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1. Einführung 
1.1. Einleitung 

Die sexuelle Reproduktion stellt einen der zentralen Prozesse innerhalb des Lebenszyklus der 

meisten Eukaryoten dar. Dieser Prozess dient der Aufrechterhaltung der genetischen Varianz 

innerhalb einer Spezies und ist stark reguliert. Es existieren Mechanismen zur Erkennung 

kompatibler Partner, der richtigen Umweltbedingungen und auch der Prozess des eigentlichen 

Austausches von genetischem Material zwischen Individuen, Zellen, Zellkernen und 

Chromosomen unterliegt einer komplexen Regulationsmaschinerie. Zusätzlich haben sich in 

vielen Organismen im Laufe der Evolution Barrieren entwickelt, welche eine Selbstung und 

damit einen Austausch von genetischem Material zwischen Kernen eines Individuums 

ausschließen.  

In niederen Eukaryoten, wie Pilzen, existieren meist simple Zell-Identitäts-Mechanismen, 

welche den sexuellen Austausch regulieren (Souza, et al., 2003). Grundsätzlich können Pilze 

dabei in homothallisch, selbst-fertil, und heterothallisch, selbst-steril, unterteilt werden (Lin 

und Heitman, 2007). Morphologische Unterscheidungen wie in höheren Eukaryoten sind 

dabei selten. Die physiologische Unterscheidung in verschiedene Kreuzungstypen beruht hier 

genetisch auf einer Kreuzungstyp-spezifischen Region innerhalb des Genoms, Kreuzungstyp-

Locus („mating type locus“, „MAT-Locus“) genannt (Casselton L.A., 2008). Die genetische 

Sequenz innerhalb der beiden MAT-Loci ist dabei so polymorph, dass der Begriff 

„Idiomorph“ anstatt „Allel“ eingeführt wurde (Metzenberg und Glass, 1990). Eine 

einheitliche Nomenklatur der Kreuzungstyp-Loci und -Gene wurde eingeführt (Turgeon und 

Yoder, 2000) auf der Grundlage, dass ein Idiomorph aller bisher untersuchten 

heterothallischen Ascomyceten immer ein Gen enthält, welches für ein Protein mit einer α1-

Domäne kodiert, bekannt aus dem α1p Protein der Hefe Saccharomyces cerevisiae (Astell, et 

al., 1981). Dieser Idiomorph wird als Mat1-1 bezeichnet. Der andere Idiomorph, bezeichnet 

als Mat1-2, ist charakterisiert durch einen offenen Leserahmen („open reading frame“, ORF) 

welcher für ein Protein mit einer „high-mobility-group“-Domäne (HMG-Domäne) 

(Grosschedl, et al., 1994) kodiert.  

Für einige Spezies, als Beispiele die Ascomyceten S. cerevisiae, Neurospora crassa oder Podospora 

anserina, werden immer noch die ursprünglichen Bezeichnungen der Kreuzungstypen und der 

entsprechenden Gene verwendet. In diesen Organismen wurden die MAT-Loci vor der Entwicklung 
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der Standardnomenklatur untersucht. So wird der MAT1-1 Locus jeweils als MATα, MAT A oder 

MAT(-), der MAT1-2 Locus als MATa, MAT a oder MAT(+) bezeichnet (Pöggeler, 2001). 

Homothallische Pilze besitzen häufig ebenfalls Kreuzungstyp-Loci, wobei diese im Gegensatz 

zu heterothallischen Arten genetisch nicht unterscheidbar sind (Glass N.L., et al., 1990b). 

Meist existieren Homologe zu den MAT-Genen eines oder beider Kreuzungstypen 

verwandter, heterothallischer Arten (Abb. 1).  

Eine Besonderheit der Gruppe der Sordariomyceten ist das Gen MAT1-1-2. Dieses kodiert für 

ein Protein ohne bekannte funktionelle Domäne. Es konnte jedoch ein in allen 

Sordariomyceten konserviertes Sequenzmotiv, bestehend aus den drei invariablen 

Aminosäuren Prolin, Prolin und Phenylalanin, gefunden werden. Dieses Sequenzmotiv wurde 

nach den drei Aminosäuren als PPF-Domäne benannt (Debuchy, et al., 2010). 

Ursprünglich wurde die konservierte Domäne in MAT1-1-2 Proteinen als HPG-Domäne, nach den 

Aminosäuren Histidin, Prolin und Glycin bezeichnet (Debuchy und Turgeon, 2006). Bei einer 

Untersuchung von Vertretern der Gattung Diaporthe wurde dieses Sequenzmotiv dagegen nicht 

gefunden (Kanematsu, et al., 2007). Stattdessen konnten zwei Proline und ein Phenylalanin als 

invariabel identifiziert werden. Daraufhin wurde die Domäne in PPF-Domäne umbenannt (Debuchy, 

et al., 2010). 

PPF-Domänen Proteine wurden in allen untersuchten MAT1-1 Kreuzungstyp-Loci der 

Sordariomyceten gefunden, in homothallischen wie heterothallischen. Außerhalb dieses 

Taxons sind PPF-Domänen Proteine unbekannt (Turgeon und Debuchy, 2007). 
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Abbildung 1: Schematischer Vergleich der Kreuzungstyp-Loci verschiedener homo- und heterothallischer 
Pilze. Die Boxen repräsentieren die Größe und Position der ORFs, die Pfeilspitzen zeigen die Leserichtung 
an. Die Standardnomenklatur der Gene, ebenso wie Spezies-spezifische Namen sind angegeben. Gene, 
welche für Proteine mit gleichen funktionellen Domänen kodieren, sind durch gleiche farbliche 
Kennzeichnung hervorgehoben.  α: α-Domäne; HMG: HMG-Domäne; PPF: PPF-Domäne; ?: keine 
bekannten Domänen. Gene, welche für die sexuelle Entwicklung in den Spezies essentiell sind, sind 
hervorgehoben.  1 Kreuzungstyp-Gene in P. chrysogenum wurden identifiziert, ein sexueller Zyklus konnte 
bisher jedoch nicht nachgewiesen werden.  
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Im Gegensatz zu homothallischen Arten, die keinen Kreuzungspartner für die Vollendung des 

sexuellen Zyklus benötigen, sind heterothallische Arten darauf angewiesen einen 

Kreuzungspartner zu finden. In vielen Spezies aus dem Reich der Pilze wird die Partner-

Erkennung und die anschließende Zellfusion durch sogenannte Pheromone vermittelt.  

In Zygomyceten dient ein einfaches Molekül, die Trisporsäure, als Pheromon und vermittelt 

die Fusion zweier Kreuzungspartner unterschiedlichen Kreuzungstyps (Schimek und 

Wostemeyer, 2009; van den Ende, 1967).  

Die höher entwickelten Ascomyceten besitzen zwei verschiedene lösliche Peptid-Pheromone 

und korrespondierende G-Protein (GTP-bindendes Protein) gekoppelte Rezeptoren (Bistis, 

1981; Bölker und Kahmann, 1993; Dohlman und Thorner, 2001). Die Expression der 

Pheromon-Gene ist dabei Kreuzungstyp-spezifisch und abhängig von den 

Transkriptionsfaktoren, die im Kreuzungstyp-Locus kodiert sind, wobei sie selber nicht Teil 

des MAT-Locus sind (Shen W. C., et al., 1999; Zhang, et al., 1998). Die Rezeptoren scheinen 

dagegen Kreuzungstyp-unabhängig kodiert zu sein. Im Gegensatz zu den Ascomyceten liegen 

bei den Basidiomyceten häufig die Pheromon-Gene innerhalb des Kreuzungstyp-Idiomorph 

(Raudaskoski und Kothe, 2010). 

Innerhalb der heterothallischen Ascomyceten ist die Struktur und Sequenz der Pheromone und 

der korrespondierenden Rezeptoren hoch konserviert (Bobrowicz, et al., 2002; Coppin, et al., 

2005; Kim H., et al., 2002; Kurjan, 1993; Shen W. C., et al., 1999). Auch in homothallischen 

Arten wurden Pheromone und Rezeptoren gefunden, auch wenn dort die Notwendigkeit der 

Partnererkennung nicht gegeben ist. So wurden in den homothallischen Arten Sordaria 

macrospora (Pöggeler, 2000) und Gibberella zeae Pheromon- und Rezeptor-Gene 

identifiziert und untersucht. In S. macrospora sind diese essentiell für die sexuelle 

Entwicklung (Mayrhofer und Pöggeler, 2005; Mayrhofer, et al., 2006), während sie in G. zeae 

an der sexuellen Entwicklung beteiligt, für diese aber nicht essentiell sind (Lee J., et al., 

2008). Das am Besten untersuchte Pheromon-Rezeptor-System ist das der Hefe S. cerevisiae, 

welches als Modellsystem aller anderen heterothallischen Ascomyceten dienen kann. 

  

1.2.  Zygomyceten: Phycomyces blakesleeanus 
Zygomyceten (Jochpilze) stellen eine frühe evolutionäre Linie innerhalb der Abteilung der 

Eumycota dar (Esser, 2000). In dieser Gruppe wurde auch zum ersten Mal das Phänomen des 

Homo- und Heterothallismus von Blakeslee beschrieben (Blakeslee, 1904). Der Pilz 
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Phycomyces blakesleeanus, als Beispiel, existiert in zwei verschiedenen Kreuzungstypen, 

genannt MAT(-) und MAT(+). Durch die Verfügbarkeit der Genomsequenz von 

P. blakesleeanus wurde eine Untersuchung der Kreuzungstypen auf genetischer Ebene 

möglich (Idnurm, et al., 2008). Sequenzanalysen zeigten Bereiche des Genoms, die zwischen 

Individuen unterschiedlichen Kreuzungstyps polymorph und gekoppelt zu einem speziellen 

Kreuzungstyp waren. Der MAT(+)-Locus ist 5,8 kb groß und enthält einen ORF, welcher für 

ein HMG-Domänen Protein kodiert. Der MAT(-)-Locus ist mit 3,4 kb kleiner, enthält aber 

ebenfalls ein Gen für ein HMG-Domänen Protein (Grosschedl, et al., 1994; Idnurm, et al., 

2008) (Abb. 1). Die beiden Gene wurden als sexM (sexMinus) und sexP (sexPlus) bezeichnet. 

Die Kreuzungstyp-Proteine SexM und SexP zeigen nur eine geringe Aminosäure-Ähnlichkeit, 

trotzdem sind SexM und SexP die ähnlichsten Proteine zueinander im Genom von 

P. blakesleeanus (Idnurm, et al., 2008). Dies lässt darauf schließen, dass SexM und SexP 

divergente Homologe darstellen. 

All diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass ein HMG-Domänen kodierendes Gen den 

ursprüngliche Zustand des MAT-Locus in einem gemeinsamen Vorfahren der Pilze darstellt. 

Die niederen Zygomyceten repräsentieren damit den ursprünglichen genetischen Zustand, 

während die höher entwickelten Ascomyceten und Basidiomyceten im Laufe der Evolution 

weitere Kreuzungstyp-Gene, wie α-Domänen oder Homeodomänen Gene erlangten 

(Casselton L.A., 2008; Dyer, 2008; Idnurm, et al., 2008). 

 

1.3. Ascomyceten 
Ascomyceten gehören zur Gruppe der Pilze (Mycophyta) und bilden die größte Klasse 

innerhalb dieser Gruppe. Es kommen sowohl einzellige Organismen, wie die Hefe 

Saccharomyces cerevisiae, als auch mehrzellige Organismen mit oftmals verzweigten und 

septierten Myzelien, wie der Hyphenpilz Neurospora crassa, in dieser Klasse vor. Die 

haploiden Hyphenpilze bilden nach der Paarung dikaryotische Hyphen, in denen Karyogamie 

und Meiose stattfinden. Aus diesen Hyphen entstehen dann typische Meiosporangien, die 

Asci, die dieser Klasse ihren Namen gegeben haben (Esser, 2000).  

In allen bisher untersuchten, heterothallischen Ascomyceten, besteht der MAT-Locus eines 

Individuums aus einer oder zwei möglichen Sequenzen. Dieses Paarungssystem, mit zwei 

Kreuzungstypen determiniert durch zwei MAT-Idiomorphe, wird als „bipolar“ bezeichnet 

(Hsueh und Heitman, 2008). 



Einführung 

 Seite 10 

Die meisten homothallischen Arten dagegen besitzen die Sequenzen beider Kreuzungstyp-

Idiomorphe in ihrem haploiden Genom, häufig genetisch gekoppelt (Abb. 1). Ein Beispiel für 

einen homothallischen Ascomyceten mit zwei ungekoppelten MAT-Loci in einem Genom ist 

Aspergillus nidulans. Hier liegen die beiden MAT-Loci ungekoppelt auf verschiedenen 

Chromosomen (Galagan, et al., 2005).  

Die Kreuzungstyp-Loci der Ascomyceten folgen alle einem ähnlichen Organisationsmuster 

(Debuchy und Turgeon, 2006; Pöggeler, 2001). Der Standardnomenklatur folgend, besitzt das 

Protein MAT1-1-1 eine sogenannte α1-Domäne, welche Ähnlichkeiten mit dem α1p DNA-

Bindeprotein aus S. cerevisiae  aufweist (Astell, et al., 1981; Turgeon und Yoder, 2000).  

Das MAT1-2-1 Protein dagegen weist eine HMG-Domäne auf, welche ebenfalls eine DNA-

Bindedomäne darstellt. In den meisten bisher untersuchten, heterothallischen Ascomyceten 

sind diese beiden Proteine die Hauptregulatoren der sexuellen Entwicklung in Individuen des 

entsprechenden Kreuzungstyps (Debuchy und Turgeon, 2006; Pöggeler, 2001; Souza, et al., 

2003).  

Eine Ausnahme dieser Regel stellen die unizellulären Hefen dar. Im Gegensatz zu den filamentösen 

Ascomyceten werden bei vielen Hefen wie S. cerevisiae  oder Candida albicans keine HMG-

Domänen Proteine im MAT-Locus kodiert. Statt dessen finden sich hier sogenannte Homeodomänen 

Proteine (Astell, et al., 1981; Hull und Johnson, 1999). 

Zusätzlich können noch weitere Gene in den MAT-Loci vorhanden sein. Ein Beispiel hierfür 

ist das Gen MAT1-1-2, welches bisher in allen untersuchten MAT1-1 Loci in der Gruppe der 

Sordariomyceten gefunden wurde (Debuchy und Turgeon, 2006).  

 

 

1.3.1. Unizelluläre Ascomyceten: Saccharomyces cerevisiae 

Die einzellige Hefe Saccharomyces cerevisiae gehört taxonomisch zu den Endomycetales aus 

der Gruppe der Hemiascomyceten (Esser, 2000). Unter natürlichen Bedingungen ist 

S. cerevisiae homothallisch und diploid, wobei unter Laborbedingungen auch haploide 

Stämme vermehrt werden können. Die Vermehrung findet unter günstigen 

Wachstumsbedingungen fortlaufend durch vegetative Knospung statt, ungünstige 

Wachstumsbedingungen dagegen führen zur Meiose und zur Sporulation, bei der vier 

haploide Ascosporen entstehen (Esser, 2000). Der Lebenszyklus von S. cerevisiae ist 

schematisch in Abbildung 2 dargestellt. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von S. cerevisiae. Aus einer diploiden Zygote 
entstehen nach Meiose und Sporulation vier Ascosporen, je zwei vom Kreuzungstyp a bzw. α. Zwei 
haploide Zellen unterschiedlichen Kreuzungstyps bilden nach Karyogamie erneut eine diploide Zygote. 
Innerhalb einer haploiden Zelle kann es zu einem Kreuzungstypwechsel kommen. Weitere Details werden 
im Text erläutert (verändert nach Esser 2000). 
 
Der Kreuzungstyp-Locus und die sexuelle Vermehrung sind von allen Ascomyceten in der 

Hefe am Besten untersucht. Die MAT Idiomorphe MATa und MATα kodieren für 

regulatorische Proteine, welche, zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren, für ein 

spezifisches Expressionsmuster in allen drei Zelltypen verantwortlich sind: haploide MATa 

oder MATα Zellen oder diploide MATa/α Zellen (Herskowitz, 1989). Der MATα Locus 

besteht dabei aus zwei Genen, α1 und α2 (Astell, et al., 1981) (Abb. 1). Das α1 Gen kodiert 

für ein Protein mit einer charakteristischen DNA-Bindedomäne, welche nach diesem Protein 

als α-Domäne benannt wurde. Das Protein α1p ist ein positiver Regulator der Transkription α-

spezifischer Gene in haploiden, MATα Zellen. Zusammen mit den Transkriptionsfaktoren 

STE12 und MCM1 reguliert α1p die Transkription von fünf α-spezifischen Genen (Galgoczy, 

et al., 2004). 

MCM1 ist ein essentielles, sequenz-spezifisches DNA-Bindeprotein und gehört zur Gruppe der 

MADS Box Transkriptionsfaktoren. MADS Box Transkriptionsfaktoren sind hochkonserviert und 

spielen eine Rolle bei der Regulation wichtiger biologischer Prozesse in vielen eukaryotischen 

Organismen von Hefen, Pflanzen über niedere Vertebraten bis zu Säugetieren (Shore und Sharrocks, 

1995).  
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STE12 wird als divergentes Protein der Homeodomänen-Superfamilie angesehen und besitzt eine 

sequenzspezifische DNA-Bindedomäne. Die entsprechende Sequenz wird auch als „Pheromon-

Signalantwort“ Sequenz bezeichnet (Dolan und Fields, 1991). Dies zeigt, dass der Homeodomänen 

Transkriptionsfaktor STE12 einen Regulator von Genen nach Pheromon-Induktion in S. cerevisiae 

darstellt (Johnson, 1995). 

Das Genprodukt von α2 ist dagegen ein negativer Regulator der Transkription a-spezifischer 

Gene. Acht Gene werden spezifisch von einem α2p-MCM1 Dimer reguliert, wovon sechs als 

a-spezifisch bekannt sind (Galgoczy, et al., 2004). Der MATa Locus besteht aus zwei Genen, 

a1 und a2, wovon nur a1 für ein funktionelles Protein kodiert (Abb. 1). Das Protein a1p 

besitzt eine Homeodomäne, spielt aber keine Rolle bei der Regulation a-spezifischer Gene. 

Diese Gene sind in MATa Zellen ohne den Einfluss des α2p Regulators konstitutiv exprimiert. 

In diploiden MATa/α dagegen bildet a1p ein Heterodimer mit α2p. Dieses Heterodimer 

reprimiert die Expression von 23 haploid-spezifischen Genen (Galgoczy, et al., 2004). Das 

Gen a2 kodiert für eine nicht-funktionelle Version von α2 (Dolan und Fields, 1991; 

Herskowitz, 1989).  

Eine Besonderheit bei S. cerevisiae stellt die Fähigkeit dar, den Kreuzungstyp zu wechseln. 

Beide Kreuzungstyp-Allele sind als sogenannte Kassetten im Genom vorhanden, wobei der 

Kreuzungstyp durch die Information der Kassette im MAT-Locus bestimmt wird. Die 

Information beider Kreuzungstypen ist dabei in nicht transkribierten Loci im Genom 

vorhanden, in HMLα für den α Kreuzungstyp und HMRa für den a Kreuzungstyp 

(Herskowitz, 1988; Nasmyth, 1982). Durch die Aktivität einer spezifischen Endonuklease, der 

HO-Endonuklease, wird durch Hydrolyse an einer degenerierten, 29 bp langen Sequenz am 

MAT-Locus ein Doppelstrangschnitt eingeführt (Nasmyth, 1982). Durch ein homologes 

Rekombinationsereignis mit den Kassetten HML bzw. HMR kommt es zur Genkonversion 

und damit zu einem Wechsel des Kreuzungstyps (Strathern, et al., 1982). Aus diesem Grund 

stellt S. cerevisiae, trotz Inkompatibilität von Zellen gleichen Kreuzungstyps, einen 

homothallischen Pilz dar. 

 

Das Pheromon-System in Hefe ist das wohl am Besten untersuchte in allen Ascomyceten 

(Bölker und Kahmann, 1993). Zellen vom MATa Kreuzungstyp produzieren ein Peptid von 

zwölf Aminosäuren, welches durch Prozessierung aus einem längeren Vorläufermolekül 

entsteht. Dieses Vorläufermolekül enthält ein sogenanntes CAAX-Motiv im C-Terminus, ein 
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Signal für Carboxymethylierung und Farnesylierung (Anderegg, et al., 1988; Chen P., et al., 

1997). Das prozessierte Peptid wird unabhängig vom klassischen Sekretionsweg in Hefe über 

einen ATP-bindenden Transporter (Ste6p) sekretiert, welcher Homologien zu Membran 

Glykoproteinen aus Säugetieren zeigt (Kuchler, et al., 1989).  

Der α-Faktor, welcher von MATα Zellen hergestellt wird, dagegen ist ein 13 

Aminosäurenpeptid (Stötzler, et al., 1976), welches ebenfalls aus Vorläuferproteinen 

hergestellt wird. Diese Vorläuferpeptide (MFα1 und MFα2) bestehen aus 165 bzw. 120 

Aminosäuren, welche tandemartig wiederholte Kopien des α-Faktors enthalten (Singh, et al., 

1983). Das fertig prozessierte Protein wird über den klassischen Hefe-Sekretionsweg 

sezerniert. Die Gene beider Pheromonvorläufer Peptide liegen dabei in einem Genom, wobei 

die Expression der Gene durch die Kreuzungstyp-Proteine reguliert werden. 

Die Erkennung der Pheromone durch Zellen des entgegengesetzten Kreuzungstyps geschieht 

über spezifische Pheromon-Rezeptoren. Beide Rezeptoren (Ste2p, Ste3p) gehören zur Klasse 

der G-Protein-gekoppelten Siebentransmembran Domänen Proteine. Ste2p bindet dabei den 

α-Faktor und wird von MATa  Zellen hergestellt. Ste3p kommt in MATα Zellen vor und 

bindet spezifisch den a-Faktor. Die Rezeptoren aktivieren einen G-Protein Komplex, 

bestehend aus den drei Untereinheiten α, β und γ. Die beiden Untereinheiten β und γ bilden 

dabei ein Dimer (Dohlman und Thorner, 2001). Nach Aktivierung dissoziieren die α und βγ 

Untereinheit und das Signal wird durch verschiedene Effektor-Moleküle übertragen und 

verstärkt. Ein Hauptziel des von der Gβγ-Untereinheit übertragenen Signals ist dabei eine 

MAP („mitogen activated protein“) Kinase Kaskade. Dieser Signalweg ist schematisch in 

Abbildung 3 dargestellt.  
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Pheromon-induzierten MAP Kinase Signalweges in 
S. cerevisiae. Nach der Induktion eines Siebentransmembran-Rezeptors durch das entsprechende 
Pheromon wird das Signal durch die βγ-Unterheit des G-Proteins weitergeleitet. Über die MAP Kinase 
Kaskade gelangt das Phosphorylierungssignal schließlich zum Transkriptionsfaktor STE12, welcher in 
der Lage ist, Zielgene zu aktivieren (verändert nach Wang und Dohlman, 2004). GAP: GTPase-
aktivierendes Protein; GEF: GTP-Austauschfaktor („GTP-exchange factor“); K: Kinase 
 

Das Signal wird dabei durch die Phosphorylierung verschiedener MAP Kinasen 

weitergeleitet.  Die letzte MAP Kinase dieses Signalweges (Fus3p) aktiviert dabei  den 

Transkriptionsfaktor Ste12p, welcher wiederum an der Regulation Kreuzungs-spezifischer 

Gene beteiligt ist (Casselton L. A., 2002). 

Dieses System kann als Modell für die Pheromon-Rezeptor-Systeme aller bisher untersuchten 

Ascomyceten dienen. 

 

1.3.2. Filamentöse heterothallische Ascomyceten: Neurospora crassa 

Neurospora crassa ist ein vielzelliger Ascomycet aus der Gruppe der Pyrenomyceten (Esser, 

2000; Hawksworth, et al., 1995). Dieser Pilz ist haploid und in der Lage, sich sowohl über 

vegetative Mitosporen als auch über sexuelle Sporenbildung zu verbreiten. Männliche und 

weibliche Geschlechtsorgane werden an einem Myzel gebildet, wobei diese nicht in der Lage 

sind sich gegenseitig zu befruchten. N. crassa ist also heterothallisch (Esser, 2000). Der 
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sexuelle Zyklus beginnt unter Stickstoffmangel mit der Bildung eines Vorfruchtkörpers, dem 

Protoperithezium (Nelson und Metzenberg, 1992; Perkins und Barry, 1977). Die Befruchtung 

der Ascogonzelle mit einer männlichen Zelle innerhalb des Protoperitheziums erfolgt über 

eine spezialisierte Hyphe, die Trichogyne, welche aus dem Protoperithezium auswächst und 

mit der männlichen Zelle fusioniert. Als männliche Zellen (Gameten) können sowohl 

Mikrokonidien, Makrokonidien, als auch Hyphenfragmente zur Befruchtung dienen. Die 

Mikro- und Makrokonidien können als vegetative Sporen auch ein neues, haploides Myzel 

bilden (Esser, 2000).  

Als Konidien werden mitotisch gebildete Aplanosporen bezeichnet. Diese unbeweglichen Sporen 

können ein- bis vielkernig sein und werden exogen an Konidienträgern gebildet (Esser, 2000).  

Befruchtete Protoperithezien entwickeln sich zu reifen Perithezien, in denen aus den 

Ascogonzellen Asci mit je acht linear angeordneten, homokaryotischen Ascosporen entstehen. 

In Abbildung 4 ist der Lebenszyklus von N. crassa schematisch dargestellt. 

