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1.4 Das Kreuzungssytem von Ustilago maydis .
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1.7 Cytochrom P450-Monooxygenasen  
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1.8 Zielsetzung der Arbeit 
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2. Ergebnisse 
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2.2 Charakterisierung der emt1 Deletionsmutante 
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2.5 Die Expression der Glykolipidbiosynthesegene is t unter 
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2.6 Identifizierung eines MEL-Biosynthese-Clusters 
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2.7 Nachweis der enzymatischen Aktivität der Acetyl transferase 
105_120 
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22.08

WT "699"                                                                         delta120 "615"
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2.9 Toxizitätsanalysen mit den aus den Deletionsstä mmen 
gewonnenen extrazellulären Glykolipiden  
 

/��� �
�� 1��
������ *��� 	
(����3� ����� ��
� �������������
 � 
��
� ����(
� ����	�������
�B��(����

�
�
�-	
�� ���
�
�� ��(����������
�3� ������
�� ��*���� � (�
��
�� ���� ����� ���.
3� *�
� .���


����
����
���(
��
&
� ��������
���	������� 3���&*
����<+��(��������,����3�!�#!? ��-����
�

���� ��	 
�����	 �����.�
��
�� ������8�
�8������������
� *��
�� ����
�
�� 	���
�� (
��
�


�����
��
��
�� ���
��������
�� ������
&-���� *���
� � ��� ��
� ��� ��
�
�� /�	
���

�
��
��
���
�� �
�
����������
� ��&����
� ����	������� 
� /(�������� .�� -	
��-&
�3�*���
�� .*
��

���
�����
�����
� ,
���� .��� ���
��������� �
�� ,�6�.���� � �
�� �
�����
�
�
�� 7�8(������
�


��*��(
�� ���.��*���
����
��
��,
����
��F�����-	
��� �����������
��
�����
�
��,
�����
�


6�����
��
�� 7�8(������
� 
���
�
�.� � +�
�&-�� *���
�� � 
�����
�
�
� �
�
����������
�

<�"!#M ���� 3� �"!#M 
��� 3� �"!#M 
�� � ���� @+JM 
�� M���� ?� ���� �
�� B����8�������

�"!#� &-�� ��
�� ,��
� ���
�� @���(���&&����
�	
�������
� � ���
.��
� � 0����
�� ��
�

��	
�����	 )
��
��������+��.
��	�
�'�
��*���
��*��
�3�*���
�
��
� +��&�
��
��F������<#���?�

�	.
����&���
��3� ���� �
�� P	
������� ���� #� ��� &�����
�� � 
����� �
�������3� ���� �3"� Y�

/����������&��� 
����
�� � ���� �
�� ���
�
�� +��&�
� �
�� /� ���.
�� *���
� 
��
� $��8���
����

$6���(�����������
&-��� ���
�7�8(������
�*���
������� ��
A
�������
���������&�
����
��



  Ergebnisse 

 55 

���� ��� O$�@��
����� �
�
	
� � ��
�
� /����.
� *���
�� ���� 
 ��
�� (���
�.�
��� �
(��&�
��

+
&
(������ ���
���&� � 0���� �
�����
�
�
�� )
�����(�
� � <!� �3� J� �� ���� "G� �?� *���
��

���	
��
������
������
��
��
��-�������
��
���&�O��������
 ����&�
����&��</		 �"J? �

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

���-. �)7. 	:�
8
9?9�9��9. �
9. ��@�- � +
&
� *���
� &-�� !3� J� ���� "G� �� ���� �
�����
�
�
��
7�8(������-	
������
�� <	���� ���
��
��?� ���� ���� ��� �
�� ����� �
�'��
�� 
6�����
��
��

6���.
������
�� 7�8(������
�� ��� O$�@� <���*��.� ���
�� 
��?� ��(�	�
�� � $�� *���
��
�
��-�������
��
�� ��&� O��������
�� ��&�
����&� � ��
� / ��*
������ 
�&����
� ����� .*
��
,��
��2�(�	����� ���
����
���&
��
�.
��
���
��-�����
����� ��
���
���	��
��)
��.��� �
 

+
&
.
��
�3���
�����F�����-	
������
����(�	�
���*���
� 3���
��/�
����
��
�3�*��
��	
�
����

�����
��
��@����
�2�(�	�������������������	�
�'�
�3�* �����
�
����
�7�8(������-	
������
�

