat statt. SSA wird von Succinat-Semialdehyd Dehydroge-
nasen (SSADH) zu Succinat umgesetzt.

Aus SSA kann in einer Nebenreaktion durch eine Glyoxylatreduktase auch 4-
Hydroxybutansaure (GHB) gebildet werden (Breitkreuz et al. 2003). GHB ist, wie
GABA, hdchstwahrscheinlich in der Stressantwort involviert (Allan et al. 2008). Die
Bildung von GHB kann sowohl im Cytosol als auch in den Plastiden stattfinden
(Shelp et al. 2012). Die Reaktionsschritte, ausgehend von der Decarboxylierung bis

hin zur Einspeisung in den Tri-Carbonsaure-Zyklus (TCA-Zyklus) werden als GABA-
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shunt bezeichnet (Abbildung 3). Sowohl die GAT als auch die SSADH sind haufig in
den Mitochondrien lokalisiert.

Glutaminase

a-Ketoglutarat Glutamin o Glutamat
TCA-Zyklus GAD
SSADH GAT
; Succiniat
Succinat
ZN Semialdehyd 7 N GABA
NADH NAD* Glutamat a-KG

Abbildung 3 Der GABA-shunt. Durch die Decarboxylierung von Glutamat durch die Glutamat-
Decarboxylase (GAD) wird GABA gebildet. GABA-Transaminasen (GAT) uUbertragen die Aminogruppe
auf a-Ketoglutarat und rekonstruieren dabei Glutamat. Als Produkt der Transaminierung entsteht Suc-
cinat-Semialdehyd. Dieses wird durch Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenasen (SSAD) zu Succinat

umgesetzt. Succinat geht als Substrat in den TCA-Zyklus ein.

Im letzten Reaktionsschritt des GABA-shunts werden NADH sowie Succinat gene-
riert, welche als Substrate fur die Komplexe der Atmungskette und dem TCA-Zykluzs
dienen. Biochemisch erfolgt die GABA-Metabolisierung durch den GABA-shunt und
mundet in den TCA-Zyklus. Die Bildung von Succinat Uber SSA erfolgt in Abhangig-
keit des Energielevels und wird negativ Gber die ATP- sowie NADH-Konzentrationen
reguliert (Bouché und Fromm 2004). Dieser Rickkopplungsmechanismus stellt si-
cher, dass die SSADH-Reaktion und damit die Bildung von Succinat aus GABA nur

unter Energiemangel-Bedingungen stattfindet.

1.6. Lokalisierung der Enzyme des GABA-shunts

In Arabidopsis thaliana findet die Aufnahme von GABA durch einen Prolin-
Transporter (AtProT2) sowie einen GABA-Transporter (AtGAT1) statt (Shelp et al.
2012, Meyer et al. 2006). Die Decarboxylierungsreaktion (GAD-Reaktion) findet im
Cytosol statt, wobei sowohl die GAT-Reaktion als auch die SSADH-Reaktion haufig
in den Mitochondrien stattfindet (Shelp et al. 2012). Diese Lokalisierung der beteilig-

ten Enzyme ist nicht in jedem Organismus konserviert. In S. lycopersicum zum Bei-
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spiel existieren mehrere GABA-Transaminasen-Isoformen, die entweder in die Plas-
tiden, das Cytosol oder in die Mitochondrien importiert werden (Clark et al. 2009). In
Saccharomyces cerevisiae fehlt eine N-terminale Signalsequenz fur den Mitochon-
drienimport einer SSADH. Spater konnte auf subzellularer Ebene gezeigt werden,
dass eine SSADH-GFP-Fusion im Cytosol akkumuliert (Coleman et al. 2001, Huh et
al. 2003). Die Metabolite der cytosolischen sowie der mitochondrialen Reaktions-
schritte werden durch Permeasen in die entsprechenden Kompartimente gebracht.
Diese GABA-Permeasen sind daher das Bindeglied zwischen der GABA-Bildung im
Cytosol sowie der Metabolisierung in den Mitochondrien (Michaeli et al. 2011).

1.7. Genetische Kontrolle des GABA-Metabolismus

Die genetische Kontrolle des GABA-Katabolismus ist vor allem durch Studien in S.
cerevisiae sowie in A. nidulans aufgeklart worden. In S. cerevisiae wird der GABA-
Stoffwechsel durch zwei positiv wirkende Transkriptionsfaktoren UGA3 sowie UGA35
(Dal81) gesteuert. Die Induktion des GABA-Abbaus erfolgt iber UGA3 sowie UGA35,
wobei die Expression der GABA-Permease (UGA4), der GABA-Transaminase
(UGA1) sowie der Succinat-Semialdehyde Dehydrogenase (UGA3) hochreguliert
wird (Vissers et al 1990). Die Regulierung der strukturellen GABA-Gene erfolgt damit
in Form eines Regulons durch Substrataufnahme. Der Import von GABA kann durch
die UGA4-Permease, eine generelle Aminosauren-Permease sowie eine Prolin-
Permease stattfinden (Kumar und Punekar 1997).

In A. nidulans unterliegt die Regulation der GABA-Permease dem pH-Wert vermittelt
Uber pacC, dem Integrator Gen intA, dem Kataboliterepressor creA sowie dem globa-
len Stickstoffregulator AreA (Hutchings et al. 1999, Kumar und Punekar 1997).

1.8. GABA-Bildung infolge von abiotischen Stresszustdnden sowie als Si-

gnalmetabolit

Die Bildung von GABA findet haufig bei einer Reihe von physiologischen Stresszu-
standen, wie zum Beispiel Kélte, Hitze, mechanischer Verwundung, UV-Stress u. a.
statt (Bown und Shelp 1997, Kinnersly und Turano 2000). In kalteresistenten Hor-

deum- und Triticum-Linien ist die GABA-Konzentration im Gegensatz zu den frost-
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sensitiven Linien stark erhoht (Mazzucotelli et al. 2006). Diskutiert wird ebenfalls eine
Rolle als osmotisch wirkende Substanz nach Salzstress. In Tabak-Zellkulturen steigt
die GABA-Konzentration bei ansteigenden Natriumchlorid-Konzentrationen an, was
den Schluss nahelegt, dass GABA im Zuge des Salzstress aktiv gebildet wird und
eine Rolle in der Stoffwechselantwort spielt (Binzel et al. 1987). Die Generierung von
transgenen Linien, die im GABA-Stoffwechsel gestort sind, hat die Erforschung und
die Validierung einiger bisher aufgestellter Hypothesen moglich gemacht. Neuere
Untersuchungen in A. thaliana konnten zeigen, dass in dieser Pflanze der GABA-
Stoffwechsel auf ionischen, nicht jedoch auf osmotischen Stress reagiert (Renault et
al. 2010).

Wahrend in friheren Untersuchungen die Rolle von GABA im Zuge verschiedener
abiotischer Stressfaktoren beschrieben wurde, wendet sich die aktuelle Forschung
der Rolle von GABA als Signalmetaboliten zu. Untersuchungen in A. thaliana konn-
ten zeigen, dass die Akkumulation von GABA zu weitreichenden Expressionsande-
rungen fuhrt (Roberts 2007). GABA als Botenstoff ist auch in die Steuerung von Ent-
wicklungsprozessen wahrend der Befruchtung involviert. Wird in A. thaliana die GA-
BA-Transaminierung unterbrochen (pop2 Mutation), kommt es zu einem fehlgerichte-
ten Wachstum des Pollenschlauches. Der Abbau eines maternalen GABA-
Gradienten durch GABA-Transaminasen des Pollens erméglicht ein zielgerichtetes
Wachstum des Pollenschlauchs. Dieser chemotaxische Prozess ist in pop2-Mutanten
gestort und fuhrt dazu, das der Pollenschlauch an den Samenanlagen vorbei wachst
(Palanivelu et al. 2003). Unbekannt ist bisher, wie die Signalwirkung von GABA ver-
mittelt wird, obwohl erste Untersuchungen eine Bindung an Glutamatrezeptoren na-

helegen (Kinnersley und Turano 2000).

1.9. GABA in der Interaktion zwischen Wirt und Phytopathogenen

Wahrend die beteiligten Gene des GABA-Katabolismus sowie ihre spezifische Regu-
lation gut aufgeklart sind, ist die Rolle von GABA in der Pflanzenverteidigung bisher
nur wenig erforscht. Haufig diskutierte Faktoren fir die Induktion der GABA-Bildung
ist die Aktivierung der GAD durch den Ca?"Calmodulin-Komplex sowie ein niedriger
physiologischer pH-Wert des Cytosols (Snedden et al. 1995, Crawford et al. 1994).
Calcium-lonen sind als ,Second Messenger® im Zuge der Pflanzenverteidigung be-

schrieben worden (Lecourieux et al. 2006). Im Zuge des Einstroms von Ca?®" kénnte
9



Einleitung

es zu einer Aktivierung der GAD kommen, was zu einer GABA-Akkumulation fihrt.
Eine erhdhte GABA-Bildung ist bei Infektion von Oryza sativa, H. vulgare und Bra-
chypodium distachyon durch Magnaporthe grisea beschrieben worden (Parker et al.
2009). Die GABA-Bildung erfolgt daher unabhéngig von den jeweiligen Wirtspflanzen
und scheint auf konservierten Verteidigungsreaktionen zu beruhen. Die GABA-
Bildung ist in O. sativa durch einen Elicitor der Zellwand von M. oryzae induzierbar
und geht einher mit Veranderungen in der Kozentration von Metaboliten des TCA-
Zyklus (Takahashi et al. 2008). Von Pflanzenseite erfolgt, u. a. durch Salicylsaure
vermittelt, eine Induktion der OsGABA-T (GABA-Transaminase) bei Befall mit einem
virulenten M. oryzae Isolat (Wu et al. 2006). Dies spricht dafur, dass GABA wahrend
der Infektion von Pflanzenseite metabolisiert wird. M. oryzae Deletionsmutanten der
GABA-Transaminase sowie der SSADH sind stark verringert in ihrer Virulenz auf
Reis und Gerste, was die Bedeutung des pilzlichen GABA-Metabolismus fiir eine er-
folgreiche Infektion unterstreicht (Guo et al. 2011).

Bei der Infektion von A. thaliana mit Pseudomonas syringae konnte gezeigt werden,
dass der Abbau des pflanzlichen GABA einen grof3en Einfluss auf die bakterielle Vi-
rulenz hat. Die Deletion aller drei bakteriellen GABA-Transaminasen fuhrt dabei zu
einer verringerten Virulenz wahrend der A. thaliana-Infektion. Werden pop2-Mutanten
von A. thaliana mit dem Triple-Deletionsstamm infiziert, ist die Virulenz weitaus star-
ker reduziert (Park et al. 2010). Dieses Experiment legt den Schluss nahe, dass 1.der
GABA-Metabolismus des Pathogens essenziell fur eine erfolgreiche Infektion ist und
2. hohe pflanzliche GABA-Konzentrationen, die vom Pathogen nicht abgebaut wer-
den, sich negativ auf den Erfolg der Infektion auswirken (Park et al. 2010). Ein weite-
res Beispiel fur die Bedeutung von GABA fiir eine erfolgreiche Infektion ist die Infek-
tion von S. lycopersicum mit dem biotrophen Pilz Cladosporium fulvum. Wahrend des
Wachstums im apoplastischen Raum kommt es zu einem Anstieg der GABA-
Konzentration. Die Autoren schlussfolgern, das GABA eine wichtige Stickstoffquelle
fur das Pathogen wahrend der Infektion darstellt (Solomon und Oliver 2002).

Fur F. graminearum sind bisher keine Untersuchungen des GABA-Metabolismus und
seiner Bedeutung fur die Virulenz durchgefuhrt worden. Suzuki und Mitarbeiter konn-
ten zeigen, dass die Verstoffwechslung der Polyamine von einem GABA-Anstieg be-
gleitet wird (Suzuki et al. 2013). Die GABA-Konzentration ist im DON induzierenden,
Polyamin freien DON-Induktionsmedium mit (NH4),HPO, als Stickstoffquelle eben-

falls stark erhtht, was auf eine direkte Verbindung zwischen GABA und DON-
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Synthese hindeutet (Lowe et al. 2010). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
beim Abbau der pflanzlichen Zellwand alle Gene des F. graminearum GABA-shunt
induziert werden (Carapito et al. 2008). Der Metabolismus von GABA kdnnte damit
nicht nur die Verbindung zwischen Polyaminstoffwechsel und DON-Synthese in plan-
ta, sondern daruber hinaus einen essenziellen Stoffwechselweg wéhrend der Pflan-
zeninfektion darstellen. Es ist daher notwendig, neben der in vitro--Analyse auch die

metabolischen Prozesse wahrend der Pflanzeninfektion zu verstehen.

1.10. Untersuchung metabolischer Prozesse wahrend der Pflanzenin-

fektion

Die Analyse des metabolischen Profils wahrend der Pflanzeninfektion ermdglicht es,
eine Vielzahl von Stoffwechselwegen zu identifizieren, die im Zuge der Infektion akti-
viert werden. Ein Vorteil von Metabolom- gegentber Transkriptom- oder Proteom-
Ansatzen ist dabei die hohe Korrelation zwischen dem untersuchten Phanotyp und
dem metabolischen Muster (Allwood et al. 2008). Das Metabolom wird dabei nicht
beeinflusst von Expressionsdnderungen (Transkriptom) sowie von post-
translationalen Anderungen (Proteom). Die Untersuchung des Metaboloms ermdg-
licht daher einen direkten Nachweis ohne etwaige auftretende transkriptionelle Ampli-
fizierungskaskaden oder spatere Veranderungen in der Proteinaktivitat (Phosphory-
lierungen, Glykosylierungen u. a.) (Tan et al. 2009). Ein Grundproblem von metabo-
lomischen Ansatzen der Phytopathologie besteht in der Vermischung von Metaboli-
ten beider Interaktionspartner. Durch die Infektion der Pflanze mit einem Pathogen
liegt ein durch reziproke Prozesse erzeugtes Metabolom vor. Der Anteil von spezifi-
schen Metaboliten (z. B. Ergosterol als charakteristisches pilzliches Membranlipid)
eines Interaktionspartners ist dabei weitaus geringer als der Anteil von generischen
Metaboliten. Chemisch lassen sich zum Beispiel Zuckerverbindungen (Glukose,
Fructose u. v. a. m.) nicht einem Interaktionspartner zuordnen. Die bloRe Untersu-
chung eines metabolischen Profils erlaubt es daher haufig nicht, die Bedeutung eines
Stoffwechselweges fiir einem Interaktionspartner zu charakterisieren. Wird hingegen
der Metabolismus in einem Interaktionspartner ausgeschaltet, kann die Bedeutung
dieses Metaboliten fur den Erfolg der Infektion nachvollzogen werden.

Bisherige metabolomische Untersuchungen zielten auf die Entdeckung globaler

metabolischer Veranderungen bei der Infektion von mehreren Wirtsarten oder die
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Entdeckung von putativen Resistenzmetaboliten ab. Werden zum Beispiel O. sativa,
H. vulgare sowie B. distachyon mit M. oryzae infiziert, kommt es zu einer metaboli-
schen Umprogrammierung des Stoffwechsels aller Wirtspflanzen, die in der Akkumu-
lation von Phenylpropanoiden sowie Verdnderungen des Energiestoffwechsels min-
den (Parker et al. 2009). Das metabolische Profil einer F. graminearum-Infektion
wurde bisher im Hinblick auf mdgliche Resistenzmetaboliten untersucht. Zu diesem
Zweck wurden Weizenlinien mit verschiedenen Auspragungen von FHB Typ II-
Resistenzen verglichen. Resistenzen gegeniuber FHB korrelieren dabei h&ufig mit
einem Anstieg von Zimtsauren sowie Veranderungen im Zucker und Fettsaureprofil
(Hamzehzarghani et al. 2005). Die benotigten Metabolite fir die Synthese der Se-
kundarmetabolite werden dabei aus dem Primarstoffwechsel entnommen. Einer der
wichtigsten Stoffwechselwege ist dabei der TCA-Zyklus, der die Reduktionsédquiva-
lente fur die Generierung von ATP liefert.

1.11. Mitochondriale Energieerzeugung in Pilzen

Die oxidative Phosphorylierung zur ATP-Generierung erfolgt in den funf Komplexen
der Atmungskette in den Mitochondrien. Die Komplexe I, Ill und IV pumpen Protonen
aus der Matrix des Mitochondriums in den Intermembranraum. Der erzeugte Poten-
tialgradient generiert beim Ruckstrom durch die ATP-Synthase (Komplex V) ATP
(Abbildung 4). In phytopathogenen Erregern sind die Komplexe der Atmungskette ein
beliebtes Ziel von Fungiziden (Barlett et al. 2002). Die Erforschung der pilzlichen Re-
spiration ist daher eng gekoppelt an die Entwicklung neuer Fungizide. Haufig einge-
setzte Fungizide stammen aus der Strobilurin-Klasse (Azoxystrobin, Pyraclostrobin,
Fluoxastrobin u. v. m.) und unterbrechen den Elektronentransport im Komplex Il (Cy-
tochrom-c-Reduktase). Resistenzen treten haufig in Stammen auf, die einen Bypass
der Atmungskette in Form der Alternativen Oxidase (AOX) aufweisen. Dieses Enzym
ermoglicht es, die Komplexe Il und IV zu Uberbricken und Elektronen durch Ubiqui-
non direkt auf die AOX zu Ubertragen. Die AOX uUbernimmt dabei die Rolle des Kom-
plex IV und reduziert Sauerstoff zu Wasser. Die Energieausbeute ist dabei geringer,
da keine Protonen von den Komplexen Il und IV gepumpt werden. Dies hat zur Fol-
ge, dass das mitochondriale Membranpotential und damit die Moglichkeit im Komplex

V ATP zu erzeugen, eingeschrankt ist.
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H* H* H* H*
|
Komplex | Komplex
v
Komplex
[}
0,
Fumarat 0, H,0
GABA- nNaDH Succinat
shunt
TCA- ADP. ATP
NAD Zyklus Oxalacetat
Succinyl-
CoA
Citrat Matrix

Abbildung 4 Erzeugung von ATP durch oxidative Phosphorylierung. Die Komplexe I, lll und 1V
pumpen Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum. Der erzeugte Protonengradient wird im
Komplex V zur Generierung von ATP eingesetzt. Der Elektronenfluss findet dabei von Komplex | und
Il auf Ubiquion statt (Q) und von dort aus weiter zum Komplex 11l und anschlielend zum Komplex IV.
Die Alternative Oxidase (AOX) ist ein Sonderfall der mitochondrialen Atmung. Die AOX ermdglicht es,
Elektronen vom Ubiquion direkt auf Sauerstoff zu tUbertragen. Die AOX abhangige Atmung Uberbriickt
die Komplexe Il und IV. Komplex Il ist im Metabolismus von Succinat im TCA-Zyklus beteiligt. Die
Metabolisierung von Glutamat durch den GABA-shunt fihrt zu einer Freisetzung von NADH sowie

Succinat, welches direkt in den Komplex Il eingebracht wird.

Die Atmungskette in Podospora anserina nimmt Einfluss auf die Seneszenz. Wird die
Cytochrom-c-Oxidase ausgeschaltet, findet eine vermehrte Atmung Uber die AOX
statt, was zu einer verlangerten Lebensspanne fuhrt. Diskutiert wird eine geringere
ROS-Produktion bei vermehrter AOX-Rekrutierung (Dufour et al. 2000). Die Bedeu-
tung von mitochondrial erzeugter Energie fur die Virulenz eines phytopathogenen

Pilzes ist bisher noch nicht beschrieben worden.
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1.12. Zielsetzung

Fusarium graminearum ist ein bedeutendes Pathogen der gemaligten Breiten. Die
Bildung von Trichothecenen fuhrt zu einem betrachtlichen volkswirtschaftlichen
Schaden. Die Erforschung der friihen Infektionsbiologie ermoglicht es, Mechanismen
der pilzlichen Virulenz zu verstehen und damit Ansatze fur die Resistenzzichtung zu
liefern.

Aufgrund der Bedeutung des Rachisknotens fur die Toxininduktion sowie der Rolle
als zentrales Element der Pflanzenverteidigung, ist dieser Gewebeabschnitt eine
wichtige Schaltstelle fur den Verlauf einer Weizenbliteninfektion (Proctor et al. 1995,
Voigt et al. 2005, Jansen et al. 2005, llgen et al. 2009). Die metabolischen Verande-
rungen in dieser Geweberegion sind bisher unbekannt und sollten in der vorliegen-
den Arbeit untersucht werden. Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher die Beschrei-
bung der Veradnderungen der globalen Priméar- und Sekundarstoffwechselkreislaufe
sowie die Charakterisierung von Mutanten des 4-Aminobuttersdure (GABA)-
Metabolismus. Um die Bedeutung des GABA-Metabolismus fur eine erfolgreiche In-
fektion zu klaren, wurden Deletionsmutanten hergestellt und biochemisch sowie mo-
lekularbiologisch untersucht. Im Zuge dieser Arbeit soll die Bedeutung von GABA fur
die mitochondriale Respiration und fir eine erfolgreiche Pflanzeninfektion herausge-

arbeitet werden.
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2. Material und Methoden

2.1.F. graminearum Stamme und generelle Kulturbedingungen

Eingesetzt wurde der F. graminearum Wildtyp-Stamm 8/1 (Miedaner et al. 2000). Die
Bildung von Konidien wurde in Weizen-Flissigmedium (siehe Kulturmedien) bei
28 °C unter Schitteln fur eine Woche induziert. Die gebildeten Konidien wurden ge-
waschen und tber 100 um Siebe filtriert. Jeder eingesetzte Stamm wurde als Koni-
dienstock in wassriger Losung bei -70 °C gelagert. Fur die Extraktion von genomi-
scher F. graminearum DNA wurde eine YPG-Kultur (siehe Kulturmedien) fur 3 Tage
bei 28 °C unter Schutteln inkubiert. Das Myzel wurde anschlieRend zweimal mit steri-
lem Wasser gewaschen und lyophilisiert. Fir die Isolierung von genomischer T. aes-
tivum DNA wurde 10 mg lyophilisiertes gemorserte Ahren eingesetzt. Die Proben
wurden in einer Retsch-Muhle (Retsch, Haan, Deutschland) mit einem 1 mm Sieb-

ring-Einsatz gemorsert.

2.2.Eingesetzte Kulturmedien und Bedingungen

Fur die Substrat-Nutzung in Festmedien wurden 92 mm Petrischalen eingesetzt. So-
weit nicht anders angegeben, wurde immer 20 ml Medium fir eine Petrischale einge-
setzt. 1 Liter Minimalmedium besteht aus:

10 ml Lésung B (20 g It KH,POy; 25 g I MgSO, x 7H,0; 10 g I'* NaCl)

10 g Saccharose,

1 ml Lésung D (60 g I'* H3BOs; 390 mg I™* CuSO, x 5H,0; 13 mg I KI; 60 mg

It MnSO4 x H,0; 51 mg I (NH4)sM07024 x 4H,0; 5.48 g I'* ZnSO4 x 7H,0;

932 mg I'"* FeCl; x 6 H,0).

5 mM einer Stickstoffquelle (Endkonzentration).
Fur das Medium wurde Lésung B zusammen mit MilliQ-Wasser autoklaviert (fir die
Herstellung von Festmedien wurde 1,6 % granulierter Agar vorher hinzugegeben).
Die Stickstoffquellen sowie die Saccharose wurden steril filtriert. Lésung D wurde

anschlieBend unter sterilen Bedingungen hinzugegeben. In der Folge wird ein Mini-
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malmedium nach der jeweiligen einzigen Stickstoffquelle als Stickstoffquelle-
Minimalmedium- bezeichnet (z. B. GABA-Minimalmedium, GABA-MM).

Um verschiedene Kohlenstoffquellen zu tberprufen, wurde das Medium ohne Sac-
charose als Kohlenstoffquelle, aber mit 5 mM NaNOs als Stickstoffquelle hergestellt.
Als Kohlenstoffquelle wurde anschliel3end die zu testenden Substanzen hinzugege-
ben. Alle Platten wurden, sofern es in den Bildunterschriften nicht anders angegeben
wurde, mit Agarstiicken aus CM (Complete medium)-Vorkulturen (3 Tage alt) oder
mit 10 pl einer 100 Konidien pl™* Konidien-Lésung inokuliert. Es wurden mindestens
drei unabhangige AAgta;..-Mutanten sowie mindestens zwei unabhéngige Agta;- und
Agta,-Mutanten mit jeweils mindestens drei technischen Wiederholungen getestet.
Fur die Herstellung von 1 Liter CM-Medium wurde 0,1 % Hefe-Extrakt, 0,1 % Casein
zusammen mit 800 ml VE-Wasser autoklaviert. Fur die Herstellung von Festmedium
wurde 1,6 % granulierter Agar hinzugegeben. Im Anschluss wurde Lésung A (1 g
Ca(NO3)2 x 4H,0 pro Liter Medium, angesetzt als 100fache Stammlésung) 10 ml L6-
sung B (siehe oben) sowie 1 % D-Glukose steril filtriert und zu dem Medium gege-
ben. Abschlielend wurde 1 ml Losung D (siehe oben) unter sterilen Bedingungen
hinzugegeben und das Endvolumen auf 1 Liter mit sterilem VE-Wasser eingestellt.
Antibiotika oder zu testende Substanzen wie z. B. H,O, wurden nach Abkihlen des
Mediums auf ca. 50 °C hinzugegeben.

Die Herstellung von Karotten-Festmedien zur Fruchtkérper-Induktion erfolgte wie bei
Cavinder et al. 2012 beschrieben. Es wurden 400 g frische Karotten eingesetzt. Die
Karotten wurden gewaschen und geschalt. Anschlielend wurden die Karotten kurz
mit VE-Wasser in der Mikrowelle erwarmt und daraufhin in einem Waring-Blender
zerkleinert (Waring Products, Connecticut, Vereinigte Staaten von Amerika). Die zer-
kleinerten Karotten wurden anschlieBend durch eine Gaze filtriert und das Filtrat
wurde mit VE-Wasser auf einen Liter aufgefullt. Fir die Herstellung von Festmedien
wurde 1,6 % granulierter Agar vorher hinzugegeben. Das Medium wurde autoklaviert
und in 92 mm Petrischalen gegossen. Die fertigen Platten wurden mit 1000 Konidien
inokuliert und fur 5 Tage bei 25 °C und einer Photoperiode von 16 Stunden mit UV-A
Lampen und normalen Lampen inkubiert. Im Anschluss wurde das Myzel mit 4 mi
einer 2,5 % Tween 60 Losung (in Wasser gelost) entfernt. Die Platten wurden an-
schlieBend 3 Wochen inkubiert. Neu auftretendes Luftmyzel wurde mit 2,5 % Tween

60 L6sung entfernt.
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Fur die Kultivierung von F. graminearum in Flussigkultur wurde ein YPG-Medium
verwendet. Dieses besteht aus 1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton sowie 2 % Glukose. Alle
Bestandteile wurden zusammen autoklaviert.
Die Herstellung des Zellwand-Extraktes wurde nach der Methode von Sposato et al.
1995 durchgefuhrt. Ca. 100 g Weizenblatter wurden lyophilisiert und anschliel3end in
einer Retsch-Muhle mit einem 1 mm Siebring zerkleinert. Das zerkleinerte Material
wurde 1 h bei Raumtemperatur in 0,1 M KH,PO, pH 7 gerihrt. Die Suspension wur-
de anschlieRend durch 8-Lagen Gaze gefiltert und wieder in Phosphatpuffer aufge-
nommen. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Im Anschluss wurde das
Filtrat jeweils zweimal mit Wasser, Methanol, Methanol:Chloroform (1:1, v/v) nachei-
nander gewaschen. Zwischen jedem Schritt wurde die Suspension durch 8-Lagen
Gaze gefiltert. Vorhandene Pigmente wurden durch einen Methanol-Waschschritt
entfernt. AnschlieRend wurde das Filtrat zweimal mit Aceton gewaschen und filtriert.
Aceton Ruckstande wurden bei Raumtemperatur unter dem Abzug Uber Nacht ver-
dampft.
Fur die Hefe-Transformation wurde zur Selektion SD-Urea angesetzt. Dieses be-
stand aus:

20 g Glukose

Difco Hefe-Stickstoff ohne Aminosauren

-Ura DO Zusatz (Clontech Laboratories, Kalifornien, Vereinigte Staaten von

Amerika)

Alle Bestandteile wurden zusammen autoklaviert.

2.3.RNA Isolation und gRT-PCR Bedingungen

Fur die Isolierung von mRNA unter GABA induzierenden Bedingungen wurde eine
YPG-Vorkultur gewaschen und mit einem 100 uM Sieb filtriert. Anschlie3end wurde
1 g halbtrockenes Myzel in ein Minimalmedium mit 5 mM GABA als einziger Stick-
stoffquelle Uberfuhrt. Nach zwei Stunden wurde das Myzel gewaschen und filtriert
und in flissigem Stickstoff schockgefroren. AnschlieBend wurde das Myzel lyophili-
siert. Die RNA-Isolation erfolgte mit Trifast (Peqglab, Erlangen, Deutschland) nach den
Angaben des Herstellers. Zusatzlich wurde nach Homogenisation mit Trifast die Pro-
be bei 12.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert, um Polysaccharide, Fette und genomische

DNA zu entfernen. Die erhaltene RNA wurde mittels DNasel in einem 20 ul Ansatz
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nach Angaben des Herstellers (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) ver-
daut. Fur die RT-PCR wurde ,RevertAid Reverse Transcriptase“ (Thermo Scientific)
nach Herstellerangaben eingesetzt. Die erhaltene cDNA wurde mittels der Primer-
kombination 43 und 44 (Tabelle 1) auf die Anwesenheit von genomischer DNA getes-
tet. Liegt genomische DNA als Template vor, wird ein Bereich von 772 bp amplifiziert.
Im Gegensatz dazu wird bei der Amplifikation von cDNA eine Fragmentgrof3e von
495 erreicht.

Die qRT-PCR wurde mit SYBR-Green ,LightCycler 480 SYBR Green | Master®
durchgefiihrt (Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland). Folgendes gRT-PCR Pro-
gramm wurde eingesetzt: Inkubation fur 2 min bei 50 °C, anschlieRend 5 min bei
95 °C gefolgt von 40 Zyklen Denaturierung bei 95 °C fur 15 sec, Annealing bei 55 °C
fur 30 sec und 72 °C fur 30 sec fur die Elongation. Um die Spezifitdt des amplifizier-
ten Produkts zu Uberprifen, wurde im Anschluss eine Schmelzkurven-Bestimmung
durchgefuhrt.

Alle Messungen wurden mit 3 technischen Replikaten und zwei biologischen Mutan-
ten durchgefuhrt. Relative Expressionsanderungen wurden mit dem Programm
REST-348 (Relative Expression Software Tool; Pfaffl et al. 2002) berechnet.

Tabelle 1 Eingesetzte Primer: Kleingeschriebene Sequenzen stellen Uberhénge zur Klonierung des

jeweiligen Konstrukts dar.

Primer  Sequenz Bemerkungen
Num-

mer

Gen-interne Primer fir die DIG-Sonden

1 ACCAATGTTCACACCCAAAGTC Internes  Frag-
ment
FGSG_05554
fw

2 GCACTCTGACCAAGAAGCAC Internes  Frag-
ment
FGSG_05554
rev

3 CTTCTTTCACCGAGAACGCC Internes  Frag-
ment

FGSG_06751fw
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4 ATCGACGATGTAGTTATCGTGAG Internes  Frag-
ment
FGSG_06751re
v
5 CCCTTTGATCCACCTGAACTC Hygromycin
Internes  Frag-
ment fw
6 GAAGAAGATGTTGGCGACCT Hygromycin
Internes  Frag-
ment rev
7 CTCTTGACGACACGGCTTAC Nourseothricin
Internes  Frag-
ment fw
8 CGTTGACGTTGGTGACCTC Nourseothricin
Internes  Frag-
ment rev
Primer fur die Synthese von FGSG_05554 mit Nat
9 ggccccccctcgaggtcgacggtatcgatGAGCAGAGCAAGGGTCTAC  5'r fragments fw
G 05554
10 acatgagcatgccctgcccctgagcggcc 5' fragment rev
ATCTGTGAGAAGCTGATTGCG 05554
11 cccgaatcgggaatgcggctctagagtag 3' fragment fw
GAGGTATGGTTCGGTCTTGTC 05554
12 gctctagaactagtggatccecccgggctgCGGAATCAACTGCAATTCTG 3 fragment rev
05554
Primer fur die Synthese von FGSG_ 05554 mit Hyg
13 ggccccccctcgaggtcgacggtatcgatAGACTTCTGAGAAGATGA- 5' fragments fw
GAG 05554
14 gagggcaaaggaatagagtagatgccgCAAGGCATCAAATCAAACGT 5' fragment rev
05554
15 gcttccaagcggagcaggctcgacgtatt AGCGTGTGGTCATGA- 3' fragment fw
TAAGGG 05554
16 gctctagaactagtggatcccccgggctgAACGATATCGAGGTGTA- 3' fragment rev
CACG 05554
Primer fir die Synthese von FGSG_06751 mit Nat
17 ggccccccctcgaggtcgacggtatcgatATGCTTAGACCAGGCTTCTC 5 fragment
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06751fw

18 gagggcaaaggaatagagtagatgccgTATTGGGAACACCTCAGGGA &' fragment
06751 rev

19 gcttccaagcggagcaggctcgacgtattGGAAAGAGACTTAAGAT- 3 fragment

GACC 06751 fw

20 gctctagaactagtggatcccccgggctgCCGACATTCATTTCATCACC 3 fragment

06751 rev
Real-time Primer

21 GACGATCTGCTATTCTCCCT FGSG_00743
fw SD Succinat-
Dehydrogenase
Prakursor

22 AAGTCCAGTGGTAAGAACCG FGSGO00743 rev
Succinat-
Dehydrogenase
Prakursor

23 AAGACCCAAACCTTGAAGGA FGSG_01422
fw Citrat-
Synthase

24 CGTAAACCTGGTCAAGAGTG FGSG_01422
rev Citrat-
Synthase

25 CTTCTTTCACCGAGAACGCC FGSG_06751
gta2 fw

26 ATCGACGATGTAGTTATCGTGAG FGSG_06751
gta2 rev

27 CAAGACCAAGAGCCACATGG FGSG_05554
gtal fw

28 AATCTGAGCGAAGACGTCGA FGSG_05554
gtal rev

29 CTTACATGGAAGATGAAGCCGA FGSG_01572
GAD fw

30 TCATGTTAACGCATCGGTTCTG FGSG_01572
GAD rev

31 GTTATCGAGCTTGCCAATGAC FGSG_06752
SSADH-1 fw
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32 CTGAGTACACCGCAGTTGAC FGSG_06752
SSADH-1 rev

33 AAGTGAATGATCCTTCAACTGGC FGSG_11843
SSADH-2

34 GGAATGAAGGGAACGCATCAG FGSG_11843
SSADH-2

35 CTACCACAAGGAGGTCATTTCTG FGSG_04196
SSADH-3 fw

36 GGCAGTAGAAGGCTCAAAGAC FGSG_04196
SSADH-3 rev

37 ACCGATCCCAAGAATTTCCC Trid fw

38 CAAAGGCCATAGTGTATCCGA Tri4 rev

39 ACTTGTCAACGAGCACTTTCC Tri45 fw

40 ACTGCTCAATCCAACATCCCT Tri5 rev

41 TACTCAGAATGCCCTCAGTCAG Tri6 fw

42 GTTGTCCTTCCTTGTCTTGCC Tri6 rev

43 GGTGGAGAAGATGACCAAGGA ACC Oxida-
seQPCRfw

44 AAGAAGGTGCTCTCCCAGTC ACC Oxida-
seQPCRrev

45 TCATCTGCGACGAGATCTACG ACC Synthase
QPCRfw2

46 AATCCTTGGAGAGGCTGTAGG ACC Synthase
QPCRrev2

47 ATCATCCTGTGTTGCTGACTG Weizen Actin fw

48 GATTGCGACATACATTGCTGG Weizen Actin
rev

49 TGCTGTTCTGGTCGATCTTG B-Tubulin fw

50 ATGAAGAAGTGAAGTCGGGG B-Tubulin rev

51 GGAAAGCCAGAACCAAACAA FGSG_06554
Katalase 1 fw

52 CGTTGACGAGAGTGTAGGTGTTGA Katalase 1 rev

53 GCTTGGGCTTCTGCTTCTACTTTC FGSG_02974
Katalase 2.1 fw

54 GCCTTGCCGTTGGACTGA Katalase 2.1 rev
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55 ATCTTATTGTTCTCGGCGGTGTTG FGSG_012369
fw Katalase 2.2
56 CGAGCAGTTCCGTGTCCATAGTT Katalase 2.2 rev
57 TCAACCGTCCTCTGTCTCCTATCC FGSG_06733
Katalase 3 fw
58 AGCCTTTTCCTTGTGTCTGGTT Katalase 3 rev
Primer zur Generierung der Lokalisations-Vektoren
59 ttgtaaaacgacggccagtgagcgcgcgtGTTCATACAATAGATGCGGG FGSG_05554
A Promotor  und
kodierende Se-
quenz fw
60 ggcaccggctccagcgcectgcaccagctccCTGCTTGACAATCTTCTCA FGSG_05554
AC Promotor  und
kodierende Se-
quenz rev
61 ggagctggtgcaggcegcetggagecggtgccATGGTGAGCAAGGGCGAG  GFP-GA  Linker
GAG fw
62 GCAGGTCGACCATATGGGAGcagcccgggggatccactagtictagag GFP-GA-Linker
cg rev
63 ttgtaaaacgacggccagtgagcgcegcgtTTCTTGCTTACAATTCCTTC FGSG_06751
GG Promotor  und
kodierende Se-
quenz fw
64 ggcaccggctccagcgcctgcaccagctccCATAGCACCAAT- FGSG_06751
GACCTTGTC Promotor  und
kodierende Se-
quenz rev
Primer zur Uberprifung der cDNA Synthese
65 GTTGTATCTGTGACCCTTGTTGAG Internes  Frag-
ment aus
FGSG_00845
fw
66 GATGTCGTTGCCTTCCTCCT Internes  Frag-

ment aus
FGSG_00845
fw
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2.4.Erstellung der Vektoren

Grundlegende molekulare Methoden wurden, wie in Sambrook und Russell be-
schrieben (2001), durchgefuhrt. Die Vektoren wurden mittels Hefe-Rekombinations-
Klonierung erzeugt (Colet et al. 2006). Alle Gen-Deletionen wurden mittels eines
Doppelten-Crossingovers durchgefiihrt. Flankierende Sequenzen der jeweiligen ko-
dierenden Sequenz wurden mittels PCR von genomischer F. graminearum DNA am-
plifiziert. Fir FGSG_05554 wurde Flanken von 618 bp (Primerkombination 9 und 10)
fur die 5'-Flanke sowie 626 bp fur die 3'-Flanke (11 und 12) amplifiziert mit Gberlap-
penden Sequenzen zum pRS426 Vektor (Christianson et al. 1992) sowie fur eine
Nouresothricin-Resistenz-Kassette, die aus dem OIliC-Promotor sowie der kodieren-
den Sequenz bestand. Fur FGSG_06751 wurde 558 bp fur die 5'-Flanke (Primer-
kombination 17 und 18) sowie 588 bp fur die 3'-Flanke (Primerkombination 19-20)
amplifiziert. Die Uberlappenden Sequenzen entsprechen den vorherig verwendeten.
Zur Klonierung eines FGSG_06751 Deletionsvektors mit Hygromycin-Resistenz wur-
den Primer mit Uberhdngen zu einer Hygromycin-Resistenzkassette eingesetzt
(Abbildung 13).

