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1. Einleitung

1.1 Glykolipide in Ustilago maydis
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1.6 Glykosyltransferasen
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1.7 Cytochrom P450-Monooxygenasen
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1.8 Zielsetzung der Arbeit
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2. Ergebnisse

2.1 ldentifizierung von potentiellen Glykolipidbios
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5 Material
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/8 D 7 1 <G %!? D <F ?
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Material und Methoden

& 0/7
&- DO/ 7

88

~ O~~~ -~ -~ - -
Ro

O $6

+.=3& (
+& 6 (
+8 8

D <F ?

<0, ? D <F ?

@ 7 +< ?

D <F ?
D <F ?
* ( < ?
7 Dl11&, <$
301?
D <F ?
(< 2
D <F ?
D <F ?
(< 2
D <F ?
D <F ?

& <+
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Material und Methoden

0 8 D <F ?
0O 8 D <F ?
0O 86 D <F ?
0 & D <F ?
= 7 @ < & ?
&& ' (< ?
& < 3 @?
D <F ?
88 8 <%$7G ? (< ?
6 & < 3 @?
@ D <F 2
@ . D <F ?
@ & 3 & =6 <B ?
@ *& D <F ?
@@ D <F ?
@ N WD 8 <+ = &?
@ @ < & ?
$$ D <F ?
D <F ?
W! @ < & ?
8 7 Dl1&, <$ ?
w7 D <F ?
w8 8 D <F ?
O 0 & < 3 @7
5.1.5 Kits
-67. * F
8>" M>
6 F Q " 7 < =8 ?
0/1 F / < * 7
2IN (7 $6 F T <+
, @N 1 / < * 7
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Material und Methoden

58 @N F
, Jb5 F 2 <F ?
5.1.6 Enzyme und Proteine

-1*7 $.8
) 8>" M>
18 .8 < p
0 .8"IG 00 <F 3 0?
0O 8 2 <F ?
D ( ( / < * 2V
0*$ 7+<@ * 7

DO / @ <+ ?
@ /( <@/ ? / < * ?
,G 0/1 < ?
,N O/ 8 7 D11&, <$ ?
,N O/ 8 (3
5.1.7 Sonstige Materialien
Tab. 11: Sonstige Materialien

&. + N &&.

80 <-7?

5/& "6" 3F J (< 2
$ ( (- N 7 +<$ ?

D' <I# # ? < ( ?
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Material und Methoden

& @ @ < 2
7 @ < & ?
F && F- @ <0- ?
@ $ 87 < 3 @7
@ 5 . <7 ?
08 & +8 0] / < * 9
7 < ( ?
: 7 < ( 2
D' & F (W F(
@ < ( ? 80 <-?
(( =< 2
@ . F - < ?
& @ <0- ?
5.2 Puffer und Losungen
3 && 1 + .=
= &J>". 1>/
>Q0O . # 0/ 3 +#3l
10 LB+ =
<:7. #Y/$
#Y
B > s e > 5 6
> >" >@@ . <@ ? . 3G 0=+
>@9 " >@@ .F1*G 31Y <*> 2
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Material und Methoden

3"Y<*>?W8 8
3'Y<>?2= 7
#Y<>?2@
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&J>" Lo
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>@@ <0f 4

-8,/

, W!

IlY<>?2@ @

' 05
! >+5

9><<9>@@ .F1.G.

=# >0@ .l1.

=# >0Q@ ..

19< |
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Material und Methoden

< '=<>@0@

>o@ .F M. !

>@@ .F)G. <&-

9" &>@>@@ .

9 ".9@? &JI>".

9 "7 &>

<5 ?