 

 
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von Neurospora crassa. Bei N. crassa existieren 
zwei Kreuzungstypen, A und a, und eine Kreuzung kann nur zwischen Stämmen unterschiedlichen 
Kreuzungstyps stattfinden. Aus der Ascospore entwickelt sich ein Myzel, an dem Ascogone (weibliche 
Gametangien) und Konidiosporen (männliche Gameten) entstehen. Aus dem Ascogon entwächst die 
Trichogyne. Sie kann mit einer Konidie des anderen Kreuzungstyps fusionieren. Die in den Asci 
enthaltenen Ascosporen entwickeln sich im Fruchtkörper (Perithezium). Nach Reifung werden die 
Ascosporen aus dem Fruchtkörper geschleudert. Weitere Details werden im Text erläutert (nach Esser 
2000) 
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N. crassa besitzt, ähnlich wie S. cerevisiae, ein bipolares Kreuzungstyp-System mit zwei 

verschiedenen Kreuzungstypen, MAT A und MAT a. Der MAT1-2 (MAT a) Locus besteht aus 

zwei Genen, MAT1-2-1 (mat a-1) und MAT1-2-2 (mat a-2) (Pöggeler und Kück, 2000; Staben 

und Yanofsky, 1990) (Abb. 1). Während die Funktion von MAT1-2-2 noch unbekannt ist, 

kodiert MAT1-2-1 für ein HMG-Domänen Protein, welches den Hauptregulator der sexuellen 

Entwicklung in MAT a Stämmen darstellt (Chang und Staben, 1994).  

Der MAT1-1 Idiomorph besteht aus drei Genen, dem α-Domänen Protein MAT1-1-1 

(mat A-1), MAT1-1-2 (mat A-2) und dem HMG-Domänen Protein MAT1-1-3 (mat A-3) 

(Ferreira, et al., 1998; Glass N. L., et al., 1990a) (Abb. 1). In MAT A Stämmen stellt das 

Protein MAT1-1-1, ein Homolog des α1p Transkriptionsfaktors aus S. cerevisiae, den 

Hauptregulator der sexuellen Entwicklung dar (Bobrowicz, et al., 2002; Ferreira, et al., 1998; 

Glass N. L., et al., 1990a; Saupe, et al., 1996). Das Gen MAT1-1-2 kodiert für ein Protein mit 

einer PPF-Domäne, welche über keine bekannte DNA-Bindefunktion verfügt (Debuchy, et 

al., 2010; Debuchy und Turgeon, 2006). Das Protein MAT1-1-3 schließlich enthält eine 

HMG-Domäne (Ferreira, et al., 1996). 

Einzeldeletionen der Gene MAT1-1-2 und MAT1-1-3 führen zu einer leicht verringerten 

Fertilität und keinem erkennbaren vegetativen Phänotyp in N. crassa. Die Deletion beider 

Gene führt dagegen zu einer drastisch verringerten Fertilität. Trotzdem sind die Mutanten 

immer noch fertil und in der Lage, wenn auch in geringer Zahl, Perithezien und Ascosporen 

zu bilden (Ferreira, et al., 1998).  

Wie in S. cerevisiae kontrollieren die Kreuzungstyp-Gene in N. crassa die Expression von 

zwei spezifischen Pheromon-Genen (mfa-1 and ccg-4) (Bobrowicz, et al., 2002). Das Protein 

MFa-1 kodiert für ein 24 Aminosäurepeptid, welches C-Terminal ein CAAX-Motiv 

beinhaltet. Damit zeigt es Homologien zu MFa-1 aus S. cerevisiae (Bobrowicz, et al., 2002). 

Das Gen ccg-4, welches in MAT A Zellen exprimiert wird, kodiert für ein Vorläufer-

Polypeptid, welches, wie MFα-1 und MFα-2 in S. cerevisiae, proteolytisch gespalten wird um 

fünf reife Pheromon-Polypeptide herzustellen. Die Sequenz dieser reifen Pheromone 

(QWCRIHGQSCW) ist homolog zu MFα-1 und MFα-2 aus S. cerevisiae (Bobrowicz, et al., 

2002). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass beide Pheromone essentiell für die männliche 

Fertilität in N. crassa sind (Kim H. und Borkovich, 2006).  

Die Expression der Pheromon-Rezeptor Gene ist dagegen Kreuzungstyp-unabhängig reguliert 

(Pöggeler und Kück, 2001).  
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1.3.3. Filamentöse Ascomyceten: Sordaria macrospora 

Der filamentöse Ascomycet Sordaria macrospora, ein naher Verwandter von N. crassa, ist 

homothallisch und in der Lage den sexuellen Lebenszyklus ohne einen Kreuzungspartner zu 

vollenden. An einem vegetativen Myzel entwickeln sich, unter Laborbedingungen, nach 3 

Tagen Ascogonien, welche sich im Laufe der Entwicklung zu Protoperithezien und 

schließlich reifen Perithezien differenzieren. Innerhalb der Perithezien kommt es in den 

ascogenen Hyphen zur Karyogamie und Meiose. Aus diesem Prozess entstehen dann reife 

Asci mit acht linear angeordneten Sporen (Esser, 2000; Pöggeler, et al., 2006a). Der 

Lebenszyklus von S. macrospora ist schematisch in Abbildung 5 dargestellt. 

 

 
Abbildung 5: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von Sordaria macrospora. Aus einer Ascospore 
entwickelt sich zuerst ein Myzel. Während der Entwicklung des Peritheziums kommt es in den 
Ascogonzellen zur Bildung eines Dikaryons. Zwischen den beiden Kernen kommt es zur Karyogamie und 
nachfolgend zur meiotischen Teilung. Nach einer Reihe postmitotischer Teilungen sind acht Kerne 
vorhanden, welche im reifen Ascus in den Sporen vorliegen. Weitere Details werden im Text erläutert 
(verändert nach Esser, 2000). 
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Obwohl S. macrospora homothallisch ist und keinen zweiten Kreuzungspartner benötigt, 

wurde im Genom ein Kreuzungstyp-Locus entdeckt (Pöggeler, et al., 1997). Dieser Locus 

zeigt Sequenzähnlichkeiten zu den MAT-Idiomorphen, sowohl MAT a als auch MAT A, aus 

N. crassa auf. Der Kreuzungstyp-Locus von S. macrospora besteht aus vier Genen (Abb. 1), 

dem HMG-Domänen Gen Smta-1 (MAT1-2-1), dem Gen SmtA-3 (MAT1-1-3), dem PPF-

Domänen Gen SmtA-2 (MAT1-1-2) und dem α-Domänen Gen SmtA-1 (MAT1-1-1) und zeigt 

eine hohe Sequenzähnlichkeit zu den Kreuzungstyp-Genen aus N. crassa und anderen 

Sordariaceae (Pöggeler und Kück, 2000; Pöggeler, et al., 1997). Eine Besonderheit stellt 

dabei das Protein SMTA-3 dar, welches einen chimären Charakter zeigt und Ähnlichkeiten 

sowohl zu MAT1-2-2 als auch MAT1-1-3 aus N. crassa aufweist. Dabei fehlt SMTA-3 die 

für MAT1-1-3 Proteine typische HMG-Domäne und weist auch sonst keine bekannten 

funktionellen Domänen auf.  

Wie in S. cerevisiae und N. crassa wurden in S. macrospora Pheromonvorläufer-Gene (ppg-1, 

ppg-2) und Rezeptor-Gene (pre-1, pre-2) gefunden (Pöggeler, 2000). Obwohl S. macrospora 

nicht darauf angewiesen ist einen kompatiblen Kreuzungspartner zu finden und mit diesem 

über Pheromonsignale einen Austausch von genetischem Material zu koordinieren, werden 

die Pheromon- und Rezeptor-Gene exprimiert und sind in die sexuelle Entwicklung involviert 

(Mayrhofer und Pöggeler, 2005; Mayrhofer, et al., 2006; Pöggeler, 2000). Mindestens ein 

funktionelles Pheromon-Rezeptor-Paar (PPG-1 / PRE-2 oder PPG-2 / PRE-1) muss für die 

normale sexuelle Entwicklung vorhanden sein. Stämme, welche ausschließlich funktionelle 

Rezeptoren tragen, sind ebenfalls in der Lage sich sexuell fortzupflanzen, im Vergleich zum 

Wildtyp (Wt) ist die Fertilität aber deutlich reduziert (Mayrhofer, et al., 2006).  

 

1.3.4. Filamentöse Ascomyceten: Penicillium chrysogenum 

Der Hyphenpilz Penicillium chrysogenum gehört zur Ordnung der Eurotiales innerhalb der 

Klasse der Ascomyceten (Esser, 2000). P. chrysogenum ist haploid und vermehrt sich 

ausschließlich über mitotisch gebildete Konidiosporen. Für die gesamte Gattung Penicillium 

ist die Form der Konidienträger namensgebend („Pinselschimmel“). Ein sexueller Zyklus ist 

für P. chrysogenum  nicht bekannt. 

Interessant, sowohl für Forschung als auch Industrie und Medizin, ist P. chrysogenum 

dagegen durch die Produktion von Inhibitoren bakteriellen Wachstums. Dieses Antibiotikum 
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wurde 1928 von Alexander Fleming entdeckt und, abgeleitet vom Gattungsnamen des Pilzes, 

als „Penicillin“ bezeichnet (Fleming, 1929). 

Von Fleming selbst wurde der Stamm als Penicillium notatum beschrieben (Fleming, 1929). Spätere 

Untersuchungen führten dazu, mehrere, bis dahin als einzelne Arten beschriebene Penicillium spp., 

als eine Art Penicillium chrysogenum (Thom) zusammenzufassen (Samson, et al., 1977). 

Im Jahre 1944 wurde in Illinois, USA, ein neuer Stamm von P. chrysogenum (NRRL1951) 

von einer Melone isoliert (Raper, et al., 1944). Dieser Stamm war in der Lage, bedeutend 

größere Mengen an Penicillin zu produzieren als das ursprüngliche Isolat von Fleming 

(NRRL1249B21). Derivate dieses Stammes werden noch heute in der biotechnologischen 

Industrie als Produzenten von Penicillin in großem Maßstab genutzt (Demain und Elander, 

1999; Keller, et al., 2005).  

Durch das Fehlen eines bekannten sexuellen Zyklus in P. chrysogenum sind der genetischen 

Analyse und der Optimierung der produzierten Antibiotika-Mengen in den Stämmen Grenzen 

gesetzt. In anderen Pilzen, mit bekanntem sexuellen Zyklus, ist die sexuelle Fortpflanzung ein 

bekanntes Mittel zur konventionellen genetischen Analyse (Pöggeler, 2001), welches in 

P. chrysogenum nicht angewendet werden kann. 

Nichtsdestoweniger wurde vor kurzer Zeit in einer Studie die Existenz von exprimierten 

Kreuzungstyp-Genen in P. chrysogenum nachgewiesen (Hoff, et al., 2008) (Abb. 1). 

Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass Homologe zu Pheromon- und Rezeptor-Genen 

vorhanden sind, welche in anderen Spezies in die sexuelle Fortpflanzung involviert sind.  

Damit erinnert P. chrysogenum an den nahe verwandten Pilz Aspergillus fumigatus. Dieser 

humanpathogene Ascomycet wurde lange ebenfalls als asexuell angesehen. Nach der 

Sequenzierung des Gesamtgenoms von A. fumigatus konnten allerdings ebenfalls Gene 

gefunden werden, welche in anderen Pilzen in den sexuellen Zyklus involviert sind (Galagan, 

et al., 2005) (Abb. 1). Darunter wurden auch Gene gefunden, welche für HMG-Domänen 

bzw. α-Domänen Proteine kodieren (Paoletti, et al., 2005). Diese Gene wurden niemals 

zugleich in einem Genom gefunden, sondern waren in einem 1:1 Verhältnis innerhalb der 

verschiedenen Isolate verteilt, welches typisch für Kreuzungstyp-Gene ist und auf eine latente 

Sexualität innerhalb von A. fumigatus hindeutete. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass 

zwei A. fumigatus  (MAT1-1 und MAT1-2) unter den richtigen Wachstumsumständen in der 

Lage ist, sich sexuell fortzupflanzen (O'Gorman, et al., 2009). 
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Ein sexueller Zyklus konnte für P. chrysogenum bisher nicht beschrieben werden, das 

Vorhandensein von Kreuzungstyp-Gene, Pheromonen und Rezeptoren lassen jedoch auf das 

Vorhandensein eines Solchen, wie im Fall A. fumigatus, schließen. 

 

1.4.  Zusammenfassung 
Die Gruppe der Pilze lässt sich nach der Art der sexuellen Fortpflanzung grob in zwei Klassen 

unterteilen: die heterothallischen, selbst-sterilen, und die homothallischen, selbst-fertilen, 

Pilze (Lin und Heitman, 2007). Heterothallische Pilze benötigen zur sexuellen Vermehrung 

einen kompatiblen Kreuzungspartner unterschiedlichen Kreuzungstyps. Die Gene, welche für 

die Kreuzungstyp-Identität verantwortlich sind, liegen in speziellen Loci, den sogenannten 

MAT-Loci. In Ascomyceten wird für die unterschiedlichen Versionen der MAT-Loci der 

Begriff Idiomorph anstatt Allel verwendet, da die Loci an der gleichen Stelle in homologen 

Chromosomen liegen, die Nukleinsäuresequenzen jedoch hoch polymorph sind und für 

unterschiedliche Proteine kodieren  (Metzenberg und Glass, 1990).  

Homothallische Arten besitzen häufig ebenfalls Kreuzungstyp-Gene. Hier besitzt jedoch jedes 

Individuum die gleiche Art MAT-Locus, weswegen der Begriff Idiomorph hier nicht 

verwendet wird. Die Gene im Kreuzungstyp-Locus homothallischer Arten zeigen häufig 

Homologien zu Genen beiden Kreuzungstyps aus nahe verwandten, heterothallischen Arten 

(Pöggeler, 2001).  

Die Proteine, welche im Kreuzungstyp-Locus kodiert werden, stellen putative 

Transkriptionsfaktoren dar und es wird angenommen, dass sie Gene der sexuellen 

Entwicklung direkt oder indirekt kontrollieren. Auch eine Beteiligung an vegetativen 

Vorgängen konnte bereits nachgewiesen werden (Ferreira, et al., 1998; Ferreira, et al., 1996; 

Glass N. L., et al., 1990a; Glass N. L. und Lee, 1992; Glass N. L. und Smith, 1994). 

Bekannte Gene, deren Expression durch die MAT-Proteine reguliert wird, sind Pheromon- und 

Rezeptor-Gene (Herskowitz, 1989). Gene für zwei Pheromonvorläufer und entsprechende 

G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind weit verbreitet in der Klasse der Ascomyceten und 

konnten bisher in vielen heterothallischen, homothallischen und sogar asexuellen Spezies 

nachgewiesen werden (Bistis, 1981; Bölker und Kahmann, 1993; Dohlman und Thorner, 

2001; Lee J., et al., 2008; Pöggeler, 2000). Die Struktur und Sequenz dieser Pheromone und 

Rezeptoren ist hoch konserviert zwischen verschiedenen heterothallischen Ascomyceten wie 

S. cerevisiae (Kurjan, 1993), N. crassa (Bobrowicz, et al., 2002; Kim H., et al., 2002), 
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P. anserina (Coppin, et al., 2005) oder Magnaporthe grisea (Shen W. C., et al., 1999) und 

sind essentiell für die sexuelle Entwicklung (Coppin, et al., 2005; Kim H. und Borkovich, 

2004).  

In homothallischen Spezies konnten Pheromone und G-Protein gekoppelte Rezeptoren 

nachgewiesen werden. Die Funktion dieser Proteine ist hier aber unterschiedlich. Während 

S. macrospora und Aspergillus nidulans mindestens einen funktionellen Rezeptor und zur 

vollen Fertilität ein Pheromon-Rezeptor-Paar benötigen (Mayrhofer, et al., 2006; Seo, et al., 

2004), ist der Ascomycet Gibberella zeae in der Lage den sexuellen Zyklus ohne funktionelle 

Pheromone oder Rezeptoren zu vollenden (Lee J., et al., 2008). 
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2. Problemstellung 
2.1.  Sordaria macrospora 

Die sexuelle Fortpflanzung ist ein komplexer zellulärer Prozess, der durch viele verschiedene 

Gene kontrolliert wird. Als Modellorganismus zur Untersuchung entwicklungsbiologischer 

Prozesse bietet S. macrospora mehrere Vorteile. Der Pilz ist nicht infektiös und lässt sich als 

koprophiler Organismus einfach kultivieren.  Ein zusätzlicher Vorteil ist der einfache 

Lebenszyklus, der unter Laborbedingungen in sieben Tagen durchlaufen wird. Zudem besitzt 

S. macrospora keinen vegetativ-mitotischen Vermehrungszyklus über Konidiosporen, was 

eine Untersuchung der spezifischen Regelkreisläufe der sexuellen Entwicklung erleichtert 

(Kück, et al., 2009). 

So konnten in S. macrospora durch Mutationsexperimente bereits Gene identifiziert werden, 

die an diesem Prozess beteiligt sind. So sind Mutanten der Gene inf25 und inf40 nicht in der 

Lage, Asci und Ascosporen zu entwickeln (Nowrousian, et al., 1999). Die Gene pro1, pro11 

und pro40 sind dagegen für eine Weiterentwicklung früher Protoperithezien zu reifen 

Perithezien essentiell. Mutanten dieser Gene sind daher steril (Masloff, et al., 2002; Masloff, 

et al., 1999; Pöggeler und Kück, 2004). 

Wie in S. cerevisiae sind die Kreuzungstyp-Gene heterothallischer, filamentöser Ascomyceten 

in die direkte oder indirekte Regulation Kreuzungstyp-spezifischer Gene, wie von 

Pheromonen und Rezeptoren, involviert (Bardwell, 2005; Debuchy, et al., 2010; Debuchy und 

Turgeon, 2006; Kothe, 2008). In dem homothallischen Ascomyceten S. macrospora wurde 

ebenfalls ein Kreuzungstyp-Locus und Gene eines Pheromon-Rezeptor-Systems identifiziert 

(s. 1.3.3). Der Kreuzungstyp-Locus von S. macrospora enthält vier Gene, Smta-1 

(MAT1-2-1), SmtA-1 (MAT-1-1-1), SmtA-2 (MAT1-2-1) und SmtA-3 (MAT1-1-3). Die 

Kreuzungstyp-Gene SmtA-1 und Smta-1 kodieren für Proteine mit konservierten DNA-

Bindedomänen und in einem Hefereportersystem konnte für SMTA-1 und SMTa-1 die 

Fähigkeit zur Transkriptionsaktivierung bereits nachgewiesen werden (Jacobsen, et al., 2002; 

Pöggeler, 2001). In einer Hefe-Zwei-Hybrid Analyse wurde für das Protein SMTa-1 eine 

Interaktion mit dem Kreuzungstyp-Protein SMTA-1 nachgewiesen (Jacobsen, et al., 2002). 

SMTA-1 wiederum interagiert mit den Transkriptionsfaktoren STE12 und MCM1 (Nolting 

und Pöggeler, 2006a; b). Homologe dieser Gene in S. cerevisiae sind unter anderem an der 

Regulation der Expression des α-Faktor Pheromons und des α-Faktor Rezeptors beteiligt 



Problemstellung 

 Seite 23 

(Johnson, 1995) und in einer ΔSmta-1 Deletionsmutante konnte gezeigt werden, dass dieses 

Protein direkt oder indirekt an der positiven Regulation der Expression des 

Pheromonvorläufer-Gens ppg-2 aus S. macrospora beteiligt ist (Pöggeler, et al., 2006b).  

Die Funktion der anderen drei Gene (MAT1-1-1, MAT1-1-2, MAT1-1-3) ist bisher unbekannt. 

In dieser Studie sollten die MAT1-1 Gene von S. macrospora molekulargenetisch untersucht 

werden. Dazu wurden Gendeletionen der einzelnen Gene und eine Doppeldeletion von 

SmtA-2 und SmtA-3 erstellt. Die für die Einzeldeletionen verwendeten Deletionskonstrukte 

wurden in vorhergegangene Studien bereits hergestellt (Brzonkalik, 2006; Klix, 2007). Die 

entstandenen Mutanten wurden hinsichtlich ihres Phänotyps in der sexuellen und vegetativen 

Entwicklung untersucht.  

Zusätzlich wurde die Genexpression in den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp mittels einer 

Microarray-Analyse gegen N. crassa Oligo-Chips getestet. Die Expression der Pheromon- 

und Rezeptor-Gene in den Mutanten wurde durch real-Time-PCR mit dem Wildtyp 

verglichen. Gene, welche in den Microarray Experimenten als unterschiedlich reguliert 

gefunden wurden, wurden außerdem mittels real-Time-PCR bestätigt. Da für SMTA-1 in 

einem Hefereportersystem bereits Interaktionspartner gefunden werden konnten, wurde ein 

solcher Test mit SMTA-2 gegen eine S. macrospora cDNA-Bank durchgeführt.  

Zum besseren Verständnis der Vorgänge um die Kreuzungstyp-Proteine in vivo wurden die 

Proteine MAT1-1-2 und MAT1-1-3 mit verschiedenen fluoreszierenden Proteinen fusioniert 

und ihre Lokalisation in der Zelle mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. 

 

2.2.  Penicillium chrysogenum 
Der asexuelle Ascomycet Penicillium chrysogenum besitzt in der industriellen Biotechnologie 

einen hohen Stellenwert als Produzent des Antibiotikums Penicillin mit einem weltweiten 

Marktwert von etwa 8 Milliarden US$ (Barber, et al., 2004).   

Die Möglichkeit Pilze sexuell unter Laborbedingungen zu kreuzen stellt eine wichtige 

Methode der genetischen Analyse dar (Pöggeler, 2001). Gerade für die industrielle Nutzung 

ist es hierbei interessant Stämme zu entwickeln, welche benötigte Metabolite schneller und in 

größerer Menge herstellen.  

Die Gattung Penicillium besteht aus vielen, scheinbar asexuellen Spezies. Durch das Fehlen 

eines sexuellen Zyklus sind die Spezies der Gattung Penicillium häufig schwierig durch 

konventionelle genetische Methoden zu verändern. In den asexuellen, humanpathogenen 
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Pilzen Aspergillus fumigatus und Penicillium marneffei, nahe Verwandte von 

P. chrysogenum, wurden durch Sequenzanalysen des Gesamtgenoms Gene gefunden, welche 

in Zusammenhang mit sexueller Entwicklung bekannt sind, darunter Kreuzungstyp-Gene und 

Gene der Pheromonproduktion (Galagan, et al., 2005; Paoletti, et al., 2005; Pöggeler, 2002; 

Woo, et al., 2006). In A. fumigatus konnte kürzlich sogar die Fähigkeit zur sexuellen 

Fortpflanzung bewiesen werden (O'Gorman, et al., 2009). 

In P. chrysogenum wurde mittlerweile ebenfalls die Existenz von Kreuzungstyp-Genen und 

Genen der Pheromon Produktion und Erkennung nachgewiesen (Hoff, et al., 2008). In einer 

Kooperation mit dem Lehrstuhl für Allgemeine und Molekulare Botanik in Bochum, sollte in 

dieser Arbeit zusätzlich die Funktionalität der Pheromone und Pheromon-Rezeptoren aus 

P. chrysogenum untersucht werden. Dies sollte in einem heterologen System innerhalb von 

S. cerevisiae mittels eines Hemmhof-Tests („Halo-Test“) durchgeführt werden. Dieser Test 

wurde bereits für die Pheromone und Rezeptoren aus S. macrospora durchgeführt und 

etabliert (Mayrhofer und Pöggeler, 2005).       
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3. Material und Methoden 
3.1. Material 

3.1.1. Verwendete Organismen 

 

Escherichia coli K12  
 
SURE 
e14-(McrA-) Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac recB recJ 
sbcC umuC::Tn5 (Kanr) uvrC [F’, proAB, lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]c; Rezipientenstamm für 
die Vermehrung von Plasmidvektoren und deren Derivaten. 
 
Saccharomyces cerevisiae  
 
PJ69-4A 
MATa; trp1-901; leu2-3, 112; ura3-52; his3-200; gal4Δ; gal80Δ; LYS2::GAL1-HIS3; GAL2-
ADE2; met2::GAL7-lacZ; Stamm für die Herstellung von Deletionskonstrukten nach Colot, 
et al. (2006) durch homologe Rekombination (James, et al., 1996). 
 
BY4741 
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; Δsst2::KanMX4; Stamm für die Durchführung von 
Pheromon-Hemmhof-Tests als Wildtyp-Kontrolle; Stammsammlung „EuroScarf“ (Frankfurt). 
 
YDB103 
MATa; -leu2; -ura3; -trp1; Δsst2::KanMX4; ste2Δ; Stamm für die Durchführung von 
Pheromon-Hemmhof-Tests mit heterolog exprimierten Pheromon-Rezeptoren (Ballon, et al., 
2006). 
 
YLR452c 
MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; Δsst2::KanMX4; Stamm für die Durchführung von 
Pheromon-Hemmhof-Tests mit heterolog exprimierten Pheromonen; Stammsammlung 
„EuroScarf“ (Frankfurt). 
 
AH109 
MATα; ura3-52; his3-200; ade2-101; trp1-901; leu2-3, 112; gal4Δ; met–; gal80Δ; MEL1; 
URA3::GAL1UAS -GAL1TATA-lacZ; Stamm für die Nutzung in einem Hefereportersystem. 
 
Y187 
MATa; trp1-901; leu2-3; 112; ura3-52; his3-200; ade2-101; gal4Δ; gal80Δ; LYS2::GAL1UAS-
GAL1TATA-HIS3; GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2; URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ; MEL1; 
Stamm für die Nutzung in einem Hefereportersystem. 
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Sordaria macrospora  
 
Die verwendeten S. macrospora Stämme sind in Tabelle 1 aufgeführt. 
 
Tabelle 1: Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten S. macrospora Stämme.  