Die Bedingungen fur die PCR waren wie folgt: 94 °C (Primerkombinationen: 13 und
14 sowie 15 und 16) fur 4 min, gefolgt von 35 Zyklen 94 °C fur 30 sec, 55 °C fur
30 sec und 72 °C fir 60 sec. Im Anschluss erfolgte ein finaler Elongationsschritt bei
72° C fur 10 min sowie eine Lagerung bei 4° C. Die Nourseothricin- sowie Hygromy-
cin-Kassetten wurden ausgeschnitten aus den Vektoren pNR1 (Malonek et al. 2004)
sowie aus dem Vektor pan7-1 (Punt et al. 1987). Alle Fragmente wurden Uber ein
Agarosegel isoliert. Fur die Erstellung der Doppelmutanten wurde eine bestétigte
Einzelmutante (FGSG_05554; 1357.6) mit einem Deletionsvektor fur FGSG_06751
mit einer Hygromycin-Kassette transformiert.

Zur Generierung der Lokalisations-Vektoren wurde ca. 1000 bp der Promotorregion
des jeweiligen Gens sowie die kodierende Sequenz (ohne Stoppcodon) amplifiziert
(Abbildung 5). Zu diesem Zweck wurde mithilfe der Primerkombination 59 und 60 die
Promotor und kodierende Sequenz von gta-1 sowie mithilfe der Primerkombination

63 und 64 die Promotor- und kodierende Sequenz von gta-2 amplifiziert.
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2.5.Hefe-Rekombinationsklonierung

Der pRS426 Vektor wurde mit EcoRI sowie Hindlll Gber Nacht verdaut und tUber ein
Agarosegel isoliert. Hiernach wurde eine 5 ml YPD-Flussigkultur mit dem Hefestamm
FGSC 9721 (FY 834) (Winston et al. 1995) tber Nacht bei 150 rpm und 28 °C inku-
biert. Am nachsten Tag wurden 50 ml einer YPG-Flissigkultur mit 3 ml der Uber-
nachtkultur inokuliert und fur 4 Stunden bei 28 °C und 150 rpm inkubiert. Im An-
schluss wurde die Kultur fir 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert, wobei der Uberstand
verworfen wurde. Das Pellet wurde anschlieRend in 10 ml sterilem MilliQ Wasser
aufgenommen und erneut zentrifugiert fir 5 min und 2000 rpm. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 1 ml 100 mM Lithiumacetat aufgenommen (es wurde
eine sterile 1M Stammldsung frisch angesetzt). Der Ansatz wurde fir 5 min bei
2000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde anschlieRend
in 400 pl 100 mM Lithiumacetat aufgenommen. Hiernach wurde unspezifische DNA
(Heringssperma (2pg mi™)) fir 5 min bei 95 °C denaturiert und anschlieRend bei 4 °C
gelagert. In Reaktionsgefal3en wurde anschlie3end angesetzt:

240 ul 50 % PEG 3350 (frisch angesetzt und steril filtriert, w/v)

36 ul 1 M Lithiumacetat

1,5 pl verdauter pRS426 Vektor (ca. 100 ng)

5,0 ul der vorher amplifizierten PCR-Fragmente (ca. 400 ng pro Fragment)

5,0 ul der jeweiligen Resistenzkassette (ca. 400 ng)

50 pl denaturierte Heringssperma DNA (2 mg mi™)

50 ul der Hefe-Suspension
Der gesamte Ansatz wurde anschlieBend fir 30 min bei 30 °C inkubiert. Hiernach
wurde der gesamte Ansatz fur 15 min bei 45 °C inkubiert. Folgend wurden der An-
satz bei Raumtemperatur bei 2000 rpm fur 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 200 pl MilliQ aufgenommen. 20 ul des Ansatzes wurden
in frische ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und auf ein Sollvolumen von 200 pl mit MilliQ
Wasser aufgefillt. Sowohl die Verdinnung als auch der unverdinnte Ansatz wurden
auf jeweils eine SD-Ura-Platte ausgestrichen. Die Platten wurden im Anschluss bei
30 °C fur 2 Tage inkubiert. Die gesamte Transformation wurde immer mit einer Posi-
tivkontrolle (unverdauter pRS426 Vektor) sowie einer Negativkontrolle (geschnittener
pRS426 Vektor) durchgefuhrt. Nach zwei Tagen wurden Transformanten in ein SD-

Ura-Flassigmedium (50 ml) Gberfuhrt und fur 2 Tage bei 30 °C inkubiert.
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2.6.Plasmidisolierung aus S. cerevisiae

Die 15 ml der SD-Ura-Kulturen wurden fir 1500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 500 pl MilliQ resuspendiert. Im Anschluss wurde
nacheinander

200 pl Hefe-Lysis Puffer (4ml Trition x-100, 20 ml 10 % SDS, 4 ml 5 M NacCl,

500 pl 0,5 M EDTA, 2ml 1 M Tris)

200 pl Phenol:Chloroform:lsoamylalcohol (25:24:1)

300 mg (ca. zwei Spatelspitzen) Glaskugeln (435-600 pm)
hinzugegeben und der gesamte Ansatz fur 10 min vermischt. Im Anschluss wurde
200 pl Tris-EDTA (pH 8,0) hinzugegeben. Der Ansatz wurde fur 5 min zentrifugiert
und die wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt. Im Anschluss wurde
1:10 Volumenanteil 3 M Natriumacetat (pH 5,5) und 1 ml 96 % Ethanol hinzugege-
ben und fur 15 min bei 20 °C inkubiert. Hiernach wurden die Zellen fir 20 min zentri-
fugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde aufgenommen in 400 pl TE-
Puffer und mit 4 ul RNase A (10 mg ml™) versetzt. Der gesamte Ansatz wurde bei 37
°C inkubiert, bis das Pellet aufgeltst war (ca. 20-30 min). Im Anschluss wurde 10 ul 4
M Ammoniumacetat und 1 ml 96 % Ethanol hinzugegeben. Der Ansatz wurde fur
2 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 500 pl 70 %
Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. AnschlieRend wurde 20 pl MilliQ
Wasser hinzugegeben. 8 pl dieses Ansatzes wurde eingesetzt, um chemisch kompe-
tente E. coli Zellen des Stammes DH5a zu transformieren. Nachfolgend wurde die
Plasmide mittels alkalischer Lyse aus E. coli isoliert (Sambrock und Russel 2001).
Plasmide mit den richtigen Insert-Grél3en nach Verdau (Abbildung 11, Abbildung 12)
wurden zur Transformation von F. graminearum Protoplasten eingesetzt.
Mittels PCR wurde aus dem H1::GFP Vektor die kodierende GFP-Sequenz sowie die
Hygromycin-Resistenzkassette amplifiziert (Abbildung 5). Die amplifizierten Sequen-
zen wiesen am 3' Bereich eine homologe Sequenz zum pRS426 Vektor und am 5'
Bereich eine homologe Sequenz zu einem GA-Linker des H1::GFP Vektors (Dr. Ana
Lilia Martinez-Rocha, Universitat Hamburg). Die Vektoren wurden zur Transformation

des Wildtyp-Stammes eingesetzt.
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A. Genomische DNA
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C. Protein-Lokalisationsvektor
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Abbildung 5 Vektor-Klonierung und fir die Lokalisation von gta-1 und gta-2 Genotyp von gta-1
(Version 1) und gta-2 (Version 2). A. Die kodierende Sequenz der jeweiligen Transaminase sowie die
Promotorregion wurde mithilfe der Primerkombinationen 59 und 60 (gta-1) sowie 61 und 62 (Tabelle 1)
(gta-2) amplifiziert. B. Aus dem H1::GPP Vektor wurde mithilfe der Primer 61 und 62 der GA-Linker,
die eGFP kodierende Sequenz sowie die Hygromycin-Resistenzkassette amplifiziert. C. Beide Frag-
mente wurden mittels Hefe-Rekombinationsklonierung fusioniert. Generierte Vektoren wurden mit
Ahdl verdaut und zur Transformation des Wildtyps eingesetzt. Die Integration erfolgte ektopisch ohne
Homologie. Das fertige Konstrukt besteht aus dem nativen Promotor, der kodierenden Sequenz der
jeweiligen Transaminase (gta-1 und 2), fusioniert mit dem GA-Linker und der eGFP kodierenden Se-

guenz. Zur Selektion ist eine Hygromycin- Resistenzkassette integriert.

2.7.Southern-Blotting

Genomische DNA des Wildtyps sowie der Deletions-Stamme wurde isoliert und mit
den Restriktionsenzymen EcoRI (FGSG_05554) und Hindlll (FGSG_06751) verdaut.
Die genomische DNA der Doppelmutanten wurde verdaut mit Hindlll. Es wurden je-
weils ca. 20 ug mit 20 Einheiten Restriktionsenzyme in einem 500 pl Ansatz Uber
Nacht verdaut. Die verdaute DNA wurde gefallt und anschlieend in einem 0,8 %
Agarosegel aufgetrennt. Das Gel wurde anschlie3end sukzessive in Depurinations|o-
sung (0,25 N HCL), gefolgt von Denaturierungslésung (0,5 M NaOH und 1,5 M
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NacCl), gefolgt von Neutralisierungslosung (0,5 M Tris-HCI pH 7,5 1,5 M NacCl) fur
jeweils 10 min inkubiert. Fir den Aufbau des Blots wurde zuerst eine Bricke aus
Whatman-Papier in eine Schale gefullt mit 2fach SSC (hergestellt aus 20fach SSC:
175,2 g NacCl, 88,2 g Na-Citrat in 1 |) gelegt. Der Aufbau des Blots erfolgte von unten
nach oben in folgender Orientierung: Zuerst die Briicke, anschliel3end das Gel, in der
Folge eine Hybond-NX Membran (Amersham Biosciences, Little Chalfont, U.K), an-
schlieend 3 Lagen Whatman-Papier, anschliel3end eine grof3e Menge saugfahigen
Papiers. Beschwert wurde der Blot durch ein Gewicht (ca. 500 g). Etwaige Berih-
rungsstellen zwischen der 2fach-SSC-Lésung und der Membran oder dem Papier
wurden abgedeckt. Der Kapillar-Transfer fand tber Nacht statt. Anschlie3end wurde
die Membran mit 2fach SSC kurz gewaschen. Im Anschluss wurden die DNA auf der
Membran mit einem UV-Crosslinker (Stratagene, La-Jolla, Vereinigte Staaten von
Amerika) fixiert.

Die Membran wurde danach mit 2fach SSC in einer Hybridisierungsréhre gewa-
schen. AnschlieRend wurde das 2fach SSC verworfen und 25 ml Prahybridisierungs-
[6sung (5 x SSC, 0,1 % N-Lauryl-Sarkosin, 0,2 % SDS, 2 % Blockierungsreagenz
(siehe unten) hinzugegeben. Die Prahybridisierung erfolgte fir minimal 6 Stunden bei
68 °C unter stdndigem Drehen der Rohre in einem Hybridisierungsofen. Hiernach
wurde die Prahybridisierungslosung verworfen und 25 ml der Hybridisierungslésung
hinzugegeben (Herstellung wie die Prahybridisierungslésung, zusatzlich mit einer
DIG-markierten PCR Sonde des jeweiligen Zielgens). Die DIG-Sonde wurde nach
Angaben des Herstellers mittels PCR amplifiziert (Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland). Das Blockierungsreagenz wurde in beiden Fallen in 1fach B1 gelost.
B1 wurde als 5fach-Konzentrat bestehend aus 58,05 g Maleinsédure mit 43,83 g NaCl
pH 7,5 eingestellt mit NaOH hergestellt. Die Hybridisierung erfolgte ebenfalls bei
68 °C Uber Nacht. Am nachsten Tag wurde die Membran mit 50 ml W1 (2 x SSC
0,1 % SDS) zweimal jeweils 5 min bei Raumtemperatur gewaschen. AnschlieRend
wurde die Membran mit auf 68 °C vorgewarmten W2 (0,2 x SSC, 0,1 % SDS) zwei-
mal 15 min bei 68 °C gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran einmal mit der
Lésung WP (1 x B1, 0,3 % Tween 20) gewaschen. Darauffolgend wurde 15 ml B2 (1
x B1 mit 1 % Blockierungsreagenz) hinzugegeben und die Membran fir 60 min inku-
biert. Die Losung wurde ausgetauscht durch AK-L6sung (B2 mit 1:10.000 verdinnten
Anti-Digoxegenin-AP Fab Antikérpern). Die Inkubation dauerte 30 min. Anschlie3end

wurde die AK-Ldsung verworfen und die Membran dreimal ftr jeweils 20 min mit WP-
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Lésung gewaschen. Darauffolgend wurde die Membran fir 5 min in 10-15 ml B3
(200 mM mm Tris-HCI pH 9,5 100 mM mm NaCl) inkubiert. Als Substrat wurde an-
schlieBend 500 pl CSPD-LOsung (Chemilumineszenz Reagenz, 1:100 verdinnt in
B3) hinzugegeben. Die Membran wurde anschlieend fir 10 min bei 37 °C im Dunk-
len inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran in eine Plastikhille eingeschweil3t
und fur 15 min bei 37 °C erneut inkubiert. Darauffolgend wurde ein Rontgenfilm in
einer Dunkelkammer auf die Membran gelegt und fir minimal 30 min belichtet.
Hiernach wurde die gebundene Sonde entfernt und mittels einer zweiten Sonde, wel-
che homolog zur jeweiligen Resistenzkassette war, die Anzahl der integrierten Vek-
tor-Kopien Uberpriift. Die vorher gebundene Sonde wurde mittels eines Stripping-
Puffers (0,2 M NaOH mit 0,1 % SDS) entfernt. Die Membran wurde zweimal fur je
15 min bei 37 °C mit dem Stripping-Puffer gewaschen. Im Anschluss wurde die
Membran zweimal mit 2fach SSC gewaschen. Darauffolgend begann das Protokoll
wieder bei der Prahybridisierung.

2.8.Protoplasten-Transformation von F. graminearum

Eine 50 ml YEPD-Vorkultur (3 g Hefeextrakt, 10 g Bacto-Pepton, 20 g Glukose ™)

wurde mit 1x10° Konidien inokuliert und iiber Nacht bei 28 °C und Schiitteln inku-
biert. Das Myzel wurde mit 100 pum Sieben filtriert und mit 200 ml sterilem Wasser
gewaschen. Anschlieend wurde das Myzel auf einen Stapel sterilen Whatman-
Papiers transferiert. Der Enzymmix (5,0 % Driselase, 3,5 % lytische Enzyme in 0,7 M
NaCl) wurde angesetzt und fur 30 min gerihrt. AnschlielBend wurde die Lésung bei
4100 rpm (Raumtemperatur) zentrifugiert und der Uberstand steril filtriert. 0,5 Gramm
des Myzels wurde mit der Enzymlésung in einem 100 ml Erlenmeyer-Kolben fiur 1
Stunde und 30 min bei 30 °C und 80 rpm inkubiert. Die Protoplasten wurden sukzes-
sive zuerst durch ein 100 uM Sieb, anschlieBend durch ein 40 uM Sieb gefiltert. Im
Anschluss wurden die Protoplasten bei 10 min bei 2000 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Die Protoplasten wurden alsdann mit STC-CO Puffer gewaschen (20 %
Saccharose, 10mM Tris-HCI pH 8,0, 50mM CacCl,). Die Protoplasten wurden erneut
zentrifugiert und in einer Konzentration von 1x10% ml™ in STC-CO aufgenommen. Fiir
die Transformation wurden ca. 2x10’ Protoplasten eingesetzt und mit 10 pg Plasmid
DNA bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde 1 ml PEG-CO L&sung

(40 % PEG4000, 60 % STC) hinzugegeben und fur 20 min ohne Schitteln inkubiert.
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Anschlieend wurde 5 ml TB3 (200g Saccharose, 3 g Hefe-Extrakt, 3 g Saure-
hydrolisiertes Casein I'*) hinzugegeben und die Lésung wurde fiir 30 min inkubiert.
Anschliel3end wurde 1,5 % TB3 Agar (ca. 50 °C) hinzugegeben auf eine Endkonzen-
tration von 50 ml. Im Anschluss wurde fur 5 x 96 Petrischalen jeweils 10 ml der L6-
sung eingesetzt. Am nachsten Tag wurden die Platten mit 10 ml Wasseragar mit dem
jeweiligem Antibiotikum tberschichtet (100 pg/ml fir alle eingesetzten Antibiotika).

Anschlie3end wurde die Platten mit 10 ml Selektionsagar (1,2 % granulierter-Agar in
Wasser mit entweder Hygromycin oder Nourseothricin) Uberschichtet. Die Platten
wurden anschlieRend bei 28 °C inkubiert, bis Kolonien auf der Oberflache sichtbar
waren (ca. 2-3 Tage). Die Kolonien wurden anschlieBend auf CM-Selektions-

agarplatten (100 pg/ml des jeweiligen Antibiotikums) tUberfuhrt.

2.9.Untersuchung der Virulenz auf Weizen

Das anfallige Weizenkultivar Nandu (Lochow-Petkus, Bergen-Wohlde, Deutschland)
wurde fur alle Untersuchungen der Virulenz eingesetzt. Weizenpflanzen wurden in
einer Wachstumskammer fiir ca. 6 Wochen bei 18-20 °C mit 60 % relativer Feuchte
und einer Photoperiode von 16 Stunden angezogen. Fir die Infektion der Pflanzen
wurden Konidien Aliguots (100 c/ul) eingesetzt. Die Pflanzen wurden in der Wachs-
tumsphase 65-69 nach Zadoks inokuliert (Zadkos et al. 1974). Die Ahrchen wurden
zwischen Lemma und Palea mit 600 Konidien punktinokuliert. Als Negativkontrolle
diente Wasser als Inokulum. Die infizierten Ahren wurden die ersten drei Tage nach
Inokulation mit Plastikbeuteln umhdllt. AnschlieRend wurden die Plastikbeutel ent-
fernt und die Ahren nach 21 Tagen geerntet. Die Anzahl der Ahrchen mit FHB-
Symptomen (Nekrosen-Bildung, Ausbleichen) wurde gezahlt. Der Prozentwert der
jeweiligen Infektion wurde in Relation gesetzt zur Gesamtanzahl der Ahrchen pro
Ahre. Wasser inokulierte Ahren dienten als Referenzkontrolle. Die statistische Aus-
wertung der Virulenz erfolgte mittels Man Whitney U Test bei einem Signifikanz-

niveau von p<0,001.

2.10. DON-Quantifizierung in vitro sowie wahrend der Pflanzeninfektion

300 ml YPG Medium wurde mit 5000 Konidien inokuliert und fir 3 Tage lang bei

28 °C unter Schitteln inkubiert. Das Myzel wurde gewaschen und anschlie3end ge-

29



Material und Methoden

wogen. Ein Gramm Myzel (halbtrocken) wurde in ein Minimalmedium mit entweder
5mM GABA, Putrescin-Dihydrochlorid oder (NH4).SO, uUuberfuhrt. Jede DON-
Bestimmung wurde mit mindestens zwei unabhangigen Mutanten mit jeweils drei bio-
logischen Wiederholungen sowie jeweils zwei technischen Replikaten bestimmt. Zur
Quantifizierung wurde ein kompetitiver ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent As-
say) nach Herstellerangaben (Ridascreen Fast-DON, R-Biopharm, Darmstadt,
Deutschland) eingesetzt. Gemessene DON-Konzentrationen wurden normalisiert auf
das Trockengewicht der jeweiligen Kultur.

Fur die Bestimmung von DON wéahrend der Weizeninfektion wurden Weizenahren
wahrend der Blute mit Konidien der AAgta;..-Mutanten sowie des Wildtyps inokuliert
und nach 5, beziehungsweise 10 Tagen geerntet. Wasserinokulierte Ahren dienten
als Kontrolle. Fur die Bestimmung der DON-Konzentration nach 5 Tagen wurde die
inokulierte Blite sowie die beiden nach oben und nach unten angrenzenden Bliten
isoliert. Fur die Bestimmung der DON-Konzentration nach 10 Tagen wurde die ge-
samte Ahre eingesetzt. Die entfernten Bliten wurden schockgefroren mit flissigem
Stickstoff und anschliel3end fir die DON-Bestimmung nach Angaben des Herstellers
eingesetzt. Alle gemessenen DON-Werte wurden mittels g-PCR auf die gemessene

Menge an pilzlichem B-Tubulin normalisiert (Voigt et al. 2007).

2.11. pH-Wert Messungen in DON induzierenden Medien

Die Entwicklung des pH-Wertes in jedem DON-Induktionsmedium wurde im zeitli-
chen Verlauf bestimmt. Jeden Tag wurde der pH-Wert mittels einer in ,lab ultra micro
Elektrode“ (Mettler Toledo, Giel3en, Deutschland) bestimmt. Der Mittelwert wurde
berechnet aus mindestens zwei biologischen Mutanten mit jeweils 3 biologischen

Wiederholungen pro Mutante.
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2.12. Analyse des metabolischen Profils

Fur alle LC-GC/MS Analysen wurde das Weizenkultivar Nandu eingesetzt und nach
der oben beschriebenen Methode infiziert. Der Rachisknoten (Abbildung 7) wurde
mittels einer Rasierklinge auf einem vorgekuhlten Schneidebrett isoliert. Die gesamte
Isolation wurde auf Eis durchgefuhrt und die isolierten Proben wurden sofort in flissi-
gem Stickstoff schockgefroren. Insgesamt wurden ca. 150 Proben isoliert. Das Mate-
rial wurde bei -80 °C bis zur weiteren Analyse gelagert. Die weitere Bearbeitung der
Proben fand bei der Firma Metabolomic Discoveries (Potsdam-Golm, Deutschland)
statt. Das weitere Verfahren erfolgte wie in Lisec et al. 2006 beschrieben. Die isolier-
ten Rachisknoten wurden mit Stahlkugeln in 2 ml Schraubdeckel-Reaktionsgefal3en
unter Kihlung mit flissigem Stickstoff zerkleinert (2 min bei 20 Hz). Anschlieend
wurde 1,4 ml 100 % vorgekuihlter Methanol (-20 °C) hinzugegeben und die Proben
fir 10 s gemischt. Danach wurde 60 ul Ribitol (0,2 mg mi™ in MilliQ Wasser) als in-
terner Standard hinzugegeben und fur 10 s gemischt. Anschliel3end wurden die Pro-
ben bei 70 °C in einem Thermomixer bei 950 rpm geschuttelt. Darauffolgend wurden
die Proben fiir 10 min bei 11.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Schott
GL14 Reaktionsgefal3 dberfuhrt und mit 750 pl Chloroform (-20 °C) versetzt. An-
schlieBend wurde 1,5 ml MilliQ Wasser (vorgekuhlt bei -4 °C) hinzugeben und fir
10 s vermischt. Die Proben wurden anschlie3end fir 15 min bei 2.200 g zentrifugiert.
150 pl des Uberstandes (Polare-Phase) wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefa
uberfuhrt. Der Uberstand wurde anschlieRend in einer Vakuum-Zentrifuge ohne zu-
satzliche Heizung eingeengt. Bevor die Proben eingefroren wurden, wurde Argon
hinzugegeben und die Reaktionsgefdlle in einen Plastikbeutel mit Silikat-
Trocknungsmittel gegeben. Die Proben wurden vor der Derivatisierung fur 30 min
zusatzlich in einer Vakuum-Zentrifuge getrocknet. AnschlieRend wurde 40 yl Metho-
xyamination (20 mg ml™ in 100 % Pyridin, frisch angesetzt) hinzugegeben. Die Pro-
ben wurden fir 2 Stunden bei 37 °C geschittelt. AnschlieBend wurde frische
MSTFA-LOsung mit 20 pl™ Retentionszeiten-Standard (N-Methyl-N-
(trimethylsilyltrifluoracetamid) (siehe Lisec et al. 2006 fiur zusatzliche Details) hinzu-
gegeben. 70 ul dieser Lésung wurden zu den Proben gegeben und fir 30 min bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben in GC/MS Probenréhrchen ber-
fuhrt.
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Eingesetzt wurde ein Agilent GC-MSD 7590 (Agilent Technologies, Boblingen,
Deutschland). Alle statistischen Analysen der GC/MS-Metabolite wurden mit der
Software GNU R (R Development Core Team 2008) durchgefuhrt. Ein Konzentra-
tionsunterschied wurde als statistisch signifikant angesehen, wenn der p-Wert unter
0,001 nach einem ANOVA-Test lag. Die Signifikanz der LC-GC/MS-Metabolite wurde
mittels Student's t Test bestimmt. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifi-
kant verandert angesehen. Die Hauptkomponentenanalyse der Metabolite, die mit-
tels LC-GC/MS detektiert wurden, wurde durchgefiihrt mit der Software Multibase
(Numerical Dynamics) in Microsoft Windows Excel (Microsoft, Redmond, Vereinigte

Staaten von Amerika).

2.13. HPLC-Analysen (in vitro und von Weizengewebe)

YPG-Vorkulturen wurden gewaschen und ein Gramm Myzel (halbtrocken) wurde in
einen 100 ml Erlenmeyerkolben mit GABA-Minimalmedium gegeben. Fir jeden Zeit-
punkt wurden drei biologische Wiederholungen durchgefuhrt. Im Zwei-Stunden-Takt
wurden Proben aus dem Uberstand entnommen sowie das Myzel der drei Kolben
filtriert, gewaschen und lyophilisiert. Der Uberstand sowie das Myzel wurden bei -
80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Fur die Bestimmung von GABA im
Pflanzengewebe wurden Weizenbliten des Kultivars Nandu mit dem Wildtyp sowie
drei unabhangigen AAgta;.,-Mutanten infiziert. Wasserinokulierte Bliten dienten als
Referenzkontrolle. Die Analyse des GABA-Gehalts in infizierten Weizenproben wurde
in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. em. Dr. Reinhard Lieberei, Uni-
versitat Hamburg, AG-Nutzpflanzenforschung durchgefiihrt. Die isolierten Gewebe-
abschnitte entsprechen den Regionen, welche fir die Bestimmung der DON-
Konzentration nach 5, respektive 10 dpi eingesetzt wurden (siehe oben). Die Proben
wurden zerkleinert in einer Retsch-Muhle mit einem 1 mm Siebring-Einsatz. An-
schlieBend wurde das gemorserte Material mit 1 ml Wasser:Chloroform:Methanol
(3:5:12, viviv) vermengt und fir 5 min bei 12.000 g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in ein HPLC-Probengefald Gberfihrt und in einer Vakuum-Zentrifuge
eingeengt. Fir die Bestimmung im Weizengewebe wurden die gemérserten Proben
anschlieend in 800 ul 200 mm Borat-Puffer (pH 9,5) aufgenommen. Vor der Injek-
tion wurden 400 ul OPA Reagenz (100 mg Phtaldialdehyd in 2,5 ml Methanol,

22,4 ml Borat-Puffer (pH 9,5) und 100 ul 2-Mercapthoethanol) hinzugegeben. Die
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Trennsaule war LiChroCART 250-4 (Lichrospher 100 RP-18 (5 pm, Merck, Darm-
stadt, Deutschland). Die Elution wurde durchgefiihrt mit einem Gradienten bestehend
aus Losung A (1600 ml 50 mM Na-Acetat (pH 6,2) mit Essigsaure; 50 ml Methanol,
20 ml Tetrahydrofuran) und Lésung B (200 ml 50 mM Na-Acetat (pH 6,2), 800 ml Me-
thanol). Die Flussrate war 1,3 ml min-!, die Saulentemperatur betrug 30 °C. Das
Gradientenprofil ist zusammengefasst in der nachfolgenden Tabelle.

Tabelle 2 HPLC-Gradientenprofil zur Detektion von GABA im Pflanzengewebe. L6sung A
(2.600 ml 50 mM Na-Acetat (pH 6,2) mit Essigsaure; 50 ml Methanol, 20 ml Tetrahydrofuran) Losung
B (200 ml 50 mM Na-Acetat (pH 6,2), 800 ml Methanol)

Zeit in Minuten Ldsung A (%) Losung B (%)
0 100 0

2 85 15

15 70 30

21 70 30

40 0 100

45 0 100

50 100 0

55 100 0

Die Detektion wurde mit einem F-1050 Fluoreszenz-Spektrometer mit einer Anre-
gungswellenlange von 334 nm und einer Emissionswellenlange von 425 nm durch-
gefuhrt. Die Quantifizierung wurde durch Vergleich der Retentionszeit sowie der
Peak-Hohen/Peak-Flachen mit einem Aminosaure Standard durchgefihrt.

Die Bestimmung der GABA-Konzentration in vitro erfolgte nach der von Bor et al.
(2009) beschriebenen Methode mit Modifikationen. Fur die Bestimmung der intrazel-
lularen GABA-Konzentration wurden 25 mg fein gemoérsertes Myzel mit 1 ml Was-
ser:Chloroform:Methanol (3:5:12, v/v/v) vermengt und fir 5 min bei 12.000 g bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Eppendorf-ReaktionsgefaR tiberfihrt und in
einer Vakuum-Zentrifuge getrocknet. AnschlieRend wurden die Proben aufgenom-
men in 225 pl MilliQ Wasser, 25 pl 0,1 M Kalium-Puffer (pH 8,0) und 250 pl einer 2-
Hydroxynaphthaldehyd (0,3 % in 100 % Methanol, frisch angesetzt) Losung hinzuge-
geben. Die Proben wurden anschlieRend ftir 10 min bei 80 °C mit 1000 rpm inkubiert
und anschlielend auf Raumtemperatur abgekihlt. Das Volumen wurde auf 1 ml mit

Methanol eingestellt und die gesamten Proben durch 0,45 um Filter filtriert. Fir die
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anschlielRende Analyse wurden 500 pl in HPLC-Probengefal3e Uberfiuhrt. Die HPLC-
Trennséule war Supelco LC18 (250 mm x 4,6 mm x 2.5 mm, Sigma Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland). Zur Eluierung wurde 100 % Methanol als organische Phase so-
wie MilliQ Wasser als wassrige Phase eingesetzt. Das Injektionsvolumen betrug 5 pl.
Die Flussrate war 1,5 ml min™; die Eluation erfolgte ausgehend von 62 % organi-
scher Phase, welche innerhalb von 15 min auf 90 % organische Phase erhdht wurde.
Die Temperatur des Auto-Samplers betrug 15 °C, die Temperatur der Trennsaule
war 30 °C. Die Detektion wurde bei 330 nm mittels eines ,Variable Wavelength® De-
tektors (Ultimate 3000, Dionex) durchgefuhrt.

2.14. Messungen der mitochondrialen Sauerstoffaufnahme

Die mitochondriale Respiration wurde mit einem ,XF24 extracellular flux analyzer®
(Seahorse Bioscience, North Billerica, Vereinigte Staaten von Amerika) gemessen.
Die Messung der mitochondrialen Aktivitat wurde in Kooperation mit Herrn Daniel
Gebhard aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J6rg Bergemann (Universitat Albstadt-
Sigmaringen) durchgefihrt.

5000 Konidien des Wildtyps bzw. der AAgta;..-Mutanten wurden in ,XF24 Islet captu-
re micro“ Platten mit Filtern in 450 pyl Minimalmedium mit 5 mM NaNO3; (pH 7,4) fur
24 h bei 28 °C angezogen. AnschlieRend wurde das Medium durch frisches NaNO3
Minimalmedium ausgetauscht und die Platten wurden fur 1 Stunde bei 28 °C unter
Messung der Sauerstoffaufnahme (eng. Oxygen consumption rate, OCR) inkubiert.
Zu den angegebenen Zeitpunkten (Abbildung 34), wurden die Kulturen mit den fol-
genden Substanzen versetzt: (Angabe der Endkonzentration jeweils) A: GABA (50 pl;
5 mM), B: Oligomycin (55 ul; 4 uM), C: FCCP (60 ul; 4 uM), Rotenon und Antimycin
(65 ul; 4 uM). Die OCR einer Zelle kann durch die Zugabe von spezifischen Inhibito-
ren der Atmungskette unterbrochen werden. Dies ermdglicht es, die mitochondriale
Effizienz zu bestimmen. Oligomycin inhibiert die Fo-Untereinheit der ATP-Synthase
und ermdglicht es daher, die Menge an Sauerstoff, welche flur die ATP-Synthese ein-
gesetzt wird, zu bestimmen. Die Entkopplung der Atmungskette durch das Proton-
ophor FCCP (Cyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon) ermdglicht es, die maximale
Leistungsfahigkeit der Atmungskette unabhangig vom Protonengradienten zu be-
stimmen. Rotenon und Antimycin inhibieren Komplex | und Il der Atmungskette und

fuhren zu einem kompletten Einbruch in dem mitochondrialen Sauerstoffverbrauch.
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Die verbliebene OCR ist daher auf nicht-mitochondriale Oxygenase-Reaktionen zu-
rickzufuhren. Fur die Bestimmung der OCR unter Nicht-Stress-Bedingungen wurde
anstatt GABA frisches NaNO3; Minimalmedium zu den Kulturen gegeben. Alle Mess-
werte wurden normalisiert auf die Werte des jeweiligen Stammes vor der GABA-
Zugabe. Das gesamte Experiment wurde viermal wiederholt mit drei unabhéngigen
AAgta;.,-Mutanten. Die statistische Signifikanz wurde mittels Student's t Test Uber-
prift (p<0,05).