S@9 " S@@ ..oeeeneiiiieeeeis

I 05
o %/
HY <>?70 @

16 @@5
IV<*>2@ @

........... L, >+53 + L3I

# F5
3% 5

#HY<>?
#Y<>?5 &

, 53 +L3
lY<>?278
"Y<S?2@ @

3# >
Y <>?H <&

"# , +53 +L3L
" 78
Y<>2@ @

GHY <>7?
lY<>?$%

3"#Y <*>?5

G#HY <>7?

lY<>?$

....................... #HY <>?2@

3"HY <*>?
3"#HY <*>2?2 W8 8
=@ &&
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Material und Methoden
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58l &I >
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>0< @ J>
>0< | >" >@Q@
>0< =<>@Q@
>@@
>SQ@ .. < ?

"# , +53 +J3L
#Y <*>?/ 8

3NY <*>? 8
AIY<>?2@ @

3y <*>?/ &

3W<>?7.%$%

0 3 +#3L
@

#HY<>?0 8"IG
@5@ 1’

, +53 + K3
10 -$,/
0=+
lY<*>?2@ @
F
"$
3G 0=+
KY<*>?@ @
# 0 3 +K3
lY<>?70 @
10 3 +K3
I 05 3 +K3
| 05
'@
I, >+53 +K3#
! 55
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Material und Methoden

E . <, & ? JY<>?@,5
< & ? GY<>? 8 8 §
>@@ G , >+53 +L3l
"0/
o %/
>S@O@ . I, >+53 +1L3
o %/
. 9. "T> DO /
$ &&

IK# , +53 +L3L
Jy<*>?/8

3"KY <*> ? 8
AIY<>?2@ @

3lY <*>7?/ &
3IY<>?2.$%

( &I>" "3 Y <> 2W T
030 8&

5.3 Medien zur Kultivierung von  U. maydis

8 =<>".. . . . &J>". . . 9-.

O I= > L>0
#> @
1> +& $6 (
J3JY<>?78
"G > 6
"3Y<*>?/
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Material und Methoden

L@%. >9" 99 . "G > 6
"3Y<>?
3LYOS5
+J3

................................................................... Y@ &

<= " "G > 6
' >5
"3Y <>/

9: " I > +& $6 (
>
"3Y<>?2@
IL"3" > @
13#Y <*>7?/

o] > I > +& $6 (

">
"BY<>S?@

O . > e 13K >00<O0 0 ?
+J3

5.4 Medien zur Kultivierung von  E. coli

8 =<>".. . . . &J>". . . 9-
o >. J>,8
I >+& $6 (
# >05
o) * 0,
"Y <> 2/
o I= > * 0,
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Material und Methoden

J3JY<>?78

1> .8
#>+8& $6 (
1 >05

5.5 Medien zur Kultivierung von  S. cerevisiae

I > +& $6 (
">

" >/

I ( G #Y 7( "

5.6 Nukleinsauren

5.6.1 Plasmide, Plasmidkonstruktionen und Genbanken

-17 1 *
. 98 # #> @9. % B >".
<<. / Q F 3 7*

' +8 8 D &-
-1 / 2 <, F

J5 F? @ N

5D (
/ 0 3 ( P 6

15 . [/ 8 & I#!
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Material und Methoden

/ 1 :
/7F . & &&
-137 1
98 # #> @9. % B >".
1%6K1 * | 3 5D > (
F 8 & 1"l 1"l &-
( 5D" ! F $, #
15 1*6K1 * |/ == $6
1l /| 8 & I#lI"
/| 8 &
( $, #
@ < 2
5.6.2 DNA-GroRenstandards
/ 7'A @ &- o7 ( | Of
7 D 0/1 6 2
[
- * * | O/ &! T>T -
2( D ( 8 2 &-
7'A * & 1 <
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Material und Methoden

GKG 3 G# K3 "LIL3 "##J3 "G# 3 "GGI3 "IG 3 I BIBR ! I3 L #3 #!G3 GJL3 GGL3 113

"JG3 "GK3"1J3"3" 31JG3 #3 G3 LK3 K"3 I#

5.6.3 Protein-GroRRenstandard

- @@ 8 8 $ ( * (
( *
(3 D (%
IK#3 LI3 J"3 GK3#3 I"3#3 "#3 1J3#3 J3#
5.6.4 Oligonukleotid-Primer
* - ( * 8
0( N . F #CD ICD
-127. 1
> >H#O . M> 8.
3*, F 711 01, 157575757,5
<7 ( (?
31. F 755/, .7, 7/757,5/7 57, J7
<7
(? .
32* D&1. /| &. $" 2! 5,7 7,757, 5/ 55, 5/, 75

89



Material und Methoden

321 D&.

32 D1

323 D .

. 14.&*,

32D 14&1.