Stamm Charakteristika Referenz 
S48977 Wildtyp Stammsammlung RUB1 

S23442 (Fus1-1) fus1-1; Farbspormutante, 
Wildtyp-Phänotyp 

Stammsammlung RUB 

S67813 (R2) r2; Farbspormutante, Wildtyp-
Phänotyp 

Stammsammlung RUB 

S66001 ∆ku70::nat1; 
Rezipientenstamm mit Defekt 
im NHEJ-System2 

(Pöggeler und Kück, 2006) 

WtRed dsRed; Fluoreszenzprotein 
dsRED in Wildtyp-Hintergrund 

diese Arbeit 

SmtA-3_Red SmtA-3_dsRed; Kreuzungstyp-
Gen gekoppelt mit dsRed 

diese Arbeit 

∆Smta-1 ∆Smta-1::hph (Pöggeler, et al., 2006b) 
∆SmtA-1 ∆SmtA-1::hph (Klix, et al., 2010) 
∆SmtA-1fus ∆SmtA-1fus::hph (Klix, et al., 2010) 
∆SmtA-2 ∆SmtA-2::hph (Klix, et al., 2010) 
∆SmtA-2fus ∆SmtA-2::hph fus1-1; 

Farbspormutante in ∆SmtA-2 
Hintergrund 

(Klix, et al., 2010) 

∆SmtA-2/3 ∆SmtA-2/3::hph (Klix, et al., 2010) 
∆SmtA-2/3::SmtA-2 ∆SmtA-2/3::hph SmtA-2ect diese Arbeit 
∆SmtA-2/3::SmtA-3 ∆SmtA-2/3::hph SmtA-3ect diese Arbeit 
∆SmtA-2::SmtA-2 ∆SmtA-2::hph SmtA-2ect (Klix, et al., 2010) 
∆SmtA-3 ∆SmtA-3::hph (Klix, et al., 2010) 
∆SmtA-3fus ∆SmtA-3::hph fus1-1; 

Farbspormutante in ∆SmtA-2 
Hintergrund 

(Klix, et al., 2010) 

∆SmtA-2::A2-188 ∆SmtA-2::hph pRSn-A2-188 diese Arbeit 
∆SmtA-2::A2-199 ∆SmtA-2::hph pRSn-A2-199 diese Arbeit 
∆SmtA-2::A2-205 ∆SmtA-2::hph pRSn-A2-205 diese Arbeit 
∆SmtA-2::A2-S-N ∆SmtA-2::hph pRSn-A2-S-N diese Arbeit 
∆SmtA-2::SmtA-2_dsRed ∆SmtA-2::hph pRHN-A2 diese Arbeit 
∆SmtA-2::SmtA-2_GFP ∆SmtA-2::hph pRSnG-A2 diese Arbeit 
∆SmtA-2::mat A2 ∆SmtA-2::hph N. crassa 

mat A2ect 
diese Arbeit 

∆SmtA-2::SMR1 ∆SmtA-2::hph P. anserina 
SMR1ect 

diese Arbeit 

∆SmtA-2::GFP ∆SmtA-2::hph pRSnGFP diese Arbeit 
1 Stammsammlung des Lehrstuhls für Allgemeine und Molekulare Botanik, Ruhr-Universität Bochum. 
2 NHEJ: „Non-homologous end joining“, Reparatursystem für DNA-Doppelstrangbrüche. 
ect ektopisch integriert. 
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3.1.2. Plasmide 

In Tabelle 2 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgeführt. 
Tabelle 2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide. Ausgangsplasmide, besondere Charateristika 

und Referenzen sind aufgeführt. 

Plasmid Ausgangsplasmid Charakteristika Referenz 

pRS426 --- S. cerevisiae / E. coli 
Schaukelvektor; URA3; Ampr

(Christianson, et al., 
1992) 

p1783 --- gpd(p)::gfp::trpC(t); hph (Pöggeler, et al., 
2003) 

pGADT7 --- GAL4 Aktivierungsdomäne; 
Leu2; Ampr 

Clontech 
laboratories Inc. 

pGBKT7 --- GAL4 DNA Bindedomäne; 
TRP1; Kanr 

Clontech 
laboratories Inc. 

pPGK --- PGK Promotor und 
Terminator; URA3 (Kang, et al., 1990) 

pRHN1 --- gpd(p)::DsRed::trpC(t); nat1 (Janus, et al., 2007) 
pRSnat pRS426 nat1 (Klix, et al., 2010) 

pGAD-ranBPM pGADT7 ranBPM fusioniert an GAL4- 
AD 

(Tucker, et al., 
2009) 

pGB-A2 pGBKT7 SmtA-2 fusioniert an GAL4-
BD diese Arbeit 

pPGK-
SmPPG1 pPGK S. macrospora ppg-1 ORF (Mayrhofer und 

Pöggeler, 2005) 
pPGK-

SmPRE2 pPGK S. macrospora pre-2 ORF (Mayrhofer und 
Pöggeler, 2005) 

pPGK-PcPPG1 pPGK P. chrysogenum ppg-1 ORF diese Arbeit 
pPGK-PcPRE2 pPGK P. chrysogenum pre-2 ORF diese Arbeit 

pRHN-A3 pRHN1 gpd(p)::SmtA-3-
DsRed::trpC(t); nat1 diese Arbeit 

pRHN-A2 pRHN1 gpd(p)::SmtA-2-
DsRed::trpC(t); nat1 diese Arbeit 

pRS-Ba1 pRS426 S. macrospora SmtA-1 ORF diese Arbeit 
pRS-Ba2 pRS426 S. macrospora SmtA-2 ORF (Klix, et al., 2010) 
pRS-Ba3 pRS426 S. macrospora SmtA-3 ORF diese Arbeit 

pRSn-A2-188 pRSnat S. macrospora SmtA-2 
ORF(Protein AS 1-188) diese Arbeit 

pRSn-A2-199 pRSnat S. macrospora SmtA-2 ORF 
(Protein AS 1-199) diese Arbeit 

pRSn-A2-205 pRSnat S. macrospora SmtA-2 ORF 
(Protein AS 1-205) diese Arbeit 

pRSn-A2-S-N pRSnat S. macrospora SmtA-2 ORF 
(Protein AS 199-359) diese Arbeit 

pRS-∆A1 pRS426 SmtA-1(p)::hph::SmtA-1(t) (Brzonkalik, 2006) 
pRS-∆A2 pRS426 SmtA-2(p)::hph::SmtA-2(t) (Klix, 2007) 
pRS-∆A3 pRS426 SmtA-3(p)::hph::SmtA-3(t) (Klix, 2007) 

pRS-∆A2/3 pRS426 SmtA-3(p)::hph::SmtA-2(t) (Klix, et al., 2010) 
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pRS-Ba2-S-N pRS-Ba2 SmtA-2 ORF verkürzt mit 
SacI+NcoI (AS 199-359) diese Arbeit 

pRSnGFP pRSnat gpd(p)::gfp::trpC(t); nat1 
Gehsing und 

Nowrousian, pers. 
Mitteilung 

pRS-NcA2 pRSnat N. crassa mat A-2; nat1 diese Arbeit 

pRS-PaSMR1 pRSnat P. anserina SMR1; nat1 diese Arbeit 

pRSnG-A2 pRSnGFP gpd(p)::SmtA-2-gfp::trpC(t); 
nat1 diese Arbeit 

AD: Aktivierungsdomäne; Ampr: Ampicillinresistenzkassette; AS: Aminosäure; BD: Bindedomäne; hph: 
Hygromycin B-Resistenzkassette; nat1: Nourseothricinresistenzkassette; (p): Promotor; (t):Terminator; 
URA3, LEU2, TRP1: Gene der Uracil (Ura), Leucin (Leu) oder Trypthophan (Trp) Biosynthese. 
 

3.1.3. Oligonukleotide 

In Tabelle 3 sind alle Oligonukleotide aufgeführt, die als PCR-Startermoleküle eingesetzt 
worden sind.  
 
Tabelle 3: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Oligostarternukleotide. Sequenzen, welche homolog zu 

Hefe-Vektoren zwecks homologer Rekombination sind, sind hervorgehoben. Spezifische Sequenzen für 

Restriktionsendonukleasen sind kursiv gehalten, durch die Oilgonukleotide eingeführte Punktmutationen 

sind unterstrichen. 

Name Sequenz (5' --> 3') 
1783-f GCTACATCCATACTCCATCC 
1783-r GTCTCAACTCCGGAGCTGAC 

A1-NcoI-f CCATGG CCAGCGTCGATCAAA 
A1-NcoI-r CCATGG CTGCTCCTCCATTGAATCC 

A2-188-r 
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC 
TCATGTATGGTCAACATGCC 

A2-199-r 
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC 
TCATGGAGTGCCTGGAACGC 

A2-205-r 
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC 
TCAGCCAAAGAACTTGTGCC 

A2-GFP-f 
GCTTGACTAACAGCTACAGATCTAAGCTT 
ATGGAGCTCATCAACACGCA 

A2-GFP-r 
CCGGTGAACAGCTCCTCGCCCTTGCTCAC 
AATGTGATAAACGTGCTCCT 

A2-NcoI-f CCATGG AGCTCATCAACACGC 
A2-NcoI-r CCATGG CAATGTGATAAACGTGCTC 

A2-NcoI-RIPf AGGCACTCCGTGGCACAAGTTCTTTGGCAATGTGGAAGTT
A2-NcoI-RIPr AACTTCCACATTGCCAAAGAACTTGTGCCACGGAGTGCCT

A3-NcoI-f CCATGG CTGCCCCAGACGTTG 
A3-NcoI-r CCATGG CGGCGAGAATGTCTGGGT 

Ba1-5f 
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG 
GAGGAGCACGTTTATCACATT 
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Ba1-5r 
CCAAAAATGCTCCTTCAATATCAGTTAAC 
AGAGGATGGTCATGAAGGGCG 

Ba1-3f 
GAGTAGATGCCGACCGGGAACCAGTTAAC 
CAGAGGCAGATGACGTCGCCA 

Ba1-3r 
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCT 
GAGGGGTACGTCTTGTACAC 

Ba1Ko-f GGTCTTGCGGATCACTTTGAC 
Ba1Ko-r CGAGGCAACTTTTGGACACGG 
Ba1-Wt GTAATCTTCTTCTCCCGCTGCGCG 

Ba2-5f 
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG 
AACGTCTGGGGCAGACATGC 

Ba2-5r 
CAAAAAATGCTCCTTCAATATCAGTTAAC 
TGCGTGTTGATGAGCTCCAT 

Ba2-3f 
GAGTAGATGCCGACCGGGAACCAGTTAAC 
GTGATCATCCCTGAAACTGC 

Ba2-3r 
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCT 
TGATCGACGCTGGACATCG 

Ba2Ko-f CATCACCTGAACCCTGCCAAAG 
Ba2Ko-r GAGGATGGTCATGAAGGGCGA 
Ba2-Wt TGACTGCTGCGTTGCGCTCGCC 

Ba3-5f 
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG 
GTGCATCAAGTTGTCTTCCA 

Ba3-5r 
CAAAAAATGCTCCTTCAATATCAGTTAAC 
AATTGAACCTTCAGCGCTAC 

Ba3-3f 
GAGTAGATGCCGACCGGGAACCAGTTAAC 
AACGTCTGGGGCAGACATGC 

Ba3-3r 
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCT 
GCGTGTTGATGAGCTCCAT 

Ba3Ko-f GCCATGGTGGCCCTGAGTTCCG 
Ba3Ko-r TCGTTGCTAGACCCAAACCAGC 
Ba3-Wt TTATGCTTCAAACCCACGTTTG 
ctr3-f CGTCGTTTGCGTCAGCAACAAC 
ctr3-r AGAAACTTGCCAATCAGCGCCC 

GFP-A2-f 
TCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAG 
GAGCTCATCAACACGCAACG 

GFP-A2-r 
TTGATGATTTCAGTAACGTTAAGTGGATC 
TCAAATGTGATAAACGTGCT 

hph-3 ACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG 
hph-f GTTAACTGATATTGAAGGAGCATTTTTGG 
hph-r GTTAACTGGTTCCCGGTCGGCATCTACTC 

Nat-lig-f CAATTGCTGCAG  CAGCTATGACCATGATTACG 
Nat-lig-r CAATTGCTGCAG  CTTTGGTTTAGGGTTAGGGC 

NcA2-f 
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG 
TTGTGATAGAGGGGTGCAGA 

NcA2-r 
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC 
ATCTGAAACCCATGAAGCCG 

orc-f ACGCTTGACTCGTTCAAGGCAC 
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orc-r AGTCCTGCTTTTTCTGCCGCTG 

PaSMR1-f 
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG 
TGAGAAGAGGTGAACAGAAG 

PaSMR1-r 
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC 
CTGTTCATTTCTGTCCCAGT 

pGAD-AD3 AGATGGTGCACGATGCACAG 
pks-f GGTCATGGGCCACAGTCTCG 
pks-r CGTGGCTGTTCATCGTGCAC 

ppg1-f AAGCGCCAGGTTGACGAGC 

Ppg1-hom-f 
GTAATTATCTACTTTTTACAACAAATAT 
ATGAAGTTCACCTCCGTCGTC 

Ppg1-hom-r 
ATTGATCTATCGATTTCAATTCAATTCA 
TTACTCGTCATCCTCTTCCTC 

ppg1-r CGTCCTTCTTCTCCTCCTCGGT 
ppg2-f CGGTATCTCGCCTCTCAACGT 
ppg2-r GTTGTGCTCCCATTGTGCAGA 
pre1-f GCATTCACGCCCACATCAAC 
pre1-r GTTGTGCCGAAGGTGATGCA 
pre2-f TCCACCCGTTCCATACCCTG 

Pre2-hom-f 
TAATTATCTACTTTTTACAACAAATAT 
ATGGCGACATCATCTCCAATTC 

Pre2-hom-r 
ATTGATCTATCGATTTCAATTCAATTC 
TCACACGATTGAATTGTTCCTT 

pre2-r TCGATGCAAGCTAGTTCGCG 
pRS-Seq-f GCGTAACCACCACACCCGCCGC 
pRS-Seq-r CACTCATTAGGCACCCCAGG 

sdh-f CGGCTGAGGAGTTCATCCAGA 
sdh-r TGGTGGTAGCCGATGATCTCG 
sod2-f AACCTCAACAACGCCCTGCAAG 
sod2-r AAGCCGTCAAAGCTGCCGAATG 
SSU-f ATCCAAGGAAGGCAGCAGGC 
SSU-r TGGAGCTGGAATTACCGCG 

T7 TAATACGACTCACTATAGGGC 
teh-f GGCATCACGGTCAATGGTGT 
teh-r TGCTCAGCCATCATCCTCTCA 
tih-f GTAAACAGCGTGCTTGGGCA 
tih-r TCAACATCAACACCCGTGGC 

trpC1 TCACCGCCTGGACGACTAAACC 
 
 

3.1.4. Chemikalien 

aad UTP (Sigma-Aldrich, München), Adenin (Fluka Chemie GmbH, Buchs), Agar-Agar (Carl 
Roth GmbH und Co, Karlsruhe; Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg), Agarose (Biozym 
Scientific GmbH, Oldenburg), α mating factor (Sigma-Aldrich, München), Ameisensäure 
(Merck, Darmstadt), Ammoniumsulfat (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), Ampicillin 
(AppliChem, Darmstadt), artifizielles Pheromon (SmPPG1 / PcPPG1) (GenScript 
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Corporation, Piscataway, USA), Bacto-Pepton/Trypton (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), 
Bacto-Yeast-Extract (Oxoid LTD., Hampshire, UK), Biotin (Sigma-Aldrich, München), 
Bromphenolblau (Merck, Darmstadt), Borsäure (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), 
Calciumchlorid (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), Chloroform (Merck, Darmstadt), 
CSM-Ade-His-Leu-Trp und CSM-Ade-His-Leu-Ura (MP Biomedicals, Illkirch, F), 
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) (Fermentas, St.-Leon-Rot, St.-Leon-Rot), DMSO = 
Dimethylsulfoxid (Merck, Darmstadt), EDTA = Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsäure-
Dinatriumsalz (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), Ethanol (VWR International, Haasrode, 
B), Ethidiumbromid (Boehringer, Mannheim), Formamid (Carl Roth GmbH und Co, 
Karlsruhe), Formaldehyd (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), Gene Ruler™ DNA Ladder 
Mix (Fermentas, St.-Leon-Rot), GeneScreen Hybridization Transfer Membran (PerkinElmer 
Lifesciences, Wellesley, USA), Glucose (AppliChem, Darmstadt), Glycerin (VWR 
International, Haasrode, B), Hefeextrakt (Oxoid, Cambridge, UK), Histidin (Merck, 
Darmstadt), Hygromycin B (Calbiochem Merck-Gruppe, Darmstadt), Isopropanol 
(AppliChem, Darmstadt), Kaliumacetat (Merck, Darmstadt), Kanamycin (Fluka Chemie 
GmbH, Buchs), Leucin (MP Biomedicals, Illkirch, F), Lithiumacetat (Carl Roth GmbH und 
Co, Karlsruhe), Maismehl (Mühle Levers, Bochum), Malzextrakt (Brau-Partner Kling, 
Heilbronn), Natriumacetat (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), Natriumchlorid 
(AppliChem GmbH, Darmstadt), Natriumhydroxid (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), 
Nourseothricin (Werner BioAgents, Jena), Phenol (AppliChem, Darmstadt), Saccharose 
(VWR International, Haasrode, B), Salzsäure (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), SDS = 
Natriumdodecylsulfat (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), Sorbit (Carl Roth GmbH und 
Co, Karlsruhe), Tetrazyklin (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg), Tris = Tris-Hydroxy-
methyl-Aminomethan (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), Triton X-100 (Carl Roth GmbH 
und Co, Karlsruhe), Xylene Cyanol (Merck, Darmstadt), Yeast Nitrogen Base w/o Amino 
Acids and Ammonium Sulfate (Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA), 
Zitronensäure-Monohydrat (Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe) 
Bei Firmensitzen außerhalb Deutschlands ist das Land abgekürzt zusätzlich angegeben. 
 

3.1.5. Kits 

CloneJetTM PCR Cloning Kit (Fermentas, St.-Leon-Rot), DIG High Prime Labeling and 
Detection starter Kit® (Roche, Mannheim), Hexamer Primer (Fermentas, St.-Leon-Rot) 
HiSpeed® Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden), HotStarTaq® Master Mix Kit (Qiagen, Hilden), 
polyATtract mRNA isolation system® (Promega, Mannheim), Qiaquick Gel Extraction Kit® 

(Qiagen, Hilden), Qiaprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen, Hilden), qPCR MasterMix for SYBR 
Green® (Eurogentec), SuperScript II Reverse Transcriptase® (Invitrogen, Darmstadt), 
Transcription High Fidelity cDNA Synthesis Kit® (Roche, Mannheim). 
 
 
 

3.1.6. Enzyme 

Calf-intestine Alkaline Phosphatase (Fermentas, St.-Leon-Rot), Blunting Enzyme Mix 
(CloneJet PCR Cloning Kit, Fermentas, St.-Leon-Rot), Glucanex (Schliessman, Schwäbisch 
Hall), Lysozym (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg), Ribonuklease A (Roche, 
Mannheim), Restriktionsendonukleasen (Fermentas, St.-Leon-Rot), T4 DNA Ligase 
(Fermentas, St.-Leon-Rot). 
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3.1.7. Nährmedien 

Escherichia coli  
 
LB: 1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl, pH 7,2; Festmedium 
mit 1,5% (w/v) Agar; Zusatz von Ampicillin (120 μg/ml) zur Selektion von Transformanten. 
  
SOC: 2% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 
MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose, pH 7,5. 
 
 
Saccharomyces cerevisiae  
 
YEPD: 2% (w/v) Bacto-Pepton, 1% (w/v) Bacto-Hefeextrakt, 2% (w/v) Glucose, pH 5,8; 
Festmedium mit 2% (w/v) Agar, pH 5,8. 
 
YPDA: 1% (w/o) Bacto Yeast Extract, 2% (w/o) Bacto Pepton, 2% (w/o) Glucose, 0,003% 
(w/o) Adenin-Hemisulfat, pH 5,8. 
 
SD: 0,17% (w/v) Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosäuren, 2% (w/v) Glucose, 0,5% (w/v) 
Ammoniumsulfat, 0,064% CSM (-Ade-His-Leu-Ura) oder (-Ade-His-Leu-Trp) (MP 
Biochemicals, Illkirch, Frankreich), pH 5,8, für Festmedium 2% (w/v) Agar (Serva 
Electrophoresis). 
 
 
Sordaria macrospora  
 
BMM: 0,8% (w/v) Biomalz in Maismehlextrakt (25g/l), pH 6,5; Festmedium mit 0,8% (w/v) 
Agar; zur Selektion von Transformanten Zugabe von 110 U/μl Hygromycin B; zur  
Herstellung von Einzelsporisolaten Zugabe von 5% (w/v) Natriumacetat. 
 
CM: 1% (w/v) Glucose, 0,2% (w/v) Trypton, 0,2% (w/v) Hefeextrakt, 0,15% (w/v) KH2PO4, 
0,05% (w/v) KCl, 0,05% (w/v) MgSO4, 0,37% (w/v) NH4Cl, Spurenelemente (10 mg/l 
ZnSO4, 10 mg/l Fe(II)Cl2, 10 mg/l MnCl2), pH 6,5. 
 
CMS: CM mit 10,8% (w/v) Saccharose; Festmedium mit 2% (w/v) Agar. 
 
SWG: 1x Westergaard’s, 2% (w/v) Glucose, 1% (w/v) Arginin, 0,1% (v/v) Biotin, pH 6,5; 
Festmedium mit 1,5% (w/v) Agar. 
 

 

 

 

 



Material und Methoden 

 Seite 33 

3.1.8. Häufig verwendete Puffer und Lösungen 

Birnboim & Doly-Lsg. 1: 50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCl, pH 8,0; vor 
Gebrauch 2 mg/l Lysozym frisch hinzugeben  
Birnboim & Doly-Lsg. 2: 0,2 M NaOH, 1% SDS  
Birnboim & Doly-Lsg. 3: 3 M Kaliumacetat, 1,8 M Ameisensäure  
Biotin-Stammlösung: 0,01% (w/v) Biotin, 50% (v/v) Ethanol  
dNTP-Mix (10 mM): jeweils 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, in H2O  
Denaturierungspuffer: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl, pH 12-13  
DNA-Ladepuffer: 20 mM EDTA, 0,25% (w/v) Bromphenolblau, 60% (w/v) Saccharose  
Ethidiumbromid-Stammlösung: 10 mg/ml EtBr in H2O  
MOPS-Puffer (10x): 200 mM MOPS, 50 mM NaAc, 10 mM EDTA, pH 7,0  
Neutralisierungspuffer: 2 M NaCl, 1 M Tris/HCl, pH 5,5  
Protoplastenpuffer (PPP): 13 mM Na2HPO4, 45 mM KH2PO4, 600 mM KCl, pH 6,0  
Sc-Lysepuffer: 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA 
Sm-Lysepuffer: 10 mM Tris/HCl pH 8,0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 2% SDS  
SSPE (20x): 3,6 M NaCl, 200 mM Natriumphosphat, 20 mM EDTA, pH 7,4  
TBE (10x): 1 M Tris, 1 M Borsäure, 20 mM EDTA, pH 8,3  
TE(D)(10x): 100 mM Tris, 10 mM EDTA  
TE(H): 50 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 8,0  
Transformationspuffer (TPS): 1 M Sorbit, 80 mM CaCl2, pH 7,4  
Westergaardt’s (5x): 0,5% (w/v) KNO3, 0,5% (w/v) KH2PO4, 0,25% MgSO4*7H2O,     
0,05% (w/v) NaCl, 0,05% (w/v) CaCl2, 0,5 ml Spurenelemente, 0,1% (w/v) Chloroform  
 

3.2. Methoden 
Nicht näher ausgeführte, grundlegende molekularbiologische Methoden wurden nach 
Sambrook, et al. (2001) durchgeführt. 
 

3.2.1. Kulturbedingungen 

Escherichia coli 
Die Anzucht von E. coli-Kulturen erfolgte bei 37°C auf LB-Festmedium oder in LB-
Schüttelkulturen bei 200 rpm. 
 
Saccharomyces cerevisiae 
Die Anzucht von S. cerevisiae-Kulturen erfolgte bei 30°C auf SD- und YEPD-Festmedium 
oder in SD- und YEPD-Schüttelkulturen bei 100 rpm. 
 
Sordaria macrospora 
Die Anzucht von S. macrospora-Kulturen erfolgte bei 24°C auf CMS- und BMM-
Festmedium oder in CM-, BMM- und SWG-Flüssigmedium. 
 
Kreuzungsexperimente 

S. macrospora Stämme die entweder eine Kreuzungstyp-Gen Deletion oder eine Mutation in 
der Melanin-Biosynthese (Fus1-1 oder R2) aufwiesen wurden auf entgegengesetzten Seiten 
einer Petrischale mit BMM-Medium angeimpft. Nach sieben Tagen Inkubation bei 27°C 
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wurden reife Perithezien aus der Kontaktzone beider Myzelien isoliert. Aus den Perithezien, 
welche Ascosporen beider Sporenfarbe enthielten (Wt + fus/r2), wurden je 100 Ascosporen 
isoliert und, nach dem Auskeimen, auf Selektionsmedium mit Hygromycin B überführt. Die 
so erhaltenen Nachkommen wurden bezüglich ihrer phänotypischen Charakteristika 
(Sporenfarbe, Resistenz) untersucht und nach dem Protokoll von Lee, et al. (2008) analysiert. 
Kreuzungen zwischen zwei verschiedenen Kreuzungstyp-Mutanten wurden entsprechend 
durchgeführt, wobei eine Mutante zusätzlich zur Gendeletion eine Farbspormutation (fus/r2) 
trug. 
 