2.15. Epifluoreszenz- und Laser-Scanning-Mikroskopie

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der infizierten Weizenblite wurden nach 10
dpi mit einem Fluoreszenz-Stereomikroskop MZFLIII (Leica Microsystems, Heer-
brugg, Schweiz) durchgefuhrt. Die infizierten Bliten wurden longitudinal mit einer
Rasierklinge geschnitten. Wasser-inokulierte Bliten dienten als Referenzkontrolle fir
die Autofluoreszenz. Die Fluoreszenz wurde detektiert mit einer Anregungswellen-
lange von 545/30 nm sowie einem Filterset von 620/60 nm. Einzelne Aufnahmen
wurden zusammengefigt mittels des ,Image Composite Editor (Microsoft, Redmond,
Vereinigte Staaten von Amerika). Zur Detektion der mitochondrialen Aktivitdt wurde
der Potentialfluoreszenzfarbstoff Rhodamin 123 (rhod123) eingesetzt. Hierfir wurden
Konidien bei 28 °C unter Schutteln fur 24 h in Minimalmedium mit NaNO3 inkubiert.
Anschlieend wurden die Kulturen mit 5 mM GABA (Endkonzentration) versetzt.
Nach einer Inkubation von vier Stunden bei 28 °C und 1000 rpm wurde 10 uM
rhod123 hinzugegeben (Endkonzentration). Rhod123 ist ein lipophiler, kationischer
Fluoreszenzfarbstoff, der schnell in die Mitochondrien aufgenommen wird. Die Starke
der emittierten Fluoreszenz hangt dabei von der Energieproduktion der Mitochon-
drien ab (zusammengefasst durch Hickey et al. 2005). Die Fluoreszenzaufnahmen
wurden mittels eines LSM 780 Mikroskops durchgefiihrt (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) mit einer Anregungswellenlange von 514 nm und einer Emissionswel-
lenlange von 504 bis 750 nm. Die statistische Auswertung erfolgte anhand der Pixel-
intensitat in jeweils 5 gleichgroRen Regionen in 8 Bildern mit der Software ImageJ
(Schneider et al. 2012). Die Signifikanz wurde mittels Student's t Test kalkuliert. Die
Generierung von Maximumintensitatsprojektionen wurde mithilfe der Zeiss Software
Zen 2009 durchgefiuihrt. Die Lokalisierung der GABA-Transaminasen erfolgte nach
Induktion des jeweiligen Stammes in einem Minimalmedium mit 20 mM GABA flur 12

Stunden. Die Fluoreszenzaufnahmen des jeweiligen Stammes erfolgten mittels des
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LSM 780 Mikroskops mit einer Anregungswellenl&ange von 488 nm und einer Emis-
sionswellenlange von 500-568 nm (GFP-Filterset).
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3. Ergebnisse

Der Rachisknoten ist eine untuberwindbare Barriere fir trichothecendefiziente Stam-
me (Proctor et al. 1995, Maier et al. 2006). Diesem Gewebeabschnitt kommt daher
eine Schlusselrolle fir den Aufbau einer Typ Il Resistenz nach den Kriterien von
Mesterhazy zu (Mesterhazy 1995). Mikroskopische Untersuchungen des Rachiskno-
tens bei Infektion mit einem trichothecendefizienten Stamm (Atri5) legen den Schluss
nahe, dass Zellwandveranderungen zum Stopp der Infektion fuhren (Jansen et al.
2005). Die metabolischen Verdnderungen im primaren und sekundaren Metabolis-
mus im Rachisknoten wahrend der Infektion sind bisher unbekannt. Um das metabo-
lische Profil des Rachisknotens wahrend der F. graminearum-Infektion abzubilden,
wurde das suszeptible Weizenkultivar Nandu mit dem F. graminearum-Wildtyp sowie
einem Atri5-Stamm infiziert und die Rachisknoten der inokulierten Bliten herauspra-
pariert. Die Rachisknoten wurden einer metabolomischen Analyse mittels GC- und
LC/MS zugefihrt.

Es wurden zwei Arbeitshypothesen formuliert: 1. Es treten Veranderungen in den
metabolomischen Profilen der Ahren auf, die einerseits mit dem Wildtypen und and-
rerseits mit der Atri5-Mutante inokuliert. 2. Die detektierten Metaboliten im Atri5-
Stamm lassen sich RR-Metaboliten (Resistance-related) zuordnen. Als Kontrolle fur

beide Arbeitshypothesen wurden wasserinokulierte Ahren eingesetzt.

3.1.Vergleichbarkeit der Atri5- mit der Wildtyp-Infektion

Um die Menge pilzlichen Materials zu bestimmen, wurde die Menge des pilzlichen -
Tubulin Gens 5 und 10 Tage nach Inokulation (days post inoculation, dpi) mittels g-
PCR bestimmt (Abbildung 6). Die Menge an detektierbarem pilzlichem Material des
Atri5-Stamms war nach 5 dpi im Vergleich zum Wildtyp sehr gering (0,032 % der de-
tektierten Wildtyp Mengen). Die Infektion des Atri5-Stammes ist daher auch im initia-
len Verlauf langsamer als die Wildtyp-Infektion. Die Infektionen mit dem Atri5-Stamm
fuhrt nur zur Kolonisation der inokulierten Blute (Proctor et al. 1995), daher ist nach
10 dpi eine Akkumulation von RR-Metaboliten im Rachisknoten zu erwarten. Fir die

Atri5 infizierten Proben (10 dpi) wurden 4,26 % im Vergleich zu den Wildtyp infizier-
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ten Proben (5 dpi) nachgewiesen (Abbildung 6. Die weitaus geringeren Mengen an
detektierten B-Tubulin-Kopien deuteten auf eine aul3erst schwache Kolonisierung des
Rachisknoten durch den Atri5-Stamm auch nach 10 dpi hin. Die Infektion mit dem
Atri5-Stamm geschieht daher in der initialen Phase langsamer als die des Wildtyps.
Der starkste Anstieg der detektierten B-Tubulin-Kopien findet von 5 dpi zu 10 dpi
statt. Der anschlie3ende Anstieg von 10 dpi zu 15 dpi ist dabei weitaus geringer. Aus

diesem Grund wurde die Proben fir den Atri5-Stamm nach 10 dpi entnommen.
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Abbildung 6 Detektierte pilzliche B-Tubulin-Mengen im Rachisknoten. Verglichen wurde die Infek-
tion mit dem Atri5-Stamm nach 5, 10 15 dpi mit der Wildtyp-Infektion nach 5 dpi. Fir die weitere Ana-

lyse wurden die Rachisknoten fir den Atri5-Stamm nach 10 dpi isoliert.

Das metabolische Profil des Wildtyps wurde initial 5 dpi mittels GC/MS untersucht (im
Folgenden als 1. Durchgang bezeichnet). Fir den Vergleich zwischen Wildtyp und
Atri5-Stamm  wurde ein  komplettes Profil mittels LC-GC/MS untersucht
(2. Durchgang). Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich die jeweiligen Veran-
derungen auf die mittels LC-GC/MS detektierten Metabolite.
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Fur die Analyse des metabolischen Profils des Wildtyps mittels GC/MS wurden ca.
150 Rachisknoten getrennt isoliert und in 16 biologischen Wiederholungen fir die
Infektion mit dem Wildtyp-Stamm sowie 8 biologischen Untersuchungen fur die Was-
ser inokulierten Kontrollproben miteinander verglichen. Die Konzentration jedes Me-
taboliten wurde in Relation gesetzt zur Konzentration in der Wasserkontrolle. Fir den
zweiten Durchgang wurde funf, respektive 10 dpi nach Infektion der Bluten die Ra-
chisknoten prapariert und jeweils 6 biologische Replikate bestehend aus jeweils ca.

10 Rachisknoten untersucht.

3.2.Hauptkomponentenanalyse sowie statistische Auswertung der gefun-

denen Metabolite

Insgesamt wurden im ersten Durchgang 178 Metabolite detektiert. Die gefunden Me-
tabolite wurden zuerst mittels einer Hauptkomponentenanalyse (Principle-
Component-Analysis; PCA) klassifiziert (Abbildung 7). Die biologischen Replikate des
jeweiligen Gewebes lieRen sich anhand der differenziell regulierten Metabolite in klar
trennbare Gruppen einteilen. Alle sechs biologischen Wiederholungen des jeweiligen
Gewebes wurden auf signifikante Verédnderungen mittels Student's t Test Uberpruft.

Von 178 detektierten Metabolite waren 105 signifikant (p<0,001) verandert.

8,233

- Wasser
" inokuliert

-153

PC2(12,5%)

-8,32

PC1(53%)

Abbildung 7 Isolation des Rachisknotens sowie Hauptkomponentenanalyse der detektierten
Metabolite mittels GC/MS. A. Die Rachisknoten (schraffierter Bereich) von Wildtyp und Wasser in-
okulierten Weizenahren wurden 5 Tage nach Inokulation isoliert. In der Abbildung ist ein longitudinaler
Schnitt der Blite gezeigt. Es wurden ca. 150 Rachisknoten fiir die Gaschromatografische Analyse
isoliert. LangenmalRstab: 5 mm B. Hauptkomponentenanalyse der detektierten Metabolite. Die Infek-

tion mit dem Wildtyp-Stamm (Wt) fuhrt zu Anderungen im Metabolom. Die Wasser inokulierten Kon-
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trollproben (links) sind klar abgrenzbar von den Wildtypinfizierten Proben (rechts). Der Grol3teil der
beobachteten Verédnderungen ist zurtckzufiihren auf die Infektion (Vektor PC1; 53 %) und nicht die
naturliche Varianz (PC2, 12,5 %). Die biologischen Wiederholungen sind im Diagramm als Kreise

gezeigt (Wt: n=16, Wasser: n==8).

Mittels LC-GC/MS konnten insgesamt 6.639 Metabolite detektiert werden. Von die-
sen konnten 864 Metabolite annotiert werden, der Anteil der bekannten Metabolite
betragt somit 13 %. Der Grol3teil der gebildeten Verbindungen ist damit unbekannt
und nicht naher klassifizierbar. Signifikante Anderungen ergaben sich in den mit dem
Wildtyp infizierten Proben bei 678 Metaboliten im Kontrast zu 380 signifikanten Ande-
rungen bei Infektion mit dem Atri5-Stamm (jeweils im Vergleich mit der jeweiligen

Wasserkontrolle).
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Abbildung 8 B. Hauptkomponentenanalyse mittels LC-GC/MS detektierten Metaboliten. Die
starksten Unterschiede sind beim Vergleich des Wildtyps zu jeder anderen Infektion zu finden (Vektor
PC1). Die Infektion mit beiden Stammen fuhrt zu klar abgrenzbaren Veranderungen im metabolischen
Profil. Die biologischen Wiederholungen sind im Diagramm als Punkte gezeigt (fur jeden Stamm und

jede Kontrolle wurden 6 biologische Replikate eingesetzt)

Die starksten Unterschiede ergaben sich nach Infektion des Rachisknoten mit dem F.

graminearum-Wildtyp.
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3.3.Charakteristische Metabolite einer Fusarium graminearum-Infektion

Zwischen den gemessenen Konzentrationen der Metabolite nach Infektion und den
Konzentrationen in den wasserinokulierten Kontrollproben wurde ein Verhaltniswert
gebildet. Dieser Verhaltniswert wurde fur die weitere Auswertung herangezogen. Alle
Mengenangaben in Klammen hinter einem Metaboliten beziehen sich also auf einen
Vergleich zur Wasserkontrolle. Die Infektion mit dem Wildtyp-Stamm fuhrt zur Detek-
tion des pilzlichen Membranlipids Ergosterol (7,33x10%). Ergosterol als Sterol-Lipid
kommt nicht in der Plasmamembran von Pflanzen vor und gehort, wie Chitin, zu den
sogenannten PAMPS (Pathogen-associated molecular patterns) (Chisholm et al.
2006). Diese PAMP-Metabolite sind daher ein Indikator fur den Befall mit einem phy-
topathogenen Organismus. Als Synthese- oder Intermediatprodukte des pilzlichen
Zellwandbestandteils Chitin wurde in den Wildtyp-infizierten Proben Chitobiose de-
tektiert. (4,97x10°). Beide erwdhnten Metabolite sind nicht in dem Atri5-infizierten

Gewebe detektiert worden.

3.4.Stressperzeption und Signalmetabolite der Pflanzenverteidigung

Fur die F. graminearum-Infektion ist die Bildung vom Polyaminen als pflanzenspezifi-
sche Antwort beschrieben worden (Gardiner et al. 2011). Detektiert als Stressmeta-
bolite wurden Putrescin, Agmatin, GABA und Spermidinsaure (N-Carboxyethyl-
Gamma-Aminobuttersaure, CEGABA). Putrescin und CEGABA sind signifikant er-
hoht bei der Wildtyp-Infektion (3,97 sowie 9,09x10°), jedoch nicht wéhrend der Tri5-
Infektion. Agmatin hingegen ist sowohl bei Infektion mit dem Wildtyp (1,75x10%) als
auch bei der Atri5-Infektion erhoht (4,46x10°). GABA ist ebenfalls im Wildtyp infizier-
ten Gewebe (2,65) und weitaus schwacher bei der Atri5-Infektion reguliert (1,19).
Zusammengenommen steigt nur die Agmatin-Konzentration stark an wahrend der
Infektion mit dem Atri5-Stamm. Polyamin-Konjugate wie Caffeoylputrescin neben
Derivaten sind sowohl bei Infektion mit dem Wildtyp (2,48x10?) als auch bei Infektion
mit dem Atri5-Stamm erhoht (5,72x10%). Mit der Ausnahme von Agmatin ist das Le-
vel an pflanzlichen Stressmetaboliten weitaus geringer wahrend der Atri5-Infektion.
Eine starke pflanzenspezifische Stressantwort findet daher nur in den Wildtyp infizier-
ten Rachisknoten statt. Da charakteristische PAMP-Metabolite wie Ergosterol wah-

rend der Atri5-Infektion nicht detektierbar sind, kdnnte die verminderte Synthese von
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Polyaminen damit im Zusammenhang stehen. Zeitgleich mit dem Anstieg der
Stressmetabolite beginnt die Akkumulation von Signalmetaboliten der Pflanzenver-
teidigung.

Ein wichtiges Element in der Signaltransduktion gegen phytopathogene Pilze sind in
vielen Pflanzen pentazyklische Oxylipine. Zu diesen z&hlt u. a. Methyl-Jasmonat, das
ein tragender Bestandteil der Pflanzenverteidigung gegen nekrotrophe Phytopatho-
gene ist (zusammengefasst durch Blée 2002). Der Syntheseweg verlauft durch den
Octadecanoidweg, wobei Linolensaure den ersten Metaboliten darstellt. Linolenséure
ist erhoht wahrend der Wildtyp-Infektion (2,37) wobei die Konzentration wahrend der
Atri5-Infektion auf 7,67x10™" absinkt. Der intermediare Metabolit der Linolenséure ist
13-(S)-Hydroperoxylinolensaure (13-HPOTrE). Die Konzentration von 13-HPOTrE
steigt in beiden Sets signifikant an (Wildtyp: 2,32x10°, Atri5: 2,86x107). Im Anschluss
sinkt die Konzentration von Dihydrojasmonsaure wahrend der Wildtyp-Infektion auf
6,95x101 ab, wohingegen die Konzentration wahrend der Atri5-Infektion auf 1,61
ansteigt. Wahrend der Infektion mit dem Atri5-Stamm werden daher vermutlich ver-
mehrt durch den Octadecanoid-Syntheseweg ausgehend von Linolensaure aktive
Jasmonat-Verbindungen gebildet. Wahrend der Infektion des Wildtyp-Stammes
kommt es zu einem gegenteiligen Konzentrationsanstieg von Ursolsaure (Wildtyp:
1,48x10°, Atri5: unverandert). Ursolsaure wird in Pflanzen als Inhibitor von Lipidoxy-
genasen sowie Cyloxygenasen, und in der Folge der Jasmonsaure vermittelten
Pflanzenantwort diskutiert (Wasternack et al. 1993). Neben den Veranderungen in
den Metaboliten des Octadecanoid-Stoffwechsels kommt es wahrend der Wildtyp-
Infektion es zu einem Absinken des Riboflavin-Metabolismus. Charakteristische Me-
tabolite sind Ribitol als Polyol-Verbindung (2,46x10%) sowie Riboflavin (6,40x107%).
Gegenlaufige Bewegungen finden wahrend der Atri5-Infektion statt (Ribitol: 1,62, Ri-
boflavin: 1,17). Riboflavin ist als ein Induktor der systemischen Resistenz in A. thalia-
na beschrieben worden (Dong und Beer 2000). Der Anstieg im Atri5 infizierten Ge-
webe konnte daher in Verbindung mit einer erhdhten Pflanzenverteidigung stehen. In
Ashbya gossypii kann die Riboflavin-Produktion durch die Einwirkung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) induziert werden, was den Schluss nahelegt, dass Ribofla-

vin auch ein antioxidativ wirkender Metabolit ist (Walter und Wendland 2012).
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3.5.Die Infektion mit dem Wildtyp-Stamm fuhrt zu einem Anstieg der Zu-

ckeralkohole

Die Zuckeralkohol (Polyol)-Konzentration wird stark durch die Wildtyp-Infektion ver-
andert (Abbildung 9). Eine Reihe von Polyolen wird nur wahrend der Infektion mit
dem Wildtyp-Stamm vermehrt detektiert. Beispiele dafiir sind Threitol (Wildtyp
2,55x10", Atri5 unverandert), Glycerol (4,82x10° Atri5 unverandert) und Sorbitol
(Wildtyp 1,20, Atri5 7,86x10™). Mannitol wird vermehrt wahrend der Wildtyp-Infektion
gebildet (9,97x10%), wahrend die Konzentration wahrend der Atri5-Infektion nur mo-
derat erhoht ist (1,99). Arabitol wird in beiden Sets vermehrt detektiert (Wildtyp:
5,05x10?, Atri5 8,58). Polyole werden haufig im Zuge der Osmoregulation bei Salz-
stress in Pflanzen beschrieben (Ashraf und Harris 2004). Der Anstieg wahrend der
Wildtyp-Infektion kdnnte daher ein Indiz fir osmotischen Stress sein. Manche Meta-
bolite, wie zum Beispiel, Mannitol akkumulieren stark im Wildtyp-infizierten Gewebe.
Es ware daher moglich, dass es sich bei Mannitol um ein Polyol handelt, welches von
F. graminearum gebildet wird. Mannitol wird neben seiner Rolle in der Osmoregula-
tion auch als ROS-Quenching Metabolit diskutiert (Solomon 2007). Die Konzentration
von Galactinol als Substrat fur die ROS induzierbare Raffinose-Synthase (Nishizawa
et al. 2008) fallt im Wildtyp-infizierten Gewebe auf 4,90x10" ab, wéhrend sie bei der
Infektion mit dem Atri5-Stamm auf 1,48 ansteigt. Die Veranderung beider Polyole

kann auf eine Einwirkung von ROS wahrend der Infektion hindeuten.

3.6.Die Detoxifizierung von reaktiven Sauerstoffspezies ist gestort wahrend
der Wildtyp-Infektion

Reaktive Sauerstoffspezies erflllen eine wichtige Rolle in der Abwehr von Mikro-
organismen und sind dartber hinaus an intrazellularen Signalprozessen beteiligt (zu-
sammengefasst durch Heller und Tudzynski 2011). Wahrend der Wildtyp-Infektion
kommt es zur Akkumulation von charakteristischen Metaboliten fiir oxidative Stress-
schaden im infizierten Gewebe. Als ein Indikator fiir die Oxidation von Nukleinsauren
kann die Bildung von Hydroxymethyluracil angesehen werden (Zastawny et al. 1998).
Wahrend der Wildtyp-Infektion steigt die Konzentration sehr stark auf 7,78x10° an,
wohingegen keine Konzentrationsdnderung im Atri5 infizierten Gewebe festgestellt

wurde. Eine identische Reaktion wurde bei 16-Hydroperoxy-9Z,12,14E-
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Octadecatrienoinsdure als Metabolit der Lipidperoxidation (Anstieg auf 8,07 im Wild-
typ, Atri5: 1,54) beobachtet.

Wahrend die Konzentrationen an oxidierten Metaboliten im Wildtyp stark ansteigen,
kommt es zeitgleich zu einem Abfall der antioxidativ wirkenden Metabolite. Die Kon-
zentration an a-Tocopherol ist mit 7,52x10* im Wildtyp erniedrigt, wahrend sie bei
der Atri5-Infektion auf 1,25 ansteigt. Ein weiterer stark antioxidativ wirkender Metabo-
lit ist Liponséure (Packer et. al 1995). Die Konzentration der Liponsaure sinkt wah-
rend der Wildtyp-Infektion stark ab (1,32x107). Im Atri5 infizierten Gewebe findet
keine signifikante Anderung statt. Die Konzentration an Dehydroascorbat fallt wah-
rend der Infektion mit dem Wildtyp-Stamm auf 7,56x10" ab, wahrend sie bei der
Atri5-Infektion nicht signifikant verandert ist (1,10). Die Menge an Dehydroascorbat
ist ein Indiz fur die Regeneration von Ascorbat durch den Glutathion-Ascorbat-Zyklus.
Glutathion ist ein charakteristischer Metabolit fur oxidative Stressschaden und wird
bei der Infektion mit beiden Stammen vermehrt gebildet. Der Anstieg fallt wahrend
der Wildtyp-Infektion mit 1,54 schwacher aus als bei der Atri5-Infektion mit 2,04. Im
Gegensatz dazu ist die Menge an oxidiertem Glutathion im Wildtyp Set mit 2,02 star-
ker erhoht als wahrend der Atri5-Infektion (1,58). Zusammengenommen ergibt sich
daher das Bild einer starkeren Einwirkung von ROS wahrend der Wildtyp-Infektion.
Dies resultiert in der Akkumulation von oxidierten Metaboliten, zeitgleich mit einem
Abfall der ROS-detoxifizierenden Metabolite. Wahrend der Atri5-Infektion kommt es
nicht im gleichen MalRe zu oxidativen Stressschaden, wobei die Konzentration der
ROS-detoxifizierenden Metabolite ansteigt. Reaktive Sauerstoff-Spezies sind wéh-
rend der Wirts-Pathogen-Interaktion nicht nur ein wichtiger Bestandteil der Pflanzen-
verteidigung, sondern dariber hinaus an der Quervernetzung von Molekilen der
Zellwand beteiligt (Torres et al. 2006).
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3.7.Metaboliten der Zellwand akkumulieren sowohl wéhrend der Wildtyp-
Infektion als auch wahrend der Atri5-Infektion

Die Zellwand des Rachisknotens ist wahrend der Infektion des Tri5-Stammes struktu-
rell verstarkt (Jansen et al. 2005). Modifikationen der sekundéaren Zellwand werden
haufig diskutiert als Effekt einer vermehrten Lignin-Synthese (zusammengefasst
durch Huckelhoven 2007). Die Ausgangsbestandteile der Lignine werden durch den
Phenylpropanoid-Stoffwechsel synthetisiert. Veranderungen im Phenylpropanoid-
Stoffwechsel konnten daher im Zusammenhang mit einer erfolgreichen Pflanzenver-
teidigung stehen.

Zentrale Metabolite des Phenylpropanoid-Stoffwechsels sind im Zuge der Infektion in
den Wildtyp und Atri5 infizierten Rachisknoten erhoht. Der putative RR-Metabolit p-
Coumarinsaure steigt bei Infektion mit beiden Stammen an (Wildtyp: 2,18; Atri5:
1,23). Fur eine Aktivierung des Phenylpropanoid-Stoffwechsels spricht auch die
Akkumulation von Phenylpropiolinsdure, die gleichermaf3en sowohl im Wildtyp
(1,93%x10°) als auch wahrend der Atri5-Infektion (1,11x10°) stark akkumuliert. Cou-
marin wird ebenfalls vermehrt gebildet im Zuge der Infektion beider Stamme (Wildtyp:
7,41x10°% Atri5: 2,95x10°). Zuséatzlich wurde a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure detek-
tiert. In diesem Fall kommt es nur zu einem signifikanten Anstieg wahrend der Wild-
typ-Infektion (1,85x10°). Die Konzentration an Ferulasaure fallt wahrend der Wildtyp-
Infektion (5,92x10™) ab, wohingegen die Konzentration wéhrend der Atri5-Infektion
mit 9,36x10™" nicht signifikant verandert ist. Ein Derivat der Ferulaséure steigt hin-
gegen wahrend der Wildtyp-Infektion stark an (4,89x10°), wahrend die Konzentration
bei der Atri5-Infektion nicht signifikant reguliert wird. Wahrend der Infektion des Atri5-
Stammes kommt es zu einer signifikanten Akkumulation der pflanzlichen Lignan-
Verbindung Deoxypodophyllotoxin (Wildtyp: 1,93, Atri5: 3,74). Lignane sind nattrli-
che Pflanzenverbindung, welche haufig zytotoxische Eigenschaften aufweisen (Ca-
nel et al. 2000) und aus den Vorlaufern der Lignin-Verbindungen synthetisiert wer-
den. Zusammengefasst kommt es bei der Infektion beider Stamme zu einer Aktivie-
rung des Phenylpropanoid-Stoffwechsels. Der Anstieg der involvierten Verbindungen
fallt wahrend der Wildtyp-Infektion starker aus.

Ausgehend vom Phenylpropanoid-Stoffwechsel kommt es wahrend der Wildtyp-
Infektion zu Verdnderungen von einem Intermediat des Syringyl-Lignin. Die Konzen-

tration von Sinapylalkohol sinkt wéahrend der Wildtyp-Infektion auf 2,34x10™* ab, wéh-
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rend sie bei der Atri5-Infektion nicht signifikant reguliert wird (6,83x10™). Dies ist ein
Indiz dafur, dass die Synthese von Lignin-Verbindungen wahrend der kompatiblen
Reaktion (Wildtyp) gestort ist.

Neben Lignin ist Cellulose das Hauptpolymer in der sekundaren Pflanzenzellwand.
Ein Metabolit, das als Indikator sowohl fir den Aufbau als auch den Abbau der Cellu-
lose dienen konnte, ist Cellobiose. Cellobiose entsteht als Abbaumetabolit durch die
Spaltung von Cellulose durch Cellulasen. In seiner Rolle im Aufbauprozess wird Cel-
lobiose umgesetzt zu Glukose-1-Phosphat. AnschlieRend wird GDP-Glukose gebil-
det, welches der direkte Vorlaufer der Cellulose ist. Wahrend der Wildtyp-Infektion
fallt die Konzentration auf 3,84x107 ab, wéhrend sie bei der Atri5-Infektion nicht si-
gnifikant reguliert wird (9,73x10™).

Ein weiterer Metabolit, der als Indikator fur Veranderungen in der Zellwand-Synthese
herangezogen werden kann, ist Xylose als Degradationsmetabolit der xylanhaltigen
Hemicellulosen. Die Untereinheiten der Xylane bestehen aus D-Xylose, welches
wahrend der Infektion beider Stamme ansteigt (Wildtyp: 2,00, Atri5: 2,48). Es kommt
daher bei der Wildtyp-Infektion hdchstwahrscheinlich zu Veranderungen in der Li-
gnin- sowie Cellulose-Zusammensetzung der sekundaren Zellwand sowie zu einem
vermehrten Abbau der xylanhaltigen Hemicellulosen bei der Infektion mit beiden
Stammen.

Neben den Metaboliten mit direkten Bezug zur Virulenz (Zellwand, ROS, Signal-
transduktion) finden bei der Infektion tiefgreifende Umgestaltungen des Primarmeta-
bolismus statt (Abbildung 9, Abbildung 10). Diese Umgestaltungen gehen einher mit

einem Absinken der Zucker- und Aminosaure-Konzentrationen.
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3.8.Wahrend der Wildtyp-Infektion kommt es zu einem Konzentrationsabfall

der Aminosauren

Als globale metabolische Stickstoffmarker wurden die Konzentrationen der freien
Aminosauren herangezogen. Insgesamt wurden 19 Aminosauren detektiert, von
denen alle signifikant reguliert werden wahrend der Wildtyp-Infektion. Von diesen
sinken bei 14 die gemessene Konzentration ab. Ein Anstieg wurde bei Glycin, Cyste-
in, Alanin, Threonin und Tryptophan gemessen. Wéhrend die Konzentration eines
Grolteils der Aminosauren im Verlauf der Wildtyp-Infektion absinkt, werden bei der
Atri5-Infektion nur 11 signifikant reguliert. Von den 11 signifikant regulierten Amino-
sauren wahrend der Infektion mit dem Atri5-Stamm fallt nur bei vier Aminosauren die
Konzentration ab, bei sieben steigt das Level an. Zuséatzlich zu den Aminoséauren, die
im Wildtyp erhoht vorliegen, steigt die Konzentration von Glutamat, Allantonin und
Aspartat an. Die Infektion mit dem Wildtyp fuhrt daher wahrscheinlich zu einem
Stickstoffmangel, im Gegensatz zu der Atri5-Infektion. Das Absinken der Aminosau-
re-Konzentrationen ist wahrscheinlich auf Katabolismus-Prozesse zuriickzufihren.
Anzeichen daflr zeigen sich in der Regulation des Lysin- sowie Glutamat- Stoff-
wechsels.

Von den Metaboliten des Lysin-Metabolismus finden sich hohe Konzentrationen des
Degradationsmetaboliten a-Aminoadipat bei der Infektion mit beiden Stammen im
Gewebe (Wildtyp: 7,43x10°, Atri5: 1,16x10°). Dieser Metabolit deutet auf einen ver-
mehrten Abbau von Lysin hin. Ebenso kommt es zu einem Anstieg von Dihydropico-
linsaure — als charakteristischer Metabolit fir eine vermehrte Lysin-Synthese (Wild-
typ: 1,86x10°, Atri5: 1,07x10°). Die Konzentration von Homo-Iso-Citrat als Interme-
diarmetabolit der pilzlichen Lysin-Synthese ist bei der Infektion mit beiden Stammen
nicht signifikant verandert (Wildtyp: 1,01, Atri5: 1,09). Es findet daher ein verstéarkter
Abbau von Lysin von pflanzlicher Seite aus statt, der von einer vermehrten Neusyn-
these begleitet wird.

Indizien fir vermehrte Katabolismus-Prozesse der Aminosduren sind ebenfalls in
Metaboliten des Urea-Zyklus zu finden. Die Zufihrung von Glutamat in den Urea-
Zyklus ist zum Beispiel wahrend der Wildtyp-Infektion stark erhdht, was sich durch
eine erhdhte Konzentration von N-Acetyl-L-Glutaminsdure (2,57x10°%) sowie N-
Acetyl-L-Glutamat 5-Semialdehyd (2,00x10°) zeigt. Die Konzentration der Degrada-

tionsmetaboliten des Tryptophan steigt bei der Infektion mit beiden Stdmmen an. Als
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Beispiel kann die Bildung von Kynurenin herangezogen werden (Wildtyp: 3,47x10°
Atri5: 8,06x10°). Obwohl die Bildung von Degradationsmetaboliten auf einen ver-
mehrten Abbau des Tryptophans hindeutet, wurde im Wildtyp infizierten Gewebe ein
Tryptophan-Anstieg festgestellt. Die vermehrten katabolischen Prozesse missen
daher in Verbindung mit einer starkeren Neubildung (analog zur Lysin-Synthese)
ausgehend vom Anthranilat (nicht detektiert) stehen. Nur wahrend der Infektion des
Wildtyps kommt es zu einem Anstieg von 2-Aminomuconat-6-Semialdehyd
(1,20x10"). Dieser Metabolit kann als Indiz angesehen werden, dass keine Neusyn-
thesen ausgehend vom Kynurenin stattfinden, sondern der Abbau von Tryptophan
bis zur Acetyl-CoA- Bildung stattfindet. Dies wirde fir einen Katabolismus der Ami-
nosauren sprechen, der den Bedarf an Substraten fur die Glykolyse deckt (vgl. Abfall
der Zuckerverbindungen sowie Metabolisierung der Starke).

3.9.Metabolisierung von Speicherstoffen und Kohlenhydraten im Zuge der

Infektion

Ausgehend vom Sesquiterpen-Stoffwechsel wird in F. graminearum das Mykotoxin
Deoxynivalenol (DON) gebildet. Wahrend der Infektion mit beiden Stdmmen ist die
Konzentration von Farnesal als Metabolit der Sesquiterpen-Synthese stark erhoht
(Wildtyp: 1,78x10% Atri5: 1,22x10°%. Aufgrund der fehlenden pilzlichen Marker-
Metabolite im Atri5 infizierten Gewebe (s.0.), erscheint eine Bildung von Farnesal von
Pflanzenseite plausibel. DON als Endprodukt der Terpenoid-Synthese wird nur im
Wildtyp-Stamm gebildet (5,24Ex10°), jedoch wie erwartet nicht in der Trichodien-
Deletionsmutante. Interessanterweise kommt es bei der Infektion des Wildtyp-
Stammes zu einem Absinken der Konzentration von Dolichyl-Diphosphat, was als
Indikator fiir die Synthese von N-Glucanen dienen kann (Wildtyp: 1,68x10%; Atri5
nicht signifikant verandert). Im Gegenzug steigen die Konzentrationen der Gibbere-
linsauren an, die ebenfalls aus dem Sesquiterpen-Stoffwechsel synthetisiert werden.
Insgesamt wurden 12 Gibberelin-Verbindungen und ihre Derivate im metabolomi-
schen Profil detektiert. Die Konzentration aller 12 Verbindungen stieg bei Infektion
mit dem Wildtyp-Stamm sehr stark und signifikant an. Bei Infektion mit dem Atri5-
Stamm werden nur 5 Gibberelin-Verbindungen signifikant akkumuliert. Entwicklungs-
biologisch wird wahrend der Samenkeimung die Sekretion von a-Amylasen aus dem

Aleuron durch Gibbereline eingeleitet (Varner et al. 1964). Die Freisetzung von Gib-
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berellinen ist daher verbunden mit der Initiation der Samenkeimung. Amylopectin als
Bestandteil der Starke (Amylum) steigt stark an wahrend der Wildtyp-Infektion
(1,57x10°%. Die Freisetzung von Amylopectin findet nur wahrend der Wildtyp-
Infektion statt und wird weder wahrend der Atri5-Infektion, noch beim Vergleich der
Wasserkontrollen reguliert. Dies deutet darauf hin, dass vermehrt Speicherstoffe des
Samens zur Deckung des Energiebedarfs herangezogen werden.