326 14&.

35* 14 1.
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.14. 3.

.13D.&*.

352 13Dé&1.
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@N ..
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. $" 2!
@N ..
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%" !
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@ N
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@N ..
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@ N
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57,,/557/557/
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557//,55/,55,7
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Material und Methoden

355 13D&. ! &. 66"%!
@N ..
+ Vv
$ 02
@
35) 13D 1. ! &. 66"%!
* @N ..
+ V
$ 02
@
354 13D . /| &. " 21
* @ N
+
.13D. 3. F 66"%!
2*2 63&1. | &. #"'1#!
@ N
+
2*5 63&. ! &. #"1#!
@N ..
+ V
$ 02
@
2%) 631. /| &. #"'1#!
* @N ..
+ V
$ 02
@
2*4 63 . /| &. #"'1#!
* @ N
+
2 63&*. F #"'1#!
23 633. F #1141
2D1 D&. | &. @ &
@ / 8 7
$" 2!
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I[7 51755,/
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57775,77,75,751/55,,7
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/57 517
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Material und Methoden

2D D .
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423" 1.
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452K 32K&1.
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5707717711717 7757

55/ 757 1,7 ,5/ 757 57, 755

755775177, /55/775
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7175577
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Material und Methoden

45)K 32K 1.

454K 32K .

44*K "K&*.
441K "K 3.

465K1*5K15*&1.

46)K1*5K15*& .

464K1*5K15* 1.
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466K K155*&1.
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/

#P# | 57 7/17,55,5/55
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Material und Methoden

D* K K155* . /| &. "ol
* @ N
+
D*DK 32K 3. F #$"# 1
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D 1K1*5K15*&*. F [
D K1*5K15* 3. F [
D 3K K155*&*. F "ol
D 2K K155* 3. F "ol
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@ / 8 7
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/ 8 7
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+
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@
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Material und Methoden
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+
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@
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Material und Methoden

D4 ™ 1.

DD "™
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63 ": 5P.
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1 *K1*5K1 *&1.

1 1K1*5K1 *& .

1 K1*5K1 * 1.

1 3K1*5K1 * .
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1 5K1*5K13*&*.
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7575/,,75,5/5/,7,1,575

7/.,5/ 757 /51 75,
57/,7,75

5/ /55 ,/ 75/ 7,5
/57 ,,, 55/ 7

7,75/1155,,, 7,75/57757

57/ /55 75/ ,57 575 55/ /75 5
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Material und Methoden
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+
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+ Vv
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@
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+
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+
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@
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@
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+
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Material und Methoden
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126K1*3K)5*&*.
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Material und Methoden
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Material und Methoden
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Material und Methoden
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Material und Methoden

6 Methoden

6.1 Anzucht von Mikroorganismen

6.1.1 Anzucht von Escherichia coli

- * 3 % * 3 ( ,
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/ $(. I T>
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F . / ) 0 * b7 ( /(
BA@ * W7 $(. 3"Y <>7
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)/ ( * POF O,7 8
1%! La5 &
6.1.2 Anzucht von U. maydis
- ( * Oos @ .3 &
-& * 3 .o*
B '3* +8 8 <" T> $ (. ?2. . )
& / (<? & I ( &
* /. F & - 0 : :
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Material und Methoden

D ?23& & I F .
- ( * POF 0@O78 1%!