3.2.2. Herstellung kompetenter Zellen und Transformation 

Escherichia coli 

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde eine E. coli-Kultur in LB-Flüssigmedium 
unter Zugabe von Tetrazyklin (12,5 µg/ml) bis zu einer OD600 von 0,5-0,6 angezogen und 
dann mehrfach mit A. dest und 10%igem Glycerin gewaschen. Aliquots von jeweils 40 µl 
wurden bei -80°C gelagert.  
Die Transformation der elektrokompetenten E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte mittels 
Elektroporation nach Vorschrift von Dower, et al.  (1988) mit dem „Electroporator 2510“ 
(Eppendorf) bei einer Spannung von 2,5 V.  Die transformierten Zellen wurden in 1 ml SOC-
Medium aufgenommen und auf LB-Festmedium ausplattiert, welches zur Selektion 
Ampicillin enthielt.  
 
Saccharomyces cerevisiae 

Für die Herstellung von elektrokompetenten Zellen wurde eine S. cerevisiae-Kultur in YEPD-
Flüssigmedium bis zu einer OD600 von 1,5 angezogen. Die Zellen wurden dann bei 5000 rpm 
pelletiert und in Lithiumacetat und TE(D) aufgenommen. Nach Inkubation mit DTT bei     
100 rpm über eine Stunde wurden die Zellen mehrfach mit A. dest und Sorbitol gewaschen 
und zu 40 µl aliquotiert. Die S. cerevisiae-Zellen wurden mit 100 ng Plasmid-DNA nach 
Vorschrift von Becker und Lundblad (2001) mit dem „Electroporator 2510“ (Eppendorf) bei 
einer Spannung von 1,5 V transformiert. Nach der Elektroporation wurden die Zellen in 1 M 
Sorbitol aufgenommen und auf SD-Selektionsmedium ausplattiert.  
 
Sordaria macrospora 

Zur Vorbereitung der Transformation wurde eine S. macrospora-Kultur nach der Vorschrift 
von Skatrud, et al. (1987) protoplastiert. Dazu wurde die Kultur über drei Tage in CM-
Flüssigmedium angezogen, dass Myzel geerntet und mit PPP gewaschen. Die 
Protoplastierung erfolgte bei 90-120 minütiger Inkubation des Myzels bei 27°C und 100 rpm 
in Glucanex-Lösung (0,02 g/ml in PPP). Die erhaltenen Protoplasten wurden mehrfach mit 
PPP gewaschen und ein Titer von 2 x 108 Zellen/ml in TPS eingestellt. Die Transformation 
erfolgte verändert nach Skatrud, et al. (1987). Dazu wurden 120 µl Protoplasten-Suspension 
mit 20 µg der zu transformierenden DNA in PEG 6000-Lösung (25% in TPS) für 20 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und zur Regeneration auf CMS-Festmedium ausplattiert. Zur 
Selektion der Transformanten wurde das CMS-Festmedium nach ca. acht Stunden mit 
Hygromycin-Topagar (0,8 M NaCl, 0,8% (w/v) Agar und 500 μg/ml Hygromycin B) 
überschichtet. Nach mehrtägiger Inkubation wurden die Transformanten auf BMM-
Festmedium mit Hygromycin B bei 27°C überführt.  
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3.2.3. Präparation von Nukleinsäuren 

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 

Plasmid-DNA wurde mittels Mini- oder Midi-Präparation aus E. coli-Zellen isoliert. Mini-
Präparationen erfolgten nach modifizierter Vorschrift von Birnboim und Doly (1979) oder mit 
dem Qiaprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen, Hilden) nach Vorschrift des Herstellers. Midi-
Präparationen wurden mittels QIAGEN HiSpeed MidiPrep Kit® nach Vorschrift des 
Herstellers durchgeführt.  
 
Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae 

Für die Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae wurde eine einzelne Kolonie über 
Nacht in 10 ml SD-Kultur angezogen. Die Aufarbeitung erfolgte mit dem Qiaprep Spin 
Miniprep Kit® (Qiagen, Hilden). Aus der angezogenen Kultur wurden 2 ml geerntet. Das 
Pellet wurde in 250 μl Puffer A1 aufgenommen und mit 250 μl Glasperlen (Durchmesser 0,5 
mm, säurebehandelt) 5 min unter ständigem Schütteln resuspendiert. Danach wurde nach 
Angaben des Herstellers verfahren.  
Alternativ wurde die Plasmid-DNA mittels Phenol-Chloroform Fällung aufgearbeitet 
(Hoffman, 2001). Die 10 ml Kultur wurde für fünf Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert und 
das Pellet anschließend mit 1 ml A. dest gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden 
200 µl Sc-Lysepuffer, 200 µl Phenol/Chloroform und 0,3 g Glasperlen (0,25-0,5 mm) 
hinzugegeben und der Ansatz für 8 min bei 8°C und 1400 rpm geschüttelt. Nach erneuter 
Zentrifugation für 15 min wurde die obere Phase in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt und 
getrocknet. Das entstandene Pellet wurde in 30 µl A. dest aufgenommen. 
 
Isolierung von Gesamt-Nukleinsäuren aus S. macrospora 

Die Isolierung von Gesamt-DNA aus S. macrospora Myzel erfolgte verändert nach Lecellier 
und Silar (1994). Nach Anzucht in CM- oder BMM-Medium in Petrischalen wurde das Myzel 
geerntet und mit Sm-Lysepuffer versetzt. Nach Zugabe einer Metallkugel (ca. 1 mm) wurden 
die Zellen im TissueLyser (Qiagen, Hilden) aufgebrochen. Die Extraktion erfolgte mittels 
Phenol und Chloroform und anschließender Fällung mit Isopropanol. Das erhaltene DNA-
Pellet wurde getrocknet und in A. dest aufgenommen.  
 
Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen 

Die Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe des Qiaquick Gel Extraction 
Kits (Qiagen, Hilden). 
 
Fällung von Nukleinsäuren 

Zur Fällung von DNA aus wässrigen Lösungen wurde dem entsprechenden Probenvolumen 
1/10 Teil Natriumacetat (3M, pH 7) zugegeben. Nach Zugabe des dreifachen Volumens 
Ethanol absolut wurde die Probe bei -80°C für 10 min oder bei -20°C ü.N. inkubiert. Nach 
Zentrifugation für 10 min bei 13000 rpm wurde das entstandene Pellet mit 0,5 ml Ethanol 
(70%) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 13000 rpm) wurde das Pellet 
getrocknet und in A. dest aufgenommen.   
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Mikrodialyse wässriger DNA-Lösungen 

Die Entfernung von Salzen aus wässrigen DNA-Lösungen erfolgte über Mikrodialyse. Dazu 
wurden Mikrodialysefilter (0,02 μm Porengröße, Millipore) auf die Wasseroberfläche einer 
mit A. dest gefüllten Petrischale gelegt und die Probe für 15 bis 30 min auf den Filter 
gegeben.  
 
Isolierung von Gesamt-RNA aus S. macrospora 

Gesamt-RNA aus S. macrospora wurde nach einem veränderten Protokoll von Yarden, et al. 
(1992) durchgeführt (Nowrousian, et al., 2005). Das Myzel von S. macrospora-Stämmen 
wurde in flüssigem Stickstoff gemörsert bis es eine pulverförmige Konsistenz aufwies. 
Anschließend wurde der Extrakt mit RNA-Lysepuffer versetzt und von den Proteinen und 
übrigen Zellbestandteilen mittels Phenol-Chloroform-Extraktion getrennt. Die Fällung 
erfolgte mit Hilfe von Natriumacetat (analog zu 3.2.3) bei –20°C. Die erhaltenen Gesamt-
Nukleinsäuren wurden dann mit Desoxyribonuklease I (Fermentas, St.-Leon-Rot) nach 
Herstellerangaben behandelt um Gesamt-RNA zu erhalten. 
Die poly(A)RNA wurde mittels des polyATtract mRNA Isolation System (Promega) nach 
Herstellerangaben isoliert.  
 

3.2.4. Modifizierung von Nukleinsäuren 

Polymerasekettenreaktion 

Die Polymerasekettenreaktion (Mullis und Faloona, 1987) ermöglicht es ausgehend von einer 
Matrizen-DNA eine Vielzahl identischer Kopien anzufertigen. Der verwendete Standard-
PCR-Ansatz mit dem HotStarTaq® MasterMix Kit wurde gemäß den Angaben des Herstellers 
(Qiagen, Hilden) zusammengestellt und enthielt Matrizen-DNA, Starteroligonukleotide und 
Polymerase Mastermix. Das Standard-PCR-Programm bestand aus einer Denaturierungsphase 
(10 min; 98°C), welche die Reaktion einleitete, der ein sich 40x wiederholender Zyklus aus 
Denaturierungsphase (1,5 min; 98°C), Hybridisierungsphase (1,5 min; spezifische 
Hybridisierungstemperatur) und Elongationsphase (1,5-3 min; 72°C) folgte. Amplifizierungen 
mittels MolTaq (Molzym, Bremen) wurden ebenfalls gemäß den Empfehlungen des 
Herstellers durchgeführt. Alle Amplifikationen erfolgten im „i-Cycler“ der Firma Biorad 
(München). 
 
Reverse Transkription 

Die Reverse Transkriptase (RT) ist eine DNA-abhängige RNA-Polymerase, welche einen 
komplementären DNA-Strang zu einer RNA-Matrize synthetisiert („complementary DNA, 
cDNA“). Die cDNA wurde mittels des Transcription High Fidelity cDNA Synthesis Kit® 
(Roche, Mannheim) aus 2 µg Gesamt-RNA oder mittels SuperScript II (Invitrogen, 
Darmstadt) aus poly(A)-RNA nach Herstellerangaben hergestellt.  
 

real-Time-PCR 

Die quantitative Echtzeit-PCR („quantitative real-Time-PCR, qRT-PCR“) ist eine 
Vervielfältigungsmethode von Nukleinsäuren, welche auf dem Prinzip der 
Polymerasekettenreaktion beruht (s. „Polymerasekettenreaktion“). Durch die Messung von 
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Signalen fluoreszierender, DNA-interkalierender Substanzen (z.B. SYBRGreen) kann die 
Menge entstandener DNA nach jedem Vervielfältigungszyklus gemessen werden. Wird 
cDNA (s. „Reverse Transkription“) als Matrize eingesetzt kann durch den Vergleich mit 
einem Standard die Menge an mRNA in verschiedenen Proben im Vergleich zueinander 
ermittelt werden.  
Für die quantitative real-Time-PCR wurde das qPCR Master Mix for SYBRGreen Kit 
(Eurogentec, Köln) nach Angaben des Herstellers im MasterCycler realplex2 (Eppendorf, 
Hamburg) benutzt. 
 

Hydrolyse von Nukleinsäuren 

DNA wurde gezielt mit sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen des Typs II 
hydrolysiert. Dazu wurden Ansätze mit einem Volumen von 10-30 μl hergestellt, wobei 
jeweils etwa 1 U Enzym pro μg der zu hydrolysierenden DNA eingesetzt wurde. Die Reaktion 
erfolgte in einer Inkubationszeit von ca. 90 min bei 37o C im vom Hersteller (Fermentas, St.-
Leon-Rot) angegebenen Puffersystem.  
 
Dephosphorylierung 

Bei ungerichteten Ligationen zwischen einem Vektor und einem DNA-Fragment, welche mit 
einer einzelnen Restriktionsendonuklease hydrolysiert wurden, wurde die Vektor-DNA zuvor 
dephosphoryliert um eine Selbstligation (Ringschluss ohne Insert) zu verhindern. Die Calf-
Intestine Alkaline Phosphatase wurde dabei nach Angaben des Herstellers (Fermentas, St.-
Leon-Rot) genutzt. 
 

Ligation 

Mit Hilfe der T4-Ligase aus phageninfizierten E. coli-Zellen können Phosphodiester-
bindungen zwischen der 5’-Phosphatgruppe eines DNA-Fragmentes und der 3’-
Hydroxylgruppe eines anderen Fragmentes ausgebildet werden. Als Co-Faktor benötigt diese 
Ligase ATP, was unter Zugabe von T4-Ligase-Puffer dargereicht wurde. Das molare 
Verhältnis zwischen Plasmid-DNA und einzuklonierendem Fragment betrug in der Regel 1:7. 
Die Ligation erfolgte bei 14°C ü. N. oder für mindestens 3 Std. bei RT. Ligationen, die mit 
Hilfe des Qiagen PCR Cloning Kit (Qiagen, Hilden) durchgeführt wurden, erfolgten gemäß 
den Empfehlungen des Herstellers. 
 
Starteroligonukleotidsynthese 

Die Neusynthese von Starteroligonukleotiden erfolgte als Auftragsarbeit der Firma Eurofins 
MWG Operon (Ebersberg).  
 
Sequenzierung 

DNA-Sequenzierungen wurden vom Göttinger-Genomics-Laboratory, Georg-August-Uni-
versität Göttingen, durchgeführt. 
 
 
 
 



Material und Methoden 

 Seite 38 

3.2.5. Erstellung rekombinanter Plasmide mittels homologer Rekombination 

Neben konventionellen Ligations-Strategien wurde zur Herstellung rekombinanter Plasmide 
auch die homologe Rekombination in S. cerevisiae genutzt wie von Colot, et al. (2006) 
beschrieben. Dabei können auch mehrere Fragmente gerichtet in einen Vektor eingebracht 
werden. In einer PCR werden an die Fragmente 29 bp lange Sequenzen fusioniert, welche 
homolog zum Vektor oder zu den anderen Fragmenten sind. Die Fragmente und der 
linearisierte Vektor pRS426 (EcoRI + XhoI) oder pRSnat (XhoI) (Tab. 2) wurden in den 
Hefestamm PJ69-4a transformiert, wo es zur homologen Rekombination kam. Die 
entstandenen rekombinanten Plasmide wurden dann aus der Hefe aufgearbeitet und 
verwendet.  
 

3.2.6. Gelelektrophorese 

DNA 

DNA-Fragmente wurden in 1%igen 1x-TBE-Agarosegelen in horizontalen Elektrophorese-
Apparaturen (Mupid) bei einer elektrischen Spannung von 5-15 V/cm aufgetrennt (Sambrook, 
et al. 2001). Als Elektrophoresepuffer diente 0,5X TBE-Puffer.  Als Größenstandard wurde 
Gene Ruler™ DNA Ladder Mix (Fermentas, St.-Leon-Rot) verwendet. Die DNA wurde nach 
10 bis 20 minütiger Inkubation in Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht.  
 

RNA 

Für die Auftrennung von RNA wurden 1,2%ige 1x MOPS-Agarosegele mit 5% (v/v) 
Formaldehyd verwendet. RNA-Proben wurden mit RNA-Ladepuffer versetzt, bei 65°C für 
15 min inkubiert und dann auf Eis abgekühlt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten 
Stromspannung von 100 V. RNA-Gele wurden vor der Inkubation in Ethidiumbromid 20 min 
in RNase-freiem A. dest inkubiert. 
 

3.2.7. Blotverfahren und nicht-radioaktiver Nachweis von Nukleinsäuren 

Herstellung nicht-radioaktiv markierter Nukleinsäuren 

Zur Herstellung nicht-radioaktiv markierter DNA-Sonden wurde das DIG High Prime DNA 
Labeling and Detection Starter Kit von Roche (Mannheim) gemäß den Angaben des 
Herstellers benutzt. Die DNA-Sonden wurden dabei mittels „random-primed oligo-labeling“ 
mit DIG-11-dUTP markiert.  
 
Southern Hybridisierung 

Durch das Blotverfahren können mittels Agarose-Gel aufgetrennte DNA-Fragmente durch 
Kapillarkraft auf eine GeneScreen Hybridization Transfer Membrane (PerkinElmer 
Lifesciences, Jügesheim) übertragen werden (Sambrook, et al., 2001; Southern, 1975). Der 
Transfer wurde bei RT ü.N. durchgeführt. Die Nukleinsäuren wurden danach auf der 
Membran mittels UV-Licht im „BioLink BLX®“ (Biometra, Göttingen) quervernetzt. 
Stringente Waschungen und Hybridisierung mit nicht-radioaktiv markierten Sonden erfolgte 
mittels DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit (Roche, Mannheim) nach 
Angaben des Herstellers. Die Exposition erfolgte abschließend auf Röntgenfilme (Fuji 
X-RayMedical RX) für 1-2 Stunden. 
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3.2.8. Microarray Hybridisierung 

In dieser Studie wurden N. crassa Microarrays mit 10.910 70-mer Oligonukleotiden 
verwendet (Tian, et al., 2007). Microarray Proben von S. macrospora cDNA wurde durch 
Reverse Transkription von poly(A)-RNA (s. 3.2.4) in der Anwesenheit von Aminoallyl 
dUTPs (Sigma-Aldrich, München) durch SuperScript II (Invitrogen, Darmstadt) hergestellt. 
Die cDNA wurde mit den Fluoreszenzfarbstoffen Alexa555 und Alexa 647 (beide Invitrogen, 
Darmstadt) markiert und anschließend mit dem Illustra Cyscribe GFX Purification Kit 
(Amersham/GE Healthcare, München) gereinigt. Die Hybridisierung wurde durchgeführt wie 
in Klix, et al. (2010) beschrieben.  
Die erhaltenen Daten wurden mit MS Excel (Microsoft, Unterschleißheim), Bioconductor 
(Gentleman, et al., 2004) und dem MultiExperimentViewer (MeV) (Saeed, et al., 2003) 
analysiert. Die statistischen Analysen wurden innerhalb der Software-Umgebung „R“ 
(Version 2.7.2) unter Verwendung des „Linear Model for Microarray“ (Smyth, 2004) 
durchgeführt. Die Daten wurden normalisiert und skaliert wie in Klix, et al. (2010) 
beschrieben. Gene wurden als unterschiedlich reguliert angesehen wenn sie eine log2 
Verhältnis >1 oder <1 aufwiesen und einen P-Wert (Wahrscheinlichkeitswert) von <0,05. 
Details zur experimentellen Durchführung, Rohdaten und Ergebnisse der statistischen 
Untersuchung wurden in der öffentlichen Datenbank „ArrayExpress“ 
(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) unter der Accession-Nummer E-MEXP-2600 hinterlegt. 
 

3.2.9. Hefe-Zwei-Hybrid Analyse 

Das Hefe-Zwei-Hybrid System („Yeast-Two-Hybrid“, Y2H) dient dazu Protein-Protein-
Interaktionen in einem heterologen System zu untersuchen. Die zu untersuchenden Proteine 
werden dafür mit der DNA-Bindedomäne (BD) bzw. der Aktivierungsdomäne (AD) des 
Transkriptionsfaktors GAL4 aus Hefe fusioniert. Bei einer Interaktion der beiden Proteine 
kommen GAL4-AD und GAL4-BD in räumliche Nähe. Gene, welche unter der Kontrolle 
eines GAL4-induzierbaren Promotors stehen können dadurch exprimiert werden. Es können 
hierbei verschiedene Reportergene genutzt werden um eine Protein-Protein-Interaktion 
indirekt phänotypisch sichtbar zu machen.  
Für die Y2H Analyse wurde das MatchMaker™ Gold (ClonTech, Saint-Germain-en-Laye, F) 
benutzt. Der Stamm Y187 (s. 3.1.1) trug dabei das Plasmid pGB-A2 (Tab. 1, „bait“), der 
Stamm AH109 eine S. macrospora cDNA-Bank kloniert in pGAD17 (Lehrstuhl für 
Allgemeine und Molekulare Botanik, Bochum, pers. Mitteilung, „prey“). Die beiden Stämme 
wurden in 2x YPDA-Medium bei 30°C für 24 Std. gekreuzt. Diploide Stämme welche beide 
Plasmide beinhalten wurden auf SD-Medium ohne Leucin und Tryptophan selektioniert. 
Selektion auf eine Protein-Protein-Interaktion erfolgte auf SD-Medium ohne Histidin, Adenin, 
Leucin und Tryptophan. Die Plasmid-DNA wurde danach aus der Hefe aufgearbeitet und in 
E. coli transformiert (s. 3.2.2 und 3.2.3). Durch die unterschiedlichen Resistenzmarken der 
Plasmide pGBKT7 und pGADT7 (Tab. 2) konnte in E. coli gezielt auf „prey“-Plasmide 
selektioniert werden. Diese wurden dann weiter aufgearbeitet und sequenziert. 
 

3.2.10. Mikroskopie 

Für alle mikroskopischen Untersuchungen wurde das AxioImager M1 Mikroskop (Zeiss, 
Jena) verwendet. Für fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurde als Lichtquelle das X-
Cite® 120PC (EXFO UK, Chandlers Ford, GB) benutzt. Proben von S. macrospora wurden 
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auf Objektträgern mit einer dünnen Schicht BMM- oder SWG-Medium bei 24°C inkubiert. S. 
cerevisiae wurde in YEPD oder SD-Selektionsmedium angezogen und 5 µl dieser Lösung auf 
Objektträger aufgebracht. Die Bilder wurden aufgenommen mit einer Photometrics 
CoolSNAP HQ2 Kamera (Roper Scientific, Photometrics, Tucson, USA) und bearbeitet mit 
MetaMorph (Visitron System GmbH, Puchheim) und Adobe Photoshop CS2. 
 

3.2.11. Bilder 

Makroskopische Aufnahmen wurden mit der Powershot (Canon, Krefeld) aufgenommen. 
Bilder wurden mit dem Programm Adobe Photoshop CS2 bearbeitet.  
 

3.2.12. Analyse von Pheromon-Rezeptor-Interaktionen 

Hemmhof-Tests in S. cerevisiae mit heterolog exprimierten Pheromon-Rezeptoren aus 
S. macrospora und P. chrysogenum wurden wie von Mayrhofer und Pöggeler (2005) 
beschrieben durchgeführt. Dabei wurde der Stamm YDB103 mit den Plasmiden pPGK, 
pPGK-PcPRE2 und pPGK-SmPRE2 (Tab. 2) und BY4741 als Kontrolle verwendet. 
Künstliche Pheromone PcPPG1 (P. chrysogenum) und SmPPG1 (S. macrospora) wurden in 
einer Konzentration von 3 nmol auf Cellulose-Filterplättchen von 6 mm Durchmesser 
(Sartorius Stedim GmbH, Göttingen; #1291) aufgetragen. Als Kontrolle wurde künstlicher 
α-Faktor (S. cerevisiae) in einer Konzentration von 3 nmol verwendet.  
Shmoo-Bildung wurde untersucht wie von Sprague (1991) beschrieben. Die Hefe-Stämme 
YDB103-pPGK-PcPRE2, YDB103-pPGK-SmPRE2 und BY4741 wurden bis zu einer Dichte 
von 5 x 106 bis 107 Zellen/ml in YEPD-Medium inkubiert und mit künstlichem Pheromon in 
einer Konzentration von 5 µM behandelt. Proben wurden nach 0h, 2h und 4h mikroskopisch 
untersucht. 
 

3.2.13. Sicherheitsmaßnahmen 

Gentechnische Experimente der Sicherheitsstufe 1 wurden gemäß den Richtlinien des 
Gentechnikgesetztes (GenTG) vom 16.12.1993 (zuletzt geändert durch das Zweite Gesetz zur 
Änderung des GenTG vom 16.08.2002) durchgeführt. 
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4. Ergebnisse 
4.1.  Untersuchung der MAT1-1-Kreuzungstyp-Gene in S. macrospora 

4.1.1. Herstellung der MAT1-1 Deletionsmutanten 

Zur Untersuchung der Rolle der MAT1-1-spezifischen Kreuzungstyp-Gene in S. macrospora 

wurden Deletionsmutanten der drei Kreuzungstyp-Gene (ΔSmtA-1, ΔSmtA-2 und ΔSmtA-3) 

erstellt. Da in dem nahe verwandten N. crassa eine Doppeldeletion der Gene 

MAT1-1-2/MAT1-1-3 reduzierte Fertilität verglichen mit den Einzelmutanten zeigt (Ferreira, 

et al., 1998), wurde außerdem die Doppelmutante ΔSmtA-2/3 in S. macrospora hergestellt.  

Die Deletionsplasmide pRS-ΔA1, pRS-ΔA2, pRS-ΔA3 und pRS-ΔA2/3 (Tab. 2) wurden wie 

unter Material und Methoden 3.2.5 beschrieben erstellt. Die 5’ und 3’ Region der zu 

deletierenden Gene wurden mit den entsprechenden Primern 5f/5r und 3f/3r amplifiziert. Die 

entstandenen Fragmente wiesen nun homologe Überhänge zu dem Vektor pRS426 (Tab. 2) 

und der ebenfalls amplifizierten hph-Kassette auf. Nach der homologen Rekombination in 

Hefe wurden die Plasmide aufgearbeitet und das Deletionskonstrukt mittels den Primern 5f/3r 

amplifiziert und in den S. macrospora Stamm Δku70 (Tab. 1) transformiert, welcher einen 

Defekt im DNA-Reparaturmechanismus aufweist und besonders geeignet für gezielte DNA 

Modifikationen über homologe Rekombination ist (Pöggeler und Kück, 2006).  Für die 

ΔSmtA-2/3 Doppeldeletion wurden dabei die 5’-Region des SmtA-3 Gens und die 3’-Region 

des SmtA-2 Gens verwendet, so dass beide Gene durch eine hph-Kassette ersetzt wurden. 

Die entstandenen Transformanten wurden auf Hygromycin B (Hyg) oder Nourseothricin 

(Nat) selektioniert und mit den Farbspormutanten Fus1-1 oder R2 (Tab. 1) gekreuzt, da 

Transformanten in Pilzen häufig heterokaryotisch sind und transformierte sowie nicht-

transformierte Kerne tragen. Einzelsporisolate dieser Kreuzungen wurden angefertigt und 

erneut auf Hyg und Nat selektioniert. Durch konventionelle genetische Verfahren war es 

außerdem möglich, Hygromycin-resistente Sporen ohne Δku70-Hintergrund (Nat-Resistenz) 

zu isolieren. Damit konnte gleichzeitig gezeigt werden, dass der MAT-Locus genetisch nicht 

mit ku70 gekoppelt ist und keines der MAT1-1 Gene essentiell ist.  Die erhaltenen 

Einzelsporisolate der Deletionsmutanten wurden dann mittels PCR-Analyse und Southern 

Hybridisierung verifiziert (Abb. 6).  
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Abbildung 6: Schematische Übersicht über die Verhältnisse am entsprechenden Genort in Wt und den 
Deletionsstämmen ΔSmtA-1, ΔSmtA-2, ΔSmtA-3 und der Doppeldeletion ΔSmtA-2/3. Primer zur 
Verifizierung der homologen Rekombination und verbliebener Wt-Genkopien sind angegeben. 
Erkennungsstellen der Restriktionsendonukleasen und Größen der Fragmente, welche für die Southern 
Hybridisierung benutzt wurden sind eingezeichnet.  
 