Neben der Metabolisierung der Starke fallen die Konzentrationen der freien Zucker-
verbindungen wie Glukose (5,04x10™), Fruktose (6,94x10"), Saccharose (6,79x10™%)
und Raffinose (6,80x10™") im Zuge der Wildtyp-Infektion signifikant ab. Entgegenge-
setzt hierzu bleiben die Konzentrationen dieser Zucker nahezu konstant wahrend der
Atri5-Infektion. Die Raffinose-Konzentration steigt im Atri5-infizierten Gewebe ent-
gegengesetzt zur Wildtyp-Infektion auf 2,84 an. Der Abfall der Zuckerverbindungen
sowie die Metabolisierung der Starke treten daher nur wéahrend der Wildtyp-Infektion
auf. Beide Veradnderungen deuten daraufhin, dass ein vermehrter Energiebedarf
wahrend der Infektion besteht. Eine Zucker-Verbindung, die mdglicherweise von F.
graminearum wahrend der Infektion synthetisiert wird, ist D-alpha,alpha’-Trehalose.
Die Konzentration steigt im Wildtyp infizierten Gewebe auf 1,35 x 10" an, wahrend
sie im Vergleich bei der Atri5-Infektion nur auf 1,31 ansteigt. Trehalose wird haufig
als pilzlicher Zucker beschrieben, kann allerdings unter Salz und Trockenstress-
Bedingungen auch von T. aestivum synthetisiert werden (Gancedo und Carmen-
Lisset 2006, El-Bashiti et al. 2005).

Neben den Zuckerverbindungen, sind bei der Infektion beider Stamme tiefgreifende
Veranderungen im Glycerolipidmetabolismus auszumachen. Von 39 gefunden Fett-
sauren steigen 34 teilweise sehr stark an wahrend der Wildtyp-Infektion. Wahrend
der Atri5-Infektion sind 22 Fettsauren schwach erhéht. Ausgehend vom Triacylglyce-
rid-Metabolismus kommt es zu einem Anstieg von Glycerol (Wildtyp: 4,82x10°, Atri5
unverandert), Glycerol-3-Phosphat (2,36 GC/MS, nicht detektiert wahrend der Atri5-
Infektion). Dies legt den Schluss nahe, dass ein vermehrter Katabolismus der Fette
und Lipide wahrend der Wildtyp-Infektion stattfindet. Die Degradation der Fettsauren
mundet dabei in der Freisetzung von Acetyl-CoA.

Bei den Spingolipiden der Zellmembran zeigt sich ein Abfall im Wildtyp infizierten
Gewebe von Sphingosin (6,70x10™), sowie Dihydrosphingosin (3,09x10}). Die Kon-
zentrationen von Sphinganin-1-Phosphat (7,97x10°), Dihydroceramid (3,52x10°) so-

wie 3-Ketosphingosin (2,51) nehmen stark zu. Wahrend der Atri5-Infektion kommt es
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ebenfalls zu einem starken Anstieg von 3-Ketosphingosin. Alle anderen Metabolite,
wie z. B. Sphinganin-1-Phosphat oder Dihydroceramid sind entweder unveréndert
oder nur moderat verandert (Anstieg von Dihydrosphingosin: 1,31). Die Umgestal-
tung des Sphingolipid-Metabolismus tritt dabei, analog zu den Veranderungen im
Glycerolipidmetabolismus, nur bei der Wildtyp-Infektion auf. Als Indikator fur ver-
mehrte Katabolismus-Prozesse der Glycerophospholipide kdnnte der Anstieg von
Ethanolamin dienen, das im Mittel bei der Wildtyp-Infektionen stark, allerdings nicht
signifikant ansteigt (Wildtyp 9,85, Atri5 8,92x10Y). Unter den Butanoat-Verbindungen
wurden stark erhohte Konzentrationen von 2,4 Dihydroxybutansaure (Wildtyp 2,11 x
10", Atri5: 2,71) sowie 4-Hydroxybutansaure (Wildtyp 1,93 x 10%, GC/MS, nicht de-
tektiert im Atri5 infizierten Gewebe) gefunden. Der Abbau der Butanoate findet tber
Aceto-Acetat als direktem Vorlaufer von Acetyl-CoA statt. Wéahrend der Wildtyp-
Infektion kommt es zu einem stark signifikanten Anstieg von Aceto-Acetat auf 3,82,
wahrend bei der Atri5-Infektion keine signifikanten Anderungen festgestellt wurden.
In Verbindung mit dem Anstieg der Butanoat-Verbindungen kann die Aussage getrof-
fen werden, dass die vermehrte Mobilisierung von Butanoaten wahrend der Wildtyp-
Infektion zur Deckung des Energiebedarfs stattfindet.

Die Quellen, die daflr herangezogen werden, scheinen beim Wildtyp die Speicher-
stoffe wie Lipide, Butanoate sowie die freien Zuckerverbindungen zu sein. Wahrend
der Atri5-Infektion lassen sich diese Bewegungen nicht ausmachen. Die erhdhten
Pyruvat-Mengen kénnen daher ohne messbare Verluste aus dem Primarstoffwechsel

bereitgestellt werden.

3.10. Veranderungen in den Metaboliten des TCA-Zyklus sowie des
GABA-shunts

Grundsatzlich wird die Energieversorgung der Zelle durch den Tri-Carbon-Saure-
Zyklus (TCA) in den Mitochondrien sichergestellt. Die Metabolite des Citrat-Zyklus
und seine Intermediate sind in vielen biochemischen Kreislaufen wichtige Reaktions-
partner. Indizien fur einen vermehrten Flux von Metaboliten zum TCA-Zyklus finden
sich im Abfall der Zucker-Verbindungen Glukose, Fruktose, Raffinose und Saccharo-
se. In der Folge kommt es zu einem Anstieg der Metabolite der Glykolyse bei der
Infektion mit beiden Stdmmen. Die Konzentration von Glukose-6-Phosphat (Wildtyp:

1,2, Atri5: 1,48), Fruktose-6-Phosphat (Wildtyp: 1,38, Atri5: 1,47), Glycerinsaure-3-
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Phosphat (1,45, 1. Durchgang, nicht detektiert im Atri5 infizierten Gewebe) steigt bei
der Infektion mit dem Wildtyp-Stamm an. Die additiven Effekte der vermehrten Glyko-
lyse sowie der vermehrten Katabolismus-Prozesse fiihren in der Folge zu einer ver-
mehrten Detektion von Pyruvat (Wildtyp: 1,10 x 10, Atri5: 5,56x10%) (Abbildung 9,
Abbildung 10). Obwohl glykolytische und lipolytische Prozesse zu einem Uberange-
bot von Acetyl-CoA und in der Folge zu einer vermehrten Energieproduktion fuhren,
sinken die Konzentrationen der TCA-Metabolite direkt nach der Einspeisung von
Acetyl-CoA ab. Die Konzentration von Zitronensaure fallt wahrend der Wildtyp-
Infektion auf 8,67 x 10" ab, wahrend sie nicht reguliert wird im Verlauf der Atri5-
Infektion. Die Konzentration von Iso-Citrat als nachfolgendem Metabolit sinkt wah-
rend der Wildtyp-Infektion in der Folge auf 6,92 x 10 ab, wéhrend der Abfall im Ver-
lauf der Atri5-Infektion mit 8,12 x 10 schwécher ausfallt.

Die Konzentration von 2-Ketoglutarat steigt hingegen wéahrend der Infektion mit dem
Wildtyp-Stamm auf 4,27 an, wahrend bei der Atri5-Infektion keine signifikanten Ande-
rungen detektiert wurden. In den Metaboliten der spateren Reaktionsschritte wurden
stark erhéhte Konzentrationen von Succinat im wildtypinfizierten Gewebe festgestellt
(1,70x10%). Im Atri5 infizierten Gewebe herrscht im Gegensatz dazu ein Succinat-
Mangel (3,26x10"). Die Konzentrationen von Fumarat steigen im wildtypinfizierten
Gewebe auf 9,40 x 10 an (keine Regulierung im Atri5 infizierten Gewebe). Ab-
schlieBend steigt die Konzentration von Malat schwach wahrend der Wildtyp-
Infektion an (nicht signifikant reguliert wahrend der Atri5-Infektion). Auffallig ist der
sehr starke Succinat-Anstieg im wildtypinfizierten Gewebe, der nicht im gleichen Ma-
e durch Konzentrationsanstiege der vorangegangenen Metaboliten erklarbar ist.
Vermutlich findet daher eine vermehrte Zufuhr durch andere Stoffwechselwege statt.
In diesem Zusammenhang ist die Bildung von 4-Aminobuttersaure (GABA) (Anstieg
wahrend der Wildtyp-Infektion auf 2,65, nicht signifikant reguliert wahrend der Atris-
Infektion) von Interesse. In der Folge kommt es zur vermehrten Bildung von Succi-
nat-Semialdehyd (Anstieg von 3,82, nicht detektiert wahrend der Atri5-Infektion). Der
Anstieg beider Metabolite ist ein Indiz flr eine vermehrte Bereitstellung von Succinat
durch den sogenannten GABA-shunt. Im GABA-shunt wird durch die Decarboxylie-
rung von Glutamat GABA gebildet. GABA wird durch Transaminasen unter Rekonsti-
tuierung von 2-Ketoglutarat zu Succinat-Semialdehyd umgewandelt. Dieses wird an-

schlieend durch Dehydrogenasen umgesetzt zu Succinat, welches in den TCA-
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Zyklus eingebracht wird. Die erhdhte Konzentration von 2-Ketoglutarat konnte daher
auf die Rolle als Amino-Akzeptor im GABA-shunt zurtckzufuhren sein.

Zusammengenommen kommt es bei der Infektion des Wildtyp-Stammes zu vermehr-
ten Katabolismus-Prozessen, die in der Bereitstellung von Acetyl-CoA sowie Pyruvat
munden. Trotz des starkeren Flusses von Metaboliten hin zum TCA-Zyklus findet
kein gleichbleibender Anstieg der Metabolite innerhalb des Kreislaufes statt. Der
starke Anstieg von Succinat lasst den Schluss zu, dass eine vermehrte Zufuhr durch
andere Stoffwechselwege stattfindet. Ein prioritar beschrittener Weg der Succinat-
Bereitstellung unter Stressbedingungen ist der GABA-shunt (Bouché und Fromm
2004). In diesem Stoffwechselweg mindet der Polyamin-Abbau Uber Putrescin sowie
Uber die Rekonstituierung von 2-Ketoglutarat der Stickstoffmetabolismus. Vor dem
Hintergrund des Polyamin und GABA-Anstieges, dem ausgepragten Katabolismus
der Aminosauren wahrend der Wildtyp-Infektion sowie der aufgezeigten Rekrutierung
von Energie liefernden Stoffwechselwegen ist der GABA-shunt héchstwahrscheinlich
von eminenter Bedeutung fur die Pathogen-Pflanze-Interaktion. Um daher die Be-
deutung des GABA-Metabolismus fir die Weizeninfektion nachzuvollziehen, wurde
der pilzliche GABA-Metabolismus durch Deletion zweier GABA-Transaminasen aus-

geschaltet.

3.11. Generierung der  Deletions-Mutanten  sowie der  GFP-

Fusionskonstrukte

Zwei putative GABA-Transaminasen wurden in der MIPS-Datenbank gefunden
(FGSG_05554 und FGSG_06751, hernach als gta-1 und gta-2 bezeichnet). Gta-1
weist 67 % Homologie, gta-2 58 % zu einer annotierten GABA-Transaminase von M.
oryzae (NCBI XP_003714648.1) auf. Beide gefundenen Transaminasen wurden tber
einen homologen Rekombinationsansatz durch einen Antibiotika-Marker ersetzt. Pri-
marmutanten wurden mittels PCR und Southern Blotting Uberprift (Abbildung 11,
Abbildung 12, Abbildung 13).
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Abbildung 11 Vektor-Klonierung und Southern Strategie fir die Deletion von gta-1. A. Deletion
von gta-1 (2) durch homologe Rekombination mit einem Deletionsvektor (1). Die Flanken wurden mit-
hilfe der Primer 9 und 10 fur die 5° Flanke, sowie den Primern 11 und 12 fir die 3’ Flanke amplifiziert.
Mittels Hefe-Rekombinationsklonierung wurden die Fragmente mit der Nat-Resistenzkassette ligiert.
Der fertige Vektor wurde mit Xhol und Notl verdaut und zur zielgerichteten Deletion von FGSG_05554
(gta-1.) eingesetzt (3). B. Erhaltene Transformanten wurden mithilfe eines Southern-Blots Uberprift.
Die Detektion mit der geninternen Sonde (Primerkombination 1 und 2) ergab keine Bande in den
Transformanten 3; 6 und 8. Der Ektop sowie der Wildtyp zeigten eine Bande bei 10183 bp. Die Hybri-
disierung mit der Resistenzkassette ergab eine Bande bei 9847 bp bei den Transformanten und klei-
nere bei dem ektopischen Transformanten. Im Wildtyp wurde keine Bande detektiert. C. Die Uberprii-
fung mittels PCR ergab eine Bande bei 458 bp im Wildtyp sowie im ektopischen Transformanten, nicht
jedoch in den Transformanten 3; 6 und 8. Es wurden drei unabhangige Agta;-Mutanten generiert. In
den Mutanten konnte keine geninterne Bande (FGSG_05554) amplifiziert werden. Im Gegensatz dazu

konnten in den Mutanten die Integration der Resistenzkassette bestétigt werden.

Die Deletion von FGSG_06751 (gta-2) erfolgte nach dem oben beschriebenen Ver-
fahren. Transformanten wurde mithilfe von PCR auf das Vorhandensein einer genin-
ternen Bande hin tUberpruft (Abbildung 12)
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Abbildung 12 Vektor-Klonierung und Southern Strategie fir die Deletion von gta-2. A. Deletion

GTA-2

NAT

von gta-2. (2) durch homologe Rekombination mit einem Deletionsvektor (1). Die Flanken wurden
mithilfe der Primer 13 und 14 fir die 5’ Flanke, sowie den Primern 15 und 16 fur die 3’ Flanke amplifi-
ziert. Mittels Hefe-Rekombinationsklonierung wurden die Fragmente mit der Nat-Resistenzkassette
ligiert. Der fertige Vektor wurde mit Xhol und Notl verdaut und zur zielgerichteten Deletion von
FGSG_06751 eingesetzt (3). B. Erhaltene Transformanten wurden mithilfe eines Southern-Blots Uber-
pruft. Die Detektion mit der geninternen Sonde (Primerkombination 3 und 4) ergab kein Signal in den
Transformanten 11 und 16. Der ektopische Transformant und der Wildtyp zeigten eine Bande bei
7742 bp. Die Hybridisierung mit der Resistenzkassette ergab eine Bande bei den Transformanten bei
7752 bp. Die Bande bei dem ektopischen Transformanten ist kleiner als in den Deletionsmutanten. Im
Wildtyp wurde keine Bande detektiert. C. Die Uberpriifung mittels PCR mit der Primerkombination 3
und 4 ergab eine Bande bei 458 bp im Wildtyp sowie im ektopischen Transformanten, nicht jedoch in
den Transformanten 11 und 16.

Transformanten , in denen keine interne Bande nachweisbar, aber Nourseothricin als
Resistenzmarker integriert war, wurden mithilfe eines Southern-Blots Uberpruft. Es
konnten zwei Transformanten festgestellt werden, wo FGSG_06751 durch den Dele-
tionsvektor homolog ausgetauscht war. Zur Generierung der Doppelmutanten wurde
eine bestétigte Einzelmutante von gta-1 mit einem Deletionsvektor fir gta-2 mit Hy-

gromycin als Resistenzmarker transformiert.
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Abbildung 13 Vektor-Klonierung und Southern Strategie fir die Deletion von gta-2 im Agta; Hintergrund A. Deletion von gta-2 in einem Agta-; Stamm (2)
durch homologe Rekombination mit einem Deletionsvektor (1). Die Flanken wurden mithilfe der Primer 13 und 14 fur die 5’ Flanke, sowie den Primern 15 und 16
fur die 3’ Flanke amplifiziert. Mittels Hefe-Rekombinationsklonierung wurden die Fragmente mit der Hygromycin-Resistenzkassette ligiert. Der fertige Vektor wur-
de mit Xhol und Kpnl verdaut und zur zielgerichteten Deletion von FGSG_06751 (gta-2.) in einer bestéatigten Agta-;-Mutante eingesetzt (3). B. Erhaltene Trans-
formanten wurden mithilfe eines Southern-Blots Uberprift. Die Detektion mit der geninternen Sonde (Primerkombination 3 und 4) ergab keine Bande in den
Transformanten 1;2;3 und 5. Der Wildtyp zeigte eine Bande bei 7742 bp. Die Hybridisierung mit der Resistenzkassette ergab eine Bande bei 10856 bp. Im Wild-
typ wurde keine Bande detektiert. C. Die Uberprifung mittels PCR mit der Primerkombination 1 und 2 ergab eine Bande bei 458 bp im Wildtyp fir gta-1, nicht
jedoch in den Transformanten 1;2;3 und 5. Die Uberpriifung mit der Primerkombination 3 und 4 als interne Sequenz von gta-2 ergab eine Bande von 421 bp im

Wildtyp. In den Transformanten 1,2,3 und 5 konnte keine Bande amplifiziert werden.
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Es wurden drei Mutanten fur gta-1 (Agtai), zwei Mutanten fir gta-2 (Agtaz) sowie drei
Doppelmutanten (AAgta;») néaher charakterisiert. Einer der erzeugten Doppelmutan-
ten wurde mit dem Plasmid pl199::dsRed (llgen et al. 2009) transformiert. Dies er-
moglicht die Expression des Fluoreszenzproteins DsRed im Cytosol der AAgta;,-
Mutanten. Um die Lokalisation beider GABA-Transaminasen zu uberprifen, wurden
ca. 1 kb der putativen Promotorsequenz sowie die gesamte kodierende Sequenz mit
dem ORF von eGFP C-Terminal fusioniert. Beide generierten Plasmide wurden zur

Transformation des Wildtyp-Stamms eingesetzt (Abbildung 5).

3.12. Beide Transaminasen sind synergistisch am GABA-, Putrescin-

und Spermidin-Abbau beteiligt

Die Substratspezifitat der erzeugten Deletionsmutanten wurde auf Agarplatten mit
Minimalmedium (MM) mit GABA, B-Alanin und Putrescin als einzige Stickstoffquelle
Uberpruft (Abbildung 14). Das Wachstum auf MM-NaNO3-Platten diente als Refe-
renzvergleich. Nach drei Tagen Wachstum auf MM-NaNOs-Platten zeigten alle er-
zeugten Deletions-Mutanten einen ahnlichen Koloniedurchmesser wie der Wildtyp.
Die Kultivierung auf MM-GABA als einziger Stickstoffquelle fuhrte zu einem drastisch
reduzierten Wachstum bei den AAgta;.,-Mutanten und einem leicht reduzierten
Wachstum bei den Agta;-Mutanten. Der Wildtyp und die Agta,-Mutanten wuchsen
auf GABA vergleichbar. Wird das strukturell ahnliche B-Alanin als Stickstoffquelle
eingesetzt, sind die Agta,-Mutanten sowie die AAgta;..-Mutanten im Wachstum redu-
ziert. Der Wildtyp sowie die Agta;-Mutanten wuchsen dabei vergleichbar. Die Trans-
aminase gta-1 hat also eine Substratspezifitat fir GABA, wohingegen gta-2 eine -
Alanin und GABA verstoffwechselt. Obwohl beide Transaminasen unterschiedliche
Substratspezifitaten aufweisen, sind beide synergistisch am GABA-Abbau beteiligt.

Der 3-Alanin-Metabolismus wird im Gegensatz dazu nur von gta-2 katalysiert.
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Abbildung 14 Nutzung verschiedener Stickstoffquellen im Minimalmedium (4 dpi). Der Wachs-
tumsphéanotyp des Wildtyps sowie der Einzel- (Agta; und gta,,) und Doppelmutanten (AAgta;.,) auf
Minimalmedium mit den angegebenen Stickstoffquellen. Der Wildtyp-Stamm kann alle Substrate nut-
zen. Das Wachstum der Agta;-Mutanten ist auf B-Alanin eingeschrankt, wahrend das Wachstum der
Agta,-Mutanten auf GABA eingeschrankt ist. Das Wachstum auf NaNOz; und Putrescin ist bei beiden
Einzelausschaltungen und der Doppelausschaltung unveréandert zum Wildtyp. Die AAgta;..-Mutanten
sind sehr stark eingeschrankt im Wachstum auf GABA und Putrescin und zeigen eine ahnliche
Wachstumsreduktion wie die Agta;-Mutanten auf -Alanin.

Analog zum Wachstum mit GABA auf einziger Stickstoffquelle, wurde das Wachstum
auf MM-Festmedium mit verschiedenen Kohlenstoffquellen verglichen (Abbildung
15). Beim Wachstum auf MM mit GABA als einziger Kohlenstoffquelle kommt es
ebenfalls zu einer starken Reduktion im radialen Wachstum der AAgta;;>-Mutanten
(Abbildung 15). Zusammengenommen kann GABA daher im Wildtyp sowohl als
Stickstoff (N) als auch als Kohlenstoffquelle (C) dienen.
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Abbildung 15 Wachstum auf verschiedenen Kohlenstoffquellen (C-Quellen) in Minimalmedium
(4 dpi). Der Wildtyp konnte alle C- Quellen nutzen. Die AAgta;..-Mutanten zeigten keine Unterschiede
im Wachstum auf allen getesteten C-Quellen mit Ausnahme von GABA. Beim Wachstum auf GABA
war der radiale Wachstumsdurchmesser der AAgta;.,-Mutanten stark reduziert im Vergleich zum Wild-

typ-Stamm.

Beim Wachstum auf MM-Festmedium mit Putrescin als einziger Stickstoffquelle
konnten keine Wachstumsunterschiede zwischen den Agta;- sowie Agta,-Mutanten
und dem Wildtyp festgestellt werden. Im Gegensatz dazu ist das Wachstum der
AAgta;.,-Mutanten stark eingeschrankt. Der Polyamin-Abbau mit Putrescin als Inter-
mediat fuhrt daher hochstwahrscheinlich zur Bildung von GABA, welches von den
AAgta; ,-Mutanten nicht mehr umgesetzt werden kann. Ergénzend wurde das
Wachstum der AAgtai..-Mutanten auf MM-Festmedium mit L-Arginin, L-Ornithin so-
wie Spermidin als einziger Stickstoffquelle getestet (Abbildung 16).

60



Ergebnisse

L-Arginin L-Ornithin Spermidin

Abbildung 16 Wachstum auf Minimalmedien mit verschiedenen Polyaminen sowie Polyamin-
Vorstufen (4 dpi). Der Wildtyp konnte alle Substrate als Stickstoffquellen nutzen. Die AAgta;.,-
Mutanten wuchsen auf L-Arginin sowie L-Ornithin vergleichbar zum Wildtyp. Das radiale Wachstum

auf Spermidin war stark reduziert im Vergleich zum Wildtyp.

Beim Wachstum auf den Vorlaufer-Substraten der Polyamin-Synthese, L-Arginin so-
wie L-Ornithin, wurde kein unterschiedliches Wachstum im Vergleich zum Wildtyp
beobachtet. Das radiale Wachstum auf Platten mit dem Polyamin Spermidin war bei
den AAgta;.o-Mutanten eingeschrankt. Die Unterbrechung des GABA-shunts in den
AAgta;.,-Mutanten fuhrt zu einem Stopp der Verwertung von GABA und Putrescin

und zu einem eingeschranktem Wachstum mit Spermidin.

3.13. Lokalisierung der Transaminasen

Die Vorhersage des Signalpeptides mittels WolfpSort* (Protein Subcellular Localiza-
tion Prediction) ergab eine putative Lokalisierung von gta-1 in den Mitochondrien,
wahrend sich gta-2 wahrscheinlich im Cytosol befindet. Die Lokalisierung beider
Transaminasen wurde in einem MM-GABA Medium uberprift (Abbildung 17). Die
Transaminase gta-1 wird héchstwahrscheinlich in die Mitochondrien importiert. Nach

Farbung mit dem Mitochondrien-Farbstoff Rhodamin123 konnten ahnliche Strukturen

! http://wolfpsort.seq.cbrc.jp ( Zugriff: 21.3.2014)
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wie bei der gta-1 Lokalisation gesehen werden. Im Gegensatz dazu bildet gta-2 stab-
chenférmige Strukturen im Cytosol aus. Die gebildeten Strukturen weisen strukturelle
Ahnlichkeiten zum filamentésen Zytoskelett auf.

Abbildung 17 Lokalisierung beider Transaminasen. Die Transaminase gta-1 wird hdchstwahr-
scheinlich in die Mitochondrien importiert. Zum Vergleich wurden die Mitochondrien des Wildtyp-
Stammes mit Rhodamin123 angefarbt. Die zweite Transaminase befindet sich nicht in den Mitochon-
drien sondern bildet stabchenférmige Strukturen aus. Die Fluoreszenzaufnahmen sind Maximumin-
tensitatsprojektionen aus Einzelaufnahmen. Langenmal3stab: 20 um.
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3.14. Die AAgta;.»-Mutanten sind sensitiver gegen H,O, Stress und bil-
den weniger Perithecien, sind jedoch unverandert in der Konidien-

Keimungsrate

Die Sensitivitat der AAgta;..-Mutanten gegeniiber Wasserstoffperoxid (H202) vermit-
teltem Stress wurde getestet (Abbildung 18). Zu diesem Zweck wurden CM-
Festmedium (Komplettmedium) mit 15 mm H;O- hergestellt. Nach 4 Tagen Inkuba-
tion konnten keine Wachstumsunterschiede zwischen den Agta;, den Agta,-
Mutanten und dem Wildtyp festgestellt werden. Im Gegensatz dazu ist der radiale
Wachstumsdurchmesser der AAgta;..-Mutanten um ca. 50 % gegenuber dem Wild-
typ verkleinert. Die Unterbrechung des GABA-Metabolismus fuihrt daher zu einer er-

héhten Sensitivitat gegentber ROS-Einwirkung.

CM ¢

15mM H,0, | °
\

.

¥
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Abbildung 18 Oxidativer-Stress in CM-Festmedium (4 dpi). Die Sensitivitat gegenliber oxidativem
Stress wurde in CM-Festmedium durch Zugabe von 15 mm H,O, tUberprift. Auf CM-Festmedium als
Kontrolle sind keine Wachstumsunterschiede zwischen dem Wildtyp sowie allen getesteten Mutanten
zu finden. Auf CM-Festmedium mit H,O, sind zwischen dem Wildtyp und den Einzelausschaltungen
(Agta; und Agta,) ebenfalls keine Unterschiede im radialen Wachstumsdurchmesser vorhanden. Die

AAgta;.,-Mutanten sind hingegen sensitiver gegenuber der H,0, .

Wahrend der Fruchtkorper (Perithecien)-Bildung kommt es zu einem transkriptionel-
len Anstieg von Genen des Energiemetabolismus (Qi et al. 2006). Da der GABA-
shunt als Nebenweg des TCA-Zyklus beschrieben ist (Bouché und Fromm 2004),
wurde die Fahigkeit der AAgta;..-Mutanten, Perithecien zu bilden, Uberprift. Die Bil-

dung der Perithecien wurde auf Karottenagar getestet (Cavinder et al. 2012). Nach
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21 Tagen bildete der Wildtyp zahlreiche Perithecien sowie Perithecien-Cluster aus.
Die AAgtai..-Mutanten hingegen bildeten nach 21 Tage nur aul3erst vereinzelt Perit-
hecien. Die Quantitat der gebildeten Perithecien ist damit abhangig von einem funk-
tionierenden GABA-Metabolismus. Ein funktioneller GABA-Metabolismus ist damit
zwar nicht essenziell fur die Bildung, beeinflusst aber die Menge der gebildeten Pe-

rithecien.

Abbildung 19 Perithecien-Bildung auf Karottenagar. Nach 21 Tagen bildete der Wildtyp (links)
zahlreiche Perithecien sowie Perithecien-Cluster aus. Die AAgta;.,-Mutanten (rechts) bildeten nur

vereinzelt Perithecien aus (Pfeile).

Nach der Bildung von Perithecien wurde die Keimungsrate der Konidien auf CM-

Festmedium Uberpruft (Tabelle 3).

Tabelle 3 Keimungsrate der Konidien auf CM-Festmedium

Stamm Gekeimte Konidien | Standardabweichung Signifikanz (p<0,05)
(%)

Wildtyp 76.11 13.40 Nein

AAgta;, A 66.66 10.54 Nein

AAgta; ., B 63.88 13.89 Nein

AAgta;., C 67.22 9.05 Nein

Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den AAgta;..-

Mutanten sowie dem Wildtyp festgestellt werden.
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3.15. Die Unterbrechung des GABA-Stoffwechsels in den AAgta;.,-
Mutanten fuhrt zu einer intrazellularen GABA-Akkumulation

Die Verstoffwechslung von GABA wurde in den Doppelmutanten mittels HPLC im
Kulturiiberstand sowie intrazellular im zeitlichen Verlauf untersucht (Abbildung 20).
Zu diesem Zweck wurden Kulturen des Wildtyps sowie der AAgta;.-Mutanten in
YPG-Vollmedium kultiviert und nach 3 Tagen in ein GABA-MM-Flussigmedium Uber-
fuhrt. Unmittelbar nach dem Kulturstart sank die gemessene GABA-Konzentration im
Uberstand des Wildtyps von 44,33+0,48 ug ml™ auf 33,14+1,57 pg ml™* sowie in den
AAgtas ,-Mutanten von 45,32+1,21 ug ml™ auf 37,31+4,58 pg mi™ im Verlauf von 2
Stunden ab. Nach vier Stunden zeigten sich erste signifikante Unterschiede im Meta-
bolismus zwischen Wildtyp und den AAgta;.-Mutanten. Im Wildtyp fiel die GABA-
Konzentration von 14,81+1,13 ug mi™ nach 4 Stunden weiter ab und lag nach 6
Stunden unter dem Detektionslimit (0,33+0,21 pg mi™). Im Gegensatz dazu blieb die
gemessene GABA-Konzentration in den AAgtai;.,-Mutanten nach dem anfanglichen
Abfall auf konstant hohem Niveau und lag nach 6 Stunden bei 45,52+0,31 pg ml™.

Obwohl beide Stamme anfanglich beginnen, GABA aus dem AulRenmedium aufzu-
nehmen, wird die weitere Aufnahme in den AAgta;.,-Mutanten friihzeitig unterbro-
chen. Um zu prufen, ob die Aufnahme von GABA in Abhangigkeit von der intrazellu-
laren Konzentration stattfindet, wurde die GABA-Konzentration im zeitlichen Verlauf

im Myzel bestimmt.
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Abbildung 20 Bestimmung der GABA-Konzentrationen im Wildtyp und in den AAgta;.,-
Mutanten. Die GABA-Konzentration wurde in vitro in GABA-MM im Kulturliberstand (A) sowie intra-
zellular im Myzel (B) mittels HPLC analysiert. A. In vitro in GABA-MM wurde GABA vom Wildtyp
schnell aufgenommen und war nach 6 h nicht mehr im Medium detektierbar. Die AAgta;..-Mutanten
nahmen nur anfanglich (0-2 h) GABA aus dem Auf3enmedium auf. Im zeitlichen Verlauf blieb die GA-
BA-Konzentration im Auenmedium der AAgta;..-Mutanten mit kleineren Schwankungen konstant. B.
In GABA-MM stieg die intrazelluldre Konzentration von 0-4 Stunden im Myzel beider Stamme an. Die
Aufnahme in den AAgta;..-Mutanten begann dabei zeitlich vor dem Wildtyp. Nach 4 Stunden sank die
GABA-Konzentration im Wildtyp ab und erreichte nach 8 Stunden Werte unterhalb der Detektions-
schwelle. Im Gegensatz dazu stieg die GABA-Konzentration in den AAgta;..-Mutanten bis 6 Stunden
weiter an und blieb bis zum Ende des Experimentes (24 h) signifikant erhéht. Die Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung in allen Experimenten. Die Experimente A und B wurden mit einer AAgtay.,-
Mutante sowie dem Wildtyp in drei biologischen Replikaten fiir jeden Zeitpunkt durchgefiihrt. Die Si-
gnifikanz fur die Experimente A und B wurde mittels Student’s t-Test berechnet.
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Ausgehend von der Konzentration bei Induktionsstart (6,77+1,76 pg mi™) bleibt die
intrazellulare GABA-Konzentration im Wildtyp bis zum 2-Stunden-Zeitpunkt nahezu
konstant (6,34+0,58 pg ml™). 4 Stunden nach Induktionsstart steigt die Konzentration
auf 10,2242,34 pgmi* an. Von 4-6 Stunden sinkt die intrazellulire GABA-
Konzentration wieder ab und erreicht nach 6 Stunden 5,73+1,16 ug ml™. Nach 8
Stunden sind noch 1,18+0,32 pug ml™, nach 24 Stunden nur noch Spuren detektierbar
(0,67+0,26 pg mi™). In den AAgta;»-Mutanten steigt die GABA-Konzentration von
9,16+1,32 pg mi™* zum Induktionsstart auf 14,85+2,39 pg mi™ an. Nach 4 Stunden
wurde in den AAgtas.,-Mutanten 17,32+2,73 ug ml™* gemessen und nach 6 Stunden
bereits 22,18+1,89 ug ml™ detektiert. Von 0-6 Stunden steigt die intrazellulare GABA-
Konzentration in den AAgta;»-Mutanten im Zeitverlauf an. Nach 6 Stunden beginnt
die GABA-Konzentration leicht abzufallen und erreicht nach 8 Stunden
18,64+2,99 ug ml™. Bis zum Ende des Experimentes (24 Stunden) bleibt die Konzen-
tration in den AAgtai.-Mutanten signifikant erhoht (15,21+2,45 ugmi™®). In den
AAgta;.,-Mutanten findet daher eine konzentrationsabhangige Hemmung der weite-
ren GABA-Aufnahme statt.

3.16. Die Gene des GABA-shunt sind in den AAgta;.,-Mutanten in vitro

starker induziert

Mittels der HPLC-Messungen konnte gezeigt werden, dass die AAgta;-Mutanten
GABA aufnehmen und intrazellular akkumulieren. Untersucht werden sollte daher, ob
infolge der intrazellularen Akkumulation eine Anderungen im Expressionsprofil der
putativen GABA-shunt-Gene auftritt. Die im Folgenden gezeigten Expressionsdaten
sind als relative Expressionsanstiege im Vergleich zur Wildtyp-Expression des jewei-
ligen Gens angegeben. Im Vergleich zum Wildtyp fuhrt die Induktion mit MM-GABA
in den AAgta;.,-Mutanten zu einem Anstieg der Expression der Gene fur die SSADH-
1 (Succinat-Semialdehyd Dehydrogenase; 8,89+0,06) fur die SSADH-2 (20,24+0,04),
fur die SSADH-3 (4,82+0,02) sowie fur die putative GABA-Permease GAP
(2,90+0,02)(). Die GAD (Glutamat-Decarboxylase) ist in den AAgtai..-Mutanten nicht
signifikant verandert (1,27+0,027).
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Abbildung 21 Expression der GABA-shunt-Gene in vitro. Mittels gRT-PCR wurde die Expression
von drei potentiellen Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenasen (SSADH 1-3), einer putativen GABA-
Permease (GAP) sowie einer putativen Glutamat-Decarboxylase (GAD) bestimmt. In GABA-MM steigt
die Expression aller Gene in vitro in den AAgta;.,-Mutanten mit Ausnahme der GAD signifikant in Re-
lation gegentber dem Wildtyp (auf 1 gesetzt) an. Ein Stern stellt eine signifikante Veranderung nach
dem Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test (Pfaffl et al. 2002) dar. Die gRT-PCR wurde in

Triplikaten durchgefihrt. Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder.

Die Unterbrechung des GABA-Metabolismus in den AAgta;,-Mutanten fuhrt damit
nicht zu einer verringerten Expression der nachgeschalteten Enzyme, sondern im

Gegenteil, zu einer starken Induktion.

3.17. Der globale Stickstoffregulator AreA steuert die Expression der
GABA-shunt-Gene

In filamentdsen Pilzen wird die Verwertung vieler Stickstoffquellen Uber den globalen
Stickstoffregulator AreA gesteuert (zusammengefasst durch Marzluff 1997). Es wur-
de daher untersucht, ob der GABA-Metabolismus ebenfalls unter Kontrolle von AreA
steht. Zu diesem Zweck wurde das Wachstum von Deletionsmutanten von AreA (Dr.