���
��/�(
��
��$��&�������&�����B���������
��+
&
���� �
��</		 �"J3��	
�
�+��&�
? ����
�

+
&
�3� ��
� ��� O$�@��
����� �
�� 
6�����
��
�� ���� ��� �
��� ���� �
�'��
�� 7�8(������
��

����
�
�.�� *��
�3� -	
��
	�
� � ��
� .��
�
�.�
� ������ �������
� �
��������
� ;
����� ��� ��
�
��

����� 
��� 
�*�� ��� ���� !��&���
� �
����
�
�� +
&
�B����� ��� </		 � "J3� ���
�3� �&
��
? �

P	
������
��
�*
��
� ����
� ���� ���� @����� �!^ 
��� � �����.�
��
� 7�8(�������
������

<�/]�$1 �
��
� ?� �
�� ��'A�
�� $��&����� ��&� ���� +
&
�B�������� <��
�
� ��
 � "G� @����
��



  Ergebnisse 

 56 

���	
? ���
��
��
�8��
��
���$1�����
�����
��
���
���� 	���
���6����
�/(���������
���/�.��

�
�����(
����
���
�	�����6����
�$��
�����&�
��.��	
���.
�  �

�����
��.��-	
���-&
�3�*���
��
��,
��������
����8(����� �������
��F�����-	
������
�������


������ ������
&-���� ���� �
�� ���
�����
�3� ����� ��
�
�� ��� � ����� �
��7�8(������-	
�������

�
������
�������
�<^ 
��� ^ ���� ?�
���
�
�.��*���
3���
�����
��
��F�
�.���������!^ 
��� �

�����"!#^ ���� �
�.
����*���
��*���</		 �"K? ���
�
��P	
�������
���� 
��������(
��
��/�

�
��3� ����
��� ���� ����� ��
� �
��
�8��
��
�� �$1�����
� � )��
�� *���
�&-�� ��
�
�� ,
���


��������������
��
��1�	���+
&
������
���
�
�.�3����� 	
(����
��7
���8��<O+����G##? �

��
�
�� @����� *����� ;
����� �
������� �������
�� ���� ��
� � ���
�� �
�*
��
�
3� (���
�.�
���


�*��	
�
���(
��
&
 �

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
���-. �47. 	:�
8
9?9�9��9. �
9. ��@�- � +
&
� *���
� &-�� !3� "G� ���� GL� �� ���� �
�����
�
�
��
7�8(������-	
������
��<	�������
��
��?���(�	�
�� �$�� *���
���
��-�������
��
����&�O���
�����
�� ��&�
����&�3� ���� ����� .*
�� ,��
�� ����
*
��
�  � ��
� ���
�� �&
��
� .
��
��
�
��-�����
��������
���
��)
��.��� �
�

B�
�	
�
����	
���
������
���
�*
��
�
��@�����*�����
� /�*
�
��
��������/���6�����&-��

����+
&
*��������</		 �"K3��	
�? ��-����
��
��
�8��
�� 
�����������
�*��������"G�@����
��

2�(�	������ (
��� $��&����� ��&� ���� +
&
*�������� &
��.� ��
��
� � 0���� 
��
�� GL���-����
��



  Ergebnisse 

 57 

2�(�	������ (����
� 
��� �
����
�
�� B���������
&
(�� &-� � ��
� +
&
� 	
�	����
�� *
��
�3�

*
���
�����
��P	
������������
���
��
�8��
��
���$1�����
����� 
���&��*���
  

��
�
�� $��
	���� 	
�������
3� ����� ��
� �
��
�8��
��
�� �$ 1�����
�� 
��
� �
��� ���*���
�

��6����
�/(��������	
���.
� �

�

 

2.10 Charakterisierung einer Glykosyltransferase, d ie für die  
Ustilaginsäure-Biosynthese essentiell ist 
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3. Diskussion 
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3.1 Biologische Funktionen von Glykolipiden in U. maydis 
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3.2.1 Das Gen-Cluster 105 ist für die MEL-Produktio n verantwortlich 
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3.2.2 Die Glykosyltransferase Emt1 besitzt eine ents cheidende Funktion in 
der MEL-Biosynthese 
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3.2.3 Gen-Cluster 250 ist für die UA-Produktion ver antwortlich 
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3.2.4 Die Glykosyltransferase Hgt1 besitzt eine ents cheidende Funktion in 
der UA-Biosynthese 
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3.3 Biochemische und massenspektrometrische Analyse  der 
deacetylierten MEL-Formen 
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4 Ausblick 
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5 Material 
.