PCR Amplifikation mit spezifischen Oligostarternukleotiden („Primern“) für externe, 

flankierende Sequenzen in Kombination mit Primern spezifisch für die integrierte 

hph-Kassette zeigte, dass die Hygromycinresistenzkassette in die zu deletierenden MAT-Gene 

integriert hatte und in den Einzelsporisolaten (ESIs) keine Wildtyp-Genkopien mehr 

vorhanden waren. Eine Southern Hybridisierung mit einer spezifischen immuno-markierten 

hph Sonde zeigte ebenfalls die homologe Integration der Deletionskassetten ohne heterolog 

integrierte Kopien aufzuzeigen (Abb. 7). 
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Abbildung 7: (A)  PCR Analyse der homologen Rekombination in den Deletionsstämmen ΔSmtA-1, 
ΔSmtA-2, ΔSmtA-3 und der Doppeldeletion ΔSmtA-2/3. Oligostarternukleotide wie in Tab. 3 aufgeführt 
wurden zur Verifizierung der homologen Rekombination am Ziel-Locus benutzt. (B) Zusätzlich wurde 
eine PCR Analyse durchgeführt um ein Vorhandensein von Wildtyp-Kopien des Gens auszuschließen. (C) 
Southern Hybridisierung der verschiedenen Deletionsstämme und Wt mit einer hph Sonde. 
 
Die untersuchten und verifizierten Deletionsmutanten wurden in den weiteren Studien als 

ΔSmtA-1, ΔSmtA-2, ΔSmtA-3 und ΔSmtA-2/3 (Tab. 1) zur Analyse genutzt.  
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4.1.2. Phänotypische Untersuchung der Deletionsmutanten 

Die verifizierten Deletionsmutanten wurden bezüglich ihrer sexuellen und vegetativen 

Entwicklung im Vergleich zum Wildtyp untersucht. Weder die Einzeldeletionsstämme noch 

der Doppeldeletionsstamm zeigten eine Veränderung in der vegetativen Morphologie des 

Myzels, der Wachstumsrate (durchschn. 1,5 cm/Tag auf BMM bei 27°C) oder 

Trockengewicht (durchschn. 3,5 g nach 5 Tagen Wachstum auf BMM, 27°C).  

Die Entwicklung sexueller Strukturen in den verschiedenen Deletionsmutanten im Vergleich 

zum Wildtyp wurde auf SWG-Medium analysiert. Alle Stämme zeigten nach drei Tagen die 

Bildung von Ascogonien, welche sich nach fünf Tagen zu jungen Protoperithezien 

weiterentwickelt hatten (Abb. 8).  

 
Abbildung 8: Mikroskopische Untersuchung der sexuellen Entwicklungsstadien von Wt und den Dele-
tionsmutanten ΔSmtA-1, ΔSmtA-2 und ΔSmtA-3. Zu beachten ist, dass keinerlei reife Perithezien oder 
Asci in ΔSmtA-2 gefunden werden konnten. Die Mutante ΔSmtA-2 mit einer ektopisch integrierten Kopie 
von SmtA-2 zeigt dagegen Wildtyp-Phänotyp.  
Alle Stämme wurden bei 27°C auf SWG angezogen und Bilder der Ascogonien, Protoperithezien und 
Perithezien und Asci (außer ΔSmtA-2) wurden nach 3, 5 und 7 Tagen Wachstum aufgenommen. 



Ergebnisse 

 Seite 45 

 
Die Mutanten ΔSmtA-1 und ΔSmtA-3, ebenso wie der Wildtyp, produzierten reife Peri-

thezien mit 100-150 Asci mit reifen, keimfähigen Ascosporen nach 7 Tagen Entwicklung. In 

der Deletionsmutante ΔSmtA-2 dagegen konnten selbst nach verlängerter Wachstumszeit 

weder reife Perithezien noch Ascosporen beobachtet werden.  

Die ΔSmtA-2/3 Doppelmutante zeigte den gleichen Phänotyp wie ΔSmtA-2 (Abb. 9). Die 

Mutante ist steril und nicht in der Lage, reife Perithezien oder Ascosporen zu bilden.  

 

 
 
 
Abbildung 9: Mikroskopische Untersuchung 
der sexuellen Entwicklungsstadien von Wt 
und der Doppeldeletionsmutante ΔSmtA-2/3. 
Zu beachten ist, dass keinerlei reife 
Perithezien oder Asci in ΔSmtA-2/3 gefunden 
werden konnten. Die Mutante ΔSmtA-2/3 mit 
einer ektopisch integrierten Kopie von SmtA-2 
zeigt fertilen Wildtyp-Phänotyp, während 
ΔSmtA-2/3::SmtA-3ect steril ist.  
Alle Stämme wurden bei 27°C auf SWG 
angezogen und Bilder der Ascogonien, 
Protoperithezien und Perithezien und Asci 
(außer ΔSmtA-2/3) wurden nach 3, 5 und 7 
Tagen Wachstum aufgenommen. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Komplementationsanalysen mit ΔSmtA-2 und ΔSmtA-2/3 wurden mit den Plasmiden 

pRS-Ba2 und pRS-Ba3 durchgeführt, welche die Gene SmtA-2 bzw. SmtA-3 unter der 

Kontrolle ihrer jeweiligen 5’ und 3’ regulierenden Elemente tragen. Da beide Plasmide keine 

eigene Resistenzmarke für S. macrospora tragen, wurde eine Kotransformation mit dem 

Plasmid pRSnat (Nat-Resistenz) durchgeführt. Für die Einzeldeletion ΔSmtA-2 konnte 
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gezeigt werden, dass der Phänotyp durch eine ektopisch integrierte Kopie von SmtA-2 

komplementiert werden konnte. ΔSmtA-2::SmtA-2ect ist fertil und besitzt einen Wildtyp-

ähnlichen Phänotyp (Abb. 8). Das Gleiche gilt für die Doppeldeletion ΔSmtA-2/3. Durch die 

ektopische Integration von SmtA-2 ist die Mutante wieder vollständig fertil, während sich bei 

Integration von SmtA-3 keine Änderung ergibt (Abb. 9). ΔSmtA-2/3::SmtA-3ect ist weiterhin 

steril und nicht in der Lage reife Ascosporen auszubilden.  

Kreuzungen zwischen den verschiedenen Deletionsmutanten und einer selbst-fertilen 

Farbspormutante (Fus1-1) wurden durchgeführt um zu testen ob die fertilen Deletionsstämme 

(ΔSmtA-1 und ΔSmtA-3) und die sterilen Deletionsstämme (ΔSmtA-2 und ΔSmta-1) fähig 

sind mit dem Teststamm zu kreuzen. Alle Kreuzungen zeigten reife Kreuzungs-Perithezien in 

der Kontaktzone beider Myzelien. Die Anzahl der fertilen Asci pro Perithezium (120-150) 

war ähnlich zum Wildtyp. Die Perithezien enthielten Asci mit kompletten Tetraden von acht 

Ascosporen welche in einem 1:1 Muster für die Resistenz gegen Hygromycin B und braune 

Sporenfarbe segregierten (Tab. 4).  
Tabelle 4: Segregation der Selektionsmarken in den Nachkommen aus Kreuzungen zwischen verschie-
denen Kreuzungstyp-Gendeletionen und einem selbst-fertilen Teststamm Fus1-1, welcher braune Asco-
sporen produziert.  

Anzahl an Nachkommen jedes Phänotyps1 
Parental Rekombinant 

Stamm 
HygR/fus+ HygS/fus- HygS/fus+ HygR/fus- 

Gesamt 

ΔSmta-1 24 31 28 22 105 

ΔSmtA-1 29 17 32 21 99 

ΔSmtA-2 16 21 23 15 75 

ΔSmtA-3 31 25 23 24 115 
1 Getestet wurde auf die Selektionsmarkern Hygromycin B Resistenz (HygR/HygS für Resistenz/Sensitivität) 
und Sporenfarbe (fus+/fus- für schwarze/braune Sporen). Das Segregationsmuster der Marken zeigte ein 1:1:1:1 
Verhältnis; P-Wert <0,015. 
 
In S. macrospora wurden bereits verschiedene sterile Mutanten untersucht, welche in der 

Lage waren miteinander zu kreuzen. Nach Hyphenanastomose enthalten die 

heterokaryotischen Hyphen jeweils eine funktionelle Kopie des mutierten Gens, was meist 

ausreichend ist für die Fruchtkörperbildung und -entwicklung. Wie zu erwarten waren die 

sterilen Kreuzungstyp-Mutanten ΔSmtA-2 und ΔSmta-1  in der Lage mit den fertilen 

Mutanten ΔSmtA-1 und ΔSmtA-3 zu kreuzen und keimfähige Ascosporen zu entwickeln. 

Kreuzungen zwischen beiden sterilen Mutanten ΔSmtA-2 und ΔSmta-1 bildeten dagegen 
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weder Perithezien noch Ascosporen aus (Daten nicht gezeigt). Beide Mutanten sind also nicht 

in der Lage die jeweiligen Defekte zu komplementieren. Es ist dabei unklar ob dies auf einen 

Defekt in der Hyphenanastomose zurückzuführen ist und sich kein Heterokaryon ausbilden 

kann, was für eine Komplementation notwendig wäre.  

 

4.1.3. Untersuchung der funktionellen Domäne des MAT1-1-2 Gens mittels 

Komplementationsanalyse 

Zur Untersuchung putativer funktioneller Domänen in dem MAT1-1-2 Protein aus 

S. macrospora wurde eine Komplementationsanalyse mit den homologen Genen aus 

N. crassa und P. anserina in ΔSmtA-2 durchgeführt. Zusätzlich wurden 

Verkürzungskonstrukte des SmtA-2 Gens erstellt und in ΔSmtA-2 transformiert (Abb. 10). 

Die Verkürzungskonstrukte enthielten dabei unterschiedlich viele Aminosäuren der putativen 

funktionellen PPF-Domäne (Prolin, Prolin, Phenylalanin) (Debuchy, et al., 2010) und 

unterschiedlich lange Teile der C- oder N-Terminalen Sequenz von der PPF-Domäne aus. Die 

Plasmide pRS_NcA2 (N. crassa MAT1-1-2), pRS_SMR1 (P. anserina MAT1-1-2), 

pRS_A2-188 (SMTA-2 verkürzt bis Aminosäure 188), pRS_A2-199 und pRS_A2-205 und 

wurden dabei über homologe Rekombination in Hefe erstellt. Das Verkürzungskonstrukt 

A2-S-N wurde aus dem Vektor pRS-Ba2 durch Hydrolyse mit den Restriktionsendonukleasen 

SalI und NcoI erstellt. Nach der Hydrolyse wurden die entstandenen Überhänge des Plasmids 

mit „Blunting Mix“ aus dem CloneJet TM Kit von Fermentas (St.-Leon-Rot) behandelt und 

entfernt. Das so entstandene, lineare Fragment mit stumpfen DNA-Enden wurde zu einem 

zirkulären Plasmid re-ligiert. Der so entstandene Vektor enthält das MAT1-1-2 Gen aus 

S. macrospora mit einer Deletion der 5’-Region.  

Die Integration der Komplementationskontrukte wurde mittels PCR überprüft (Anhang A1). 
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der zur Komplementationsanalyse verwendeten Konstrukte. (A) 
Gegenüberstellung der Sequenzen des MAT1-1-2 Proteins aus S. macrospora (Sm), N. crassa (Nc) und 
P. anserina (Pa). Gleiche Sequenzabschnitte zwischen Sm und Nc sind hellgrau, die zwischen allen dreien 
dunkelgrau hinterlegt. Gleiche Sequenzabschnitte zwischen Sm und Pa sind in schwarzen Kästchen 
angezeigt. (B) Schematische Darstellung der verschiedenen Verkürzungskonstrukte von SMTA-2. Die 
Zahlen geben an, bis zu welcher Aminosäure die native Sequenz des SMTA-2 Proteins intakt ist. Bei S-N 
handelt es sich um eine Deletion im 5’ Bereich des Gens. Die drei konservierten Aminosäuren der 
putativen PPF-Domäne sind jeweils rot hervorgehoben. 
 
Nach Transformation der Deletionsmutante ΔSmtA-2 mit den Plasmiden pRS_NcA2 

(N. crassa MAT1-1-2)  und pRS_SMR1 (P. anserina MAT1-1-2) zeigte sich auch nach 

verlängerter Wachstumszeit von 14 Tagen keine Veränderung des sterilen Phänotyps. Als 

Kontrolle diente das Plasmid pRS_Ba2 mit dem S. macrospora Wildtyp-Gen SmtA-2. Alle 

Gene stehen unter der Kontrolle ihrer nativen Promotoren und Terminatoren (Abb. 11). 
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Abbildung 11: Komplementationsstudie der Deletionsmutante ΔSmtA-2 mit verschiedenen MAT1-1-2 
Konstrukten. (A) Komplementation mit den MAT1-1-2 Genen aus S. macrospora (SmtA-2), N. crassa 
(mat A2) und P. anserina (SMR1). (B) Komplementation mit verschiedenen Abschnitten des SMTA-2 
Proteins. 188: AS 1-188; 199: AS 1-199; 205: AS 1-205; SN: AS 199-359 
Alle Untersuchungen wurden nach einer verlängerten Wachstumszeit von 21 Tagen auf Vollmedium 
durchgeführt. AS: Aminosäure. 
 

Die homologen MAT1-1-2 Proteine aus N. crassa und P. anserina sind also nicht in der Lage, 

die Funktion von SMTA-2 im heterologen System in S. macrospora zu übernehmen. 

Bei Transformation mit den Verkürzungskonstrukten von SmtA-2 zeigten die Konstrukte 

A2-188, A2-199 und A2-205 keine Veränderung des sterilen Phänotyps (Abb. 11). Diese 

Konstrukte kodieren für den N-Terminus des MAT1-1-2 Proteins aus S. macrospora bis zur 

Aminosäureposition 188 bzw. 199 und 205. Damit werden unterschiedlich viele konservierte 

Aminosäuren der putativen PPF-Domäne eingeschlossen (Debuchy, et al., 2010) (s. Abb. 10). 
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Im Gegensatz dazu besitzt das Konstrukt A2-S-N den C-Terminalen Teil des MAT1-1-2 

Proteins, angefangen vom konservierten Phenylalanin der PPF-Domäne. Hier zeigte sich eine 

partielle Komplementation des Defekts der ΔSmtA-2 Deletion. Die Protoperithezien 

entwickelten sich nach einer verlängerten Inkubationszeit von bis zu 21 Tagen zu 

pigmentierten Perithezien, die allerdings maximal 50% der Größe von Wildtyp Perithezien 

erreichen (Abb. 11). Diese Perithezien enthalten teilweise keinerlei Ascosporen, bilden mit 

einer Frequenz von etwa 10% jedoch 3 bis 15 Asci mit 8 Ascosporen aus. Die Ascosporen 

erreichen eine normale Pigmentierung, liegen jedoch nicht als geordnete Tetrade innerhalb 

des Ascus vor, sondern scheinen in der Ebene verschoben.  

Für die Funktionalität des MAT1-1-2 Proteins aus S. macrospora scheint der C-Terminus 

essentiell, aber nicht ausreichend zu sein. Der N-Terminus alleine ist nicht in der Lage den 

sexuellen Defekt der ΔSmtA-2 Mutante zu komplementieren. 

   

4.1.4. Transkriptionelle Expression der Pheromon- und Rezeptor-Gene 

Es wurde bereits gezeigt, dass Pheromonvorläufer-Gene und die entsprechenden Rezeptoren 

in die sexuelle Entwicklung von S. macrospora involviert sind (Mayrhofer, et al., 2006). In 

dem nahe verwandten Ascomyceten N. crassa werden die Pheromonvorläufer-Gene in einer 

Kreuzungstyp-spezifischen Weise exprimiert. Das Gen mfa-1, homolog zu dem a-Faktor-

ähnlichen ppg-2 aus S. macrospora, ist in MAT1-2 (mat a) Stämmen exprimiert, während 

ccg-4, homolog zu dem α-Faktor-ähnlichen ppg-1 aus S. macrospora, in MAT1-1 (mat A) 

Stämmen exprimiert wird (Bobrowicz, et al., 2002). 

Da eine ΔSmtA-2 Mutante steril ist und Homologe des Proteins SMTA-1 in vielen 

Ascomyceten in die sexuelle Entwicklung involviert sind (Debuchy, et al., 2010), wurden das 

α-Domänen Protein SMTA-1 und das PPF-Domänen Protein SMTA-2 hinsichtlich ihres 

Effekts auf die Transkription der Pheromon- und Rezeptor-Gene untersucht. Mittels 

quantitativer real-Time-PCR (s 3.2.4) wurden die mRNA Mengen der vier transkribierten 

Gene ppg-1, ppg-2, pre-1 und pre-2 in den Mutanten ΔSmtA-1 und ΔSmtA-2 mit dem 

Wildtyp-Stamm verglichen. Alle real-Time-PCR Experimente wurden dreifach durchgeführt 

mit isolierter RNA aus fünf Tage altem Myzel, da bereits gezeigt werden konnte, dass die 

entsprechenden Gene zu diesem Zeitpunkt gut exprimiert sind (Mayrhofer, et al., 2006). Als 

Starteroligonukleotide wurden die Paare ppg1-f / ppg1-r (ppg-1), ppg2-f / ppg-2r (ppg-2), 

pre1-f / pre1-r (pre-1), pre2-f / pre2-r (pre-2) und als Standard Starteroligonukleotide für die 
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kleine rRNA Untereinheit („small subunit ribosomal RNA“, SSU rRNA) SSU-f / SSU-r 

(Tab. 3) verwendet (Abb. 12). 

 

 
Abbildung 12: Quantitative real-Time-PCR 
Analyse der Pheromone ppg-1 und ppg-2 und ihrer 
entsprechenden Rezeptoren pre-1 und pre-2 in den 
Mutanten ΔSmtA-1 (A), ΔSmtA-2 (B) und ΔSmta-1 
(C) im Vergleich zum Wildtyp. Das Verhältnis ist 
angegeben als Logarithmus (Basis 2) aus dem 
Mittelwert von drei unabhängigen Experimenten. 
Mittelwerte wurden berechnet mit dem Programm 
REST (Pfaffl, et al., 2002). Die Pheromon-Gene ppg-
1 und ppg-2 in ΔSmtA-1 und ppg-2 in ΔSmtA-2 
(graue Balken) sind signifikant reguliert (P-Wert 
jeweils 0,001; 0,008 und 0,001 berechnet mit REST 
(Pfaffl, et al., 2002)) Gezeigt sind die Mittelwerte 
dreier Experimente ± der Standardabweichung.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Transkriptmenge der Pheromonvorläufer-Gene ppg-1 und ppg-2 ist in der 

Deletionsmutante ΔSmtA-1 im Vergleich zum Wildtyp signifikant herunterreguliert. Im 

Durchschnitt ist die Menge der ppg-1 mRNA um das 60fache, die der ppg-2 mRNA um das 

16fache reduziert. Im Gegensatz dazu ist die Transkriptmenge von ppg-2 in der Mutante 

ΔSmtA-2 signifikant um das 20fache erhöht, während ppg-1 im Vergleich zum Wildtyp nicht 

unterschiedlich reguliert ist (Abb. 12).  
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Dies zeigt, dass das Kreuzungstyp-Protein SMTA-1 als positiver Regulator der Expression 

beider Pheromonvorläufer-Gene dient, während SMTA-2 einen negativen Regulator für die 

Expression von ppg-2 darstellt. Während in SMTa-1 Pheromonvorläufer-Gen ppg-2 

signifikant herunterreguliert ist (siehe auch Pöggeler, et al., 2006b), zeigte sich in keiner der 

Kreuzungstyp-Mutanten ein Einfluss auf die Expression der Rezeptor-Gene (Abb. 12). 

 

4.1.5. Microarray Analyse von ΔSmtA-1 und ΔSmtA-2 

Durch die enge Verwandtschaft zwischen den beiden Spezies S. macrospora und N. crassa ist 

es möglich, Microarrays von N. crassa mit Proben von S. macrospora zu verwenden. Die 

Sequenzidentität in den Exonsequenzen beider Spezies liegt bei 89,5% und es konnte bereits 

gezeigt werden, dass Microarray Analysen zwischen beiden Spezies möglich sind 

(Nowrousian, et al., 2005; Nowrousian, et al., 2004; Pöggeler, et al., 2006b).  

Um differentiell regulierte Gene in den Kreuzungstyp-Mutanten zu identifizieren, wurden 

Microarray Hybridisierungen mit Proben aus S. macrospora Wt, ΔSmtA-1 und ΔSmtA-2 auf 

N. crassa 70mer Oligonukleotid-Arrays mit 10.910 Oligonukleotiden, welche den 10.526 

putativen ORFs und intergenischen oder telomerischen Regionen entsprechen (Tian, et al., 

2007), getestet. Die Proben wurden von vier bis fünf Tage altem S. macrospora Myzel 

gewonnen. Zu diesem Zeitpunkt beginnen die Protoperithezien im Wildtyp sich zu reifen 

Perithezien weiterzuentwickeln, während die Entwicklung an dieser Stelle in ΔSmtA-2 anhält. 

Zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung wurden auch schon andere sterile Mutanten erfolgreich 

mit dem Wildtyp in Microarray Analysen verglichen (Nowrousian, et al., 2005; Pöggeler, et 

al., 2006b).  

Gene wurden als differentiell exprimiert angesehen, wenn sie, im Vergleich zum Wildtyp, 

2fach hoch- oder herunterreguliert waren bei einem P-Wert von <0,05 (Nowrousian, et al., 

2007a). Verglichen mit dem Wildtyp wurden so 73 Gene gefunden, welche in der 

Deletionsmutante ΔSmtA-1 herauf- und 905 welche herunterreguliert waren (Abb. 11). In der 

Mutante ΔSmtA-2 waren dagegen 111 Gene herauf- und 743 herunterreguliert. Dabei waren 

23 Gene sowohl in der fertilen Mutante ΔSmtA-1 als auch in der sterilen ΔSmtA-2 Mutante 

herauf- und 497 Gene in beiden herunterreguliert (Abb. 13).  

Experimentelle Details und die Daten sämtlicher untersuchter Gene sind in der öffentlichen 

Datenbank „ArrayExpress“ (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) unter der Accession-Nummer 

E-MEXP-2600 zugänglich. 
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Abbildung 13: Anzahl der Gene welche in den Microarray Analysen als differentiell reguliert gefunden 
wurden. Die Gesamtzahl der in den beiden Mutanten ΔSmtA-1 und ΔSmtA-2 im Vergleich zum Wildtyp  
differentiell regulierten Gene ist angegeben. Gene, welche in beiden Mutanten gleich reguliert im 
Vergleich zum Wildtyp sind, sind in hellgrau markiert. Gene welche ausschließlich in einer der Mutanten 
reguliert sind, sind in dunkelgrau dargestellt. 
 
Die in ΔSmtA-1 und ΔSmtA-2 differentiell regulierten Gene wurden weiterhin untersucht mit 

der FunCat Datenbank (Ruepp, et al., 2004). Dabei wurden Gene mit bekannter oder putativer 

Funktion in 17 funktionelle Gruppen unterteilt (Abb. 14).  

In beiden Deletionsstämmen zeigen die regulierten Gene eine große Bandbreite möglicher 

Funktionen innerhalb des Organismus, die sich dabei nicht auf eine bestimmte physiologische 

oder metabolische Funktion beschränken lässt. Um die Microarray Ergebnisse zu bestätigen 

und mögliche Kandidaten-Gene für weitere Untersuchungen zu identifizieren, wurden 

zusätzliche real-Time-PCR Analysen durchgeführt um das Expressionsniveau spezifischer 

Gene in den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp genau zu bestimmen. 
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Abbildung 14: Funktionelle Klassifikation verschiedener differentiell regulierter Gene in ΔSmtA-1 und 
ΔSmtA-2 verglichen mit Wt. Herauf- und herunterregulierte Gene sind zusammen aufgelistet, die Analyse 
wurde mithilfe der FunCat Datenbank durchgeführt (Ruepp, et al., 2004). 
 

Zunächst wurden dabei vier Gene der Melanin-Biosynthese untersucht: eine 

Polyketidsynthase (pks), eine Scytalondehydratase (sdh), eine Tetrahydroxynaphtalen-

redukatse (teh) und eine Trihydroxynapthalenredukatse (tih) (Engh, et al., 2007a). Das Gen 

teh konnte dabei in früheren Microarray Analysen als differentiell reguliert in verschiedenen 

anderen, sterilen S. macrospora Mutanten, darunter die Kreuzungstyp-Mutante ΔSmta-1, 

gefunden werden (Pöggeler, et al., 2006b). Für die real-Time Analyse wurden die 

Starteroligonukleotidpaare pks-f / pks-r, sdh-f / sdh-r, teh-f / teh-r und tih-r / tih-r (Tab. 3) 

verwendet (Abb. 15). 
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Abbildung 15: Quantitative real-Time-PCR Analyse von Melanin-Biosynthese Genen in ΔSmtA-1 und 
ΔSmtA-2 im Vergleich zum Wildtyp. Die Expression der Gene teh, sdh und tih ist in ΔSmtA-2 signifikant 
herunterreguliert (P-Werte 0,001; 0,003 und 0,002; berechnet mit REST (Pfaffl, et al., 2002)) während 
keines der Gene in ΔSmtA-1 signifikant reguliert ist. Gezeigt sind die Mittelwerte dreier Experimente ± 
der Standardabweichung.  
 