Jorg Bormann, Universitat Hamburg) auf MM-Festmedium mit GABA getestet. Der
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radiale Wachstumsdurchmesser der AAreA-Mutanten ist stark verringert beim
Wachstum auf GABA als einziger Stickstoffquelle (Abbildung 22 B).
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Abbildung 22 Expression der GABA-shunt-Gene in der AAreA-Mutante sowie Wachstum auf
Festmedium. A. Unter GABA induzierenden Bedingungen in vitro sinkt die Expression der GABA-
shunt-Gene in einer AAreA-Mutante gegentber dem Wildtyp (Werte wurden auf 1 gesetzt) ab. Die
Expression der GAD steigt im Gegensatz auf das 50,62fache der Wildtyp-Expression an. Ein Stern
stellt eine signifikante Veranderung nach dem Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test (Pfaffl
et al. 2002) dar. Die gRT-PCR wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Fehlerbalken geben die Standard-
abweichung wieder. B. Das Wachstum wurde auf Minimalmedium mit GABA als einziger Stickstoff-
quelle Uberprift (4 dpi). Das Wachstum der AAreA-Mutante ist auf GABA als einziger Stickstoffquelle

stark eingeschrankt.

Um zu untersuchen, ob AreA wichtig fir die transkriptionelle Steuerung der GABA-

shunt-Gene ist, wurde deren Expression in der AreA-Deletionsmutante nach Induk-
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tion mit GABA untersucht (Abbildung 22 A). Samtliche Gene des GABA-shunts wer-
den von AreA positiv reguliert, die Ausschaltung flihrt zu einer verringerten Expres-
sion der SSADH-Gene 1-3, beider GABA-Transaminasen sowie einer putativen GA-
BA-Permease. Im Gegensatz dazu steht die massiv hochregulierte Expression der
GAD (50,62+1,03). Der GABA-Metabolismus wird positiv durch AreA gesteuert, wo-
hingegen die Decarboxylierung von Glutamat Uber die GAD einer negativen Regula-

tion unterliegt.

3.18. GABA induziert die DON-Synthese in vitro

Die Infektion von Weizen mit F. graminearum fuhrt zur Bildung von Polyaminen, die
eine Rolle im pflanzlichen Stressmetabolismus spielen (Gardiner et al. 2011, Walters
2003). Durch die Zugabe von verschiedenen Polyaminen konnte in der Kultur eine
starke Induktion der DON-Biosynthese angeregt werden (Gardiner et al. 2009).

Der Abbau von Putrescin als Zentralmetabolit des Polyamin-Katabolismus geschieht
Uber GABA (Abbildung 14). Werden YPG-Vorkulturen in ein MM-Flissigmedium mit
Putrescin-Dihydrochlorid tGberfihrt, bilden die Wildtyp-Kulturen nach 3 Tagen 117 mg
kg-1 DON, wahrend im Uberstand der AAgta;;,-Mutanten nur 0,50 mg kg-1 DON
nachgewiesen werden konnten (Abbildung 23). Wird das Experiment mit GABA als
einziger Stickstoffquelle wiederholt, kommt es zur Bildung von 91 mg kg-1 DON in
den Wildtyp-Kulturen. Im Gegensatz dazu werden in den Kulturen der AAgta;,-
Mutanten nur 1,3 mg kg-1 DON detektiert. Die Toxin-Synthese ist daher sowohl mit
Putrescin-Dihydrochlorid als auch mit GABA induzierbar. Bei Zugabe von Putrescin-
Dihydrochlorid kommt es in AAgtai..-Mutanten nicht zu einem Anstieg der Toxin-
Synthese, was den Schluss nahelegt, dass die Putrescin-Dihydrochlorid-Wirkung
Uber GABA vermittelt wird.
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Abbildung 23 Deoxynivalenol Konzentration des Wildtyps sowie der AAgta;;,-Mutanten in vitro
(A-C). Die Deoxynivalenol-Biosynthese (DON) wurde in vito in einem Minimalmedium durch Zugabe
von Putrescin-Dihydrochlorid (A), GABA (B), sowie (NH;),SO, (C) als jeweils einzige Stickstoffquelle
induziert. Nach drei Tagen wurde die DON-Konzentration gemessen. In den Wildtyp-Kulturen wurde
die DON-Synthese nach Zugabe von Putrescin-Dihydrochlorid sowie GABA induziert (A-B). In den
AAgta;;,-Mutanten wurde in beiden Medien statistisch deutlich weniger DON gebildet. C. Wird
(NH,;)>S0O,4 zur Induktion eingesetzt, sind die DON-Mengen zwischen beiden Stammen vergleichbar.
Die DON-Konzentrationen im Uberstand wurden normalisiert auf das jeweilige Trockengewicht. Die
Fehlerbalken reprasentieren in allen Experimenten die Standardabweichung. Die Experimente A-C
wurden mit drei unabhangigen Mutanten mit jeweils 3 biologischen Replikaten fur jeden Stamm
durchgefiihrt. Das gesamte Experiment wurde insgesamt zweimal wiederholt. Die statistische Signifi-

kanz wurde berechnet mittels Mann-Whitney-Rang-Summen Test (p<0,05).
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Die Bildung von DON kann auch durch Zugabe von (NH4)>.SO, induziert werden (Co-
varelli et al. 2004, ligen et al. 2009). Die Induktion mit (NH,4)>SO4 fuhrt zu vergleichba-
ren DON-Mengen in den Kulturen beider Stamme (Wildtyp: 61,47 mg kg™ DON,
AAgta;.,-Mutanten 52,89 AAgta;.-Mutanten) (Abbildung 23). Dieses Resultat zeigt,
dass mehrere unabhangige Wege zur Induktion des Tri-Clusters fuhren. Die Poly-
amin-Induktion wird dabei Gber GABA vermittelt, wahrend die (NH4)>SO,4 Induktion
unabhéngig vom GABA-shunt stattfindet.

3.19. Die in vitro GABA-Aufnahme fiuhrt zu einem Absinken des pH-

Wertes

Die Induktion der DON-Biosynthese findet haufig in Medien mit einem sauren pH
statt (Gardiner et al. 2009). Um zu Uberprifen, ob Verdnderungen im pH-Wert ur-
sachlich fur die verringerte DON-Synthese der AAgta;.»-Mutanten sind, wurden die
Veranderungen des pH-Wertes in jedem eingesetzten DON-Induktionsmedium ge-
messen (Abbildung 24).

72



Ergebnisse

A

pH-Wert

pH-Wert

pH-Wert

GABA B wildtyp
O aagtay,

Ta'g 0 Taé 1 Talg 2 Talg 3
| Putrescin-Dihydrochlorid B widtyp
O aagta; -

Ta:g 0 Taé 1 Ta:_t; 2 Tag 3
1 (NH,),50, B wildtyp
O AAgtay;

Ta'g a Ta::_] 1 Talg 2 Talg 3

Abbildung 24 Entwicklung
des pH-Wertes in MM mit A.
(GABA) B. (Putrescin-
Dihydrochlorid) C.
(NH4)2S0,). Der pH-Wert fallt
in allen eingesetzen Medien
im zeitlichen Verlauf. Die
Werte zwischen Wildtyp und
den AAgta;.; sind nicht signi-
fikant verschieden. Die Mes-
sung des pH-Wertes erfolgte
mit drei unabhangigen Mu-
tanten mit jeweils 3 biologi-
schen Replikaten. Die Feh-
lerbalken reprasentieren in
allen Experimenten die Stan-

dardabweichung.
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Wird GABA als einzige Stickstoffquelle eingesetzt, kommt es zu einer Ansauerung
des Kulturmediums von pH 6 auf ca. pH 4. Diese Tendenz ist starker ausgepragt bei
Verwendung von Putrescin-Dihydrochlorid (ca pH 5,3 auf pH 2,3) sowie (NH4)2SO4
(pH 5,3 auf pH 2,3). In allen Fallen findet die Ansauerung sowohl in den AAgta;.,-
Mutanten als auch im Wildtyp statt. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen beiden eingesetzten Stammen detektiert. Ursé&chlich fur die veranderte DON-
Produktion in vitro sind daher nicht die Unterschiede im pH-Wert, sondern der unter-
brochene GABA-Metabolismus.

3.20. Die Virulenz der AAgta;..-Mutanten auf Weizen ist stark verringert

Die Uberprifung der Virulenz der Einzel- sowie Doppelmutanten erfolgte mit dem
suszeptiblen Weizenkultivar Nandu. Weizendhren wurden wéhrend der Blutezeit mit
Konidien des jeweiligen Stammes infiziert. Nach 21 Tagen erfolgte die Evaluation
des Schadbildes anhand der symptomatischen Bliten im Verhéltnis zu der Gesamt-
anzahl der Bliten der jeweiligen Ahre. Die erhobenen Prozentwerte wurden in 6
Schadklassen eingeteilt. Unterschieden wurden die Schadklasse-1 von 0-10 % Infek-
tion (entspricht ca. nur den inokulierten Bliten mit Symptomen) bis hin zur héchsten
Schadklasse-6 mit 80-100 % Infektion (nahezu die komplette Ahre zeigt FHB-
Symptome) eingeteilt (Abbildung 25). Die Mehrheit der mit dem Wildtyp infizierten
Ahren (80,1 %) findet sich in den Schadklassen 5-6 mit den hdchsten FHB-
Symptomen. Die Auswertung der mit den Agta;. sowie Agta,-Mutanten infizierten Ah-
ren ergab keinerlei Anderung gegeniiber den Wildtyp-Infektionen. Die Infektion mit
den Agta;-Mutanten befanden sich zu 82,8 % in den Schadklassen 5-6, im Vergleich

zu 75,8 % bei der Infektion mit den Agta,-Mutanten.
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Abbildung 25 Statistische Auswertung der Infektionsversuche auf Weizen (Kultivar Nandu).
Nach 21 Tagen wurden die inokulierten Ahren geerntet und die Prozentzahl der infizierten Bliiten pro
Ahre bestimmt. Die Grenzen des Box-Plots sind der Interquartilsabstand (25. bis 75. Perzentile) wéh-
rend die Whiskers als 90. beziehungsweise 10. Perzentile dargestellt sind. Infizierte Ahren auRerhalb
der 5. und 95. Perzentile sind als Punkte dargestellt. Der Median der jeweiligen Infektionen ist als
horizontale Linie eingezeichnet. In den Agta;-Mutanten sind 82,8 % aller Infektionen im Bereich von
60-100 % symptomatische Bliten. In den Agta,-Mutanten sind 75,8 % im Bereich von 60-100 %. Die
Wildtyp-Infektion fuhrt zu 80,1 % symptomatischen Bliten (60-100 % Infektion). Die Infektion mit den
AAgta;.,-Mutanten fihrt im Gegensatz zur Infektion mit den Einzelmutanten sowie dem Wildtyp zu
einer Anhaufung (69,3 %) im Bereich von 0-20 % symptomatischer Bliiten. Diese Reduktion in der
Virulenz ist hochst statistisch signifikant (Man Whitney U-Test mit p<0,001)

Die Lageverteilung der Infektionen mit dem Wildtyp sowie den Einzelmutanten zeigt
eine extrem links-schiefe Verteilung, wobei der GroRteil der befallenen Ahren im Be-
reich der hohen Schadklassen 5-6 (maximale FHB-Symptomatik) gruppiert sind. Im
Gegensatz zu den Agta;- und Agtax-Mutanten sind die AAgta;..-Mutanten stark in
ihrer Virulenz reduziert. Die Anzahl der Ahren mit ausgepragten FHB-Symptomen ist
stark reduziert gegeniiber dem Wildtyp. Die Prozentzahl der infizierten Ahren der
Schadklassen 1-2 liegt bei den mit den AAgta;.-Mutanten infizierten Ahren bei

69,3 %. Dieser Unterschied ist statistisch héchst signifikant. Der Grof3teil der Infek-
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tionen gruppiert sich daher in den Schadklasse-1 (Infektion der inokulierten Bliten)
bis zur Schadklasse-2 (10-20 % Infektion, Infektion beider Nachbarbliten). Im
Gegensatz zur Verteilung der Wildtyp-Infektionen ist die Verteilung der Prozentwerte
der Doppelmutanten stark rechts-schief.

Abbildung 26 Virulenz-Untersuchung auf Weizen (Kultivar Nandu) Weizenbliten wurden in der
Wachstumsphase 65-69 (Zadkos et al. 1974) mit Konidien von 3 unabhéngigen Agta;-Mutanten, 2
unabhéngigen Agta,-Mutanten sowie 4 unabhéngigen AAgta;.,-Mutanten inokuliert. Wildtyp-infizierte
Ahren dienten als Positivkontrolle, Wasser inokulierte Ahren dienten als Negativkontrolle. Nach 21
Tagen zeigten die Ahren, die mit dem Wildtyp-Stamm sowie den Einzelmutanten infiziert worden wa-
ren, typische Symptome der Ahrenbleiche. Die Virulenz der AAgta;.,-Mutanten war reduziert und be-
schrankte sich im Mittel auf die inokulierte Blite sowie die Nachbarblite. Die Pfeile geben die jeweils
inokulierten Bliten an.

Der GABA-Metabolismus ist daher wichtig fir die Kolonisierung der Weizenahre.
Beide Transaminasen sind folglich synergistisch nétig fir die Infektion der Weizenah-
re. Die Ausschaltung der einzelnen Transaminasen fihrt nicht zu einer Reduktion in

der Virulenz.
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3.21. Die AAgta;.,-Mutanten bilden vergleichbare DON-Mengen wie der
Wildtyp-Stamm

In vitro fuhrt die Unterbrechung des GABA-Metabolismus in den AAgta;..-Mutanten
zu einer stark verringerten Toxin-Synthese bei Zugabe von Putrescin-Dihydrochlorid
oder GABA (Abbildung 23).

Die signifikant verringerte Virulenz der AAgta;..-Mutanten wahrend der Weizeninfek-
tion kénnte durch eine verringerte DON-Synthese verursacht werden. Es wurden da-
her Weizendhren mit dem Wildtyp sowie den AAgta;..-Mutanten inokuliert und nach 5
beziehungsweise 10 dpi geerntet, die DON-Konzentration gemessen und Uber den
Menge an genomischer F. graminearum DNA normalisiert (Voigt et al. 2007). Im
Gegensatz zu den stark unterschiedlichen DON-Konzentrationen nach GABA-
Zugabe in Kultur, bilden die AAgtai;.,-Mutanten sowie der Wildtyp vergleichbare
DON-Mengen (ca. 200 mg kg™ DON) bei der Weizeninfektion nach 5 dpi. Um he-
rauszufinden, ob die DON-Produktion im Laufe der weiteren Infektion verschieden ist,
wurden infizierte Ahren 10 dpi geerntet. Nach Normalisierung ergibt sich wiederum
eine vergleichbare DON-Konzentration (Wildtyp: 123 mg kg DON, AAgta;.-
Mutanten 118 mg kg™ DON).
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Abbildung 27 Deoxynivalenol-Konzentration des Wildtyps sowie der AAgta;.,-Mutanten wéh-
rend der Weizenbliteninfektion (A und B). Im Verlauf der der Weizenbliten-Infektion werden so-
wohl wahrend der friihen Infektion (5 dpi. A) als auch zu einem spateren Zeitpunkt (10 dpi, B) keine
signifikant unterschiedlichen DON-Mengen gebildet. Die DON-Konzentrationen in planta wurden an-
hand der Menge an pilzlichem B-Tubulin mittels g-PCR quantifiziert. Die Fehlerbalken reprasentieren
in allen Experimenten die Standardabweichung. Das Experiment A wurde mit drei unabhangigen Mu-
tanten mit jeweils zusammengefihrten Bluten fir jede Mutante sowie den Wildtyp durchgefiihrt. Das
Experiment B wurde mit drei unabhéngigen Mutanten mit jeweils 10 Ahren fiir jede Mutante und den
Wildtyp durchgefuhrt (n=40). Die statistische Signifikanz wurde berechnet mittels Mann-Whitney-
Rang-Summen Test (p<0,05).

Mittels gqRT-PCR wurde die Expression ausgewahlter Gene des Tri-Cluster (Tri4,
Tri5, Tri6, Tril0 (Trichodien Oxigenase, Trichodien Synthase, zwei Transkriptionsfak-

toren des Tri-Clusters) nach 5 dpi Uberprift (Tabelle 4).
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Tabelle 4 Expression der Tri-Gene in den AAgta,.,-Mutanten (5 dpi)

Gen Absolute  Regulation (im | Standardabweichung
Vergleich zum Wildtyp)

Tri4 -1,00 0,40

Tri5 -1,06 0,14

Tri6 1,10 0,18

Tril0 1,08 0,06

Keines der Uberpriften Gene war in den AAgta;..-Mutanten gegeniber dem Wildtyp

signifikant veréndert. Die verringerte Virulenz der AAgta;..-Mutanten ist damit nicht

auf eine veranderte DON-Biosynthese zurtickzufiihren, sondern beruht auf anderen

Mechanismen.

3.22.

Histologische Untersuchungen des frihen Infektionsverlaufs

Um den frihen Infektionsverlauf zu untersuchen, wurden Weizendhren mit Konidien

eines konstitutiv DsRed-exprimierenden AAgta; »-Mutanten-Stamm und einem konsti-

tutiv DsRed-exprimierenden Wildtyp-Stamm (B. Hadeler, Universitadt Hamburg) inoku-

liert. Zehn dpi wurden die Proben geerntet und der Infektionsverlauf wurde mittels

eines Fluoreszenz-Stereomikroskops visualisiert (Abbildung 28).
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Abbildung 28 Untersuchung der frihen Infektion mit dem Wildtyp (Wt) sowie einer AAgta;.,-
Mutante (10 dpi). Weizenblliten wurden punktinokuliert mit Stammen, die das fluoreszierende Protein
DsRed konstitutiv im Cytosol bilden. Wasserinokulierte Ahren dienten als Kontrolle. Die Bliiten wurden
longitudinal geschnitten und die Bliten um die Inokulationsstelle (Stern) wurden mithilfe eines Fluo-
reszenz-Stereomikroskops untersucht. Wahrend der friihen Infektion kolonisiert der Wildtyp die inoku-
lierten Ahrenchen sowie die angrenzenden Bluten sowie die Rachis. Alle stark kolonisierten Bliiten
zeigten die Bildung von Nekrosen (Hellfeld), die mit der Detektion des Pilzstammes nach Fluoreszenz-
Anregung (DsRed) korrelierte. Im Gegensatz zur Infektion des Wildtyp-Stammes verlauft die Koloni-
sierung des Weizengewebes durch die AAgta;.,-Mutanten langsamer. Nach 10 Tagen sind nur die die
inokulierten Bluten infiziert, wahrend die Nachbarbliten noch nicht kolonisiert wurden. Langenmal3-
stab: 5 mm.

Die Infektion mit dem Wildtyp-DsRed-Stamm fiihrt zur Detektion von Fluoreszenzsi-
gnalen auRerhalb der inokulierten Ahrenchen, die mit der Bildung von Nekrosen im
Hellfeldbild korrelieren. Das Wachstum geht dabei in die angrenzenden Ahrenchen
sowie das Leitgewebe der Ahre uber. Im Gegensatz dazu ist die Infektion der
AAgta; >-Mutanten zu diesem Zeitpunkt auf die inokulierten Ahrenchen beschrankt.
Nach 21 dpi haben die AAgta;..-Mutanten im Durchschnitt die inokulierten Bliten so-

wie die beiden angrenzenden Bliten kolonisiert.

3.23. GABA wird wahrend der Weizenbliten-Infektion gebildet

Die GABA-Konzentration wahrend der Pflanzeninfektion wurde in Weizenbliten, die

mit Konidien der AAgtai.>-Mutanten sowie dem Wildtyp inokuliert wurden nach 5 be-
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ziehungsweise 15 dpi bestimmt. Wasser-inokulierte Ahren dienten als Referenzkon-
trolle. Im Zuge der initialen Infektion (5 dpi) kommt es zu einem signifikanten Anstieg
der GABA-Konzentration bei Infektion mit beiden Stammen (Abbildung 29 A).
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Abbildung 29 Bestimmung der GABA-Konzentrationen im Wildtyp und in den AAgta;.,-
Mutanten. Die GABA-Konzentration wurde analysiert in infizierten Weizenahren nach 5 dpi (A) sowie
15 dpi (B) A. Wahrend der frihen Infektion (5dpi) sind die GABA-Konzentrationen gegeniber den
uninokulierten Ahren sowohl bei der Infektion des Wildtyps als auch bei den AAgta; .-Mutanten signifi-
kant (p<0,01) erhéht. B. Wahrend der spateren Infektion (15 dpi) ist die GABA-Konzentration in den
Ahren die mit dem Wildtyp-Stamm infiziert wurden signifikant erhoht (p<0,01). Die Konzentration in
den Wasser inokulierten Proben sowie den AAgta;.,-Mutanten infizierten Ahren ist nicht signifikant
verschieden. Die Experimente A und B wurden mit zusammengefiihrten Proben aus jeweils 10 Ahren
fur jeweils 3 unabhéangige AAgta;..-Mutanten sowie dem Wildtyp durchgefiihrt. Die Signifikanz fir die

Experimente A und B wurde mittels eines Hom-Sidak Anova-Tests berechnet.
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Im Vergleich zur Referenzkontrolle (182 ppm) steigt die gemessene Konzentration im
Wildtyp um ca. 30 % an (297 ppm). Dieser Anstieg fallt geringfligig schwacher aus
bei Infektion mit den AAgta;,-Mutanten (265 ppm). Es kommt daher bei Infektion
beider Stamme zu einem signifikanten Anstieg in der GABA-Konzentration.

Wird die GABA-Konzentration nach 15 dpi in der gesamten Ahre bestimmt, bleibt die
Konzentration im Wildtyp weiterhin signifikant erhoht (Abbildung 29 B). Die Werte der
AAgta; ,-Mutanten liegen auf Hohe der wasserinokulierten Kontroll-Ahren. Auffallig ist
dabei, dass 1. Gegenuber der Wasserkontrolle signifikant erhdhte GABA-
Konzentrationen zu einem Zeitpunkt (5 dpi) auftreten, zu dem keine Unterschiede in
der Virulenz beider Stamme zu beobachten sind (vgl. statische Auswertung der Viru-
lenz) 2. die GABA-Bildung einbricht, wenn die Virulenz der AAgta;..-Mutanten bereits
reduziert ist (15 dpi). Die Bildung von GABA korreliert daher mit der Virulenz des je-
weiligen Stammes. Hochstwahrscheinlich findet die Bildung von GABA von Pflanzen-

seite aus statt.

3.24. Der GABA-Anstieg wahrend der AAgta;.,-Mutanten Infektion flhrt
zu identischen Expressions-Anderungen wie bei der in vitro Induktion
mit GABA

Wahrend der Infektion der Weizenblite kommt es 5 dpi zu einem Anstieg der Gene
des GABA-shunts in den AAgta;..-Mutanten (Abbildung 30).
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Abbildung 30 Expression der GABA-shunt-Gene in planta. Mittels gRT-PCR wurde die Expression
von drei potentiellen Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase (SSADH 1-3), einer putativen GABA-
Permease (GAP) sowie einer putativen Glutamat-Decarboxylase (GAD) bestimmt. Wahrend der Wei-
zenbliteninfektion (5 dpi) steigt die Expression aller Gene der AAgta;..-Mutanten mit Ausnahme der
GAD signifikant gegeniber der Wildtyp-Expression an (Wt-Werte auf 1 gesetzt). Ein Stern stellt eine
signifikante Veranderung nach dem Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test (Pfaffl et al.
2002) dar. Die gRT-PCR wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Der Fehlerbalken gibt die Standardabwei-

chung wieder.

Die Expression der SSADH-Gene ist stark erhdht (SSADH-1: 39,531,211, SSADH-2:
4,95+0,13, SSADH-3: 10,04+0,31) ebenso wie die des Gens fur die putative GABA-
Permease (GAP: 10,5+0,99). Die Glutamat-Decarboxylase (GAD)-Expression als
Marker fur die endogene pilzliche GABA-Produktion ist unverandert zwischen Wildtyp
und AAgta;..-Mutanten. Die starke Expression der SSADH-Gene sowie der putativen
GAP wurde ebenfalls bei der in-vitro-Induktion mit GABA beobachtet (Abbildung 21).

Die Reduktion der Virulenz wahrend der Weizeninfektion kénnte im Zusammenhang
mit der Nutzung des gebildeten GABA stehen. Eine mdgliche Ursache konnten GA-

BA induzierte Veranderungen in den Genen der T. aestivum -ACC-Synthase (Amino-
cyclopropanecarboxylat-Synthase) sowie der T. aestivum -ACC-Oxidase sein. Beide
Gene sind Schlusselenzyme der Ethylen-Synthese und durch GABA induzierbar
(Kathiresan et al. 1997). Aufgrund der haufig synergistisch auftretenden Regulation
des Ethylen-Stoffwechsels mit der Jasmonat-Synthese (Lorenzo et al. 2003) kdnnte

die Veranderung des Ethylen-Stoffwechsels zu einer erh6hten Resistenz flhren. Die
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Expression beider T. aestivum-Gene wurde in infizierten Weizenéahren des Wildtyps
sowie der AAgta;.>-Mutanten nach 5 dpi bestimmt (Tabelle 5).

Tabelle 5 Regulation der Gene der Ethylen-Synthese (T. aestivum) sowie der F. graminearum
Katalasen (5 dpi)

Gen Absolute  Regulation (im | Standardabweichung
Vergleich zum Wildtyp)
ACC-Oxidase 1,03 0,19
ACC Synthase -1,08 0,02
Katalase 1 1,23 0,06
Katalase 2.1 -1,11 0,04
Katalase 2.2 1,03 0,05
Katalase 3 -1,14 0,18

Es konnten keinerlei signifikante Veranderungen in der Expression festgestellt wer-
den. Die reduzierte Virulenz der AAgta;..-Mutanten ist daher kein Resultat einer ver-
anderten Ethylen-Synthese von Pflanzenseite. Eine weitere Erklarung fur die redu-
zierte Virulenz der AAgta;,-Mutanten ist die erhéhte Anfélligkeit gegentber H,0,
(Abbildung 18). Es wurde daher die Expression von 4-Katalasegenen, die mit der
ROS-Sensitivitat in Verbindung stehen (Ngyuen et al. 2012), untersucht. Es wurden
ebenfalls keinerlei signifikante Expressionsdnderungen zwischen den AAgta;.,-

Mutanten und dem Wildtyp beobachtet.

3.25. Die Unterbrechung des GABA-Metabolismus fuhrt zu einer verrin-

gerten Expression zweier TCA-Enzyme

Wahrend der F. graminearum-Infektion kommt es zu einem Anstieg der GABA-
Konzentration (Abbildung 29). Der Metabolismus von GABA fuhrt zur Generierung
von Succinat, das im TCA-Zyklus von der Succinat-Dehydrogenase (SD) zu Fumarat

umgesetzt wird. Der Metabolismus von GABA konnte daher einen Einfluss auf die

84




Ergebnisse

Expression der SD haben. Aus diesem Grund wurde die Expression der SD in GA-
BA-MM als auch wahrend der Pflanzeninfektion (5 dpi) untersucht.

1,2 -

2 In vitro in planta
g 1.0
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é 0.8 4 - _\_\er81|2
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&
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Abbildung 31 Expression TCA-Enzyme unter in-vitro- und in-planta-Bedingungen. Mittels gRT-
PCR wurde die Expression einer putativen Succinat-Dehydrogenase (SD) sowie einer putativen Citrat-
Synthase (CS) bestimmt. In GABA-MM sinkt die Expression der beiden Enzyme in vitro in den
AAgta;.,-Mutanten sowohl als auch in planta (5 dpi) ab. Die gqRT-PCR wurde in Triplikaten durchge-

fuhrt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder.

Als weiteres Gen wurde die Expression der Citrat-Synthase (CS) untersucht. Die Ci-
trat-Synthase katalysiert im TCA-Zyklus an zentraler Stelle die Generierung von
Oxalacetat mit Acetyl-CoA zu Citrat. Sowohl die CS-als auch die SD-Expression ist in
den AAgta;..-Mutanten in vitro gegeniber dem Wildtyp verringert (Abbildung 31).
Eine gleiche Tendenz konnte 5 dpi wahrend der Weizenbliteninfektion der AAgta;..-
Mutanten beobachtet werden. Die verringerte Expression beider Gene deutet darauf
hin, dass der mangelnde GABA-Metabolismus in den AAgta;..-Mutanten einen Ein-
fluss auf die Aktivitat des TCA-Zyklus hat.

3.26. Die Energieproduktion der AAgta;.,-Mutanten ist bei GABA-Zugabe

stark verringert

Die verringerte Expression der SD sowie der CS legt den Schluss nahe, dass die

Energiebereitstellung in den AAgta;.-Mutanten verringert ist. Die SD ist ein Enzym
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des TCA-Zyklus und ebenfalls indirekt an der ATP-Generierung in den Mitochondrien
beteiligt (Komplex Il). Die verringerte Expression der SD nach GABA Zugabe in den
AAgta;.o-Mutanten koénnte daher ebenfalls eine Auswirkung auf die Aktivitdt des
Membranpotenzials haben.

Zu diesem Zweck wurde der Potentialfluoreszenzfarbstoff Rhodamin123 eingesetzt.
Dieser fluoresziert in Abhangigkeit des Membranpotentials in den Mitochondrien und
ermoglicht damit eine qualitative und quantitative Auswertung der Energiebereitstel-
lung (Hickey et al. 2005). Initial fuhrt die Aufnahme von Rhodamin123 dabei zu
einem Anstieg der Fluoreszenz wahrend eine intrazellulare Akkumulation zu einem
Quenching-Effekt fuhrt (Baracca et al. 2003). Die Korrelation zwischen der Rhoda-
min123 Fluoreszenz und dem Membranpotential ist daher nur in einem limitierten
physiologischen Bereich linear (Huang et al. 2007). Wahrend die Zugabe von GABA
im Wildtypen zu einer intensiven Fluoreszenz-Emission fuhrt, war die emittierte Fluo-

reszenz der AAgta;»-Mutanten stark verringert (Abbildung 32 A).
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Abbildung 32 Analyse der mitochondrialen Energieproduktion mittels Rhodamin123. A. Mikro-
skopische Analyse der mitochondrialen Energieproduktion. Im Wildtyp-Stamm zeigt sich eine starke
Fluoreszenz, im Gegensatz zu einer weitaus schwacheren Fluoreszenz in den AAgta;.,-Mutanten.
Langenmafstab: 20 um. B. Statistische Auswertung der detektierten Rhodamin123 Fluoreszenz. Die
Differenz der emittierten Fluoreszenz zwischen dem Wildtyp sowie den AAgta;.,-Mutanten wurde in 8
Bildern statistisch ausgewertet. Die Intensitat wurde in flnf gleichgroBen Regionen in jedem Bild mit-
einander verglichen. Die Fluoreszenz in den AAgta;.,-Mutanten ist stark signifikant verringert vergli-
chen zum Wildtyp. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder. Die Signifikanz wurde

mittels Student’s t-Test berechnet.
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Die statistische Auswertung erfolgte anhand von jeweils 8 unabhéngigen Aufnahmen
des Wildtyps sowie der AAgtai..-Mutanten. Dies konnte auf eine gestorten Aufbau

des mitochondrialen Membranpotentials in den AAgta;..-Mutanten hindeuten.

3.27. Die GABA-Zugabe fuhrt zu einem Einbruch der mitochondrialen
Atmung in den AAgta;.,-Mutanten

Die Komplexe I, lll und IV der mitochondrialen Atmungskette pumpen Protonen aus
der Matrix des Mitochondriums in den Intermembranraum. Der erzeugte Potential-
gradient ist die treibende Kraft bei der Generierung von ATP im Komplex V der At-
mungskette. Da ein unterbrochener GABA-Metabolismus in den AAgta;,-Mutanten
zu einem stark verringerten Energieproduktion fuhrt, sollte in einem weiteren Experi-
ment die mitochondriale Atmung bestimmt werden. Die Sauerstoffaufnahme (Oxygen
consumption rate, OCR) ist dabei ein Mal3 fur die Reduktion von Sauerstoff zu Was-
ser im Komplex 1V und damit ein Marker der mitochondrialen Atmung. Die mitochon-
driale Atmung wurde zuerst in einem NaNOsz-Minimalmedium Uberprift (Abbildung
33).
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Abbildung 33 Untersuchung der Sauerstoffaufnahme (OCR) unter Kontrollbedinungen. Konidien
des Wildtyps sowie der AAgta;..-Mutanten wurde in einem Minimalmedium mit NaNO; fir 24 h ange-
zogen. Nach Zugabe von frischem Medium stieg die OCR beider Stdmme im zeitlichen Verlauf an.
Nach Zugabe von Oligomycin (ATP-Synthase-Inhibitor) fallt die OCR im Wildtyp sowie in den AAgta;.,-

Mutanten ab. Nach Zugabe des Protonophors FCCP (Carbonyl-cyanid-p-
87



Ergebnisse

trifluoromethoxyphenylhydrazon) steigt die OCR bei beiden Stammen wieder an. Die maximale Respi-
ration nach Zugabe von FCCP ist nicht signifikant verschieden. Die Zugabe von Rotenton und Antimy-
cin fuhrt zu einem starken OCR-Abfall in beiden Stammen. Die gemessene Sauerstoffaufnahme be-
ruht nach Zugabe von Rotenton und Antimycin auf nicht-mitochondrial bedingten Oxygenase-
Reaktionen. Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 5 biologischen Repli-

katen préasentiert.

Konidien des Wildtyps und der AAgta;..-Mutanten wurden 24 Stunden in einem MM-
Flissigmedium mit NaNO3 angezogen. Jede 7,32 Minuten (1 Messpunkt) wurde die
Sauerstoffkonzentration im Medium gemessen. Ab dem Messpunkt O wurde neu-
es MM-NaNO; hinzugegeben. In der Folge kam es von den Messpunkten 0-18 zu
einem Anstieg der Sauerstoffaufnahme. Nach dem Messpunkt 18 wurde Oligomycin
als Inhibitor der ATP-Synthase hinzugegeben, was zu einem Zusammenbruch der
mitochondrialen Atmung fuhrte. AnschlieRend wurde nach dem Messpunkt 23 Car-
bonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP) als Entkoppler der Atmungs-
kette hinzugegeben. Die Aufhebung des Potentialgradienten fuhrt dabei zu einem
OCR-Anstieg in beiden Stammen. Anschlielend wurde nach dem Messpunkt 27
Rotenton und Antimycin (Komplex I- bzw. Komplex llI- Inhibitor) hinzugegeben. Die
OCR Messwerte sanken in der Folge in beiden Stammen stark ab. Die Hemmung
oder Entkopplung der Komplexe der Atmungskette fihren dabei zu identischen Re-
aktionen in den Mitochondrien beider Stamme. Die mitochondriale Atmung der
AAgta;.,-Mutanten ist daher unter Kontrollbedingungen nicht signifikant verandert
gegentber dem Wildtyp.