   

5.1 Allgemeine Materialien und Bezugsquellen 
 

5.1.1 Ustilago maydis -Stämme 
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���15 DDDD��91. �"�	!I� +8����8���� ���15.

��1 DDDD��91. �!�	!� +8����8��� � ��1.

��) DDDD��91 DDDD=!�1 . �"�	! � +8����8��� � ���15A.��1 .
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��6 DDDD��91 DDDD=!�1 . �!�	!I � +8����8��� � ���15A.��1 .

��1 DDDD1*3K)5*. �!�	! � +8����8���� ��1 .

��1 DDDD1*5K1�*. �!�	! � +8����8���� ��1 .

���15 DDDD1*5K12*. �"�	!I� +8����8���� ���15.

���15 DDDD1*5K14*. �"�	!I� +8����8���� ���15.

��1 DDDD1*5K14*. �!�	!� +8����8���� ��1.

���15 DDDD1�)K36*. �"�	!I� +8����8���� ���15.

��1 DDDD1�)K36*. �!�	!� +8����8���� ��1.

���15 DDDD13K)3*. �"�	!I� +8����8���� ���15.

��1 DDDD13K)3*. �!�	!� +8����8���� ��1.

���15 DDDD152K14*. �"�	!I� +8����8���� ���15.

��1 DDDD152K3�*. �!�	!� +8����8���� ��1.

��1 DDDD152K3)*. �!�	!� +8����8���� ��1.

���15 DDDD156K11*. �"�	!I� +8����8���� ���15.

��1 DDDD156K11*. �!�	!� +8����8���� ��1.

���15 DDDD�K155*. �"�	!I� +8����8���� ���15.

���15 DDDD�2�K5)* . �"�	!I� +8����8���� ���15.

��1 DDDD�5*K14*. �!�	!� +8����8���� ��1.

��1 DDDD�4K�4* . �!�	!� +8����8���� ��1.

���15 DDDD�4K�4* . �"�	!I� +8����8���� ���15.

��� DDDD32K3�*. �"�	"� +8����8���� ���.

���15 DDDD43K2*. �"�	!I� +8����8���� ���15.

���15 DDDDDDK6*. �"�	!I� +8����8���� ���15.

��1 DDDDDDK6*. �!�	!� +8����8���� ��1.
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5.1.2 Saccharomyces cerevisiae -Stämme 
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5.1.3 Escherichia coli -Stämme 

�

�-��F����
����
�� ���
� ���
�
� /���	
�� *���
� �
��@���� � �+#[� �
�*
��
� � 
�� �+#[�

����
��� 
�� ����� ��� 
��� �
������ �
�� ��	���� �@����
�� F!"� ���� &���
��
�� �
�
�����
��

���(
��%���3�
��/!3����D�3�����]3����GG3�����!3��8�/!3��8�/�J 3��
�/!3��
�/!3����)M�!# �

/���$6��
�������
(����*���
��
�� ��	���� �$6��
������������1"!�<�$I?��
�*
��
� �

�-���5D�F����
����
�����
���
�*
�������
��,=�=�,/�5�� ����f�F��������2�������
��

*���
� �
�� ��	���� �@����� ,=�!�� �
�*
��
�%� ��3����/3�M<�������D�@����5?3 �

gL����)M�!#3�M���WKG3� �
�/!3� �
�D3� ����!I�3�M<����� 
�?KJ�K3� ����3� ���F3� ���1�<@��D?3�


��/!3����7 ���
�0��
�(���������� ��	���� �@����
�������
�������������
�
�
��<�
�
�
��


���� 3�!�JJ? �

�

�

5.1.4 Chemikalien 
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5.1.5 Kits 
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5.1.6 Enzyme und Proteine 
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5.1.7 Sonstige Materialien 

 
Tab. 11: Sonstige Materialien 
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5.2 Puffer und Lösungen 
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5.3 Medien zur Kultivierung von  U. maydis 
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5.5 Medien zur Kultivierung von  S. cerevisiae 
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5.6 Nukleinsäuren 
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5.6.1 Plasmide, Plasmidkonstruktionen und Genbanken  
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5.6.2 DNA-Größenstandards 
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5.6.3 Protein-Größenstandard 
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5.6.4 Oligonukleotid-Primer 
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6 Methoden 
 