Im Vergleich zum Wildtyp war keines der untersuchten Gene in der Mutante ΔSmtA-1 

differentiell reguliert, während die Gene teh, sdh und tih in ΔSmtA-2 signifikant 

herunterreguliert waren. Die Expression der Polyketidsynthase (pks) war in keiner der 

Mutanten verändert. 

Des Weiteren wurden zwei Kupferhomeostase Gene (sod-2 und ctr-3) untersucht (Borghouts, 

et al., 2002b). Dazu wurden die Primerpaare sod-f / sod-r und ctr-f / ctr-r (Tab. 3) verwendet 

(Abb. 16). 

 
Abbildung 16: Quantitative real-Time-PCR Analyse der Gene der Kupferhomeostase Gene sod-2 und 
ctr-3 in ΔSmtA-1 und ΔSmtA-2 verglichen zum Wt. Die Gene sind in beiden Mutanten signifikant 
herunterreguliert (P-Wert ΔSmtA-1 0,009 und 0,011; P-Wert ΔSmtA-2 0,005 und 0,007 berechnet mit 
REST (Pfaffl, et al., 2002)). 



Ergebnisse 

 Seite 56 

 
Die Expression der Gene sod-2 und ctr-3 war dabei sowohl in der fertilen Mutante ΔSmtA-1 

als auch in der sterilen Mutante ΔSmtA-2 erniedrigt. Das Expressionsniveau lag dabei in 

beiden Fällen in ΔSmtA-2 deutlich niedriger als in ΔSmtA-1. 

Zusätzlich wurde eine Untereinheit des „origin recognition complex“ (ORC) getestet. Der 

ORC ist für die Erkennung des Replikationsursprungs von DNA verantwortlich und 

Erkennungssequenzen des ORC finden sich hundert- bis tausendfach auf eukaryotischen 

Chromosomen (Bell und Dutta, 2002). Die Expression des Gens der Untereinheit 3 des ORC 

(orc-3) war dabei in der Kreuzungstyp-Deletion ΔSmtA-2 herunterreguliert, während in 

ΔSmtA-1 kein Unterschied zum Wildtyp gefunden wurde (Abb. 17). Das Expressionslevel 

war dabei in ΔSmtA-2 etwa 5fach niedriger als im Wildtyp. 

 

 
Abbildung 17: Quantitative real-Time-PCR Analyse der Untereinheit 3 des „origin recognition complex“ 
(orc-3) in den Mutanten ΔSmtA-1 und ΔSmtA-2 im Vergleich zum Wildtyp. Die Expression ist signifikant 
herunterreguliert in ΔSmtA-2 (dunkelgrau), jedoch nicht in ΔSmtA-1 (weiß) (P-Wert 0,006 berechnet mit 
REST (Pfaffl, et al., 2002)).  
 

Die Ergebnisse der real-Time-PCR Analyse der drei Gene sod-2, ctr-3 und orc-3 stimmten 

dabei mit den Ergebnissen der Microarray Analyse überein. 
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4.1.6. Lokalisation der Keuzungstyp-Proteine mittels Fluoreszenzmikroskopie 

Zur Untersuchung der Lokalisation der verschiedenen Kreuzungstyp-Proteine wurden die 

Plasmide pRHN-A2, pRHN-A3 und pRSnG-A2 erstellt (Tab. 2). Die darauf kodierten 

Kreuzungstyp-Proteine sind entweder mit dem Fluoreszenzprotein dsRED (Janus, et al., 

2007) (SMTA-2, SMTA-3) oder GFP (Pöggeler, et al., 2003) fusioniert (SMTA-2). Für die 

Herstellung des Plasmids pRHN-A2 wurde zuvor eine SmtA-2 Version mit einer 

Punktmutation mittels der Primer A2-NcoI-RIPf / A2-NcoI-RIPr (s. Tab. 3) erstellt. Durch 

diese Mutation enthält diese Version keine NcoI Restriktionsstelle mehr, die 

Aminosäurezusammensetzung des kodierten Proteins wird jedoch nicht verändert. Das Gen ist 

in vivo voll funktionell (Daten nicht gezeigt). 

Da Deletionsmutanten des Kreuzungstyp-Gens SMTA-3 keinen unterscheidbaren Phänotyp 

zeigen, konnte in diesem Fall keine Komplementationsanalyse durchgeführt werden. Das 

Plasmid pRHN-A3 wurde in S. macrospora Wt transformiert. Die Plasmide pRHN-A2 und 

pRSnG-A2 dagegen wurden in den Deletionsstamm ΔSmtA-2 transformiert, um das kodierte 

Fusionsprotein auf Funktionalität zu überprüfen. Bei voller Funktionalität des SMTA-2_GFP 

oder SMTA2_dsRed Proteins in vivo sollte der sterile Phänotyp der ΔSmtA-2 Mutante 

komplementiert werden. Als Negativkontrolle dienten die Leerplasmide pRHN1nat und 

pRSnGFP, welche ausschließlich für dsRed bzw. GFP kodieren. Die Integration aller 

Fluoreszenzkonstrukte wurde mittels PCR nachgewiesen (s. Anhang A2). 

Die Ergebnisse der fluoreszenz-mikroskopischen Analyse von SMTA-3_dsRED, 

SMTA-2_dsRed und SMTA-2_GFP sind in Abb. 18 abgebildet. 

Mit dem Leerplasmid pRHN1, welches dsRED unter dem konstitutiven gpd-Promotor enthält, 

ist deutlich eine Fluoreszenz im Cytoplasma zu erkennen. Die Fluoreszenz der 

SMTA-3_dsRED und SMTA-2_dsRed Proteine lokalisiert ähnlich zu dsRED. Das Gleiche 

gilt für die Fluoreszenz des GFP-Leerplasmids pRSnGFP und SMTA-2_GFP. Alle drei 

Fusionsproteine verteilen sich gleichmäßig über die Zelle im Cytoplasma. Es konnte keine 

konzentrierte Fluoreszenz in Organellen oder der Vakuole nachgewiesen werden. Vielmehr 

sind die Vakuolen frei von Fluoreszenz. 
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Abbildung 18: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von S. macrospora Wildtyp transformiert mit 
dsRED (WtRed) oder SMTA-3_dsRED.  ΔSmtA-2 wurde entweder mit GFP-Leerplasmid pRSnGFP 
(ΔSmtA-2::GFP) oder dem Gen SmtA-2 fusioniert mit dsRed (ΔSmtA-2::SmtA-2_dsRed) oder GFP 
(ΔSmtA-2::SmtA-2_GFP) transformiert. 
Alle Aufnahmen wurden nach 3 Tagen Wachstum auf SWG Medium durchgeführt.  
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Im Hintergrund des ΔSmtA-2 Stammes mit den Plasmiden pRSnG-A2 und pRHN-A2 ist eine 

leichte Veränderung des sterilen Phänotyps von ΔSmtA-2 zu beobachten. Es bilden sich 

pigmentierte Perithezien, welche, im Gegensatz zum Wildtyp, jedoch klein bleiben und keine 

Ascosporen enthalten (s. Anhang A2) 

Die Fusionsproteine SMTA-2_dsRed und SMTA-2_GFP sind also nur partiell funktionell.  

 

4.1.7. Interaktionspartner des Kreuzungstyp-Proteins SMTA-2 

Um mögliche Interaktionspartner des Kreuzungstyp-Proteins SMTA-2 zu identifizieren, 

wurde eine Hefe-Zwei-Hybrid Analyse gegen eine S. macrospora cDNA-Bank durchgeführt. 

Dazu wurde das Plasmid pGB-A2 (Tab. 2) verwendet, welches für das Protein SMTA-2 

fusioniert an die GAL4-Bindedomäne kodiert. Die Funktionalität des Konstrukts in 

S. cerevisiae wurde mittels der Kreuzung mit dem Stamm AH109+pGAD-ranBPM (Tab. 2) 

verifiziert. Dieser trägt das Protein RanBPM fusioniert an die GAL4-Aktivierungsdomäne. 

Dieses System wurde etabliert, da bekannt ist, dass RanBPM mit der GAL4-Bindedomäne 

interagieren kann. Eine Interaktion ist also unabhängig vom Fusionsprotein möglich, solange 

das Konstrukt korrekt translatiert und in den Zellkern transportiert wird (Tucker, et al., 2009). 

Bei Interaktion beider Fusionsproteine wird die Expression von Histidin- und 

Adeninbiosynthesegenen (H, A) aktiviert, welche unter der Kontrolle GAL-inudzierbarer 

Promotoren stehen. Auf den Plasmiden sind dagegen Leucin- und 

Trypthophanbiosynthesegene (L, T) kodiert. Ein Wachstum auf SD-Medium ohne Histidin, 

Adenin, Leucin und Trypthophan (SD-HALT) ist dementsprechend nur möglich, wenn beide 

Plasmide in einem Organismus vorliegen und die kodierten Proteine interagieren. Eine 

Transaktivierungsaktivität von SMTA-2 wurde mit dem Leervektor pGADT7 (Tab. 2) 

ausgeschlossen (Abb. 19). 

 
Abbildung 19: Darstellung der Hefestämme mit den Plasmiden 
pGB-A2 + pGADT7 (Transaktivierungskontrolle) und pGB-A2 + 
pGAD-ranBPM (Expressionskontrolle). Die Stämme wurden auf 
SD-HALT für 48 h angezogen. 
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Die Plasmide mit putativen Interaktionspartnern wurden aufgearbeitet und sequenziert. Die 

erhaltenen Sequenzen wurden mittels BlastX Suchalgorithmus (Altschul, et al., 1990) mit den 

öffentlichen Datenbanken „Neurospora crassa  Database“ (NcD), „Aspergillus Database“ 

(AD) (http://www.broadinstitute.org/science/data) und „Saccharomyces Genome Database“ 

(SGD) (http://www.yeastgenome.org) verglichen. In der NcD sind dabei Informationen zu 

Proteinen aus N. crassa, in der AD zu verschiedenen Aspergillus Spezies und in der SGD zu 

S. cerevisiae gespeichert. Die Ergebnisse der Datenbankvergleiche sind in Tabelle 5 

aufgeführt. Es wurden nur solche Proteine aufgeführt, welche bei den Vergleichen einen 

Erwartungswert (e-Wert) von unter 0,05 aufwiesen. Dadurch konnten 49 Proteine als 

potentielle Interaktionspartner von SMTA-2 identifiziert werden. 
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In den Interaktionsanalysen wurde unter anderem Untereinheit 5 des COP9-Signalosoms 

(CSN 5; Protein 6) gefunden. Für dieses ist, ähnlich zu RanBPM, eine Interaktion mit der 

GAL4-Bindedomäne beschrieben (Nordgard, et al., 2001; Tucker, et al., 2009), was zu einem 

falsch-positiven Ergebnis führen kann. 

Alle erhaltenen Proteine wurden zusätzlich mit dem Leervektor pGBKT7 auf Interaktion mit 

der GAL4-Bindedomäne allein getestet. In Abbildung 20 sind beispielhaft Interaktionstests 

der Proteine 1, 6, 15, 23, 35 und 48 (s. Tab. 5) mit pGBKT7 dargestellt.  

 

 
Abbildung 20: Darstellung der Interaktionskontrolle verschiedener Proteine mit pGBKT7. Die Proteine 1, 
6, 15, 23, 35 und 48 zeigen deutliches Wachstum auf Selektionsmedium in Gegenwart des Leerplasmids. 
Als Positivkontrolle wurde das Protein RanBPM verwendet, als Negativkontrolle diente das Leerplasmid 
pGADT7. Inkubation erfolgte auf SD-LT bzw. SD-HALT Medium für 48 h. 
 
Auf SD-HALT Medium ist nach 48 h ein deutliches Wachstum zu erkennen, was auf eine 

Interaktion dieser Proteine mit der GAL4-Bindedomäne hinweist. Das Protein RanBPM 

interagiert nachweislich mit der Bindedomäne und wird hier als Positivkontrolle verwendet 

(Tucker, et al., 2009). Das Leerplasmid pGADT7 dient als Negativkontrolle. 

Die Interaktionspartner 1, 6, 15, 23, 35 und 48 (Tab. 5) konnten so als spezifische 

Interaktionspartner ausgeschlossen werden.  

Bei den Proteinen 32 und 42 zeigte sich bei der Interaktion mit SMTA-2 dagegen ein 

teilweise eingeschränktes Wachstum (Daten nicht gezeigt). Da dies nur bei einem Teil der 

Proben und nicht reproduzierbar auftrat, wurden diese beiden Proben weiterhin als putative 

Interaktionspartner von SMTA-2 behandelt. 
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4.2.  Analyse der Pheromone und Rezeptoren aus P. chrysogenum 
Um die Funktionalität der Pheromon- und Rezeptor-Proteine aus dem asexuellen 

Ascomyceten P. chrysogenum zu untersuchen, wurde als heterologes System die Bäckerhefe 

S. cerevisiae verwendet. Die Gene für das Pheromonvorläuferpeptid ppg-1 und den 

entsprechenden Rezeptor pre-2 wurden dazu in das Plasmid pPGK eingebracht (Tab. 2). In 

diesem Vektorsystem stehen die Gene unter der transkriptionellen Kontrolle des konstitutiven 

pgk-Promotors aus S. cerevisiae (Kang, et al., 1990). Als Kontrolle wurden die S. macrospora 

Gene pre-2 und ppg-1 verwendet, für die eine Funktionalität in diesem System bereits gezeigt 

werden konnte (Mayrhofer und Pöggeler, 2005). Die Plasmide pPGK-PcPRE2 und 

pPGK-SmPRE2 wurden dabei in den Stamm YDB103, die Plasmide pPGK-PcPPG1 und 

pPGK-SmPPG1 in den Stamm YLR452c eingebracht (3.1.1). Beide Stämme weisen dabei 

eine Deletion des Gens sst-2 auf. Der Stamm YDB103 weist dabei zusätzlich eine Deletion 

des Hefe-Pheromon-Rezeptors STE2 auf. 

Nach Pheromon-Induktion kommt es in haploiden Zellen von Saccharomyces cerevisiae zu 

verschiedenen Antwortmechanismen. Einer davon ist ein Zellzyklusarrest in der G1-Phase des 

Zellzyklus. Falls nach einer solchen Induktion jedoch keine Paarung mit einer haploiden Zelle 

unterschiedlichen Kreuzungstyps stattfindet, wird dieser Zyklus-Arrest aufgehoben und es kommt 

zu einer Desensibilisierung gegenüber dem Pheromon-Signal. Ein entscheidender Faktor dieser 

Desensibilisierung ist das Protein SST-2 aus der „Regulator for G-Protein Signaling“ (RGS) Familie 

(Dohlman, et al., 1996; Dohlman und Thorner, 2001; Wang und Dohlman, 2004) 

Als Positivkontrolle diente der Stamm BY4741. Die Stämme YDB103+pPGK-PcPRE2 und 

YDB103+pPGK-SmPRE2 wurden dann mit künstlichem Pheromon oder Überstand von 

YLR452c+PcPPG1 (P. chrysogenum PPG-1) und YLR452c+SmPPG1 (S. macrospora 

PPG-1), wie unter 3.2.9 beschrieben, behandelt (Abb. 21). 
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Abbildung 21: Pheromon induzierter Wachstumsarrest in S. cerevisiae Stämmen, welche heterolog die 
Pheromon-Rezeptoren aus P. chrysogenum oder S. macrospora exprimierten. (A) Kontrolle der Stämme 
YDB103+pPGK-PcPRE2 (PcPRE2) und YDB103+pPGK-SmPRE2 (SmPRE2) mittels künstlichem 
α-Faktor Pheromon (α) verglichen mit dem Stamm BY4741 (Wt a). (B) Zellzyklusarrest der S. cerevisiae 
Stämme behandelt entweder mit künstlichem S. macrospora (Sm) oder P. chrysogenum (Pc) Pheromon.  
Alle Pheromone wurden in einer Konzentration von 3 nmol, gelöst in DMSO, eingesetzt. Als Kontrolle 
diente DMSO ohne Pheromonzusatz. 
 

Nach Behandlung mit dem artifiziellen P. chrysogenum Pheromon zeigte sich deutlich die 

Entwicklung eines Hemmhofes bei dem Hefe-Stamm mit dem heterolog exprimierten 

P. chrysogenum Pheromon-Rezeptor. Auch bei den Stämmen mit dem S. macrospora 

Rezeptor zeigte sich nach Behandlung mit künstlichem S. macrospora Pheromon ein 

deutlicher Hemmhof.  

Neben den künstlichen Pheromonen wurden außerdem die beiden Hefestämme 

YLR452c+pPGK-PcPPG1 und YLR452c+pPGK-SmPPG1 verwendet. Diese exprimieren 

heterolog die entsprechenden Pheromone unter Kontrolle des pgk-Promotors. Die Zellen 

wurden ü.N. in Selektionsmedium angezogen und der zellfreie Überstand wie zuvor 

beschrieben auf die Zellen mit den heterolog exprimierten Rezeptoren gegeben. Dabei konnte 
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in keinem Fall, weder für P. chrysogenum noch für S. macrospora ein Wachstumsarrest 

beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). 

Nach Pheromon-Induktion zeigt S. cerevisiae nicht nur einen Zellzyklusarrest, sondern auch 

morphologische Änderungen der Zellform. Induzierte Zellen zeigen polarisiertes Wachstum 

in Richtung des potentiellen Paarungspartners, was zu einer speziellen, birnenförmigen 

Zellform führt, die auch als „Shmoo“ bezeichnet wird. Zur Verifikation der Ergebnisse der 

Hemmhof-Tests wurden die Hefe-Stämme mit den heterolog exprimierten Rezeptoren wie in 

3.2.12 beschrieben angezogen und mit artifiziellem Pheromon behandelt (Abb. 22). 

 
Abbildung 22: „Shmoo“-Bildung von S. cerevisiae als Antwort auf die artifiziellen Pheromone α-Faktor, 
PcPPG1 und SmPPG1. Die künstlichen Pheromone wurden in einer Konzentration von 5 µM eingesetzt 
und die Reaktion der Zellen nach 0, 2 und 4 Stunden (h) gezeigt. Als Kontrolle wurde DMSO eingesetzt 
und ein MATa Wildtyp-Stamm mit artifiziellem α-Faktor behandelt. 
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Bei Behandlung der Stämme mit den heterolog exprimierten Pheromon-Rezeptoren war nach 

Behandlung mit dem entsprechenden Pheromon deutlich eine Änderung der Zellmorphologie 

zu einem „Shmoo“ zu beobachten. Diese Änderung zeigte sich nicht in den Kontrollen, 

welche mit DMSO behandelt waren. Als Positivkontrolle diente ein MATa Wildtyp-Stamm, 

welcher mit künstlichem α-Faktor behandelt wurde. 
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5. Diskussion 
5.1.  Ein HMG-Domänen Protein und ein PPF-Domänen Protein sind die 

Hauptregulatoren der sexuellen Entwicklung in S. macrospora 
Die sexuelle Entwicklung in S. macrospora und die damit verbundene Ausbildung 

dreidimensionaler Fruchtkörper ist ein apandrischer Prozess und benötigt nicht die Paarung 

zweier kompatibler Kreuzungspartner. Ähnlich zu anderen homothallischen Ascomyceten 

besitzt auch S. macrospora einen Kreuzungstyp-Locus mit Homologen zu den 

Sordariomyceten MAT Genen MAT1-1-1, MAT1-1-2, MAT1-1-3 und MAT1-2-1 (Kück, et al., 

2009; Pöggeler, 2007) (Abb. 1). Andere homothallische Ascomyceten, darunter Neurospora 

africana, N. dodgei, N. galapagosensis und N. lineolata besitzen ausschließlich Homologe zu 

MAT1-1 Genen, aber keinerlei Homologe zu MAT1-2 (Glass N. L., et al., 1990a; Glass N. L., 

et al., 1988). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde von Debuchy und Turgeon (2006) 

postuliert, dass die minimale Kreuzungstyp-Struktur in homothallischen Sordariomyceten aus 

den Genen MAT1-1-1, MAT1-1-2 und einem HMG-Domänen kodierenden Gen, entweder 

MAT1-1-3 oder MAT1-2-1, besteht. Diese Struktur kann dabei für andere Klassen der 

Ascomyceten nicht angenommen werden. So trägt der homothallische Eurotiomycet 

Aspergillus nidulans zwei ungekoppelte Homologe zu MAT1-1-1 und MAT1-2-1, welche 

beide in die sexuelle Entwicklung involviert und für diese ausreichend sind (Paoletti, et al., 

2005; Pyrzak, et al., 2008).  

In S. macrospora konnte bereits gezeigt werden, dass das Gen Smta-1 (MAT1-2-1) in die 

sexuelle Entwicklung involviert ist. SMTa-1 ist an der direkten oder indirekten Regulation 

verschiedenster Gene beteiligt und Deletionsmutanten des Gens sind steril (Pöggeler, et al., 

2006b). Dies zeigt Ähnlichkeiten mit anderen, hetero- wie auch homothallischen 

Ascomyceten, bei welchen das Gen MAT1-2-1 für die sexuelle Entwicklung essentiell ist 

(Chang und Staben, 1994; Lee J., et al., 2003; Paoletti, et al., 2007; Pyrzak, et al., 2008).  

In Interaktionsstudien konnte nachgewiesen werden, dass das Protein SMTa-1 (MAT1-2-1) 

mit SMTA-1 (MAT1-1-1) in S. macrospora interagiert (Jacobsen, et al., 2002). Trotzdem 

zeigt eine ΔSmtA-1 Deletionsmutante keinerlei sichtbaren Phänotyp (Abb. 8). Damit steht 

S. macrospora im Gegensatz zu allen anderen, bisher untersuchten Ascomyceten wo 

MAT1-1-1 den Hauptregulator der sexuellen Entwicklung in MAT1-1 Stämmen darstellt 

(Bobrowicz, et al., 2002; Debuchy, et al., 1993; Ferreira, et al., 1996; Glass N. L., et al., 
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1990a; Lee J., et al., 2003; Saupe, et al., 1996). Bisher stellt S. macrospora damit den 

einzigen untersuchten Ascomyceten dar, welcher kein funktionelles MAT1-1-1 Gen für die 

sexuelle Reproduktion benötigt. Stattdessen benötigt S. macrospora ein funktionelles HMG-

Domänen Protein für die sexuelle Entwicklung (MAT1-2-1). Damit zeigen sich Ähnlichkeiten 

zu der evolutionär älteren Gruppe der Zygomyceten. Diese besitzen Kreuzungstyp-Loci, 

welche ausschließlich HMG-Domänen Proteine enthalten (Idnurm, et al., 2008) (Abb. 1). Es 

wird daher angenommen, dass der ursprüngliche Zustand des Kreuzungstyp-Locus in einem 

putativen gemeinsamen Vorfahren dem der heterothallischen Zygomyceten mit einem HMG-

Domänen kodierenden Gen entspricht. Die höher entwickelten Ascomyceten und 

Basidiomyceten erlangten dagegen im Laufe ihrer Entwicklung weitere Kreuzungstyp-

Proteine, wie α-Domänen und Homeodomänen Proteine (Casselton L.A., 2008; Dyer, 2008; 

Idnurm, et al., 2008). 

Ein Gen, welches ausschließlich in der Gruppe der Sordariomyceten innerhalb der 

Ascomyceten gefunden wurde, ist das Gen MAT1-1-2. Während Deletionen des Gens 

MAT1-1-2 in N. crassa lediglich einen leichten Phänotyp zeigen und fast als redundant 

bezeichnet werden können (Ferreira, et al., 1998), zeigen Deletionsmutanten in P. anserina 

einen Arrest in der Fruchtkörperentwicklung und Sterilität (Debuchy, et al., 2010; Turgeon 

und Debuchy, 2007). 

In S. macrospora ist SmtA-2 (MAT1-1-2) essentiell für die sexuelle Entwicklung (Abb. 8). 

Deletionsmutanten zeigen einen Arrest in der Fruchtkörperentwicklung, ähnlich zu 

P. anserina. Außerdem zeigen sich Ähnlichkeiten zu ΔMAT1 Mutanten aus Gibberella zeae. 

Deletionen der drei MAT1-1 spezifischen Gene führte zur Selbststerilität des homothallischen 

G. zeae (Lee J., et al., 2003). Da aber alle MAT1-1 Gene, inklusive MAT1-1-2, deletiert 

wurden, kann nicht genau bestimmt werden, welches oder welche deletierten Gene zur 

Selbststerilität führen. Die G. zeae Mutanten ΔMAT1-1 (Deletion aller MAT1-1 spezifischer 

Kreuzungstyp-Gene) und ΔMAT1-2 (Deletion von MAT1-2-1) waren in der Lage mit einem 

selbst-fertilen Wt-Stamm zu kreuzen und beide Deletionsstämme kreuzten miteinander wie 

heterothallische Stämme (Lee J., et al., 2003). 

Die S. macrospora Deletionsmutanten ΔSmta-1, Δ-SmtA-1, ΔSmtA-2 oder ΔSmtA-3 mit 

einem selbst-fertilen Wt-Stamm gekreuzt wurden, entwickelten sich reife Perithezien an der 

Berührungsfläche beider Myzelien. In jeder dieser Kreuzungen segregierten die 

verschiedenen Marker (Sporenfarbe in Wt, Hygromycin-Resistenz in Mutante) in einem 1:1 
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Verhältnis (Tab. 4). Kreuzungen der sterilen ΔSmta-1 oder ΔSmtA-2 Stämme mit der fertilen 

Mutanten ΔSmtA-1 führte ebenfalls zu reifen Perithezien und keimfähigen Ascosporen. 

Kreuzungen von ΔSmta-1 und ΔSmtA-2 dagegen zeigten weder reife Ascosporen noch 

Perithezien, die Stämme blieben steril. Es ist daher möglich, dass beide Proteine SMTa-1 und 

SMTA-2 eine einzelne Funktion oder einen einzelnen Regulationsweg beeinflussen (Hartman, 

et al., 2001). Dabei ist sowohl denkbar, dass beide Proteine in Hyphenanastomose involviert 

sind und die Deletion beider Gene die Ausformung eines Heterokaryons verhindert, als auch, 

dass beide Gene in einem Zellkern vorliegen und exprimiert sein müssen um funktionell zu 

sein. Für das HMG-Domänen Gen SMR2 (MAT1-1-3) aus P. anserina konnte eine solche 

Zellkern-spezifische Expression bereits nachgewiesen werden (Turgeon und Debuchy, 2007).  