In einem zweiten Experiment wurde die mitochondriale Atmung nach Zugabe von
GABA (Messpunkt 0) bestimmt (Abbildung 34). Im Wildtyp fuhrt die Zugabe von GA-
BA ab dem Messpunkt 0 zu einem Anstieg der Sauerstoffaufnahme um 40 % Uber
die initial gemessenen Werten (ohne GABA). Im Gegensatz dazu sinkt die OCR in
den AAgta;-Mutanten nach GABA-Zugabe auf 70 % der initial gemessen Werte
(Messpunkt 18) ab. Die Zugabe von Oligomycin nach dem 19. Messpunkt flhrt zu
einem OCR-Abfall im Wildtyp, wahrend die Reduktion in den AAgta;..-Mutanten weit-
aus schwacher ausfallt. Die Zugabe von FCCP nach dem 23. Messpunkt flhrte in
beiden Stammen zu einem OCR-Anstieg. Die Sauerstoffaufnahme der AAgta;..-
Mutanten liegt dabei im Mittel unter den Werten des Wildtyps, was auf eine Verknap-
pung von Succinat hindeutet. Dies korreliert mit der verringerten Expression der SD

in den AAgtasi..-Mutanten, die wahrscheinlich durch Succinat-Mangel verursacht wird.
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Abbildung 34 Untersuchung der Sauerstoffaufnahme (OCR) bei Zugabe von GABA. Konidien
des Wildtyps sowie der AAgta;.,-Mutanten wurden in einem Minimalmedium mit NaNOj fur 24 h ange-
zogen. Nach Zugabe von GABA stiegen die OCR-Werte des Wildtyps, wahrend die OCR der AAgta;.,-
Mutante im zeitlichen Verlauf stetig weiter abfiel. Nach Zugabe von Oligomycin (ATP-Synthase Inhibi-
tor) fallt die OCR des Wildtyps stark ab, wahrend die Auswirkungen in den AAgta;.,-Mutanten geringer
sind. Der OCR-Anteil, der in den AAgta;..-Mutanten zur Deckung der ATP-Synthese eingesetzt wird,
ist signifikant geringer als im Wildtyp. Der Abfall der OCR in beiden Stammen wurde durch die Zugabe
von FCCP (Carbonyl-cyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon) als Protonophor der Atmungskette
aufgehoben. Die maximale Respiration nhach FCCP-Zugabe ist nicht signifikant verandert zwischen
beiden Stammen. Nach Zugabe von Rotenton und Antimycin sinkt die OCR in beiden Stammen ab.
Die gemessene Sauerstoffaufnahme beruht nach Zugabe von Rotenton und Antimycin auf nicht-
mitochondrial bedingten Oxygenase-Reaktionen. Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardab-
weichungen von 5 biologischen Replikaten prasentiert. Alle Anderungen in der OCR zwischen Wildtyp
und AAgta;..-Mutanten zwischen den Messpunkten 8-23 sind statistisch signifikant verschieden (Stu-
dent’s t-Test, p<0,05)

Die Zugabe von Rotenon und Antimycin nach Messpunkt 27 bewirkt eine komplette
Repression der Sauerstoffaufnahme in beiden Stammen. Die mitochondriale ATP-
Generierung der AAgtai.,-Mutanten ist unter Bedingungen ohne GABA uneinge-
schrankt leistungsfahig. Im Gegensatz dazu fuhrt die Zugabe von GABA zu einem

Abfall in der mitochondrialen Atmung der AAgta;..-Mutanten.
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4. Diskussion

Fusarium graminearum infiziert die Blite und wachst Uber die Karyopse durch den
Boden der Weizenblite. Trichothecendefiziente Stamme kdnnen diese Gewebere-
gion, den Rachisknoten, nicht durchdringen und infizieren nur die inokulierte Blite
(Proctor et al. 1995, Maier et al. 2005). Der Rachisknoten ist damit essenziell fir den
Aufbau einer Typ Il Resistenz gegen eine Fusarium Infektion nach den Kriterien von
Schrdder und Christensen (1963) sowie Mesterhazy (1995). Wéahrend des invasiven
Wachstums von der infizierten Bliite zum Leitgewebesystem der Ahre kommt es im
Bereich des Rachisknotens zu einer Induktion der Trichothecen-Biosynthese (ligen et
al. 2009). Dem Rachisknoten kommt damit im Zuge der F. graminearum hauptséch-
lich zwei Rollen zu 1. Im Rachisknoten erfolgt die erste Weichenstellung fur ein er-
folgreiches Einddmmen der initialen Infektion, wenn essentielle Virulenzgene des
Pilzes (Tri5, Fgll) fehlen. 2. Beim Erreichen des Rachisknoten findet eine Induktion
der Trichothecen-Biosynthese im F. graminearum Wildtyp statt, daher muss sich die-
ses Gewebe vom nachfolgenden Leitgewebe unterscheiden. Als Arbeitshypothese
wurde formuliert, dass beide Prozesse zu Veranderungen in der Konzentration sowie

der Zusammensetzung der dort detektierbaren Metabolite flihren.

4.1.Charakteristische pilzliche Elicitoren

Unter den detektierten Metaboliten finde sich einige, die spezifisch von pilzlicher Sei-
te aus gebildet werden. Detektiert wurden das pilzliche Membranlipid Ergosterol und
als Abbauprodukt des pilzlichen Zellwand-Polymers Chitin, Chitobiose (Abbildung 9).
Beide Metabolite steigen wahrend der Infektion mit Wildtyp-Stammes an. Bei der In-
fektion mit dem Atri5-Stamm konnten sowohl Ergosterol als auch Chitobiose nicht
detektiert werden (Abbildung 10). Die absoluten Mengen von Pilzmyzel, die mittels g-
PCR detektiert werden konnten, sind bei der Infektion mit dem Atri5-Stamm
(Abbildung 6) weitaus geringer als bei der Infektion mit dem Wildtyp-Stamm. Aus die-
sem Grund liegen wahrscheinlich sowohl Ergosterol als auch Chitobiose unter dem

Detektionslimit der Metabolitenanalyse.
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Der Anstieg von Chitobiose wahrend der Wildtyp-Infektion deutet auf Abbauprozesse
von Chitin wahrend der Infektion hin. Chitobiose entsteht durch die hydrolytische
Spaltung von Chitin durch Chitinasen. Der Konzentrationsanstieg von Chitobiose
konnte daher auf eine vermehrte Bildung von Chitinasen zuriickzufiihren sein, wie sie
bei der T. aestivum Infektion mit F. graminearum bereits beschrieben wurden (Pritsch
et al. 2000, Zhou et al. 2006). Ergosterol und Chitobiose sind typisch fur eine pilzliche
Infektion und kénnen als Elicitoren von pflanzlichen Verteidigungsreaktionen fungie-
ren. Oligosaccharide des Chitin-Abbaus kdnnen z. B. durch Bindung an CEBIP-
Rezeptoren Verteidigungsreaktionen initiierten (zusammengefasst durch Wan et al.
2008). Ergosterol als charakteristisches Sterol-Lipid der pilzlichen Membran kann
ebenfalls als ein genereller Elicitor fungieren und die Freisetzung von H,0; induzie-
ren (Mishra et al. 2012). Diese pilzlichen Pathogen assoziierten molekularen Muster
(Pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) fihren u. a. zur Einleitung der
Hypersensitivitatsreaktion (HR). Diese beruht u. a. auf der massiven Freisetzung von

reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive oxygen species, ROS).

4.2.Polyamin vermittelte Stressreaktionen wahrend der Infektion

Wahrend der Wildtyp-Infektion des Rachisknotens wurden erhéhte Mengen der Poly-
amine Putrescin und Agmatin sowie Spermidinsaure und GABA detektiert. Polyamine
und GABA werden haufig bei abiotischen und biotischen Stresszustanden gebildet
und konnen als Marker fur die Stressperzeption herangezogen werden (Walters
2003, Kinnersly und Turano 2012). Wahrend der Infektion des Atri5-Stamms kommt
es zu einer signifikanten Erhéhung der Agmatin-Konzentration. Wahrend Polyamine,
wie Putrescin, nur bei der Infektion mit dem Wildtyp-Stamm erhéht vorliegen, kommt
es sowohl im Wildtyp- als auch im Atri5-infizierten Gewebe zu einer vermehrten Bil-
dung von Hydroxyzimtsaure-Amiden (Hydroxycinnamic acid amides, HCAAs) wie
Caffeoylputrescin (und deren Derivate).

Wahrend der Weizenbluten-Infektion von F. graminearum findet durch Induktion der
Ornithin-Decarboxylase und der Arginin-Decarboxylase die Bildung von Putrescin,
Spermidin sowie Cadaverin statt (Gardiner et al. 2011). Die gebildeten Polyamine
bilden Amide mit Hydroxyzimtsauren, welche sich im Zuge der Infektion sehr stark
akkumulieren (Gunnaiah et al. 2012). Die Bildung von HCAAs kann daher als eine

pathogen induzierte Pflanzenverteidigung beschrieben werden.
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Wird in A. thaliana die Agmatin-Coumaroyltransferase ausgeschaltet, unterbleibt die
HCAA-Bildung und es kommt zu einer verringerten Resistenz gegenuber A. brassici-
cola (Muroi et al. 2009). Die erhthte Konzentration von Caffeoylputrescin kann daher
bei der Infektion von beiden Stammen in Verbindung mit der Pflanzenverteidigung
stehen. Die erhOhte Konzentration von Putrescin wahrend der Wildtyp-Infektion, nicht
jedoch bei der Atri5-Infektion, deutet daraufhin, dass das Stresslevel bei der Wildtyp-
Infektion Uber dem der Atri5-Infektion liegt. Polyamine werden durch Polyamin-
Oxidasen unter H,O, Freisetzung abgebaut. Wird in Nicotiana tabacum die Expres-
sion einer Polyamin-Oxidase herunterreguliert, unterbleibt die H,O,-Freisetzung wah-
rend einer Elicitor vermittelten Apoptose (Yoda et al. 2006). Der Anstieg der Poly-
amin wahrend der Infektion des Wildtyp-Stammes konnte daher in Verbindung mit

einer vermehrten H,O,-Freisetzung stehen.

4.3.Veranderungen in der Polyol-Konzentration und der Redox-Balance

Wahrend der Infektion kommt es bei vielen Polyolen zu starken Konzentrationserho-
hungen. In F. graminearum werden in vitro nach Salzstress vor allem die Polyole
Arabitol, Glycerol und Mannitol gebildet (Zheng et al. 2012). Die Bildung von Polyolen
von Pilzseite kann daher zur Kontrolle der Osmolaritat erfolgen. Mannitol sowie Gly-
cerol liegen auch bei der Infektion von Helianthus annuus durch Sclerotinia sclerotio-
rum erhoht vor, wobei Glycerol in vitro nach Salzstress als osmotisch ausgleichende
Substanz gebildet wird (Jobic et al. 2007). Fur die Virulenz von F. graminearum auf
Weizen und Mais ist die Hyperosmolaritatskinase FgOS-2 entscheidend. FgOS-2 ist
an zentraler Stelle im Stoffwechsel sowohl an der Kontrolle der Osmolaritat als auch
an der Redox-Balance beteiligt (Ngyuen et al. 2012). Mannitol z. B. wird bei filamen-
tosen Pilzen aktuell haufig nicht nur als Osmolyticum, sondern auch als Metabolit der
Redoxbalance diskutiert (zusammengefasst durch Solomon et al. 2007). Die Redox-
kontrolle kann daher auch von osmolytisch aktiven Substanzen Gbernommen werden
kann. Bei der Infektion des Atri5-Stamm kommt es ebenfalls zu einem signifikanten
Mannitol-Anstieg. Triticum aestivum kann kein Mannitol synthetisieren (Abebe et al.
2003), sodass der gemessene Konzentrationsanstieg auf eine vermehrte pilzliche
Produktion zurtickzufihren sein muss. Das pflanzliche Gewebe wird von der Atri5-
Mutante weitaus schwécher kolonisiert als vom Wildtypen (Abbildung 6). Die ver-

mehrte Detektion von Mannitol wahrend der Atri5-Infektion kénnte darauf hindeuten,
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dass dieses in sehr hohen Mengen gebildet wird. Vorstellbar ware auch eine Sekre-
tion von Mannitol von Pilzseite, die zu einer Akkumulation im Rachisknoten fihrt.

Die Sekretion von Mannitol wird fir den phytopathogenen Ascomyzeten Alternaria
alternata nach Kontakt mit Gewebeextrakt von Nicotiana tabacum beschrieben. Es
kommt dabei zur Bildung eines Mannitol abbauenden Enzyms von N. tabacum, ob-
wohl Mannitol von Pflanzenseite nicht synthetisiert werden kann. Diskutiert wird da-
her, dass Mannitol an der Unterdriickung der pflanzlichen ROS-Antwort beteiligt ist
und die Pflanze dieser Suppression aktiv entgegenwirkt (Jennings et al. 1998, 2002).

4.4.Die Redoxbalance ist gestort wéhrend der Infektion des Wildtyp-

Stamms

Wahrend der Infektion mit dem Atri5-Stamm steigt die Konzentration der Polyol-
Verbindung Galactinol und des Dreifachzuckesr Raffinose an. Galactinol ist das
Substrat fur die Raffinose-Synthase, welche u. a. durch ROS induziert wird. Erhdhte
Konzentrationen beider Metabolite fihren zu einer verringerten Anfélligkeit von
transgenen A. thaliana Pflanzen gegentber ROS-Einwirkung (Nishizawa et al. 2008).
Der Anstieg von Raffinose und Galactinol wahrend der Atri5-Infektion kdnnte damit
auf eine verbesserte Redoxbalance hindeuten.

Ein wichtiger ROS-detoxifizierenden Metabolit ist Glutathion. Das Verhaltnis von oxi-
diertem und reduziertem Glutathion kann zur Beurteilung des oxidativen Stresszu-
standes herangezogen werden. Wahrend der Wildtyp-Infektion steigt der Anteil des
oxidieren Glutathions im Verhaltnis zum nicht-oxidierten Glutathion auf 131 % an. Im
Gegensatz dazu geht der Verhéaltniswert zwischen oxidiertem zu nicht-oxidiertem
Glutathion wahrend der Atri5-Infektion auf 78 % zurtick. Die Differenz der Regulation
gibt damit Aufschluss Uber die ROS-Homoéostase im Gewebe. Im Wildtyp-infizierten
Gewebe kommt es dabei zu einer erhéhten ROS-Einwirkung, was zu einer vermehr-
ten Bildung von oxidiertem Glutathion fuhrt. Glutathion und Ascorbat sind zusammen
im Glutathion-Ascorbat-Zyklus an der ROS-Detoxifizierung beteiligt.

Dehydroascorbat als oxidierte Form der Ascorbinsdure ist daher ein wichtiger Meta-
bolit dieses Kreislaufs. Die Regeneration von Ascorbat findet durch eine Dehydro-
ascorbat-Reduktase im Glutathion-Ascorbat-Zyklus statt. Dabei reagiert Glutathion
mit Dehydroascorbat zu oxidiertem Glutathion sowie Ascorbat. Die Konzentration von

Dehydroascorbat fallt wahrend der Infektion mit dem Wildtyp signifikant ab. Der Abfall
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von Dehydroascorbat zusammen mit dem Anstieg von oxidiertem Glutathion konnte
ein Hinweis auf eine vermehrte Aktivitat der Dehydroascorbat-Reduktase sein. Wah-
rend der F. graminearum-Infektion auf T. aestivum kommt es zu einer Akkumulation
einer Dehydroascorbat-Reduktase, was eine vermehrte ROS-Detoxifizierung durch
den Glutathion-Ascorbat-Zyklus nahelegt (Zhou et al. 2005).

Ebenfalls ein stark antioxidativ wirkender Metabolit ist a-Tocopherol (Vitamin E)
(Sergi 2005). Die Oxidationsprodukte von a-Tocopherol (Quinon-Verbindungen) wer-
den nicht, analog zur Situation von Ascorbat, recycelt. Daher fuhrt anhaltender ROS-
Stress zu einem Absinken des a-Tocopherol Levels (Munné-Bosch 2005). Der Abfall
im Wildtyp zusammen mit dem Anstieg wahrend der Atri5-Infektion sind weitere Indi-
zien, dass wahrend der Wildtyp-Infektion die ROS-Detoxifizierung gestort ist.

Durch die Einwirkung von ROS kommt es zur Entstehung von Peroxylipiden sowie
Oxidationsprodukten der Nukleinsauren. Beispiele daflr sind u. a. die wahrend der
Wildtyp-Infektion ~ erhdhte  Konzentration von  16-Hydroperoxy-97,12,14E-
Octadecatrienoinsaure als Metabolit fir die Peroxidation von Lipiden sowie Hydro-

xymethyluracil als Indikator fur die Oxidation von Nukleinsduren (Cooke et al. 2003).

4.5.Wahrend der Wildtyp-Infektion finden apoptotische Prozesse statt

Der Rachisknoten ist eine hdchst induktive Zone der DON-Synthese (ligen et al.
2009). Der Abfall von ROS-detoxifizierenden Metaboliten mit der zeitgleichen Akku-
mulation von ROS-geschadigten Metaboliten (z.B. Peroxylipide und oxidierte Nukle-
insauren) wahrend der Wildtyp-Infektion deutet auf einen Zusammenhang zwischen
einer funktionierenden DON-Synthese (Wildtyp) und dem Auftreten von ROS-
Schaden hin. Die Aufnahme von DON durch T. aestivum fiihrt dabei zur Freisetzung
von H,O, (Desmond et al. 2008). Die oxidativen Stressschaden wahrend der Wildtyp-
Infektion kénnten daher auf die Wirkung von DON zurtckzufiihren sein.

Die Aufnahme von DON hat die Einleitung apoptotischer Prozesse sowohl in Sau-
gerzellen als auch in Pflanzenzellen zur Folge (Rocha et al. 2005, Desmond et al.
2008). Diesem Modell folgend, missten vermehrt Metabolite fir apoptotische Pro-
zesse im Wildtyp-infizierten Gewebe zu finden sein.

Die Apoptose der Zellen wahrend der HR ist wirksam bei der Abwehr von biotrophen
Erregern, begtnstigt aber das Wachstum von nekrotrophen Pilzen (Dickman und Fi-

gueiredo 2013). Ein moglicher Indikator der Apoptose ist der Konzentrations-Anstieg
94



Diskussion

von Dihydroceramid wahrend der Wildtyp-Infektion. Wahrend der Infektion mit dem
Atri5-Stamm kommt es nicht zu signifikanten Veranderungen.

Die Wirkung mancher Mykotoxine beruht auf Wechselwirkungen mit dem Spinghioli-
pidmetabolismus des Wirtes. Wéahrend der Infektion von Lycopersicon esculentum
z. B. wird von Alternaria alternata f.sp. lycopersici das AAL-Toxin (Alternariol) gebil-
det (Gilchrist und Grogran 1976). Die Wirkung von Alternariol, sowie dem strukturell
ahnlichen Fumonisin B1, beruht auf der Hemmung einer Acetyl-CoA-abhangigen Ce-
ramid-Synthase und fiihrt damit zur Apoptose (Gilchrist 1997). Beide Mykotoxine sind
strukturell ahnlich zum Spinghanin und beeinflussen Uber die Ceramid-Synthase
wahrscheinlich die Signaltransduktion, welche zur Apoptose fihrt. Untersuchungen in
A. thaliana konnten zeigen, dass sowohl Ceramid C2 als auch Dihydroceramid C2
die Apoptose ausldsen kénnen (Liang et al. 2003). Der detektierte Anstieg von Dihy-
droceramid im Wildtyp-infizierten Gewebe lasst daher auf apoptotische Prozesse
wahrend der Infektion schlieZen. Im Rachisknoten der mit dem Atri5-Stamm infizier-
ten Ahrenlassen sich keine Anderungen in der Dihydroceramid-Konzentration aus-
machen. Der Anstieg von Dihydroceramid geht daher wahrscheinlich auf die apopto-

tische Wirkung von Deoxynivalenol zurick.

4.6.Die Infektion des Wildtyps fuhrt zu einem Absinken der Aminoséure-

Konzentration

In hdheren Pflanzen wird anorganischer Stickstoff durch die Aminosauren Glutamin,
Glutamat, Asparaginsaure sowie Aspartat assimiliert (Lam et al. 1996). Mit Ausnah-
me von Glutamat (nicht signifikant reguliert) fallen die Konzentrationen aller genann-
ten Aminosauren wahrend der Wildtyp-Infektion signifikant ab (Abbildung 9). Der Ab-
fall dieser vier Aminosauren wahrend der Wildtyp-Infektion deutet auf eine Verknap-
pung der Stickstoffquellen und einer Zufihrung zum Energiestoffwechsel hin. Dieser
Stickstoffmangel ist weniger stark ausgepragt wahrend der Atri5-Infektion. Hier
kommt es bei der Tri5-Infektion zu einem Anstieg von Glutamat und Aspartat.

Ein Anstieg der Metabolite N-Acetyl-L-Glutaminsaure, N2-Acetyl-Ornithin sowie Ace-
tyl-L-Glutamat-5-Semialdehyd deutet daraufhin, dass Glutamin vermehrt in den Urea-
Zyklus eingebracht wird. Aus dem Urea-Zyklus werden die Polyamine synthetisiert,
sowie Uber einen Seitenzweig mit 4-Guanidinobutanoat als Intermediat, GABA. Der

Anstieg von 4-Guanidinobutanoat sowie von Putrescin deutet auf einen vermehrten
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Metabolitenfluss vom Urea-Zyklus zur Putrescin/GABA-Synthese hin. Im Atri5 infi-
zierten Gewebe kommt es nicht zu einem Anstieg von N-Acetyl-L-Glutaminsaure so-
wie Acetyl-L-Glutamat-5-Semialdehyd. Zugleich kommt es nicht zu einer signifikanten
Akkumulation von Putrescin und GABA. Wahrscheinlich wird Glutamin daher u. a. zur
Synthese der Polyamine und GABA wahrend der Wildtyp-Infektion eingesetzt. Da
das generelle Stresslevel bei der Atri5-Infektion unter dem der Wildtyp-Infektion liegt,
ist héchstwahrscheinlich der Bedarf von Urea-Metaboliten fur die Polyamin-Synthese
geringer. In der Folge wird wahrend der Atri5-Infektion weniger Glutamat im Harn-
stoff-Zyklus abgebaut.

Kennzeichnend fur die Infektion beider Stamme ist ein starker Anstieg der Metabolite
der pflanzlichen Lysin-Synthese. Ein Indikator dafur ist der starke Anstieg von Dihy-
drodipicolinsaure, die ein essenzieller Aufbau-Metabolit des Diaminopimelat-Wegs
(DAP) der Lysin-Synthese ist. Die Konzentration von Lysin wird wahrend der Infek-
tion mit dem Wildtyp-Stamm nicht signifikant verandert. Stattdessen steigt die Kon-
zentration von a-Aminoadipat (AAA) als Abbau-Metabolit des Lysins an. Der Anstieg
von AAA deutet auf einen Abbau von Lysin von Pflanzenseite durch den Saccharo-
pin-Weg hin. Durch diesen Stoffwechselweg kommt es zur vermehrten Bildung von
a-Aminoadipat, das Uber mehrere Intermediate in Form von Acetyl-CoA in den TCA-
Zyklus eingeht (Arruda et al. 2000). Gegen eine Einordnung von a-Aminoadipat als
Indikator fir eine vermehrte Lysin-Synthese von pilzlicher Seite spricht 1. die gleich-
bleibende Konzentration von Homo-Isocitrat, das einer der Vorlaufer der Lysin-
Synthese Uber a-Aminoadipat ist, und 2. der a-Aminoadipat-Anstieg im Atri5 infizier-
ten Gewebe, in dem, wie oben geschildert, keine pilzlichen Metabolite, wie z.B. Er-
gosterol, detektiert werden konnten.

Die Dihydropicolinsdure-Synthese unterliegt einer Endproduktregulation durch die
Lysin-Konzentration (Arruda et al. 2000). Wird vermehrt Lysin tGber den Saccharopin-
Weg abgebaut (AAA Anstieg), entféllt die Endprodukthemmung der Dihydropicolin-
saure-Synthase. In der Folge kommt es zu einer vermehrten Bildung von Dihydropi-
colinsaure. Die Auf- und Abbauprozesse des Lysins finden simultan statt. Die Lysin-
Konzentration ist in der Folge wéahrend der Infektion des Wildtyps nicht signifikant
verandert.

Der Katabolismus der Aminosauren deutet auf einen vermehrten Bedarf an Acetyl-
CoA wéhrend der Infektion mit dem Wildtyp-Stamm hin. Weitere Anzeichen flr eine

vermehrte Acetyl-CoA-Bereitstellung finden sich im Metabolismus der Butanoate.
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4.7.Veranderungen im Fettsaureprofil sowie im Butanoat-Metabolismus
wahrend der Wildtyp-Infektion

Der Abbau von Fettsauren sowie von Butanoaten fuhrt zur Bildung von Acetyl-CoA,
das in den TCA-Zyklus eingebracht wird. Wahrend der Wildtyp-Infektion kommt es
zur Bildung von Aceto-Acetat sowie von 4-Hydroxybutansdure (GHB). Die Akkumula-
tion von Aceto-Acetat deutet auf einen vermehrten Metabolismus der Butanoate hin,
was die Bildung von Acetyl-CoA zur Folge hat. Der Anstieg von GHB kénnte auf
einem Seitenzweig des GABA-Stoffwechsels beruhen. In A. thaliana ist eine Succi-
nat-Semialdehyd-Reduktase beschrieben, die im heterologen S. cerevisiae-System
die Bildung von GHB aus Succinat-Semialdehyd katalysiert (Breitkreuz et al. 2003).
Wahrend der Wildtyp-Infektion kommt es zu starken Veranderungen im Fettsaurepro-
fil. Die Akkumulation fast aller Fettsduren (34 von 39) wahrend der Wildtyp-Infektion,
nicht jedoch bei Infektion mit dem Atri5-Stamm, deutet auf eine vermehrte Lipid-
Nutzung hin. Aufgrund der Funktion von Triglyceriden als Fettspeicher im Weizen-
korn (Tavener und Laidman 1971) ist eine Metabolisierung analog zum Amylopectin
vorstellbar. Die Freisetzung dieser Fettsauren kann ein distinktes Merkmal der spa-
ten nekrotrophen Phase darstellen, die die Atri5-Mutante nicht erreicht.

Der Glycerolipidmetabolismus ist wichtig fur die pilzliche Virulenz. Stérungen in lipoly-
tischen Enzymen fiihren u. a. in Colletotrichum lagenarium, Magnaporthe oryza so-
wie in F. graminearum zu einer drastischen Reduktion der Virulenz (Kimura et al.
2001, Wang et al. 2007, Voigt et al 2005). Der Anstieg der Fettsauren kénnte auch
von Pilzseite durch vermehrte lipolytische Prozesse wahrend der frihen Pflanzenin-
fektion verursacht werden (Divon und Fluhr 2007). Eine Erklarung, warum die Frei-
setzung von Fettsauren im Zusammenhang mit einer erfolgreichen F. graminearum-
Infektion stehen liefern Untersuchungen zur sekretierten F.-graminearum Lipase
FGL1 (Blumke et al. 2014). Die Freisetzung von 18:3 Fettsauren wie z. B. Linolen-
saure durch die FGL1 fuhrt dabei zu einer Suppression einer pflanzlichen Callose-
Synthase und in der Folge zur Etablierung einer erfolgreichen Infektion (Blimke et al.
2014). Interessanterweise ist die Konzentration von Linolensdure nur wahrend der
Wildtyp-Infektion signifikant erhdht, nicht jedoch wahrend der Atri5-Infektion. Die
Zellwandverdickungen wahrend der Infektion mit dem Atri5-Stamm (Jansen et al.
2005) konnen daher moglicherweise auch auf eine vermehrte Einlagerung von Callo-

se zurutickzufuhren sein, die nicht durch die Freisetzung von Fettsauren reprimiert
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wird. Dieses Beispiel zeigt, dass dem Anstieg der Fettsauren eine Funktion in der
pilzlichen Virulenz zukommt, die Uber eine Rolle im primaren Metabolismus weit hi-
nausgeht.

Fettsduren wie Eicosapentaensaure und Arachidonséure sind bei der Infektion von
Phytophthora infestans starke Elicitoren und fuhren zur Bildung von toxischen Ses-
quiterpenverbindungen (Bostock und Laine 1981). Moglicherweise sind einige der
detektierten Fettsduren auch als Elicitor bei der F. graminearum-Infektion wirksam.
Uber die Fettsauren werden auch Signalmetabolite der Pflanzen-Verteidigung syn-
thetisiert. Ein haufig wiederkehrendes Element in der Signaltransduktion bei der In-
fektion eines Phytopathogens sind dabei Jasmonat-Verbindungen aus der Gruppe

der pentazyklischen Oxylipine.

4.8.Die Infektion des Atri5-Stamms fuhrt zu einem Anstieg von Signalmeta-

boliten

Jasmonsaure ist in vielen Pflanzen der prioritare Verteidigungsmechanismus gegen
nekrotrophe Pilze, wohingegen die Bildung von Salicylsdure ein klassisches Element
der Verteidigung gegenuber biotrophen Pilzen darstellt (Glazebrook 2005). Der Oc-
tadecanoidweg, der Uber verschiedene Linolensauren zur Jasmonsaure fuhrt, scheint
wahrend der Atri5-Infektion starker aktiviert zu werden als wahrend der Wildtyp-
Infektion. Ein klassisches Beispiel fur die Bedeutung der Jasmonat-Biosynthese flr
die Pflanzenverteidigung ist die coil-Rezeptormutation in A. thaliana. In diesen Jas-
monat-insensitiven Linien bricht die Resistenz gegentber dem nekrotrophen Patho-
gen A. brassicicola ein, nicht jedoch gegeniber dem biotrophen Pathogen Perono-
spora parasitica (Thomma et al. 1998). In Ubereinstimmung dazu scheint die FHB-
Typ-ll Resistenz des Weizenkultivars Sumai Il auf einer Jasmonsaure vermittelten
Verteidigung beruhen (Li und Yen 2008). Der Anstieg von Dihydrojasmonsaure wur-
de ebenfalls bei der F. graminearum-Infektion von Hordeum vulgare als putativer RR-
Metabolit (Resistence-releated) beschrieben (Kumaraswamy et al. 2011). Die erhth-
te Konzentration von Dihydrojasmonsaure wahrend der Atri5-Infektion kénnte daher
an der Ausbildung der Typ Il-Resistenz im Rachisknoten beteiligt sein. Jasmonat-
Verbindungen sowie Gibbereline stehen in einem antagonistischen System zueinan-
der. Die Freisetzung von Gibberellinen fuhrt dabei zu einer Unterdriickung der Jas-

monat-Wirkung (Yang et al. 2012). Der starke Gibberelin-Anstieg wéahrend der Wild-
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typ-Infektion konnte daher einen zusatzlich negativen Effekt auf die Jasmonat-
Synthese haben.

Wahrend der Wildtyp-Infektion steigt die Konzentration des Triterpenoids Ursolsaure
stark an. Ursolsaure wirkt in Pflanzen wahrscheinlich als Inhibitor von Lipidoxygena-
sen (LOX) sowie Cyloxygenasen und hemmt damit die Jasmonat induzierte Pflan-
zenverteidigung (Wasternack et al. 1993). Die erhodhte Ursolsdure-Konzentration
konnte im Wildtyp infizierten Gewebe die LOX-Enzyme des Octadecanoid-
Stoffwechsels hemmen. In der Folge kommt es nicht mehr zu einem Anstieg der
Jasmonat-Verbindungen. Analog zur Unterdrickung der Callose-Synthase durch
Freisetzung von Fettsduren (Blumke et al. 2014) kdonnte daher Ursolsaure eine sup-
primierende Wirkung auf die Enzyme des Octadecanoid-Stoffwechsels haben.

Es ware moglich, dass sowohl Ursolséure als auch die Gibbereline von F. graminea-
rum wahrend der Infektion gebildet werden. Fur F. graminearum ist bislang kein GA-
Synthese-Cluster nachgewiesen worden (Tudzynski 2005). Trotzdem befinden sich
im F. graminearum-Genom 6 Gene, die Homologien zu Gibberellin-20-Oxidasen
aufweisen. Es ware moglich, dass nicht alle Gene des GA-Clusters in F. graminea-
rum konserviert sind.

Neben Dihydrojasmonsaure steigt wahrend der Atri5-Infektion die Riboflavin-
Konzentration an. Die Behandlung von A. thaliana mit Riboflavin fuhrt zu einer erhdh-
ten Resistenz gegen die Infektion mit Peronospora parasitica sowie P. syringae
(Dong und Beer 2000). Die von Riboflavin induzierten Verteidigungsreaktionen finden
dabei unabhéngig von Salicylsdure und Jasmonsaure statt und beruhen auf der Frei-
setzung von H,O, sowie der Induktion von Genen der Pflanzenverteidigung durch
den Rezeptor NPR1 (Zhang et al. 2009). Der Anstieg von Riboflavin kénnte daher
wahrend der F. graminearum-Infektion ebenfalls in Verbindung mit der erhéhten Re-
sistenz stehen. Ausgeldst durch Signalmetabolite der Verteidigung werden spezifi-
sche Verteidigungsreaktionen initiiert, wie zum Beispiel die Verstarkung der Zellwand

durch Verbindungen des Phenylpropanoid-Stoffwechsels.
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4.9.Bei der Infektion mit dem Wildtyp und dem Atri5 Stamm kommt es zu
Veranderungen in Metaboliten der Zellwand

Durch die Infektion des Wildtyps sowie des Atri5-Stammes kommt es im Rachiskno-
ten zu einem Konzentrationsanstieg von p-Coumarinsaure als Ausgangspunkt der
Phenylpropanoid-Synthese (Abbildung 9, Abbildung 10). Die Akkumulation von p-
Coumarinsaure wurde als putativer RR-Metabolit bei der F. graminearum-Infektion
von H. vulgare (Bollina et al. 2011, Kumaraswamy et al. 2011) sowie von T. aestivum
nachgewiesen (Gunnaiah et al. 2012). Ausgehend von der p-Coumarinsdure werden
tber Zwischenwege die Lignine synthetisiert.

Ein Metabolit, der wahrend der Infektion des Wildtyp-Stamms stark abfallt, ist Sinapy-
lalkohol. Ausgehend vom Sinapylalkohol wird durch eine Sinapylalkohol-
Dehydrogenase Sinapylaldehyd synthetisiert. Dieses ist der direkte Vorlaufer der Sy-
ringyl-Lignine. Eine erhéhte Konzentration von Sinapylaldehyd wahrend der F. gra-
minearum-Infektion von Weizen wurde als putativer Resistenzmarker beschrieben
(Gunnaiah et al. 2012). Die Konzentration von Sinapylalkohol ist unverandert bei der
Infektion mit dem Atri5-Stamm. Die Sinapyl-Alkohol-Dehydrogenase ist in T. aesti-
vum sowohl durch Konidien von Botrytis cinerea als auch durch Chitosan-Zugabe
induzierbar (Mitchell et al. 1994). Dies konnte den Schluss nahe legen, dass ver-
mehrt Sinapylalkohol zu Sinapylaldehyd wahrend der Infektion umgesetzt wird. Da es
in der suszeptiblen Reaktion nicht zur Ausbildung eines Resistenzphéanotyps kommt,
kénnte die Bildung von Sinapylalkohol auch durch die Wirkung von DON als Transla-
tionshemmer unterbrochen werden.

Eine weitere Verbindung, die aus dem Phenylpropanoid-Stoffwechsel synthetisiert
wird, sind Lignane. Wahrend der Infektion steigt im Atri5 infizierten Gewebe die Kon-
zentration des Lignans Deoxypodophyllotoxin an. Die erhdhte Konzentration von
einem Derivat des naturlichen Lignans, Podophyllotoxin wurde bei der Infektion von
resistenter Gerste mit F. graminearum beschrieben (Kumaraswamy et al. 2011). Po-
dophyllotoxine werden haufig als Zytotoxine in der medizinischen Behandlung einge-
setzt (Canel et al. 2000). Es ware daher moglich, dass diese Lignane auch eine inhi-
bierende Wirkung bei der F. graminearum-Infektion entfalten. Die Bildung von Lignha-
nen ist induzierbar durch einen Zellwandextrakt von F. graminearum in Linum album

und kdnnte daher eine Elicitor induzierbare Verteidigungsreaktion darzustellen (Tah-
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sili et al. 2014). Der signifikante Anstieg im Atri5 infizierten Gewebe konnte daher in
Zusammenhang mit der Pflanzenverteidigung stehen.