 

6.1 Anzucht von Mikroorganismen 
 

6.1.1 Anzucht von Escherichia coli  
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6.1.2 Anzucht von U. maydis  
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6.2 Isolierung von Nukleinsäuren 
 

6.2.1 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli  durch „kochende Lyse“ 
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6.2.2 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli  alkalische Lyse 
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6.2.3 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli  - präparativer Maßstab 
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6.2.4 Isolierung chromosomaler DNA aus U. maydis für PCR 
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6.2.5 Isolierung chromosomaler DNA aus U. maydis  für Southern-Blot 
Analysen 
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6.2.6 RNA-Isolierung aus U. maydis  für Northern-Blot Analysen 
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6.3 Amplifikation und Klonierung von DNA 

 
6.3.1 Amplifikation von DNA über Polymerase-Kettenr eaktion 
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6.3.2 Ganz-Zell-PCR aus U. maydis  Zellen  
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6.3.3 Restriktions-Analyse von DNA 
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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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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 

�

)��� ,����&��������� ���� ��	 
����� � *���
�� .�� #��T�� ����������
��@���
������ #������ 	���

#�T�� ���
��
� ��
�� ���������0/� �
�
	
� � $	
���� *���
� ;
*
 ���� 
��
� F�������
� ����

��
���
�������
�����+ "=��
��
�.� ���
�/����.
�*���
��&-��!��������&�$�����( �	�
�������

�������
A
��� ���� #���T�� 
��(���
�� @,5>�$7�1'����� �
��
�� � � ������ ��
� )���	
� ����

�$7�*
��
�� ��
� )
���
�	���
��&-�� ��
� .��
�
	
�
� �0/� �
 ��
�	
�� ���� ��
�
� (���� ���

��
� ����������
�� ��&�
����
�� *
��
� � ��
� 7
�����
� *�� �
�� *
��
�
� !#����� ��&� $���

��(�	�
��� ���� �������
A
��� ��&� D
�
�
��������/���3� ��* 
��� ������ ���
��� ���
�
	
�� ����

@��������
3� ���������
��� ���� ���
�� �
�� @�
���	��(� &-� � �� � "������ �
����(�
� � ��
� �����
��


����
��
�� ���� ���
�
�@������� !�����D
�
�
��������/� ��� ���� 
��
�� .*
�&���
�� /���	����(��

F��.
��������� <+8����8���%� G���T�>��?� ���� ���-	
�� !���� � D
�
�
��������/���� ���
�

/���	����(���</? �@����
����������������
��
����&& ��������&��
��=	
�&����
��
��/���������

�
�� )
��� ��
� -	����
� F��.
��������� ��� /� 
��3� ��� ����� ����
�� ��
� D
����
�.� ��� �
��



 Material und Methoden 

 117 

�����&����
��
�� ����������
�� .��� /���������� (���
�� (��� �B���
�� 	
�
���� ���
�*
�����

�
����
��
� @����
� ���� ��	 
����� � �����&����
��3� ��� *���
� 	
��
�� @������
�� ��
� -	����
�

F��.
����������
��
�����
��
��
��/��.��
�
�.� ���
�� ����
��*���
��	
��"La5�&-��"�	���#�

,��
���(�	�
��������
	���
�
�F�����
����&�O$���/��������/ ��
�
��.
�� �

�

�

6.6 Isolierung und Nachweis der Ustilaginsäure 

.

6.6.1 Kultivierung von Ustilago maydis  zur Ustilaginsäure-Produktion 
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6.6.2 Isolierung der Ustilaginsäure direkt aus der YNB-Flüssigkultur 
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6.6.3 Nachweis der Ustilaginsäure durch Dünnschicht chromatographie 
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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 gar 
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6.8.3 Test auf Hämolyse 
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6.8.5 Test auf Oberflächenspannungsaktivität 
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6.8.6 Test auf Toxizität 
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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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Herstellung und Qualitätskontrolle 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 Überexpression der Acetyltransferase 105_120  in E. coli  
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6.10.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese 
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6.11 Massenspektrometrische Untersuchungen 
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