Ebenfalls für P. anserina wurde die Theorie aufgestellt, dass es in den Zellen, welche an der 

Ausbildung der sexuellen Strukturen beteiligt sind, während der sexuellen Entwicklung und 

Migration der Zellkerne zu einem Wachstumsarrest kommt (Turgeon und Debuchy, 2007). 

Ähnlich zu dieser Theorie kann davon ausgegangen werden, dass das S. macrospora 

Kreuzungstyp-Protein SMTa-1, ähnlich wie FPR1 aus P. anserina, den Hauptregulator der 

internukleären Erkennung und Migration darstellt. Und ähnlich wie FPR1 könnte auch 

SMTa-1 einen Wachstumsarrest an dieser Stelle es Entwicklungszyklus vermitteln. Dieser 

Arrest wiederum könnte von SMTA-2 aufgehoben werden, welches allerdings im selben 

Nukleus wie SMTa-1 vorliegen müsste (Abb. 23). 

 

 
Abbildung 23: Mögliches Modell der sexuellen Regulation in S. 
macrospora durch die Proteine SMTa-1 und SMTA-2. Das 
HMG-Domänen Protein SMTa-1 ist essentiell für die Paarung 
der Zellkerne vor der Bildung der ascogenen Hyphe. Der 
dadurch ausgelöste Wachstumsarrest wird durch das Protein 
SMTA-2 im Zuge der sexuellen Entwicklung wieder aufgelöst. 
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In der ΔSmtA-3 Deletionsmutante konnte kein Phänotyp festgestellt werden (Abb. 8). Auch 

in der ΔSmtA-2/3 Doppelmutante konnte, durch die Komplementation durch SmtA-2, 

nachgewiesen werden, dass alle Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp durch die Deletion 

von SmtA-2 herbeigeführt wurden (Abb. 9). Das Gen SmtA-3 scheint daher für ein 

nicht-funktionales Protein zu kodieren, welches für die sexuelle Entwicklung nicht essentiell 

ist. Eine regulatorische Funktion, möglicherweise als ein Art von cis-Element, bei der 

Koexpression mit Smta-1 (Pöggeler und Kück, 2000), kann nicht ausgeschlossen werden. 

 
 

5.2.  SMTA-2 besitzt mindestens eine funktionelle Domäne im C-Terminus, 

unabhängig von der PPF-Domäne 
Das Gen MAT1-1-2 ist konserviert in den Kreuzungstyp-Loci aller bisher untersuchten 

Sordariomyceten, konnte außerhalb dieses Taxons jedoch nicht identifiziert werden. In allen 

bisher untersuchten Sordariomyceten konnte innerhalb des MAT1-1-2 Proteins eine 

konservierte Sequenz von drei Aminosäuren, Prolin, Prolin und Phenylalanin, gefunden 

werden, welche als PPF-Domäne bezeichnet wird (Debuchy, et al., 2010). Ob es sich bei 

diesem Sequenzmotiv jedoch um eine funktionelle Domäne handelt, ist nicht bekannt. 

Um mögliche funktionelle Domänen innerhalb des MAT1-1-2 Proteins aus S. macrospora zu 

identifizieren, wurde eine Komplementationsanalyse durchgeführt. Bei dieser wurden 

verschiedene Konstrukte des MAT1-1-2 Gens in die sterile Deletionsmutante ΔSmtA-2 

eingebracht um zu testen inwieweit diese Konstrukte in der Lage, sind den sterilen Phänotyp 

zu komplementieren.  

Dabei wurden zum einen die MAT1-1-2 Gene aus den nahe verwandten N. crassa (mat A-2) 

und P. anserina (SMR1) verwendet. Diese besitzen, außerhalb der konservierten 

PPF-Domäne, eine Aminosäureähnlichkeit von 72,1% (N. crassa) und 22,9% (P. anserina). 

In keiner der gefundenen Transformanten ΔSmtA-2::mat A-2 oder ΔSmtA-2::SMR1 konnte 

eine Komplementation des sterilen Phänotyps beobachtet werden (Abb. 11). Da die 

entsprechenden Gene unter der Kontrolle ihrer nativen Promotoren und Terminatoren aus 

N. crassa bzw. P. anserina standen, lässt sich an dieser Stelle nicht mit Sicherheit sagen, ob 

die Proteine in S. macrospora nicht funktionell oder lediglich nicht exprimiert sind. 

Neben dem kompletten SmtA-2 Gen ist lediglich das Konstrukt A2-S-N in der Lage, den 

sterilen Phänotyp zu komplemementieren (Abb. 11). Dieses Konstrukt kodiert für den 
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C-Terminus des SMTA-2 Proteins ausgehend vom Phenylalanin der PPF-Domäne. Bei allen 

anderen Konstrukte, welche den N-Terminus bis zur Aminosäure (AS) 188, 199, 205 und 307 

enthielten, konnte keine Komplementation beobachtet werden. Die Konstrukte 188 und 199 

enthalten dabei Teile der PPF-Domäne, die Konstrukte 205 und 307 enthalten diese komplett. 

Aus diesen Daten lässt sich schließen, dass die konservierte PPF-Domäne entweder keine 

oder zumindest keine essentielle Rolle bei der Funktionalität von SMTA-2 spielt. Vielmehr 

scheint eine bisher nicht identifizierte Sequenz im C-Terminus die essentielle Domäne des 

Proteins darzustellen. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der heterologen 

Komplementation mit mat A-2 und SMR1. Die kodierten Proteine zeigen zu SMTA-2 im 

C-Terminus eine Sequenzübereinstimmung von 63% (N. crassa) bzw. 18% (P. anserina). 

Gerade dieser Teil der Proteine weist also eine geringere Ähnlichkeit auf als der N-Terminale 

Teil und die PPF-Domäne.  

Weitere Studien werden nötig sein, um die exakte Lage der funktionellen Aminosäuren in 

SMTA-2 zu identifizieren. Insgesamt lässt sich jedoch sagen, dass, trotz der funktionellen 

Ähnlichkeiten, die MAT1-1-2 Kreuzungstyp-Proteine zwischen verschiedenen Vertretern der 

Sordariomyceten wenig konserviert scheinen.  

 

5.3.  Die Proteine MAT1-1-2 und MAT1-1-3 lokalisieren im Cytosol 
Mittels der Fusion der Kreuzungstyp-Proteine MAT1-1-2 und MAT1-1-3 mit den 

Fluoreszenzproteinen dsRED und GFP sollte die Lokalisation der Kreuzungstyp-Proteine 

innerhalb der Zelle untersucht werden. Die Fluoreszenzplasmide pRHN-A2, pRSnG-A2 

(MAT1-1-2) und pRHN-A3 (MAT1-1-3) konnten erfolgreich erstellt und transformiert 

werden (Abb. 18).  

SMTA-3 lokalisiert cytosolisch. Eine Fluoreszenz in Organellen oder der Vakuole ist nicht 

nachweisbar, auch nicht während der sexuellen Entwicklung in den Zellen der sich 

entwickelten Perithezien. Da in dieser Studie keine biologische Funktion von SMTA-3 

nachgewiesen werden konnte, kann an dieser Stelle aus der Lokalisation des MAT1-1-3 

Proteins aus S. macrospora keine weiteren Schlüsse gezogen werden. SMTA-3 verfügt weder 

über bekannte funktionelle Domänen, noch ein bekanntes Lokalisierungssignal. Ob die hier 

gefundene Lokalisation für homologe Proteine aus anderen Pilzen anwendbar ist, ist aufgrund 

dieser fehlenden Domänen fraglich. 
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Für das Kreuzungstyp-Protein MAT1-1-2 (SMTA-2) konnten ebenfalls Fluoreszenzplasmide 

hergestellt und in S. macrospora transformiert werden. Beide Fusionsproteine, A2_dsRed und 

A2_GFP, lokalisieren im Cytosol (Abb. 18). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der 

vorausgesagten Lokalisation des homologen Proteins SMR1 aus P. anserina, welches laut 

Debuchy und Turgeon (2006) ebenfalls im Cytosol lokalisiert sein soll. Eine in silico 

Voraussage mittels des Programms WolfPSORT (Horton, et al., 2007) (http://wolfpsort.org) 

erbrachte ebenfalls das Cytoplasma als wahrscheinlichste Lokalisation des SMTA-2 Proteins 

in S. macrospora. Eine zusätzliche Lokalisation im Zellkern wird vorausgesagt, lässt sich mit 

den hier vorgestellten Daten jedoch nicht bestätigen. Dabei ist jedoch zu beachten, dass weder 

SMTA-2_GFP noch SMTA-2_dsRed in vivo voll funktionell sind. Die Funktionalität der 

Fusionsproteine wurde dabei im Hintergrund der ΔSmtA-2 Mutante untersucht. Bei voller 

Funktionalität hätten die Fusionsproteine in der Lage sein müssen, den sterilen Phänotyp der 

Deletionsmutante zu komplementieren, was für beide Proteine nicht der Fall war (s. Anhang 

A2). Im Gegensatz zu ΔSmtA-2 allein, sind die Fluoreszenzstämme in der Lage, größere, 

pigmentierte Perithezien zu bilden, was in der Deletionsmutante niemals beobachtet wird. 

Diese Perithezien erreichen jedoch nicht die Größe im Wt und es konnten weder Asci noch 

Ascosporen gefunden werden. Die Komplementation ist also partiell, aber nicht vollständig. 

Beide Fluoreszenzproteine, dsRed und GFP, sind C-Terminal an das SMTA-2 Protein 

fusioniert. Wie in den Komplementationsanalysen gezeigt (s. 5.2), scheint dieser Bereich des 

Proteins für die Funktionalität essentiell zu sein. Die Fusion eines Fluoreszenzproteins an 

diesen essentiellen Teil des MAT1-1-2 Proteins scheint die Funktionalität weitestgehend 

einzuschränken. Die hier gezeigten Daten über die intrazelluläre Lokalisation des MAT1-1-2 

Proteins in S. macrospora müssen also als vorläufig betrachtet werden. Solange kein voll 

funktionales SMTA-2 innerhalb der Zelle lokalisiert werden kann, eventuell über eine N-

Terminale Fusion mit einem Fluoreszenzprotein, kann über die Lokalisation keine allgemein 

gültige Aussage getroffen werden.  

 

5.4.  Die Proteine SMTA-1 und SMTA-2 sind an der Regulation der 

Expression von Pheromon-Genen beteiligt 
In der Gruppe der Ascomyceten liegen zwei Pheromon- und entsprechende Rezeptor-Gene in 

einem Genom vor. In S. cerevisiae  und P. anserina konnte gezeigt werden, dass diese Gene 
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direkt durch die Kreuzungstyp-Proteine reguliert werden (Coppin, et al., 2005; Herskowitz, 

1989). In anderen heterothallischen Arten wie N. crassa oder P. anserina werden die 

Pheromon-Gene in einem Kreuzungstyp-spezifischen Muster exprimiert und sind essentiell 

für männliche Fertilität der Stämme (Bobrowicz, et al., 2002; Coppin, et al., 2005; Kim H. 

und Borkovich, 2006).  

In S. macrospora und anderen homothallischen Ascomyceten werden sowohl die Pheromon-

vorläufer-Gene als auch die Rezeptor-Gene konstitutiv exprimiert (Kim H. K., et al., 2008; 

Paoletti, et al., 2007; Pöggeler, 2000; Pöggeler und Kück, 2001) und in S. macrospora sind 

sie an der sexuellen Entwicklung beteiligt (Mayrhofer, et al., 2006).  

In einer früheren Studie konnte bereits gezeigt werden, dass das Kreuzungstyp-Protein 

SMTa-1 an der Regulation der Expression des Pheromonvorläufer-Gens ppg-2 beteiligt ist 

(Pöggeler, et al., 2006b). Die Ergebnisse dieser Studie konnten hier noch einmal bestätigt 

werden (Abb. 12). Die mRNA Menge des Pheromon-Gens ppg-2 ist in der ΔSmta-1 

Deletionsmutante um das bis zu 500fache erniedrigt verglichen zum Wildtyp.  

In der Deletionsmutante ΔSmtA-1 ist die Expression beider Pheromon-Gene ppg-1 und ppg-2 

um das 60- bzw. 16fache herunterreguliert (Abb. 12, 24). Während also SMTa-1 

ausschließlich die Expression eines Pheromon-Gens (ppg-2) reguliert, ist das Kreuzungstyp-

Protein SMTA-1 direkt oder indirekt an der Regulation beider Gene (ppg-1 und ppg-2) 

beteiligt. In früheren Hefe-Zwei-Hybrid Analysen wurde gezeigt, dass SMTa-1 und SMTA-1 

in der Lage sind miteinander zu interagieren (Jacobsen, et al., 2002). Die hier vorgestellten 

Daten lassen den Schluss zu, dass das Lipopeptid-Gen ppg-2 direkt oder indirekt von dem 

Kreuzungstyp-Protein SMTa-1 reguliert wird, während in die Regulation der Genexpression 

des Peptidpheromons ppg-1 ein Heterodimer aus SMTA-1 und SMTA-1 involviert ist. 

Außerdem konnte in früheren Studien gezeigt werden, dass Einzelmutanten der Pheromon- 

oder Rezeptor-Gene keinen Phänotyp bezüglich der vegetativen oder sexuellen Entwicklung 

zeigten (Mayrhofer, et al., 2006). Doppeldeletionen der Pheromon-Rezeptor-Paare 

(Δppg-1/Δpre-2 oder Δppg-2/Δpre-1) und eine Doppeldeletion beider Pheromon-Gene 

(Δppg-1/Δppg-2) zeigten dagegen eine drastisch reduzierte Anzahl an Perithezien und 

Ascosporen verglichen zum Wildtyp, alle Deletionen waren jedoch grundsätzlich fertil. Die 

einzige sterile Deletionsmutante stellt die Doppeldeletion beider Pheromon-Rezeptoren 

(Δpre-1/Δpre-2) dar (Mayrhofer, et al., 2006). 
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Bei der Herunterregulierung beider Pheromon-Gene in der Kreuzungstyp-Mutante ΔSmtA-1 

zeigte sich dagegen kein Unterschied zum Wildtyp in der Anzahl der Perithezien und 

Ascosporen (Abb. 8). Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass die Expressionsstärke eines 

oder beider Pheromon-Gene immer noch hoch genug ist, um eine Wildtyp-ähnliche sexuelle 

Entwicklung zu ermöglichen. Dies ist sehr wahrscheinlich, da gerade das Pheromon-Gen 

ppg-2 in ΔSmtA-1 nur um das 16fache herunterreguliert ist, im Gegensatz zu ppg-1 (60fach) 

oder ppg-2 in ΔSmta-1 (500fach). Außerdem sind, wie bereits ausgeführt, die Pheromone für 

die sexuelle Entwicklung in S. macrospora wichtig, aber nicht essentiell (Mayrhofer, et al., 

2006). Essentiell dagegen sind die Pheromon-Rezeptoren, welche in der Mutante ΔSmtA-1 

jedoch nicht differentiell reguliert sind im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 12). 

 

In der sterilen Mutante ΔSmtA-2 ist die Expression des Lipopeptid-Pheromon ppg-2 um das 

20fache heraufreguliert (Abb. 12, 24). Ein ähnlicher Phänotyp konnte in einer Reihe 

sogenannter pro-Mutanten gefunden werden (Nowrousian, et al., 2005). Diese Mutanten 

wurden nach ihrem gemeinsamen Phänotyp benannt. Sie sind, ähnlich wie ΔSmtA-2, steril 

und die sexuelle Entwicklung blockiert im Stadium junger Protoperithezien. Dabei stellen die 

verschiedenen pro-Gene sehr unterschiedliche Klassen von Genen dar. So kodiert pro1 für 

einen Zinkfinger Transkriptionsfaktor (Masloff, et al., 2002; Masloff, et al., 1999), während 

das Protein PRO11 cytosolisch und membranständig lokalisiert ist und Ähnlichkeiten mit 

Striatin aus Säugetieren aufweist (Pöggeler und Kück, 2004). PRO40 schließlich ist assoziiert 

mit Woronin-Bodies in S. macrospora (Engh, et al., 2007b).  

All diesen Mutanten, einschließlich ΔSmtA-2, ist gemein, dass sie steril sind und nicht in der 

Lage, reife Perithezien oder Ascosporen zu bilden. Die gesteigerte Expression des 

Pheromon-Gens ppg-2 scheint dabei allerdings keine Rolle zu spielen, da eine Überexpression 

des Gens in Wildtyp keinen Phänotyp zeigte (Daten nicht gezeigt). In dem homothallischen 

G. zeae konnte das Transkript des Pheromon-Gens GzPPG1 weder in ΔMAT1-1 noch in 

ΔMAT1-2 Stämmen nachgewiesen werden. Die Transkriptmenge des Gens GzPPG2 dagegen 

war in einer ΔMAT1-1 Mutante deutlich erhöht (Kim H. K., et al., 2008). Da hier jedoch alle 

MAT1-1 spezifischen Gene, MAT1-1-1, MAT1-1-2 und MAT1-1-3 deletiert waren, lässt sich 

nicht sagen, welche Gendeletion die Heraufregulierung von GzPPG2 verursachte (Lee J., et 

al., 2003). In dem homothallischen Ascomyceten A. nidulans zeigte eine Deletion des 
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MAT1-1-1 Gens keinerlei Einfluss auf die Expression des Peptidpheromon-Gens ppgA oder 

der Pheromon-Rezeptoren (Paoletti, et al., 2007).  

 

 
Abbildung 24: Modell der Regulation der Pheromon-Gene durch die Kreuzungstyp-Proteine in 
S. macrospora. Während SMTa-1 und SMTA-1 die Expression der Pheromon-Gene positiv regulieren, 
hemmt SMTA-2 die Expression von ppg-2. Bekannte Interaktionspartner, welche bei den Regulationen 
eine Rolle spielen könnten, sind mit gestrichelten Linien gekennzeichnet (nach Jacobsen, et al., 2002; 
Nolting und Pöggeler, 2006a; Nolting und Pöggeler, 2006b). 
 

Die Expression der Pheromon-Rezeptor Gene pre-1 und pre-2 war dagegen weder in 

ΔSmtA-1 noch in ΔSmtA-2 im Vergleich zum Wildtyp verändert (Abb. 12). Dies ist ähnlich 

zu N. crassa wo die Kreuzungstyp-Proteine ebenfalls keinen Einfluss auf die Expression der 

Rezeptoren zeigen (Pöggeler und Kück, 2001). 

 

Grundsätzlich lässt sich nach diesen Ergebnissen sagen, dass die Expression der Pheromon-

Gene in homothallischen Pilzen deutlich weniger stark reguliert zu sein scheint als die 

stringente Kreuzungstyp-spezifische Regulation in heterothallischen Pilzen. 

 

5.5.  Die Kreuzungstyp-Proteine SMTA-1 und SMTA-2 regulieren die 

Expression verschiedener Gene 
In dieser Studie wurde eine Microarray Analyse mit N. crassa Chips durchgeführt um die 

Rolle der MAT1-1 spezifischen Kreuzungstyp-Proteine SMTA-1 und SMTA-2 bei der 

Regulation anderer Gene als die der Pheromone und Rezeptoren zu untersuchen. In der 

Mutante ΔSmtA-1 waren 978 Gene und in der Mutante ΔSmtA-2 853 Gene im Vergleich zum 

Wildtyp um das wenigstens 2fache herauf- oder herunterreguliert (P < 0,05) (Abb. 13). Ein 
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Großteil dieser Gene war in beiden Mutanten auf die gleiche Weise reguliert. Nur 7,5% 

(ΔSmtA-1) bzw. 13% (ΔSmtA-2) der als differentiell reguliert gefundenen Gene waren 

heraufreguliert. In S. cerevisiae aktiviert das SMTA-1 Ortholog α1p zusammen mit den 

Transkriptionsfaktoren STE12 und MCM1 (Bruhn und Sprague, 1994; Yuan, et al., 1993) die 

Expression fünf MATα spezifischer Gene (Galgoczy, et al., 2004). Das Kreuzungstyp-Protein 

SMTA-1 interagiert in S. macrospora ebenfalls mit den Transkriptionsfaktoren STE12 und 

MCM1 (Nolting und Pöggeler, 2006a; b), jedoch scheint eine weit größere Anzahl an Genen 

von SMTA-1 reguliert zu sein als von α1p in S. cerevisiae. In dieser Studie wurden allerdings, 

im Gegensatz zu der in Hefe, direkte wie auch indirekte Regulationen nachgewiesen. Es ist 

daher wahrscheinlich, dass zumindest ein Teil der hier gefundenen Regulationen indirekt 

erfolgt. 

Das Kreuzungstyp-Protein SMTA-2 erhält keine bekannten Domänen welche spezifisch für 

eine DNA-Bindung oder einen Transkriptionsfaktor sind. Es interagiert nachweislich nicht 

mit den Transkriptionsfaktoren SMTa-1 oder SMTA-1 oder den assoziierten 

Transkriptionsfaktoren STE12 oder MCM1 (Jacobsen, et al., 2002; Nolting und Pöggeler, 

2006a; b). Trotzdem wurden in der Microarray Analyse eine große Anzahl von Genen als 

differentiell reguliert identifiziert. Bei einem Vergleich beider Mutanten konnten 519 Gene 

gefunden werden, welche in beiden Mutanten dereguliert sind. Dies lässt, trotz der sehr 

unterschiedlichen Phänotypen beider Mutanten vermuten, dass beide Proteine an den gleichen 

metabolischen oder regulatorischen Prozessen beteiligt sind, obwohl sie nicht direkt 

interagieren.  

Zusätzlich durchgeführte real-Time-PCR Analysen waren in Übereinstimmung mit den 

Microarray Ergebnissen. Die Regulation der Gene sod-2 und ctr-3 durch die beiden 

Kreuzungstyp-Proteine SMTA-1 und SMTA-2 (Abb. 16) macht eine Beteiligung beider 

Proteine an der Kupferhomeostase wahrscheinlich. In P. anserina konnte in früheren Studien 

gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor GRISEA, welcher vom Kupferspiegel innerhalb 

der Zelle abhängig ist, einen wichtigen Einfluss auf den Phänotyp und die Lebensspanne von 

P. anserina hat (Borghouts, et al., 1997). Eine Mutation des grisea Gens führt zu einer 

veränderten Morphologie, Defekten in der Perithezienbildung und einer verlängerten 

Lebensspanne (Borghouts und Osiewacz, 1998). Die Gene PaSod2 (NCU01213 in N. crassa), 

welches für eine mitochondriale Superoxiddismutase kodiert, und PaCtr3 (NCU00830 in 

N. crassa), eine hochaffine Kupferpermease, wurden als Zielgene der Regulation durch 
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GRISEA identifiziert (Borghouts, et al., 2002a; Borghouts, et al., 2001). In S. macrospora 

sind die beiden homologen Gene sod-2 und ctr-3 in den Mutanten ΔSmtA-1 und ΔSmtA-2 

signifikant herunterreguliert, obwohl das Homolog zu grisea (NCU04773 in N. crassa) selbst 

nicht beeinflusst wird. Außerdem konnten Homologe zu einer gering-affinen Kupferpermease 

(NCU03281), einem Metalothionein Gen (NCU05561) und einem Gen (NCU00829), welches 

ähnlich einem Kupfer-Transporter („cupric reductase FRE2 facilitating copper uptake”) in 

S. cerevisiae ist (Georgatsou, et al., 1997), als herunterreguliert in beiden Mutanten 

identifiziert werden. Einen Einfluss auf die sexuelle Entwicklung scheint die Regulation der 

Kupferhomeostase jedoch nicht zu haben, da in beiden Mutanten, der fertilen ΔSmtA-1 und 

der sterilen ΔSmtA-2, die fraglichen Gene gleich reguliert sind. Außerdem konnte der sterile 

Phänotyp von ΔSmtA-2, im Gegensatz zu der P. anserina GRISEA Mutante (Marbach, et al., 

1994), durch eine Zugabe von Kupfer zum Medium nicht komplementiert werden (Daten 

nicht gezeigt).  

Da ΔSmtA-1 in der Lage ist, Perithezien und keimfähige Ascosporen zu bilden, kann die 

Sterilität von ΔSmtA-2 nicht durch die Deregulation der in beiden Mutanten gefundenen Gene 

verursacht werden. Von den 854 in ΔSmtA-2 deregulierten Genen, waren 225 Gene herauf- 

und 86 Gene herunterreguliert, die in ΔSmtA-1 nicht als differentiell reguliert identifiziert 

werden konnten. Diese Gene scheinen also spezifisch für SmtA-2 zu sein und damit 

wahrscheinlich involviert in die Fruchtkörperentwicklung und damit die Fertilität in 

S. macrospora. Zwei dieser Gene sind dabei in die Kontrolle des Zellzyklus involviert. Das 

Gen, welches homolog zu NCU02683 aus N. crassa ist, kodiert für die Untereinheit 3 des 

„origin recognition complex“ (ORC). ORC3 ist hochkonserviert und essentiell in allen 

Eukaryoten (Duncker, et al., 2009). Der ORC bindet an die Startpunkte der DNA-Replikation 

und rekrutiert Präreplikative Komplex Proteine in der G1-Phase des Zellzyklus, welcher dann 

in der S-Phase die Replikation durchführt. Zusätzlich ist der ORC an der 

Heterochromatinbildung beteiligt (Bell und Dutta, 2002). In Drosophila melanogaster und 

verschiedenen Säugetieren konnte außerdem gezeigt werden, dass eine Deletion oder 

Deregulation des homologen Gens zu schweren Störungen der Zellproliferation führt (Huang, 

et al., 2005; Pinto, et al., 1999).  