Neben den Metaboliten des Phenylpropanoid-Stoffwechsels wurde wahrend der
Wildtyp-Infektion auch ein Absinken der Konzentration von Cellobiose detektiert. Cel-
lobiose entsteht als direkter Metabolit durch Einwirkung von Cellulasen auf Cellulose.
Uber Umwege kann aus Cellobiose wieder Cellulose synthetisiert werden. F. grami-
nearum sekretiert eine hohe Anzahl von zellwandabbauenden Enzymen und ist en-
zymatisch in der Lage, die komplette Pflanzenzellwand zu verdauen (Phalip et al.
2005). Der Abfall von Cellobiose ist ein Indiz fur vermehrte Katabolismus-Prozesse.
Der zeitgleiche Anstieg der Glykolyse legt den Schluss nahe, dass die Zellwand zur
Deckung des Energiebedarfs abgebaut wird.

Der Anstieg von Xylose als Degradationsmetabolit der Xylan-haltigen Hemicellulosen
ist ebenfalls ein unterstutzendes Indiz fur einen vermehrten Katabolismus der pflanz-

lichen Zellwand, der in glykolytische Prozesse miundet.

4.10. Metabolisierung der Speichersubstanzen

Wahrend der Infektion beider Stamme kommt es zu einem sehr starken Anstieg von
Farnesal als Metabolit der Sesquiterpen-Synthese. Da im Atri5 infizierten Gewebe
keine charakteristischen pilzspezifischen Metabolite wie Ergosterol und Chitobiose
detektiert werden konnten, findet die vermehrte Synthese von Farnesal von Pflan-
zenseite aus statt. Mdglicherweise wird Uber die Sesquiterpen-Synthese vermehrt
Geranyl-Geranyl-Di-Phosphat als Vorlaufer fur die Gibberelinsduren synthetisiert.
Alle Gibberelinsauren werden nur wahrend der Infektion gebildet und sind nicht de-
tektierbar in den Wasserkontrollen. Der Farnesal-Anstieg wéahrend der Infektion
kénnte daher ein Indikator fur eine vermehrte Gibberelinsauren-Synthese ausgehend
von dem Sesquiterpen-Stoffwechsel darstellen.

Wahrend der Infektion von F. graminearum kommt es im Weizengewebe zur Expres-
sion einer Kauren-Synthase, die an der Synthese der Gibbereline beteiligt ist (Kruger
et al. 2002). Der gemessene Konzentrationsanstieg der Gibbereline beruht daher
wahrscheinlich auf einer vermehrten Aktivitat der GA-Synthese von Pflanzenseite.
Entwicklungsbiologisch induziert die Bildung von Gibberelinsauren die vermehrte
Synthese von a-Amylasen im Zuge der Samenkeimung (Varner et al. 1964). In der

Folge kommt es zur Metabolisierung von Speicherstoffen durch die Freisetzung von
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Starke hydrolysierenden a-Amylasen aus dem Aleuron. Physiologisch kdnnte die
Umwandlung von Starke dazu dienen, die Pflanzenverteidigung mit zusatzlicher
Energie zu versorgen, die nicht aus dem Primarstoffwechsel abgezogen werden
muss.

Wahrend der Wildtyp-Infektion kommt zu einem starken Anstieg von Amylopectin als
Bestandteil der Starke. Starke besteht aus den Polysacchariden Amylose sowie
Amylopectin. Die Konzentrationserhéhung des Amylopectins kénnte daher darauf
hindeuten, dass wéahrend der Wildtyp-Infektion vermehrt a-Amylasen gebildet wer-
den. In der Folge kommt es zum Abbau der Amylose, wahrend der Anteil von Amylo-
pectin ansteigt. Die Konzentrationserh6hung des Amylopectins ware nach diesem
Modell, ein Ergebnis eines vermehrten Starkemetabolismus.

Interessanterweise fuhrt die Supplementation von hydrolysierten Spaltprodukten der
Amylose, wie Amylopectin oder Dextrin zu Kulturen von Fusarium verticillioides zu
einer vermehrten Bildung des Mykotoxins Fumonisin (Bluhm und Woloshuk 2005). In
F. graminearum konnte in Kultur kein Einfluss von Amylopectin oder Amylose auf die
DON-Synthese nachgewiesen werden (Jiao et al. 2008). Untersuchungen mit einem
transgenen Reporterstamm konnten jedoch eine Induktion der Toxinsynthese wéh-
rend der Kolonisierung der starkereichen Weizenkaryopse zeigen (llgen et al. 2009).
Es ware daher vorstellbar, dass der Metabolismus von Starke, in Verbindung mit un-
bekannten Faktoren, einen positiven Einfluss auf die DON-Synthese wahrend der
Pflanzeninfektion hat.

Neben dem Anstieg von Amylopectin fallen die Konzentrationen der freien Zucker-
verbindungen, wie Glukose, Fruktose, Saccharose und Raffinose, wahrend der Wild-
typ-Infektion ab. Im Atri5 infizierten Gewebe werden die Zuckerverbindungen entwe-
der nicht signifikant reguliert (Glukose sowie Saccharose) oder steigen sogar signifi-
kant an (Fruktose und Raffinose). Die negative Tendenz wahrend der Wildtyp-
Infektion deutet auf eine Umprogrammierung des Stoffwechsels zur Energiebereit-
stellung von Verteidigungsreaktionen hin (Bolton 2009). Zeitgleich kann es zu einer
verstarkten Aufnahme der Zuckerverbindungen durch den Pilz kommen. Die ver-
mehrte Expression von pilzlichen Zucker-Transportern ist fur einige phytopathogene
Pilze bereits beschrieben worden. Ein Anstieg der mRNA von Hexose-Transportern
und ein genereller Rickgang der Zucker und Aminosauren konnten z. B. bei der In-
fektion von Helianthus annuus durch Sclerotinia sclerotiorum beobachtet werden

(Jobic et al. 2007). Fur F. graminearum ist eine vermehrte Expression eines Hexose-
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Transportproteins beschrieben worden (Kruger et al. 2002). Der Abfall der Zucker-
verbindungen wahrend der Infektion geht daher wahrscheinlich auf die Metabolisie-
rung fur Verteidigungsprozesse und eine aktive pilzliche Aufnahme zurtick. Beide
Prozesse finden im Atri5-infizierten Pflanzengewebe weitaus schwacher statt als
wahrend der Wildtyp-Infektion.

4.11. Zusammenfassung der metabolischen Veranderungen

Bei der Infektion des Wildtyps kommt es im Weizenrachisknoten zu einem Anstieg
der Polyamine und GABA als Stressmetaboliten. Die Aktivierung des Sesquiterpen-
stoffwechsel flhrt zu einer vermehrten Synthese der Gibbereline, die moglicherweise
a-Amylasen induzieren und hierdurch die Metabolisierung der Starke einleiten. Spei-
cherstoffe wie Starke und Triacylgylceride werden in der Folge vermehrt metaboli-
siert. Die Konzentration der Zuckerverbindungen fallt ab. Die Bildung von DON ver-
ursacht wahrend der Wildtyp-Infektion mittelbar oxidative-Stressschaden und eine
Einleitung der Apoptose im Pflanzengewebe. Zeitgleich werden weniger ROS detoxi-
fizierende Metabolite gebildet. Der Energiebedarf steigt wahrend der Infektion mit
dem Wildtyp an und fuhrt zu einem vermehrten Butanoat- und Aminosaure-
Katabolismus. Der Phenylpropanoid-Stoffwechsel ist induziert wahrend der Infektion
mit dem Wildtyp-Stamm. Ausgehend vom Phenylpropanoid-Stoffwechsel findet keine
vermehrte Synthese von Synringyl-Lignin statt. Stattdessen wird die Cellulose und
die Hemicellusen der pflanzlichen Zellwand vermehrt abgebaut. Die vermehrten Ka-
tabolismus-Prozesse fihren zu einem Anstieg der Glycolyse und Metaboliten des
TCA-Zyklus. Der stressinduzierte GABA-shunt ist wahrend der Infektion mit dem
Wildtyp-Stamm aktiv und versorgt den TCA-Zyklus mit Succinat. Metabolite der
Pflanzenverteidigung wie Dihydrojasmonséaure oder Riboflavin werden wahrend der
Wildtyp-Infektion weniger gebildet. Wahren der Wildtyp-Infektion kommt es zu einem
Anstieg von Ursolsaure, der auf die Enzyme der Jasmonat-Synthese inhibierend wir-
ken kodnnte.

Im Gegensatz dazu kommt es wahrend der Infektion mit dem Atri5-Stamm nicht zu
einem Absinken der Speicherstoffe, Zucker und Aminosauren. Da kein DON synthe-
tisiert wird, kommt es nicht zur Apoptose der Wirtszellen. Die Konzentration von
ROS-detoxifizierenden Metaboliten steigt an und es kommt nicht zu oxidativen-

Stressschaden. Der Phenylpropanoid-Stoffwechsel wird bei der Infektion mit dem
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Atri5-Stamm ebenfalls aktiviert. Es sind keine Ab- und Umbauprozesse des Syringyl-
Lignin sowie der Cellulose feststellbar. Zeitgleich kommt es zu einer vermehrten Syn-
these von Jasmonat und Riboflavin als Signalmolekulen der Pflanzenverteidigung.
Die starkere Induktion der Pflanzenverteidigung konnte daher durch beide Metabolite
vermittelt werden. Der signifikante Anstieg des natirlichen cytotoxischen Lignans
Deoxypodophyllotoxin koénnte im Zusammenhang mit der Resistenz des Atri5-

Stammes stehen.

4.12. Die Infektion mit dem Wildtyp fihrt zu einem Anstieg des GABA-

shunts

Die aufgezeigten Verdnderungen im Primér- und Sekundarstoffwechsel erfordern die
Bereitstellung von Reduktionsaquivalenten und Grundgeristen, die von dem prima-
ren Stoffwechsel synthetisiert werden. Wéahrend der Wildtyp-Infektion kommt es zu
einem Absinken der Konzentrationen der Zuckerverbindungen sowie der Metabolisie-
rung von Speicherstoffen und Aminosauren. Dies legt den Schluss nahe, dass ein
hoher Bedarf des Primarstoffwechsels an Metaboliten sowie Reduktionsaquivalenten
besteht.

In T. aestivum ist das Gen Lr34 beteiligt an der Ausbildung einer partiellen Resistenz
gegenuber dem Weizenrostpathogen Puccinia triticina. Die Lr34-vermittelte Resis-
tenz flhrt zu einem Anstieg von Prozessen der Glykolyse, der B-Oxidation und des
GABA-shunts, um Kohlenstoff-Quellen fir den TCA-Zyklus liefern (Bolton et al.
2008). Das Bindeglied zwischen dem Primar- und dem Sekundarmetabolismus ist
daher der Energiefluss (Bolton et al. 2009).

Ein wiederkehrendes Motiv ist dabei die vermehrte Metabolisierung von Zuckerver-
bindungen und Veranderungen in den Metaboliten des TCA-Zyklus. Ein Stoffwech-
selweg, der unter Stress-Bedingungen den TCA-Zyklus unterstitzt, ist der GABA-
shunt. Die Akkumulation von Succinat-Semialdehyd und GABA wahrend der Wildtyp-
Infektion deutet auf eine vermehrte Aktivitat des GABA-shunts wahrend der Infektion
hin. GABA wird neben vielen abiotischen Stresszustanden auch infolge bakterieller
und pilzlicher Infektionen gebildet (Solomon und Oliver 2002, Bouché und Fromm
2004, Park et al. 2010). Genetisch sowie biochemisch sind die beteiligten Enzyme
und die katalysierten Reaktionsschritte gut aufgeklart, sodass durch gezielte Gen-

ausschaltungen der gesamte GABA-Stoffwechsel unterbrochen werden kann. Die
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Moglichkeit, den F. graminearum GABA-Stoffwechsel zu unterbrechen, ermdglicht
es, die Bedeutung dieses Stoffwechselweges fur die DON-Biosynthese sowie die

Energiebereitstellung wahrend der Infektion zu untersuchen.

4.13. Unterbrechung der Transaminierung im GABA-shunt

Um den GABA-Metabolismus zu unterbrechen, sind 4 Strategien denkbar. Die Auf-
nahme von GABA kann durch Deletion von Permeasen unterbrochen werden. In S.
cerevisiae findet die Aufnahme von GABA durch eine spezifische GABA-Permease
UGA4, eine generelle Aminosauren-Permease und eine Prolin-Permease statt (Ku-
mar und Punekar 1997). Da manche der Permeasen auch an der Aufnahme anderer
Substrate beteiligt sind, kann die GABA-Aufnahme nicht spezifisch unterbrochen
werden. Eine weitere Moglichkeit ist die Unterbrechung der Decarboxylierung von
Glutamat (GAD-Reaktion), um den endogen prioritar beschrittenen Stoffwechselweg
zur GABA-Bildung (Bouché und Fromm 2004) zu unterbrechen. Da GABA auch uber
den Abbau der Polyamine (Suzuki et al. 2013) sowie Uber den Urea-Zyklus herge-
stellt werden kann, fuhrt die Unterbrechung der GAD-Reaktion nicht zwangslaufig zu
einem volligen Ausfall der GABA-Synthese. Auf die Decarboxylierung folgt die
Transaminierung, die in F. graminearum durch zwei Transaminasen stattfindet. Die
Decarboxylierung von Glutamat findet als irreversible Reaktion statt, daher fuhrt die
Bildung von GABA iber Glutamat zu einer Akkumulation von GABA. Die Unterbre-
chung am nachstfolgenden enzymatischen Schritt, der Dehydrogenierung von Succi-
nat-Semialdehyd (SSADH-Reaktion) ist nur theoretisch vorstellbar. Im Genom von F.
graminearum befinden sich 5 putative SSADH-Gene. Aufgrund der limitiert vorlie-
genden Resistenzmarker (Hygromycin, Geneticin, Nourseothricin) kdnnen nicht alle
Gene in einem Stamm ausgeschaltet werden.

Die Bildung von GABA als Ergebnis der Decarboxylierung von Glutamat ist ein irre-
versibler Prozess, daher fuhrt die Unterbrechung der Transaminierung zu einem
Stopp des kompletten GABA-Metabolismus. Aus diesem Grund wurde der pilzliche
GABA-Metabolismus durch Deletion zweier GABA-Transaminasen ausgeschaltet. Zu
diesem Zweck wurden die Transaminasen einzeln (Agta; und Agta,) sowie beide in

einem Stamm (AAgtas.») ausgeschaltet.
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4.14. Beide Transaminasen zeigen Substratspezifitat und sind in den

Polyamin-Katabolismus involviert

Die Agta;-Mutanten zeigten eine deutliche Reduktion beim Wachstum auf 3-Alanin,
wohingegen die Agta,-Mutanten schlechter mit GABA als einziger Stickstoffquelle
wuchsen. Das radiale Wachstum war sehr stark eingeschrankt beim Wachstum der
AAgta;.,-Mutanten auf GABA, wahrend das Wachstum auf B-Alanin vergleichbar mit
dem der Agta;-Mutanten war (Abbildung 14). In F. graminearum findet die Transami-
nierung von GABA durch gta-1 und gta-2 statt, wahrend B-Alanin nicht durch gta-2
transaminiert wird. In S. cerevisiae existiert nur eine GABA-Transaminase (UGAL),
wohingegen in S. kluyveri zwei Transaminasen existieren, die spezifisch (3-Alanin
sowie GABA metabolisieren und die jeweils anderen Substrate nicht verwerten
(Schnackerz et al. 2008). In dem Erreger des Maisbeulenbrandes Ustilago maydis
fuhrt die Deletion einer GABA-Transaminase zu einem verringerten Wachstum auf (3-
Alanin, aber zu einem unverandertem Wachstum mit GABA als einziger Stickstoff-
guelle (Straffon et al. 1996).

Beispiele fiir die Ahnlichkeiten zwischen B-Alanin-Transaminasen sowie GABA-
Transaminasen finden sich auch in Pflanzen. In A. thaliana codiert das Gen pop2 fur
eine GABA-Transaminase, die als Einzelkopie im Genom vorliegt. Wird dieses Gen
ausgeschaltet, kommt es in den Bluten zu einem hdchst signifikanten Anstieg sowohl
von GABA als auch von B-Alanin (Palanivelu et al. 2003). Die A. thaliana-
Transaminase setzt daher héchstwahrscheinlich beide Substrate um. Im Gegensatz
dazu ist das Wachstum der AAgta;.,-Mutanten auf B-Alanin nicht starker einge-
schrankt als das der Agta;-Mutanten. Dies spricht daflr, dass zwar beide Enzyme
synergistisch GABA transaminieren, jedoch nur eines in den B-Alanin-Stoffwechsel
involviert ist.

Der Abbau der Polyamine Putrescin sowie Spermidin ist in den AAgta;.,-Mutanten
ebenfalls gestort (Abbildung 16). Die Polyamine Putrescin sowie Spermidin akkumu-
lieren wahrend der F. graminearum Weizenbllteninfektion und werden als mdgliche
zentrale Induktoren der DON-Biosynthese diskutiert (Gardiner et al. 2009, Gardiner
et al. 2010). Der Abbau von Putrescin durch Diaminooxidasen bzw. Spermidin durch
Polyamin-Oxidasen fuhrt zu 4-Aminobutanal welches in der Folge durch eine Alde-

hyd-Dehydrogenase zu GABA umgesetzt wird. Die Aktivitaten beider Oxidasen set-
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zen H,0O; frei, welches héaufig im Kontext der Pflanzenverteidigung diskutiert wird
(zusammengefasst durch Walters 2003).

4.15. Die Unterbrechung der GABA-Transaminierung fuhrt zu einer er-

hohten Sensitivitat gegentber H,0,

Wahrend der Infektion von Wirtspflanzen durch phytopathogene Pilze kommt es hau-
fig zur Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) von beiden Interaktions-
partnern (Heller und Tudzynski 2011). Die Bedeutung der ROS-Detoxifizierung konn-
te auch bei der Weizeninfektion von F. graminearum gezeigt werden (Ngyuen et al.
2012). Die Unterbrechung der GABA-Transaminierung in F. graminearum erhoht die
Sensitivitat gegentber H,O, (Abbildung 18).

Die Unterbrechung der GABA-Bildung durch Deletion der Glutamat-Decarboxylase
fuhrt in S. cerevisiae zu einer erhohten ROS-Sensitivitat (Coleman et al. 2001). So-
wohl in dem Weizenpathogen Stagonospora nodorum als auch in M. oryzae sind
SSADH-Mutanten sensitiver gegentuber H,O, Einwirkung (Guo et al. 2011, Mead et
al. 2013). Die Deletion einer SSADH in A. thaliana fuhrt zur Akkumulation von ROS
nach UV-B oder Hitzestress (Bouché et al. 2003). Im menschlichen Zellen fuhren
Veranderungen im Redox-Status zu Strukturveranderung einer SSADH, die hdchst-
wahrscheinlich einen Kontrollmechanismus darstellen (Kim et al. 2009). Zusammen-
genommen korrelieren Stérungen im GABA-Metabolismus haufig mit einer erhéhten
Sensitivitat gegentber ROS. Die Expression der sekretierten Katalasen ist in den
AAgta;.,-Mutanten unverandert (Tabelle 5), daher ist die Fahigkeit extrazellular ROS
zu detoxifizieren, héchstwahrscheinlich nicht betroffen.

Die Einwirkung von ROS fihrt haufig zu einer vermehrten Degradation der Aconita-
se, der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase sowie der Succinyl-CoA-Ligase (Tretter und
Adam Vizi 2000; Sweetlove et al. 2002). Die vermehrte Degradation dieser TCA-
Enzyme flhrt daher unter oxidativen Stressbedingungen zu einer Verringerung der
mitochondrialen Energieerzeugung. Im Metabolom des Wildtyp-infizierten Stammes
kommt es zu einem Absinken der Konzentration von Citrat und Isocitrat (Abbildung
9). In A. thaliana sinken infolge einer veranderten Redoxbalance die Konzentrationen
der Metabolite des vorderen Teils des TCA-Zyklus ab, wahrend die Metabolite ab
Succinat in ihren Konzentrationen ansteigen (Kolbe et al. 2006). Zusammengenom-

men fuhrt die Degradation der TCA-Enzyme durch ROS-Einwirkung zur Notwendig-
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keit, die Enzyme der spéateren Reaktionen mit Substraten zu versorgen. Wird in So-
lanum lycopersicum die Expression einer Succinyl-CoA-Ligase herunterreguliert,
werden die Folgen durch eine erhohte Aktivierung des GABA-shunts kompensiert
(Studart-Guimaraes et al. 2007). Die Bildung von Succinat kann in diesem Fall durch
den GABA-shunt tibernommen werden. In den AAgta;.>-Mutanten ist die Metabolisie-
rung von GABA nicht mehr mdglich. Hochstwahrscheinlich fuhren daher ROS-
Stressschaden zu einem Absinken der TCA-Metabolite, die nicht mehr durch den

GABA-shunt kompensiert werden kénnen.

4.16. Der GABA-shunt ist wichtig fur die Perithecien-Bildung nicht je-

doch fur die Keimung der Konidien

In Neurospora crassa wurde ein Anstieg der Glutamat-Decarboxylierung beim Beginn
der Keimung der Konidien festgestellt (Hao und Schmit 1993). Aus diesem Grund
wurde die Keimungsrate der AAgta;,-Mutanten sowie des Wildtyps untersucht
(Tabelle 3). Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Stdmmen
nachgewiesen. Der GABA-shunt ist daher kein essenzielles Element wahrend der
frihen Wachstumsphase in F. graminearum.

Wahrend der Perithecien-Bildung hingegen, bilden die AAgta;.-Mutanten weitaus
weniger Perithecien als der Wildtyp (Abbildung 19). Wahrend der Induktion der Perit-
hecien-Bildung in F. graminearum wird die gta-1 bei allen Entwicklungsstadien signi-
fikant induziert (Qi et al. 2006). Hochstwahrscheinlich ist daher der GABA-
Metabolismus ein wichtiger Faktor fur die Perithecien Entwicklung. Metabolomisch
wurde ein GABA-Anstieg wahrend der Fruchtkorper-Bildung in dem insektenparasiti-
schen Ascomyzeten Cordyceps bassiana detektiert (Hyun et al. 2013). Es ist daher
vorstellbar, dass der GABA-Metabolismus fur die Energiegewinnung wahrend der
Perithecien-Bildung nétig ist. Im Schleimpilz Dictyostelium discoideum ist GABA an
der Signaltransduktion beteiligt. Die Zugabe von GABA zum Medium fihrt zur Induk-
tion des Vorlaufer Signalpeptids AcbA. Im Anschluss wird die Protease TagC akti-
viert, die aus dem Vorlauferpeptid das prozessierte Peptid SDF-2 herstellt, welches

essenziell fr die Fruchtkdrper-Bildung ist (Anjard und Loomis 2006).
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4.17. gta-1 befindet sich in den Mitochondrien, wahrend sich gta-2 im
Cytosol befindet

Die Untersuchung der Signalpeptide beider Transaminasen mittels WolfpSort (%) er-
gab, dass gta-1 hochstwahrscheinlich in die Mitochondrien importiert wird, wahrend
gta-2 sich im Cytosol befindet. Um die Lokalisation beider Enzyme zu Uberprufen,
wurden beide Transaminasen unter Kontrolle ihres jeweiligen nativen Promotors mit
der codierenden Sequenz von eGFP fusioniert. Die Lokalisation von gta-1 zeigte
einen Import in Strukturen, die durch Rhodamin123 Farbung mit hoher Wahrschein-
lichkeit als Mitochondrien identifiziert wurden. Im Gegensatz dazu befindet sich gta-2
hochstwahrscheinlich im Cytosol und bildet stabchenférmige Strukturen aus
(Abbildung 17).

Fur den GABA-Metabolismus in F. graminearum sind beide Transaminasen ndtig.
Trotzdem befinden sie sich nicht im gleichen Kompartiment. GABA muss daher durch
Permeasen oder Transportproteine zwischen Mitochondrien und Cytosol transportiert
Die Existenz von GABA-Transaminasen Isoformen, die in verschiedene Organelle
importiert werden, wurde in Solanum lycopersicum gezeigt (Clark et al. 2009). Spate-
re Studien in O. sativa konnten die Existenz verschieden lokalisierter GABA-T Iso-
formen bestétigen (Shimajiri et al. 2013). Gta-1 transaminiert sowohl GABA als auch
B-Alanin. Eine B-Alanin-Transaminase von A. thaliana wird héchstwahrscheinlich in
die Mitochondrien importiert (The Plant Specific Database®). Es ware daher méglich,
dass die B-Alanin-Transaminierung zwingend in den Mitochondrien stattfinden muss.

Die Akkumulation von gat-2 in stabchenformigen Strukturen weist Ahnlichkeiten zur
Struktur des Spetins AsB in Aspergillus nidulans auf (Hernandez-Rodriguez et al.
2012). Im Mause-Cortex scheinen Septine und GABA-Transaminasen einen Kom-
plex zu bilden (Kinoshita et al. 2001). Die Grunde fir eine mdgliche Komplexbildung
mit den Septinen sind zur Zeit noch unbekannt.

In S. cerevisiae befinden sich sowohl UGAL1 (GABA-T) als auch UGA2 (SSADH) im
Cytosol (Hue et al. 2003). Die UGA1 Deletionsmutanten kbnnen dabei durch Expres-

sion der mitochondrialen A. thaliana GABA-Transaminase funktionell komplimentiert

% http://wolfpsort.seq.cbrc.jp ( Zugriff: 21.3.2014)
® http://genomics.msu.edu/cgi-bin/plant_specific/locus_search.cgi?locus=At3g08860.1
(Zugriff: 25.5.2014)
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werden, was den Schluss nahelegt, dass die Lokalisation der GABA-Transami-
nierung von untergeordneter Bedeutung ist (Cao et al. 2013). In A. thaliana wurde
eine mitochondriale GABA-Permease bereits beschrieben, die das Bindeglied zwi-
schen cytosolischen und mitochondrialen Reaktionsschritten darstellt (Mitchell et al.
2011). Da beide Transaminasen synergistisch am GABA-Metabolismus beteiligt sind,
muss GABA sowohl im Cytosol als auch im mitochondrialen Lumen vorliegen.

4.18. GABA induziert die DON-Bildung in vitro

Das Wachstum der AAgta;»-Mutanten auf Putrescin als einziger Stickstoffquelle ist
stark eingeschrankt (Abbildung 14). Der Abbau von Putrescin findet daher Uber GA-
BA statt. In vitro fuhrt die Zugabe von Putrescin zu einem Anstieg der DON-Synthese
(Gardiner et al. 2009). Wird anstatt von Putrescin GABA eingesetzt kommt es zu
einem vergleichbaren Anstieg der DON-Synthese (Abbildung 23). In den AAgta;.,-
Mutanten kann die DON-Bildung weder durch Putrescin-Zugabe, noch durch GABA-
Zugabe angeregt werden. Zusammengenommen kann daher die Aussage getroffen
werden, dass die Wirkung von Putrescin auf die DON-Biosynthese abhangig ist von
der Bildung von GABA.

Im Gegensatz zur Induktion mit Putrescin und GABA ist die DON-Synthese bei Zu-
gabe von (NH4).SO, in den AAgta;.,-Mutanten induzierbar. Es existieren daher min-
destens zwei Stoffwechselwege, die zur DON-Induktion in vitro fuhren: Der Poly-
amin/GABA-Weg und der Ammoniumsulfat-Weg. Die verschiedenen Wege zur DON-
Induktion im in-vitro-System lassen den Schluss zu, dass hdchstwahrscheinlich ein
Faktorenkomplex fur die DON-Synthese in der Pflanze verantwortlich ist.

Wahrend der Weizenbluten-Infektion steigen die Konzentrationen der Polyamine Pu-
trescin, Spermidin sowie Cadaverin an. Im zeitlichen Verlauf geht die Putrescin-
Akkumulation der DON-Biosynthese voraus, was fiir eine Rolle von Putrescin als In-
duktor der pilzlichen Trichothecen-Biosynthese spricht (Gardiner et al. 2011). Im
Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass die DON-Synthese bereits in den In-
fektionsstrukturen stattfindet, was gegen einen Einfluss der Polyamine spricht
(Boenisch und Schafer 2011). Die Infektion mit den AAgta;..-Mutanten fuhrt nicht zu
geringeren DON-Konzentrationen nach 5 oder 10 dpi (Abbildung 27). Da die Induk-

tion tber den Polyamin/GABA-Weg in den Mutanten nicht mehr erfolgen kann, sind
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hdchstwahrscheinlich weder die Polyamine noch GABA die Induktoren der Trichot-
hecen-Synthese in planta.

Die Deletion von Tri6 als zentraler regulatorisch wirkender Transkriptionsfaktor der
Trichothecene-Gene fuhrt zu einem sehr starken Einbruch in der DON-Biosynthese
(Proctor et al. 1995 b). In Atri6-Mutanten sinkt die Expression von beiden GABA-
Transaminasen sowie von drei SSADH-Genen stark ab (Nasmith et al. 2011). Diese
Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass der GABA-Metabolismus ein unterstit-
zender Stoffwechselweg der DON-Synthese ist. Die Verknupfung zwischen Toxin-
Produktion und Energiestoffwechsel konnte auch in der Atri5-Mutante demonstriert
werden. Die Konzentration von GABA sinkt in den Atri5-Mutanten ab, was zeitgleich
zu einem Absinken der GABA-T-Expression und der Citrat-Synthase (CS) fihrt
(Chen et al. 2011). In den AAgta;»-Mutanten kommt es nach Toxin-Induktion im GA-
BA-Medium ebenfalls zu einem Absinken der CS-Expression. Wird die DON-
Biosynthese in einem Induktionsmedium mit Ammonium induziert, kommt es zu
einem &ulRerst starken GABA-Anstieg im Wildtyp (Lowe et al. 2010). In einem Me-
dium mit Agmatin kommt es ebenfalls zur Induktion einer SSADH (Gardiner et al.
2009). Die Rekrutierung des GABA-Stoffwechsels unter DON induzierenden Bedin-
gungen erfolgt daher unabhangig von der verwendeten Substanz. Wird Trichodien zu
Atri5-Mutanten gegeben, kommt es umgekehrt wieder zu einer Induktion der GABA-
shunt-Gene (Seong et al. 2009). DON-Induktion, GABA-Metabolismus und die Aktivi-
tat des TCA-Zyklus sind daher unter in-vitro-Bedingungen miteinander verbunden.
Ein Metabolit, der alle drei Stoffwechselwege verbindet, ist Acetyl-CoA. 1. Die Bil-
dung von DON findet Uber Farnesyl-Pyrophosphat ausgehend vom Acetyl-CoA statt.
2. Der TCA-Zyklus bendétigt Acetyl-CoA als Metabolit. 3. Der Metabolismus durch den
GABA-shunt kann zur Uberbriickung des TCA-Zyklus stattfinden und damit die Kon-
kurrenz zwischen DON-Synthese und Energieproduktion vermindern.

Unter DON induktiven Bedingungen kénnte es zu einem Abfall von Acetyl-CoA kom-
men. Der GABA-shunt kénnte daher eine anaplerotische Reaktion darstellen, um
dem Mangel an Acetyl-CoA entgegenzuwirken. Dass ein vermehrter GABA-
Metabolismus zu einem Anstieg des Acetyl-CoA-Levels flihrt, konnte in A. thaliana
gezeigt werden (Fait et al. 2011). Wahrend der DON-Induktion in vitro flhrt die man-
gelnde Metabolisierung von GABA zu einem Einbruch in der DON-Synthese. Im
Gegensatz dazu ist ein moglicher Effekt von GABA auf die DON-Synthese wéhrend

der WeizenblUteninfektion kompensierbar. Der Hypothese folgend, dass die DON-
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Produktion ein erhdhtes Acetyl-CoA-Level erfordert, missen daher andere Stoff-
wechselwege die Rolle des GABA-shunts wahrend der Pflanzeninfektion tUberneh-
men.

Eine Bereitstellung von Acetyl-CoA findet vermehrt durch den Abbau von Fettsauren
in der B-Oxidation in den Mitochondrien statt. Einige der wahrscheinliche Ziele von
Tri6 sind Gene des Lipid-Stoffwechsels bzw. der B-Oxidation (Nasmith et al. 2011).
Ein mdgliches Indiz, dass der Lipidstoffwechsel einen Einfluss auf die Toxin-
Produktion hat, wurde in F. graminearum fir die Pathogenitatslipase Fgll bewiesen.
Die Deletion von Fgll fiihrt dabei bei der Weizeninfektion zu einem Anstieg der To-
xinproduktion, die mit einem Anstieg der Expression von Tri5 korreliert (Voigt et al.
2007). Als weiteres Indiz kdbnnen Mutanten eines Transkriptionsfaktors (Afar 2) he-
rangezogen werden, die zu einem Anstieg der DON-Synthese in planta fuhren (Thi
Thu Giang 2011). Beide Resultate zeigen damit unabhangig voneinander, dass Ver-
anderungen im Lipidstoffwechsel in F. graminearum einen Einfluss auf die Toxinpro-
duktion haben. In Aspergillus nidulans, flavus und parasiticus konnte durch Zugabe
von Olsaure die Sterigmatocystin- sowie Aflatoxin-Biosynthese induziert werden. In
diesem Fall akkumuliert der Vorlaufer-Metabolit beider Mykotoxine, die Norsolorinin-
saure, in den Peroxisomen als Organellen der 3-Oxidation (Maggio-Hall et al. 2005).
Die vermehrt detektierten Fettsduren wahrend der Wildtyp-Infektion sind ein Hinweis
auf die verstarkte Triacylglycerid-Nutzung. Die Deletion des GABA-shunts kénnte
daher wahrend der Weizenbluteninfektion durch eine vermehrte Acetyl-CoA-

Bereitstellung durch lipolytische Prozesse kompensiert werden.

4.19. Die Aufnahme von GABA flhrt zu einem Absinken des pH-Wertes

des Kulturmediums

Wird die DON-Synthese durch Zugabe von GABA, Putrescin-Dihydrochlorid oder
(NH4)2S0O4 induziert, fallt der pH-Wert im Verlauf von 3 Tagen in allen Kulturen ab
(Abbildung 24). Ein niedriger pH-Wert des AuRenmediums ist ein notwendiges Ele-
ment fur die Induktion der DON-Synthese (Gardiner et al. 2009). Bei einem pH-Wert
des AulRenmediums von 4 werden bereits hohe DON-Konzentrationen gemessen
(Gardiner et al. 2009). Diese Werte werden bei GABA erreicht und bei Putrescin-
Dihydrochlorid sowie (NH,4).SO4 unterschritten.
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Die GABA-Permease in A. nidulans unterliegt der Kontrolle des pH gesteuerten
Transkriptionsfaktors PacC und wird bei sauren pH-Werten exprimiert (Hutchings et
al. 1999). Die Aufnahme von GABA und die Synthese von DON finden dabei beide
praferenziell bei sauren pH-Werten statt. Mittels der gemessenen GABA-
Konzentrationen im Uberstand konnte gezeigt werden, dass beide Stamme GABA
aus dem AufRenmedium aufnehmen (Abbildung 20). Intrazellular wird in S. cerevisiae
GABA und Putrescin durch die Permease UGA4 in die Vakuole gebracht (Uemura et
al. 2004). Die Aufnahme von GABA in die Vakuole findet daher wahrscheinlich im
Antiport gegen Protonen statt (Sekito et al. 2008). Eine transitorische Speicherung
von GABA in der Vakuole wiirde daher mit einem Uberschuss von Protonen im Cyto-
plasma korrelieren. In A. nidulans ist eine pH-Homoostase des intrazellularen-pH-
Wertes im Bereich von pH 1,5 bis pH 7 beschrieben (Hesse et al. 2002). Der cyto-
plasmatische pH-Wert wird in Neurospora crassa hauptsachlich tiber ATP-abhangige
Protonenpumpen in der Plasmamembran konstant gehalten (Sanders et al. 1981).
Die Aufnahme von GABA wirde nach diesem Modell zu einem zeitweiligen Anstieg
der Protonenkonzentration des Cytoplasmas fuhren. Wird GABA aufgenommen,
kommt es daher héchstwahrscheinlich zu einem initialen Abfall des intrazellularen
pH-Wertes, der in der Folge durch Protonenpumpen ausgeglichen wird. Die Ansaue-
rung des AulBenmediums wirde in diesem Modell durch die Aufnahme von GABA
verursacht werden.