6.2 Isolierung von Nukleinsduren

6.2.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli durch ,kochende Lyse*
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6.2.2 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli alkalische Lyse
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6.2.3 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli - praparativer Mal3stab
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6.2.4 Isolierung chromosomaler DNA aus  U. maydis fur PCR
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6.2.5 Isolierung chromosomaler DNA aus U. maydis fir Southern-Blot
Analysen
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6.2.6 RNA-Isolierung aus U. maydis fir Northern-Blot Analysen

- = , b3#!13* I
D' . & <"L 3L 3D3+ & 13D?
* x & P *
* G m /$ && $ &5
- & * G m!'Y @@ . (. 6 $ *
GG m >/$ . (. 6 @ * &
! J#ab - <IG 3% &, 6?2/ A
* &XLa5 (- ( < # 20
) & <l 3" 3Gab3+ & ?* P
G m > & 6 $ &5 G m
| O +#31 1 JY$ . (. 6 0
) & <l 31 3Ga53+ & ?* DO/ LY
$ * 3(. ( " m+.= & & &
La5 & ) F DO/ : . F.
* 1l m & Y /$/ 8 "J>"L

106



Material und Methoden

6.3 Amplifikation und Klonierung von DNA

6.3.1 Amplifikation von DNA Uber Polymerase-Kettenr  eaktion
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6.3.4 Dephosphorylierung von DNA
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6.3.5 Ligation von DNA-Fragmenten
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6.4 Analyse von DNA

6.4.1 Bestimmung der DNA-Konzentration
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6.4.2 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agaros  e-
Gelelektrophorese
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6.4.3 Denaturierende Glyoxal/DMSO-Gelelektrophorese zur Auftrennung
von RNA
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6.4.4 Transfer und Detektion von DNA und RNA auf Me mbranen
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6.4.5 DNA-Sequenzierung
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+ Die erhaltenen Daten wurden mit der Software Image Analyase B

ImagIR Version 04.0h (Fa. MWG-Biotech) ausgewertet, und die so erhaltenen Sequenz-
Rohdaten konnten zur weiteren Bearbeitung in das Programm SequeGemer- (

Codes) exportiert werden.
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6.5 Transformationen

6.5.1 Herstellung chemokompetenter E. coli -Zellen
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6.5.2 Transformation chemokompetenter  E coli-Zellen
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6.5.3 Herstellung elektrokompetenter  E coli-Zellen
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6.5.4 Transformation elektrokompetenter  E coli -Zellen
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6.5.5 Protoplastierung von  U. maydis
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6.5.6 Transformation von U. maydis -Protoplasten
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6.6 Isolierung und Nachweis der Ustilaginsaure

6.6.1 Kultivierung von Ustilago maydis zur Ustilaginsaure-Produktion
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6.6.2 Isolierung der Ustilaginsdure direkt aus der  YNB-Flussigkultur
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6.6.3 Nachweis der Ustilaginsdure durch Dunnschicht  chromatographie
(DC)
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6.7 Herstellung von Deletionskonstrukten
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6.8 Untersuchung von U. maydis

6.8.1 Infektion von Maispflanzen und Isolierung hapl  oider Nachkommen
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6.8.2 Test des Kreuzungsverhaltens auf Charcoal-PD-A
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6.8.3 Test auf Hamolyse
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6.8.4 Konfrontationstest
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6.8.6 Test auf Toxizitat
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6.8.7 Mikroskopie
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6.9 Expressions-Analysen

6.9.1 Herstellung der ,Microarray-Targets*
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Aufreingung und Qualitatsprifung von RNA
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Herstellung und Qualitatskontrolle von cDNA
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cRNA-Synthese und Fragmentierung
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Microarray-Hybridisierung und Datenanalyse
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6.10 Biochemische Analysen

6.10.1 Uberexpression der Acetyltransferase 105 120 in E. coli
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6.10.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
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6.10.3 Acetyltransferase-Assay
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6.11 Massenspektrometrische Untersuchungen
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