Wird (NH4)2.SO, als Induktor der DON-Biosynthese eingesetzt, kommt es ebenfalls zu
einem Abfall des extrazellularen pH-Wertes. In Penicillium cyclopium wird eine sto-
chiometrische Kopplung von Protonen-Sekretion und NH,"-Aufnahme beschrieben
(Roos und Luckner 1984). Es ist daher wahrscheinlich, dass analog zur GABA-

Aufnahme der extrazellulare pH-Wert aktiv abgesenkt wird.

4.20. Die Expression der strukturellen GABA-Katabolismus-Gene wird

wahrscheinlich Uber die intrazellulare Konzentration gesteuert

Wahrend der Infektion der Weizenblite wird 5 dpi signifikant mehr GABA wahrend
der Infektion mit dem Wildtyp und den AAgta;..-Mutanten gebildet (Abbildung 29). In
vitro akkumulieren die AAgta;..-Mutanten GABA intrazellular (Abbildung 20).

In UGA2-Mutanten (SSADH) von S. cerevisiae wurde ein identischer Trend zur intra-

zellularen GABA-Akkumulation beschrieben (Bach et al. 2009). Pop-2-Mutanten von
113



Diskussion

A. thaliana akkumulieren ebenfalls erhéhte GABA-Mengen in den Bluten (Palanivelu
et al. 2009). Zusammengenommen deuten die Messungen des Kulturiberstandes
sowie der intrazellularen GABA-Konzentration darauf hin, dass GABA in den
AAgta;.,-Mutanten bis zum Erreichen einer gewissen Schwellengrenze aufgenom-
men wird.

In den AAgta;-Mutanten wurde sowohl in vitro als auch wahrend der Weizeninfek-
tion ein transkriptioneller Anstieg von drei putativen SSADH-Genen sowie einer puta-
tiven GABA-Permease detektiert (Abbildung 21, Abbildung 30). Die AAgta;.,-
Mutanten kdnnen GABA enzymatisch nicht mehr degradieren und beginnen nach
Induktion GABA zu akkumulieren.

Die AAgta;..-Mutanten akkumulieren unter in vitro Bedingungen signifikant mehr GA-
BA als der Wildtyp. Die Expression der SSADH sowie der putativen GABA-Permease
steigt gegenuber dem Wildtyp stark an. Wahrend der frihen Weizeninfektion (5 dpi)
ist die GABA-Konzentration bei der Infektion mit den AAgta;.-Mutanten ebenfalls
signifikant erhdht (Abbildung 29). Die Expression der SSADH und der putativen GA-
BA-Permease steigt ebenfalls stark an (Abbildung 30). Dieser Anstieg kann als Indiz
dienen, dass die erhdhte Expression in planta ebenfalls durch eine hohe intrazellula-
re GABA-Konzentration induziert wird. Beide Gene des GABA-Katabolismus, UGA1
(GABA-Transaminasen) und UGA2 sind induzierbar nach GABA-Zugabe (Bach et al.
2009).

Eine plausible Erklarung fir die starke Induktion dieser Gene ist eine konstant hohe
intrazellulare GABA-Konzentration, die in der Folge zu einer vermehrten Expression
von Transkriptionsfaktoren des GABA-Katabolismus fuhrt. Die Aufnahme von GABA
wurde hauptséachlich im Modellorganismus S. cerevisiae beschrieben. Als positive
Regulatoren des GABA-Metabolismus wurde die Transkriptionsfaktoren UGA3 sowie
UGA35/Dal81 sowie UGA43 als negativer Regulator beschrieben (Kumar und Pune-
kar 1997). Die Induktion dieser Transkriptionsfaktoren findet in Anwesenheit von
GABA statt (Vissers et al. 1990).

Nach diesem Modell wird in den AAgta;..-Mutanten GABA akkumuliert. Die anstei-
gende GABA-Konzentration induziert Gber Transkriptionsfaktoren die Gene fur den
GABA-Abbau und Aufnahme. In der Folge kommt es zu einem Expressionsanstieg
der SSADH und der putativen GABA-Permease. Die intrazellulare Konzentration

steigt durch die Aktivitat der Permease weiter an. Intrazellular kann die Konzentration
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aufgrund der unterbrochenen Transaminierung nicht abgebaut werden. Bis zum Er-
reichen eines Schwellenwertes wird stetig mehr GABA aufgenommen.

Der GABA-Metabolismus ist nicht nur unter Kontrolle der beschrieben Transkriptions-
faktoren, sondern wird durch den globalen Stickstoffregulator AreA gesteuert.

4.21. Der GABA-Metabolismus wird durch AreA reguliert

Der globale wirkende Transkriptionsfaktor AreA reguliert die Verstoffwechslung vieler
Stickstoffquellen in filamentdsen Ascomyzeten (Marzluf 1997). In A. nidulans ist die
GABA-Permease sowie die spatere Verstoffwechslung unter Kontrolle von AreA (Bai-
ley et al. 1979). In F. graminearum ist die Expression der putativen GABA-Permease
zusammen mit allen strukturellen Genen (GABA-T sowie SSADH) unter positiver
Kontrolle von AreA. Im Gegensatz dazu steigt in den AAreA-Mutanten die Expression
der Glutamat-Decarboxylase sehr stark an (Abbildung 22). In F. graminearum ist
AreA unter Stickstoffmangel-Bedingungen im Kern lokalisiert. Bei hohen Stickstoff-
konzentrationen befindet sich AreA im Cytosol. (Min et al. 2012). AreA ist daher nur
unter Stickstoffmangel-Bedingungen aktiv und induziert Gene fir den Abbau weiterer
Stickstoffverbindungen.

In Nicotiana tabacum finden Tages-Nacht Fluktuationen in den Konzentrationen von
Glutamat und GABA in Sink-Blattern beziehungsweise Source-Blattern statt (Masc-
laux-Daubresse et al. 2002). Spekuliert wird daher, das GABA ein transienter Stick-
stoffspeicher ist (Bouché und Fromm 2004). In S. cerevisiae werden akkumulierte
Mengen an GABA mdglicherweise in den Vakuolen gespeichert und stehen daher
aufgrund der raumlichen Kompartimentierung fir die Gene des GABA-Katabolismus
nicht zur Verfigung (Bach et al. 2009). In AAreA-Mutanten ist die Expression der
GAD stark hochreguliert, was fir eine AreA vermittelte GAD-Reprimierung im Wildtyp
spricht. Uber AreA werden zwei Routen des GABA Stoffwechsels gesteuert. Die ers-
te Variante findet unter reichhaltigen Stickstoff-Bedingungen statt und fuhrt dazu,
dass AreA in das Cytosol exportiert wird. In der Folge entfallt die Repression der
GAD und Glutamat wird vermehrt zu GABA umgesetzt. Kommt es zum Stickstoff-
Mangel, wird AreA in den Kern importiert und induziert die GABA-Katabolismus Ge-
ne. Zeitgleich wird die Umsetzung von Glutamat zu GABA unterbunden. AreA stellt

damit das Bindeglied zwischen transistenter Speicherung und spéaterer Verstoffwech-
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slung von GABA dar. Ausschlaggebend fur den Wechsel zwischen beiden Varianten
ware daher der Stickstoffstatus der Zelle.

4.22. GABA wird wahrend der Weizenbluten-Infektion gebildet

GABA wird wéahrend der Infektion mit dem Wildtyp signifikant nach 5 und 10 dpi ge-
bildet. Bei der Infektion mit den AAgta;»-Mutanten ist die GABA-Konzentration nur
nach 5 dpi erhoht. Nach 10 dpi ist die GABA-Konzentration in den AAgta;..-Mutanten
auf Hohe der Wasser inokulierten Kontrollproben (Abbildung 29)

Eine Vielzahl von abiotischen und biotischen Stressfaktoren fiihrt zur GABA-Bildung
in Pflanzen (Bown und Shelp 1997, Bouché und Fromm 2004). Die GAD-Regulation
erfolgt synergistisch Uber einen sauren pH-Wert sowie die Aktivierung durch einen
Ca?*/Calmodulin-Komplex (Snedden et al. 1992, Baum et al. 1996). Calcium-lonen
sind an der Signaltransduktion der Pflanzenverteidigung beteiligt (Lecourieux et al.
2006). Ein Calcium-Influx wahrend der Infektion kdnnte daher zur GABA-Bildung fuh-
ren. In Oryza. sativa ist die GABA-Bildung durch Zugabe eines Elicitors aus der Zell-
wand von M. oryzae induzierbar (Takahashi et al. 2008). Ebenfalls in O. sativa wird
die pflanzeneigene GABA-Transaminase nach Befall mit dem inkompatiblen M. ory-
zae Stamm 131 weitaus schwacher exprimiert als bei Befall mit dem kompatiblen
Stamm 007 (Wu et al. 2006). Die verringerte Virulenz der AAgta;..-Mutanten fuhrt
daher héchstwahrscheinlich zu einer geringeren Induktion der GABA-Bildung in der
Pflanze.

Entwicklungsbiologisch steigt die GABA-Konzentration von 5 dpi auf 10 dpi in den
Wasser inokulierten Kontrollproben an. Wird in A. thaliana die GABA-
Transaminierung ausgeschaltet (pop-2-Mutation), ist das Wachstum der pop-2-
Samenschlauche zur Mikropyle gestort (Palanivelu et al. 2003). Die Autoren schluss-
folgern, dass der GABA-Gradient ein notwendiges Element der Wegfindung wahrend
der Befruchtung durch den Pollen darstellt. Der GABA-Anstieg von 5 auf 15 dpi kdnn-
te daher auch an der Regulation von entwicklungsbiologischen Prozessen beteiligt

sein.

4.23. Die Virulenz der AAgta;.,-Mutanten auf Weizen ist reduziert

Die AAgta;»-Mutanten sind stark signifikant in ihrer Virulenz auf Weizen reduziert

(Abbildung 25). Die DON-Konzentration wahrend der Infektion ist zwischen den
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AAgtas..-Mutanten und dem Wildtyp nicht signifikant verschieden. Die verringerte
Virulenz ist daher kein Resultat einer veranderten DON-Synthese. Die Ursachen der
verringerten Virulenz sind Auswirkungen des unterbrochenen pilzlichen GABA-
Metabolismus in den AAgta;.»-Mutanten.

Der GABA-Metabolismus in Pflanzen hat nicht nur Auswirkungen auf Entwicklungs-
biologische Prozesse sondern ist auch an der Signaltransduktion beteiligt. Sowohl
sekretierte Enzyme, die am Aufbau der Zellwand beteiligt sind, als auch der Ethylen-
Stoffwechsel werden durch GABA reguliert (Kathiresan et al. 1997, Renault et al.
2011). Ethylen und der Jasmonat-Stoffwechsel werden synergistisch reguliert (Lo-
renzo et al. 2002). Jasmonsaure ist ein wichtiges Element der Pflanzenverteidigung
gegen nekrotrophe Pilze (Blée 2002). Die Schliisselenzyme in der GABA-vermittelten
Regulation der Ethylen-Synthese sind die ACC-Synthase (Aminocyclopropanecarbo-
xylat-Synthase) sowie die ACC-Oxidase (Kathiresan et al. 1997). Die Expression
beider Gene wurde im infizierten Pflanzengewebe des Wildtyps sowie der AAgta.,-
Mutanten bestimmt. Die Expression beider Gene ist nicht signifikant verandert, was
den Schluss nahe legt, dass die verringerte Virulenz der AAgta;..-Mutanten auf Wei-
zen kein Resultat einer veréanderten pflanzlichen Ethylen-Synthese ist.

Der Anstieg von GABA infolge von pilzlichen Infektionen ist fur einige Wirt-Pathogen-
Systeme bereits beschrieben. Die Infektion von Lycopersicon esculentum mit dem
biotrophen Pathogen Cladosporium fulvum fihrt z. B. zu einem Anstieg der GABA-
Konzentration im apoplastischen Raum (Solomon und Oliver 2001). Da sowohl die
Transkripte der pilzlichen GABA-T als auch der pflanzlichen GAD wahrend der Infek-
tion messbar waren, wird angenommen, dass GABA eine wichtige Stickstoffquelle fur
C. fulvum darstellt (Solomon und Oliver 2002). Stérungen im GABA-Metabolismus
des Pilzes gehen dabei einher mit einer verringerten Virulenz. Sowohl im Reispatho-
gen M. oryzae als auch im Weizenpathogen S. nodorum fihrt die Ausschaltung von
SSADH-Genen zu einer verringerten Virulenz auf den jeweiligen Wirtspflanzen (Guo
et al. 2011, Mead et al. 2013).

Wird der GABA-Metabolismus durch Unterbrechung der Transaminierung ausge-
schaltet (AAgta;..-Mutanten), ist sowohl eine Nutzung von GABA als Kohlenstoff- als
auch als Stickstoffquelle ausgeschlossen (Abbildung 14, Abbildung 15).

Ein funktionierender GABA-Metabolismus ermdglicht es dem Wildtyp, GABA zur De-
ckung des Kohlenstoff- und Stickstoffbedarfs einzusetzen. Frei verfigbares GABA

wird Uber den GABA-shunt in Form von Succinat in den TCA-Zyklus eingebracht
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(Bouché und Fromm 2004). Als sekundarer Effekt sinkt die Menge an verfigbarem
GABA fur den pflanzlichen TCA-Zyklus ab.

In den AAgta;.»>-Mutanten findet nach Erreichen eines Schwellenwertes keine weitere
Aufnahme von GABA statt. Aufgenommenes GABA kann nicht fir den pilzlichen
Metabolismus genutzt werden. Steigt die GABA-Konzentration weiter an, nehmen die
AAgtai..-Mutanten kein weiteres GABA mehr auf. Zuséatzlich gebildete Mengen sind
daher fir den TCA-Zyklus des Wirts verfligbar. Die Lr34 vermittelte Resistenz
gegenuber dem Rostpilz Puccinia triticina fuhrt in Weizen zu einer vermehrten Ex-
pression von TCA-Genen und dem GABA-shunt (Bolton et al. 2008). Der TCA-Zyklus
liefert Reduktionsédquivalente fir die ATP-Generierung in der mitochondrialen At-
mungskette. Wird die mitochondriale Energiebereitstellung in F. graminearum durch
Deletion einer NADH: Ubiquinone Oxidoreduktase (Komplex 1) verringert, fuhrt dies
zu einer reduzierten Virulenz wahrend der Weizeninfektion (Seong et al. 2005). Die
mitochondriale Respiration ist daher ein bedeutender Parameter fir die pilzliche Pa-

thogenitat und die Resistenz des Wirts.

4.24. Die mitochondriale Respiration ist gestort in den AAgta;.,-

Mutanten

Wahrend der Weizenbluteninfektion von F. graminearum werden vermehrt mitochon-
driale Gene exprimiert im Vergleich zum Myzel in Kultur (Goswami et al. 2006). Die
Energiebereitstellung ist daher von zentraler Bedeutung fur die Infektion. Der GABA-
shunt liefert Reduktionsaquivalente und Metabolite fir den TCA-Zyklus und ist daher
ein wichtiges Element der Energiebereitstellung unter Stressbedingungen (Bown und
Shelp 1997). Die SSADH-Reaktion wird reprimiert durch hohe Konzentrationen von
ATP sowie NADH (Bouché und Fromm 2004). Im menschlichen Gehirn wird durch
hohe ATP-Level die Bindung der GAD an den Co-Faktor Pyridoxal-Phosphat ge-
hemmt (Petroff 2002). Der GABA-shunt tragt daher nur bei Energiemangel zur Ener-
gieproduktion des TCA-Zyklus bei.

Der GABA-shunt steht daher in einer Wechselwirkung mit dem TCA generierten
ATP-Level. Die Expression der Citrat-Synthase (CS) sowie der Succinat-
Dehydrogenase (SD) sinkt in den AAgtai..-Mutanten nach Induktion mit GABA ab.
Dieses Resultat legt den Schluss nahe, das der unterbrochene GABA-Metabolismus

zu einer verringerten TCA-Aktivitat fuhrt.
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In S. cerevisiae wurde eine transkriptionelle Regulierung der TCA-Enzyme Uber die
Konzentration an Intermediar-Metaboliten beschrieben (McCammon et al. 2003).
Wird in A. thaliana aus der GAD die Ca**/Calmodulin-Domane entfernt, kommt es zu
einem Anstieg von GABA in den Samen. Dieser GABA-Anstieg wird begleitet von
einem transkriptionellen Anstieg von Genen, die eine Rolle im Elektronentransport
einnehmen. Unter den erh6ht exprimierten Genen befindet sich die SD (Fait et al.
2011). Wird in F. graminearum der GABA-Metabolismus unterbrochen, sinkt die Ex-
pression der SD ab. Das verringerte Expressionsniveau der SD in den AAgta;.-
Mutanten ist wahrscheinlich eine direkte Folge eines Succinat-Mangels.

Die Expression der Citrat-Synthase wurde als Marker fur die Aktivitat des TCA-Zyklus
eingesetzt (Bolton et al. 2008). In Ubereinstimmung mit der verringerten SD-
Expression ist die Expression der CS ebenfalls erniedrigt in den AAgta;..-Mutanten.
Wird in F. graminearum die DON-Produktion durch Deletion von Tri5 ausgeschaltet,
sinken die GABA-Konzentration, die GABA-T Expression sowie die CS-Expression
ab (Chen et al. 2011). Ein verringerter GABA-Metabolismus resultiert daher in einer
geringen CS-Expression. Zusammenfassend fihrt der unterbrochene GABA-
Metabolismus zu einem Succinat- und NADH-Mangel im TCA-Zyklus. In der Folge
sinkt die Expression der SD und CS in den AAgta;»-Mutanten ab.

Ausgehend vom TCA-Zyklus wird die Atmungskette durch NADH als Substrat der
NADH Dehydrogenasen (Komplex 1) sowie Succinat als Substrat fir die SD versorgt
(Komplex 1) (Cecchini 2003). Enzymatisch werden im letzten Schritt des GABA-
Metabolismus sowohl Redoxaquivalente (NADH) als auch Succinat gebildet.

Die Bestimmung der mitochondrialen Energiebereitstellung mittels des Fluoreszenz-
farbstoffs Rhod123 ergab eine geringe Fluoreszenz in den AAgta;.,-Mutanten
(Abbildung 32). Dieses Resultat zeigt, dass die Verstoffwechslung von GABA direkt
an der Energiebereitstellung beteiligt ist. Die reduzierte Energieproduktion kdnnte
aus einem kombinierten Substratmangel fur die Enzyme der Komplexe | und Il her-
rahren.

Um die Abhéangigkeit der mitochondrialen Atmung von einem funktionierenden GA-
BA-Stoffwechsel naher zu untersuchen, wurde die Abnahme von Sauerstoff im
AuBBenmedium (OCR) bestimmt. Sauerstoff ist der terminale Elektronenakzeptor in
der Atmungskette. Die Menge an aufgenommenem Sauerstoff ermoglicht es daher,
die mitochondriale Aktivitat zu bestimmen. Unter Kontrollbedingungen steigt die OCR

nach Zugabe von frischem Medium in beiden Stammen an (Abbildung 33). Im
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Gegensatz dazu féallt die Sauerstoffaufnahme nach Zugabe von GABA in den
AAgta;.o-Mutanten sukzessive ab (Abbildung 34).

Die Zugabe von FCCP als Protonophor kann eingesetzt werden, um die maximale
Leistungsfahigkeit der mitochondrialen Atmung zu bestimmen. Die Differenz zwi-
schen der initial gemessenen basalen OCR sowie den héchsten OCR nach FCCP-
Zugabe erlaubt, die mitochondriale Reservekapazitat festzustellen. Sowohl unter
Kontrollbedingungen als auch bei Zugabe von GABA wird bei beiden Stammen kein
Anstieg Uber die basale Atmung durch FCCP hervorgerufen. Die Atmungskette von
F. graminearum scheint daher unter beiden Bedingungen mit maximaler Leistung zu
arbeiten. Die Mittelwerte der AAgta;..-Mutanten nach FCCP-Zugabe sind geringer als
die OCR-Werte des Wildtyps. Dies spricht fur eine Substratlimitierung der Komplexe
der Atmungskette.

Als Mal3 fur die ATP-Bereitstellung kann der Abfall in der Sauerstoffaufnahme vor
und nach der Zugabe von Oligomycin bestimmt werden (Brand und Nicholls 2011).
Oligomycin als Inhibitor der Fo-Untereinheit fuhrt dabei zu einem verzdgerten Abbau
des Protonengradienten und in der Folge zu einem Stopp der oxidativen Phosphory-
lierung. Die Oligomycin vermittelte OCR-Reduktion ist bei den AAgta;,-Mutanten
weitaus geringer als im Wildtyp. Nach zwei Stunden akkumulieren die AAgta;.,-
Mutanten bereits hohe GABA-Konzentrationen (Abbildung 20). Die Wirkung von GA-
BA auf die Respiration der AAgta;..-Mutanten beginnt nach ca. 35 Minuten und kénn-
te daher mit dem mittels HPLC bestimmten Beginn der GABA-Aufnahme Uberein-
stimmen. Die zunehmend geringere OCR der AAgta;,-Mutanten deutet daraufhin,
dass eine konzentrationsbedingte Reduktion eintritt. In pop-2-Mutanten von A. thalia-
na bewirkt die Zugabe von GABA eine Reprimierung der Transkription einer ATP-
Synthase (Renault et al. 2011). Eine zusatzliche Wirkung von intrazellular akkumu-
lierten GABA konnte daher in einer transkriptionellen Repression der ATP-Synthase
bestehen.

Der Aufbau des elektrochemischen Gradienten im Intermembranraum der Mitochon-
drien ergibt sich aus dem Protonengradienten ApH sowie dem Ladungsgradienten
Ayn. Durch Aufnahme in den sauren Intermembranraum kdnnte GABA als Zwitterion
in der aufleren Mitochondrienmembran protoniert werden und anschlie3end die ge-
ladene innere Mitochondrienmembran passieren. In diesem Modell ist die Permeabili-
tat der inneren Mitochondrien-Membran flir geladene lonen weitaus geringer als die

der aufleren Membran. Generell ist die duflere Mitochondrienmembran weitaus
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durchlassiger fur kleinere Molekile als die selektive innere Mitochondrienmembran
(Colombini et al. 1979). Der Transport vom Cytosol durch die dul3ere Mitochondrien-
membran findet durch Porine statt. Dieser passive Transport ermdglicht einen Diffu-
sionsausgleich. Da im Intermembranraum ein Uberschuss an Protonen existiert,
kann keine freie Diffusion von geladenen Molekllen aus dem Intermembranraum in
das Cytosol stattfinden. Eine moégliche Erklarung sind spannungsabhangige Kanal-
proteine, sogenannte VDAC (Voltage-dependent-anion-Channel), die in Abhangigkeit
vom Ay, sowie dem ApH gedffnet oder geschlossen werden (Colombini 2004). Eine
Anreicherung von Kationen im Intermembranraum erscheint daher plausibel. Der
Transport von GABA durch die innere Membran erfolgt hochstwahrscheinlich durch
spezifische Transportproteine in der inneren Mitochondrienmembran.

In der Matrix findet die Transaminierung von GABA und die Einspeisung in den TCA-
Zyklus statt. Durch die Transaminierung wird ein dynamisches Konzentrationsgefélle
zwischen dem Intermembranraum und der Matrix erzeugt, was zu einem vermehrten
Einstrom von GABA-Kationen fuhrt. Die Wirkung von Oligomycin als Inhibitor der Fq
Untereinheit der ATP-Synthase (Komplex V) im Wildtyp flhrt dabei zu einem verzo-
gerten Abbau des Protonengradienten. Die Aktivitat der Komplexe 1, 1l und IV sinkt
ab und fuhrt zu dem beobachteten Verlust der OCR nach Oligomycin-Zugabe
(Abbildung 34). Die anschlieRende Zugabe von FCCP bewirkt eine freie Verteilung
von Protonen und fuhrt zu einem Anstieg der OCR.

In den AAgta;..-Mutanten wird GABA ebenfalls aufgenommen und beginnt sich intra-
zellular zu akkumulieren (Abbildung 20). Analog zu der geschilderten Situation im
Wildtyp wird GABA als Zwitterion in den Intermembranraum aufgenommen. Dort
kommt es ebenfalls zu einer Protonierung. Im Gegensatz zum Wildtyp findet keine
Transaminierung in der Matrix statt. Die Anreicherung von GABA-Kationen im Inter-
membranraum kénnte daher nach dem Prinzip einer lonenfalle erfolgen. Die Akku-
mulation der lonen im Intermembranraum findet in diesem Modell aufgrund der bes-
seren Permeabilitat des GABA-Zwitterions statt (in Anlehnung an Crofts 1967 sowie
Guarino und Cohen 1979).

GABA-Kationen beginnen sich im Intermembranraum zu akkumulieren und flhren
zum Aufbau eines elektrochemischen Gradienten (Awmcasa). Dieser besteht aus
akkumulierten GABA-Kationen, die in den AAgta;..-Mutanten nicht mehr abgebaut
werden. In der Folge sinkt die Aktivitat der Komplexe I, Ill und IV aufgrund des héhe-

ren Spannungsunterschiedes in der Membran ab. Der stetig ansteigende AWmcasa-
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Gradient im Intermembranraum fiihrt zu einer verminderten Aktivitat der Protonen-
pumpen und damit zu einem verringerten ApH-Gradienten. Der verringerte Protonen-
Fluss in die Matrix fuhrt ebenfalls zu einer geringeren Aktivitat der Komplexe I, Il und
V.

Wird in den AAgta;..-Mutanten Oligomycin hinzugegeben, kommt es im Vergleich zur
OCR im Wildtyp nur zu einer schwachen Reduktion (Abbildung 34). Nach diesem
Modell tritt keine starke OCR-Reduktion in den AAgta;..-Mutanten ein, weil der Auf-
bau des ApH-Gradienten durch den elektrochemischen GABA-Kationen-Gradienten
bereits inhibiert wird. Als unterstitzendes Indiz kann die Farbung mit dem Potential-
farbstoff Rhodamin123 hinzugezogen werden. Ein hoher Potentialgradient fuhrt zu
einer Akkumulation von Rhodamin123 in der mitochondrialen Matrix. In der Folge tritt
nach einem initialen Anstieg der Fluoreszenz ein Quenching-Effekt ein, der die emit-
tierte Fluoreszenz stark verringert (Baracca et al. 2003). Die verringerte Rhoda-
min123-Fluoreszenz in den AAgta;»-Mutanten kann daher auf einen hohen Poten-
zialgradienten in der mitochondrialen Membran hindeuten. Dieser bewirkt eine Auf-
nahme von Rhodamin123 bis zum Erreichen des Quenching-Effekts in der mitochon-
drialen Matrix.

Die anschlieRende Zugabe von FCCP bewirkt eine freie Verteilung der Protonen und
hebt damit die Inhibierung durch den Aymcas-Gradienten zeitweilig auf. In der Folge

kommt es in den AAgta;»-Mutanten zu einem OCR-Anstieg.
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Abbildung 35 GABA-Akkumulation im mitochondrialen Intermembranraum (Wt-Situation). Im Wildtyp kommt es zu einer Aufnahme von GABA durch Pori-
ne. Mit dem Eintritt in die durchlassigere aufl3ere Mitochondrienmembran wird GABA protoniert. Das gebildete Kation wird durch einen GABA-Transporter durch
die innere Membran in die Matrix gebracht. Dort findet die Transaminierung und die Verstoffwechslung durch die Enzyme der Atmungskette statt. GABA kann
daher im Wildtyp als Substrat fir die Komplexe der Atmungskette genutzt werden. In der Folge ist die oxidative Phosphorylierung im Komplex V nach GABA-
Zugabe erhoht.
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Mutanten-Situation

_— Intermembranraum
o Porin ? G(ad‘e“
+HN A~ m.\sc\nef W
T Cx\e L . \IC.\“
Zwitterion L W O\\gom
w \/
Kation *om‘,\e-t-
' o\ \ Y
wor ™
W AN
¥
e - W
\
oo™ 02 ATP
wo
GABA- (o]
Transporter ?
GABA shunt

Matrix

Abbildung 36 Akkumulation im mitochondrialen Intermembranraum (Mutanten-Situation). In den Mutanten kommt es analog zur Wildtyp-Situation zu einer
Aufnahme von GABA in den Intermembranraum. Durch den bestehenden Potentialgradienten wird GABA protoniert und liegt als Kation vor. Da die Transaminie-
rung in der Mutante unterbrochen ist, beginnen sich im Intermembranraum standig mehr geladene GABA-Molekiile zu akkumulieren. Dieser entstehende Gra-
dient (Awmeasa) Wirkt dem Aufbau des Protonengradienten (ApH) entgegen. Durch Protonierung im Intermembranraum sinkt die Konzentration der Protonen ab.
Es stehen fur die Aktivitat der Komplexe I, Il und IV daher weniger Protonen zur Verfligung, die gegen einen hdheren Widerstand transportiert werden muissen.
In der Folge kommt es zu einer konzentrationsabhangigen Repression der Aktivitat der Komplexe I, 11l und IV.
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Vergleichbare Beschreibungen finden sich in der Aufnahme von lonen in den Thyla-
koid-Membranen von Chloroplasten. Amine konnen als Entkoppler der ATP-
Synthese der Chloroplasten wirken (Crofts 1967). Die Aufnahme von NH,4" verschiebt
dabei das Konzentrationsgefalle von NHz zu NH,", was in der Folge zu einem ver-
mehrten Influx von NHj3 fuhrt. Ein &hnliches Modell wurde fir die Regulation der ATP-
Synthese in Chloroplasten durch Putrescin-Zugabe beschrieben (loannidis et al.
2012).

Die Messung samtlicher Parameter der mitochondrialen Leistungsentfaltung (OCR,
Membranpotential, Expression) zeigt, dass eine Aufnahme von GABA einen negati-
ven Rickkopplungseffekt in den AAgta;>-Mutanten auslost. Dieses Ergebnis unter-
mauert die Hypothese, dass die oxidative Phosphorylierung der Atmungskette in den
AAgta;.,-Mutanten bei GABA-Zugabe verringert ist.

4.25. Zusammenfassung

Wahrend der Infektion des Rachisknotens von Weizen mit dem Fusarium graminea-
rum Wildtyp-Stamm kommt es zur einer Induktion der DON-Bildung. Ebenso werden
Stress-Metabolite, wie Putrescin und GABA, vermehrt gebildet. Apoptose-Metabolite
und durch erhdhte ROS-Produktion geschadigte Metabolite liegen akkumuliert vor.
Der Phenylpropanoid-Stoffwechsel ist induziert. Es kommt zu einer verringerten Sy-
ringyl-Lignin-Synthese. Ebenfalls werden Cellulose und die Hemicellulosen der
pflanzlichen Zellwand vermehrt abgebaut. Die vermehrten Katabolismus-Prozesse
fuhren zu einem Anstieg der Glycolyse und Metaboliten des TCA-Zyklus. Metaboliten
der Pflanzenverteidigung, wie Dihydrojasmonsaure oder Riboflavin, werden wahrend
der Wildtyp-Infektion weniger gebildet. Die Unterdriickung der Jasmonat-Synthese
koénnte aktiv durch einen Anstieg der Ursolsdure von Pilzseite stattfinden. Die Aktivie-
rung des Sesquiterpen-Stoffwechsel fuhrt zu einer vermehrten Synthese der Gibbe-
reline, die mdglicherweise durch Induktion der a-Amylasen die Metabolisierung der
Starke einleiten. Neben Stérke werden die Triacylgylceride vermehrt metabolisiert.
Die Konzentration der Zuckerverbindungen fallt ab. Der Energiebedarf steigt wahrend
der Infektion mit dem Wildtyp an und fuhrt zu einer einem vermehrten Butanoat- und
Aminosaure-Katabolismus. Wé&hrend der Infektion mit dem Atri5-Stamm kommt es
nicht zu einem Absinken der Speicherstoffe, Zucker und Aminoséauren. Da kein DON

synthetisiert wird, kommt es nicht zur Apoptose. Die Konzentration der ROS detoxifi-
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zierenden Metabolite steigt an und es kommt nicht zu oxidativen Stressschaden. Es
sind keine Ab- und Umbauprozesse des Syringyl-Lignin sowie der Cellulose feststell-
bar. Zeitgleich kommt es zu einer vermehrten Synthese von Jasmonat und Riboflavin
als Signalmolekule der Pflanzenverteidigung. Die stérkere Induktion der Pflanzenver-
teidigung konnte daher durch beide Metabolite vermittelt werden. GABA als Metabolit
kann als Kohlenstoff und Stickstoffquelle eingesetzt werden und steht in Verbindung
mit dem TCA-Zyklus.

Wird der GABA-shunt in F. graminearum ausgeschaltet, konnen sowohl die Polyami-
ne als auch GABA nicht mehr verstoffwechselt werden. Dies resultiert in einer erhdh-
ten Sensitivitat gegenuber ROS-Stress und in einer geringeren Aktivitdt des TCA-
Zyklus. In den AAgta;..-Mutanten wird die DON-Synthese in vitro sowohl mit Putre-
scin-Dihydrochlorid als auch mit GABA nicht mehr aktiviert. Durch Zugabe von
(NH)4SO4 kann die DON-Synthese in den AAgta;»-Mutanten in vitro hingegen indu-
ziert werden. Es fuhren daher in vitro zumindest zwei unabhangige Wege zur DON-
Induktion. Wahrend der Pflanzeninfektion ist die DON-Produktion der AAgta;.-
Mutanten nicht signifikant verandert und nicht durch den Putrescin-GABA-
Metabolismus induzierbar. Die statistisch signifikante Reduktion der Virulenz der
AAgta;.,-Mutanten beruht daher auf anderen Ursachen. Die AAgtai.,-Mutanten
akkumulieren GABA intrazellular. Konzentrationsabhangig sinkt die Leistung der At-

mungskette mit zunehmenden GABA-Konzentrationen.

Stickstoff|<—\' GAD | ,._-—| AreA \
GAP

Stickstoff
Polyamine

o X =

ROS-Resistenz
Reduktionsdquivalente
Succinat

GABA <

Atmungskette

v 4
Abbildung 37 Zusammenfassung des GABA-Metabolismus zwischen Triticum aestivum und
Fusarium graminearum wahrend der Infektion. GABA dient als Kohlenstoffquelle fir den TCA-
Zyklus und stellt einen Weg fir die Polyamin-Verstoffwechslung dar. Ausgehend vom TCA-Zyklus
werden in der Pflanze Energie und Metabolite fir die Einleitung der Hypersensitivitatsreaktion (HR)

bereitgestellt. Wird GABA vom Pathogen durch die GABA-Permease (GAP) aufgenommen, wird es im
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GABA-shunt verstoffwechselt. Dieser versorgt den TCA-Zyklus unter Stress-Bedingungen mit Succi-
nat und erhdht so die Toleranz gegeniiber reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Die gebildeten Reduk-
tionsadquivalente gehen in die Atmungskette ein und sorgen fir eine vermehrte ATP-Synthese durch
die oxidative Phosphorylierung.

Die Energieproduktion ist in den AAgta;..-Mutanten nach langerer GABA-Einwirkung
zusammengebrochen. Insgesamt bewirkt daher die Aufnahme von GABA in den
AAgta;.o-Mutanten einen Einbruch in der mitochondrialen Sauerstoffaufnahme. Die
additiv auftretenden Effekte auf die mitochondriale Atmungskette verringern die
Energiebereitstellung der AAgta;.»-Mutanten wahrend der Pflanzeninfektion, sodass
in der Folge die Virulenz eingeschrankt ist.
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