Ähnlich dazu wurde die mRNA Menge des Orthologs des S. cerevisiae Proteins CDC23 als 

signifikant reduziert in ΔSmtA-2 gefunden. CDC23 ist eine essentielle Untereinheit des 

„Anaphase Promoting Complex/Cyclosome“ (APC/C), einer Ubiquitin-Protein Ligase, 
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welche für die Degradation von Anaphase-Inhibitoren während der mitotischen 

Metaphase/Anaphase benötigt wird (Pesin und Orr-Weaver, 2008). Beide Gene sind in der 

Mutante ΔSmtA-2 signifikant herunterreguliert (Abb. 17), was auf einen Einfluss von 

SMTA-2 auf den Zellzyklus hinweist. SMTA-2 könnte dabei als ein Aktivator der DNA 

Replikation und der Zellproliferation dienen, durch die Regulation der Genexpression von 

orc-3 und cdc-23. Andere Untereinheiten des ORC oder APC/C konnten allerdings in 

ΔSmtA-2 nicht als differentiell reguliert identifiziert werden. 

Bei einem Vergleich mit früheren Microarray Analysen anderer, steriler S. macrospora 

Mutanten, konnten vier Gene identifiziert werden, welche in allen herunterreguliert waren 

(Tab. 6). 
Tabelle 6: Gene, welche bei Microarray Analysen in verschiedenen sterilen Mutanten als differentiell 
reguliert gefunden wurden. Zwei Gene waren außerdem in der fertilen Mutante ΔSmtA-1 als dereguliert 
gefunden. Angegeben sind die log2 Verhältnisse der Genexpression zwischen Mutante und Wildtyp. 
Nummer Beschreibung pro1 pro11 pro22 ∆Smta-1 ∆SmtA-2 ∆SmtA-1 

NCU04533 

abundant perithecial 
protein (APP), Sordaria 

macrospora 
 

-3,64 -4,27 -3,12 -2,99 -2,43 0,6 

NCU04928 

mold-specific MS8 
protein, Ajellomyces 

capsulatus 
 

-3,31 -2,22 -3,07 -3,11 -1,07 -0,65 

NCU09111 

glucose-6-phosphate 1-
dehydrogenase, 

Neurospora crassa 
 

-1,85 -1,02 -1,77 -1,33 -1,06 -0,48 

NCU09390 

tetrahydroxynaphthalene 
reductase, Sordaria 

macrospora 
 

-2,32 -1,68 -2,00 -2,19 -1,79 -0,39 

NCU04931 

putative G protein-
coupled receptor alpha 
(Botryotinia fuckeliana) 

 
-2,89 -3,52 -3,28 -3,24 -1,48 -1,21 

NCU08055 

bZip transcription factor 
(Neurospora crassa); 

IDI-4 (Podospora 
anserina) 

 

-1,09 -1,54 -1,59 -2,18 -1,63 -1,15 

 

Zusätzlich wurden zwei Gene gefunden, welche in allen sterilen Mutanten und der fertilen 

ΔSmtA-1 Mutante herunterreguliert waren.  
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Zu den Genen, welche in den sterilen Mutanten herunterreguliert waren, zählen die Gene 

app1 und tih. Das Protein APP (abundant perithecial protein) wird dabei in reifen Perithezien 

gefunden und kommt niemals in sterilen Mutanten vor (Nowrousian, et al., 2007b). Das Gen 

tih kodiert für eine Trihydroxynaphtalenreduktase, einen Bestandteil des Melanin 

Bioysntheseweges (Engh, et al., 2007a). Die Gene der Melanin Biosynthese sind in ΔSmtA-2 

signifikant herunterreguliert, in ΔSmtA-1 dagegen nicht (Abb. 15). Melanin wird in 

S. macrospora hauptsächlich in reifen Perithezien und Ascosporen gefunden. Es ist sehr 

wahrscheinlich, dass die Expression dieser vier Gene Fruchtkörper-spezifisch und nicht 

Kreuzungstyp-spezifisch ist.  

 

5.6.  SMTA-2 interagiert mit verschiedenen regulatorischen Proteinen 
Um mögliche Interaktionspartner des Kreuzungstyp-Proteins SMTA-2 zu identifizieren, 

wurde eine Hefe-Zwei-Hybrid Analyse gegen eine S. macrospora cDNA-Bank durchgeführt. 

Das Plasmid pGB-A2 wurde zuvor in einem pGAD-ranBPM und pGADT7 Hintergrund auf 

Funktionalität bzw. Transaktivierung getestet (Abb. 19).  

In dieser Analyse konnten 48 putative Interaktionspartner identifiziert werden (Tab. 5). Diese 

wurden erneut mit den Plasmiden pGB-A2 und pGBKT7 als Negativkontrolle auf spezifische 

Interaktion mit SMTA-2 untersucht (Abb. 20). Dabei wurde für die Proteine 1, 6, 15, 23, 35 

und 48 eine Interaktion auch mit der GAL4-Bindedomäne allein (pGBKT7) nachgewiesen. 

Diese Proteine wurden daraufhin als nicht-spezifische Interaktionen verworfen.  

Die anderen Proteine, welche als putative Interaktionspartner von SMTA-2 festgestellt 

wurden, decken eine breite Varianz möglicher Funktionen ab. So wurden fünf putative 

Transkriptionsfaktoren (2, 16, 25, 46) gefunden, drei Proteine, welche in die Vermittlung der 

Zellpolarität und Hyphenseptierung involviert sind (8, 22, 42) und drei Proteine (14, 20, 34), 

welche generell an der sexuellen Entwicklung beteiligt sind (Abb. 25). 
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der Prozesse in welche putative Interaktionspartner von 
SMTA-2 involviert sind. Die angegebenen Nummern entsprechen den Proteinen in Tab. 5. Bekannte 
Funktionen der Interaktionspartner wurden den Datenbanken NcD, AD und SGD entnommen und sich in 
Tab. 5 als Referenzen angegeben. 
 
Die Homologe zu den vier Proteinen 2, 16, 25 und 46 stellen in anderen Organismen bekannte 

Regulatoren der Genexpression dar (Chen H., et al., 1998; Collart und Struhl, 1994; Masloff, 

et al., 1999; Sanchez, et al., 1998).  

Das Protein 2 stellt dabei ein Homolog zu dem Protein AAB-1 aus N. crassa dar. Dieses 

Protein konnte als DNA-Bindefaktor identifiziert werden, welcher die gleiche Spezifität wie 

der HAP2/3/4/5 Heteromerkomplex aus S. cerevisiae besitzt (Chen H. und Kinsey, 1995). 

Mutationen im aab-1 Gen führen in N. crassa zu reduziertem vegetativem Wachstum und 

einer verringerten Anzahl an mitotisch gebildeten Konidiosporen. Außerdem zeigt eine solche 

Mutante weibliche Sterilität, ist aber weiterhin männlich fertil (Chen H., et al., 1998). Von 

den bekannten Genen aus N. crassa, welche durch AAB-1 reguliert werden, (NCU01808, 

NCU06189, NCU05689 und NCU09816) konnte lediglich das Gen NCU01808 in der 

ΔSmtA-2 Mutante als differentiell reguliert identifiziert werden (s 4.1.5). Für das homologe 

Hefeprotein HAP5 sind dabei in der SGD 132 verschiedene Interaktionspartner eingetragen 

(Costanzo, et al., 2010). Ein solcher Wert lässt auf einen eher unspezifischen 
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Interaktionspartner schließen, dies lässt sich durch die hier durchgeführten Experimente 

jedoch nicht bestätigen. 

Protein 16 zeigt Homologien zu einem putativen C6 Transkriptionsfaktor aus A. fumigatus 

(MacPherson, et al., 2006). In S. macrospora konnte für einen C6 Zinkfinger 

Transkriptionsfaktor (PRO1) bereits eine Beteiligung an der sexuellen Entwicklung gezeigt 

werden (Masloff, et al., 1999). Protein 16 zeigt außer dem C6 Konsensusmotiv allerdings 

keine Ähnlichkeit zu PRO1. 

Das Protein 25 zeigt Homologien zu dem Protein ABP2 aus S. pombe. ABP2 ist beschrieben 

als Bindeprotein von Autonom-Replizierenden-Sequenz (ARS) Elementen (Sanchez, et al., 

1998). ARS Elemente stellen den Startpunkt der Replikation auf chromosomalen Sequenzen 

dar, welche auch die autonome Replikation von Plasmiden unterstützen. Für ABP2 konnte 

gezeigt werden, dass dieses Protein an der Kontrolle des Eintritts in die Mitose beteiligt ist 

(Sanchez, et al., 1998). Obwohl in S. pombe ein Einfluss von ABP2 nur auf die Mitose 

beschrieben ist, kann ein ähnlicher Einfluss auf die Meiose und die damit verbundene sexuelle 

Entwicklung in S. macrospora nicht ausgeschlossen werden. In einer ABP2 Mutante in 

S. pombe konnte außerdem gezeigt werden, dass ABP2 eine Rolle im UV-induzierten 

Zellzyklusarrest spielen könnte (Sanchez, et al., 1998). Da ein Zellzyklusarrest während der 

sexuellen Entwicklung in P. anserina (Debuchy und Turgeon, 2006) und S. macrospora 

vorhergesagt ist, erscheint ein Zusammenhang mit dem homologen Protein ABP2 sinnvoll. 

Das Protein 46 schließlich zeigt Homologien zu dem CCR4-NOT Komplex aus S. cerevisiae. 

Dieser Komplex stellt einen negativen Regulator verschiedener Gene dar, welche 

verschiedene zelluläre Funktionen übernehmen (Collart und Struhl, 1994). Eine Mutation des 

Proteins NOT2 führt dabei zu einem G1-Zellzyklusarrest und einem konstitutiv aktivierten 

Pheromon Signalweg (de Barros Lopes, et al., 1990; Reed, 1980; Shuster und Byers, 1989). 

Homologe der Gene, welche in S. cerevisiae durch den CCR4-Not Komplex negativ reguliert 

werden (HIS4, TBP, STE4, BIK1) (Collart und Struhl, 1993; 1994; de Barros Lopes, et al., 

1990), wurden in den Microarray Analysen der ΔSmtA-2 Mutante erneut als nicht reguliert 

identifiziert. Für das Protein NOT2 sind in der SGD 80 Interaktionspartner unterschiedlicher 

Funktion eingetragen. Dies lässt, ähnlich wie bei Protein 2 auf einen unspezifischen 

Interaktionspartner schließen. 

Ein Einfluss auf den Zellzyklus kann auch für die Proteine 24 und 38 angenommen werden. 

Protein 24 zeigt Homologien zu PHB2, einer Untereinheit des Prohibitin-Komplexes in Hefe. 
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Dieser Komplex lokalisiert an den Mitochondrien und hat Einfluss sowohl auf die 

Funktionalität der Mitochondrien, als auch auf die Lebensspanne des gesamten Organismus 

(Coates, et al., 1997). Mutanten in S. cerevisiae zeigen dabei einen verlängerten Zellzyklus. 

Das Protein 38 dagegen zeigt Homologien zu OYE2 in S. cerevisiae. Dieses Protein spielt 

eine Rolle bei der Regulation radikaler Sauerstoffspezies (ROS) und damit der Regulation des 

Programmierten Zelltods („programmed cell death“, PCD) (Odat, et al., 2007). PCD in Hefe 

kann dabei, unter anderem, durch einen Überschuss an Pheromon während der sexuellen 

Phase ausgelöst werden (Severin und Hyman, 2002) als auch einen Effekt der natürlichen 

Seneszenz darstellen (Herker, et al., 2004). OYE2 kann dabei durch die Neutralisierung des 

von Mitochondrien gebildeten ROS und der Interaktion mit Aktin-Filamenten, den Zelltod 

sowohl verhindern, als, durch die Interaktion mit dem Protein OYE3, auch hervorrufen (Odat, 

et al., 2007). 

 Weitere gefundene Interaktionspartner (Proteine 8, 22, 42) stehen mit Zellpolarität und 

Septierung im Zusammenhang (März, et al., 2009; Seiler und Plamann, 2003; Winter, et al., 

1997). Die Proteine 8 und 22 wurden in dem filamentösen Ascomyceten N. crassa bereits 

umfassend untersucht (März, et al., 2009; Vogt und Seiler, 2008). Ein direkter 

Zusammenhang mit der sexuellen Entwicklung in N. crassa wurde dabei nicht beschrieben. 

Sowohl das RHO1-spezifische GTPase-aktivierende Protein LRG1 (Protein 22) als auch die 

Peptid N-Glycanase 1 (Protein 8) sind an der Vermittlung der Zellpolarität in vegetativen 

Hyphen und dem Septierungsprozess beteiligt (März, et al., 2009; Seiler und Plamann, 2003; 

Vogt und Seiler, 2008). Für Homologe des Proteins 42, einer Untereinheit des Actin-

zugehörigen Protein („actin-related protein“, ARP) Komplexes, ist bekannt, dass sie in 

S. cerevisiae ebenfalls an der Vermittlung der Zellpolarität beteiligt sind (Winter, et al., 1997) 

und dass LRG1 aus S. cerevisiae mit dem ARP2/3 Komplex interagiert (Costanzo, et al., 

2010). Für N. crassa und S. macrospora konnte die Beteiligung von Actin-Filamenten und 

zugehöriger Komplexe auch an der Kernmigration und der Septierung ascogener Hyphen 

gezeigt werden (Roca, et al., 2010; Thompson-Coffe und Zickler, 1993).  

Ein grundsätzlicher weiterer Aspekt ist die Regulation der Genexpression durch Aktin 

(Zheng, et al., 2009). Dabei wird die Transkription sowohl durch die von Aktin vermittelte 

Remodulierung der Chromatinstruktur (Shen X., et al., 2003) als auch durch den Transport 

von Transkriptionsfaktoren in den Zellkern oder aus ihm hinaus (Favot, et al., 2005; Haller, et 

al., 2004) reguliert. Bei all diesen unterschiedlichen Funktionen spielen Aktin-bindende 
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Proteine (ABP) eine essentielle Rolle (dos Remedios, et al., 2003). Für den ARP2/3 Komplex 

konnte bisher keine Beteiligung an regulatorischen Prozessen gezeigt werden, kann aber auch 

nicht ausgeschlossen werden. 

Der putative Interaktionspartner 34 ist homolog zu Sec5p aus S. cerevisiae, einer Untereinheit 

des Exocyst Komplexes (TerBush, et al., 1996). Der Exocyst Komplex ist in Hefe und 

anderen eukaryotischen Organismen an der Anbindung und räumlichen Kontrolle von post-

Golgi Vesikeln an der Plasmamembran vor der Vesikelfusion beteiligt (Guo, et al., 1999; 

Mehta, et al., 2005). In den unizellulären Hefen S. cerevisiae und S. pombe konnte eine 

Beteiligung des Exocyst Komplexes auch an der sexuellen Entwicklung nachgewiesen 

werden (Neiman, 1998; Sharifmoghadam, et al., 2010). Dabei spielt der Exocyst Komplex 

sowohl eine Rolle bei der Agglutination zweier kompatibler Kreuzungspartner, als auch in der 

post-meiotischen Sporulation. Zusätzlich dazu konnte in S. cerevisiae nachgewiesen werden, 

dass die Rho-GTPase CDC42 mit dem Exocyst Komplex interagiert (Yamashita, et al., 2010). 

Durch CDC42 kann damit eine indirekte Interaktion zwischen LRG1 (Interaktionspartner 22) 

und dem Exocyst Komplex (Interaktionspartner 34) und damit auch SMTA-2 hergestellt 

werden. Während in dem homothallischen Ascomyceten S. macrospora die Agglutination 

zweier Kreuzungspartner unwahrscheinlich ist, lässt die Beteiligung des Exocyst Komplexes 

an der Sporenbildung auf eine Regulation dieses Prozesses durch das Protein SMTA-2 

schließen.  

Eine Beteiligung an der Sporenbildung konnte auch für das homologe Hefe Protein zu dem 

Interaktionspartner 40 nachgewiesen werden (Siniossoglou, et al., 1998). Mutanten des 

sogenannten Nem1p Proteins zeigen dabei eine veränderte Zellkernmorphologie und 

Sporenbildung. Während die mitotische Vermehrung nicht beeinträchtigt ist, sind die 

Mutanten nicht in der Lage, Meiosporen zu bilden (Siniossoglou, et al., 1998). Es wurde 

dabei vorgeschlagen, dass ein Komplex aus Nem1p-Spo7p die Kernmembranproliferation 

negativ reguliert und somit ein Auswachsen der Kernmembran  an bestimmten Stellen 

verhindert. Dies könnte wiederum auch durch eine Inhibition der Biosynthese besonders 

langkettiger Fettsäuren zu erklären sein (Schneiter, et al., 1996). Passend dazu wurde für 

SMTA-2 auch ein Gen der Fettsäuresynthese als putativer Interaktionspartner identifiziert 

(Protein 18). 

In N. crassa konnte von Duarte und Videira (2000) gezeigt werden, dass die Funktionalität 

des Komplex I der mitochondrialen Atmungskette für die sexuelle Entwicklung essentiell ist. 
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Eine Untereinheit dieser Atmungskette konnte auch als Interaktionspartner von SMTA-2 

identifiziert werden (Protein 14). Die Regulation von Stoffwechselprozessen scheint dabei 

gerade während der sexuellen Entwicklung stark kontrolliert zu sein, da Defekte an 

Komplex I in N. crassa keine Auswirkungen auf das vegetative Wachstum zeigen (Duarte 

und Videira, 2000). Auch in S. macrospora konnte bereits gezeigt werden, dass 

Stoffwechselprozesse einen Einfluss auf die sexuelle Entwicklung haben. So führen Defekte 

in der ATP Citratlyase ACL1 zu Sterilität (Nowrousian, et al., 1999). Das Protein ACL1 

spielt dabei eine wichtige Rolle bei der Acetyl-CoA Synthese, welches wiederum in 

Eukaryoten hauptsächlich für die Fettsäure- und Sterolbiosynthese benötigt wird. Dies 

verweist wiederum auf Interaktionspartner 18. Ein weiterer Interaktionspartner, welcher in die 

Acetyl-CoA Synthese involviert sein könnte, ist Interaktionspartner 19 (Schneiter, et al., 

1996). Zusätzlich konnten verschiedene andere Proteine gefunden werden, welche an 

unterschiedlichen Stoffwechselprozessen beteiligt sind (bspw. Protein 7, 10,  32, 33, 39, 41, 

45).  So zeigt das Protein 33 Homologien zu einer Ornithintransamidase aus S. cerevisiae, 

welche am Arginin Metabolismus beteiligt ist (Middelhoven, 1964). Für das entsprechende 

S. cerevisiae Gen CAR2 konnte gezeigt werden, dass der Kreuzungstyp eine Rolle bei der 

Transkriptionsstärke spielt (Deschamps und Wiame, 1979) und der Transkriptionsfaktor 

MCM1 an der Regulation der Genexpression beteiligt ist (Messenguy und Dubois, 1993). 

MCM1 konnte dabei bereits als Interaktionspartner des Kreuzungstyp-Proteins SMTA-1 in 

S. macrospora nachgewiesen werden (Nolting und Pöggeler, 2006a). 

Der putative Interaktionspartner Protein 26 stellt ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym dar. 

Ubiquitin-konjugierende Enzyme dienen als Ubiquitin Träger, welche das Ubiquitin auf 

spezifische, andere Proteine übertragen können. Das Ubiquitin dient dabei als Signalpeptid für 

den Abbau durch das 26S Proteasom (Jentsch und Schlenker, 1995). Durch diesen gezielten 

Abbau von Proteinen, werden verschiedenste zelluläre Funktionen reguliert, wie DNA 

Reparatur, Zellzykluskontrolle oder Zellstressantwort (Vassal, et al., 1992). Dieser 

protealytische Signalweg ist außerdem in den Prozess der Degradation am Endoplasmatischen 

Retikulum (ER) involviert (Kopito, 1997). So konnte für den filamentösen Ascomyceten 

A. nidulans nachgewiesen werden, dass das COP9-Signalosom, ein Teil der Ubiquitin-

abhängigen Protein Degradation, auch eine Rolle bei der Fruchtkörperentwicklung in diesem 

Pilz spielt (Busch, et al., 2007). Ob die Interaktion von SMTA-2 mit Protein 26 dabei eine 

Rolle bei der Ubiquitinierung anderer Proteine spielt oder SMTA-2 selbst Ubiquitiniert wird, 
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ist unklar. In einer bioinformatischen Analyse der SMTA-2 Sequenz mit zwei unabhängigen 

Programmen (http://bdmpub.biocuckoo.org (Xue, et al., 2006); http://www.ubpred.org) 

wurden zwei mögliche Ubiquitinierungssequenzen in SMTA-2 an den Aminosäurepositionen 

13 und 225 gefunden. Besonders die Sequenz an Position 225, also im C-Terminus des 

Proteins, könnte im Zusammenhang mit der essentiellen Rolle des C-Terminus (s. 5.2) eine 

Rolle spielen. 

Viele Glykoproteine niederer wie höherer Eukaryoten werden durch sogenannte 

Glykosylphosphatidylinositol (GPI) Anker in die Zellwand eingebracht (Englund, 1993; 

McConville und Ferguson, 1993). Das Anhängen eines GPI Ankers an spezifische Proteine ist 

ein essentieller Prozess, wie in S. cerevisiae (Leidich, et al., 1994; Leidich, et al., 1995; 

Vossen, et al., 1995), A. fumigatus (Li, et al., 2007) und N. crassa (Bowman, et al., 2006) 

beschrieben. Dabei spielen GPI Anker Proteine hauptsächlich eine Rolle bei der 

Zellwandintegrität und zusammenhängenden Prozessen. Mutanten der GPI Anker Synthese in 

N. crassa zeigen eine veränderte Morphologie vegetativer Zellen und sind nicht in der Lage, 

Protoperithezien zu entwickeln (Bowman, et al., 2006). Da eine GPI Anker Transamidase 

(Protein 49) als putativer Interaktionspartner von SMTA-2 gefunden wurde, ist ein 

Zusammenhang mit der sexuellen Entwicklung auch in S. macrospora recht wahrscheinlich. 

Ein weiterer erwähnenswerter putativer Interaktionsparter ist das Protein 20. Dieses Protein 

stellt das α-Faktor ähnliche Pheromon PPG-1 aus S. macrospora dar (Pöggeler, 2000). Eine 

Beteiligung dieses Pheromons an der sexuellen Entwicklung konnte, wie in 5.4 beschrieben, 

bereits nachgewiesen werden und wird durch das Kreuzungstyp-Protein SMTA-1 positiv 

reguliert. Eine Regulation des entsprechenden Pheromon-Vorläufergens konnte für SMTA-2 

nicht nachgewiesen werden (Abb. 10). Soweit bekannt, ist diese Studie die Erste, welche eine 

mögliche direkte Interaktion zwischen einem Kreuzungstyp-Protein und einem Pheromon 

zeigt. Ob diese Interaktion eine Form der intrazellulären Signaltransduktion oder der 

Übertragung von Signalen unterschiedlicher Zellen oder sogar Zellkernen darstellt, ist nicht 

klar. Da das Gen ppg-1 von dem Kreuzungstyp-Protein SMTA-1 reguliert wird, muss ein 

Einfluss der Interaktion dieses Pheromons mit SMTA-2 auf den putativen, von SMTa-1 

ausgelösten und von SMTA-2 aufgehobenen Zellzyklusarrest (Abb. 23) ausgeschlossen 

werden. 
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Abschließend lässt sich sagen, dass putative Interaktionspartner von SMTA-2 gefunden 

werden konnten, die in Prozesse der Genexpressions-Regulation, der Regulation von 

Zellpolarität und Sporulation involviert sind als auch auf den Zellzyklus und Apoptose einen 

Einfluss haben. Diese putativen Interaktionen müssen allerdings noch auf ihre genaue 

Spezifität, gerade auch in vivo, getestet werden. Die Lokalisation von SMTA-2 im 

Cytoplasma (Abb. 18) lässt dabei vor allem ebenfalls cytoplasmatisch lokalisierte 

Interaktionspartner wie Protein 8, 22 und 42 möglich erscheinen, während Interaktionen mit 

nukleär lokalisierten Proteinen wie 2, 16, 25 und 46 möglich, aber nicht wahrscheinlich sind. 

 

5.7. Zusammenfassung der Untersuchung der MAT1-1 spezifischen Gene aus 

S. macrospora 
5.7.1. Das α-Domänen Protein SMTA-1 ist nicht essentiell für die sexuelle 

Entwicklung in S. macrospora 

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass das MAT1-1-1 Gen aus S. macrospora für die 

sexuelle Entwicklung nicht essentiell ist (s. 5.1). Damit stellt S. macrospora den ersten 

untersuchten Ascomyceten dar, in dem ein α-Domänen Protein nicht essentiell für den 

sexuellen Zyklus ist. Gleichzeitig konnte aber gezeigt werden, dass die Expression der 

Pheromon-Gene (s. 5.4) und anderer Gene (s. 5.5) von SMTA-1 reguliert wird. Außerdem 

konnte in früheren Studien eine Interaktion von SMTA-1 mit anderen Faktoren nachgewiesen 

werden, die in die Regulation der sexuellen Entwicklung involviert sind, hier vor allem 

STE12, MCM1 und das Kreuzungstyp-Protein SMTa-1 (Nolting und Pöggeler, 2006a; b). 

Durch die Interaktion mit SMTa-1 könnte dabei auch die Regulation des Pheromongens ppg-2 

erklärt werden, welche durch das Kreuzungstyp-Protein SMTa-1 (500fach) (Pöggeler, et al., 

2006b) deutlich stärker reguliert wird als SMTA-1 (16fach). Dies deutet darauf hin, dass sich 

MAT1-1-1 in S. macrospora im Laufe der evolutionären Entwicklung von einem 

Hauptregulator der sexuellen Entwicklung in einem heterothallischen Vorfahren zu einem 

nicht-essentiellen Faktor im jetzigen homothallischen Organismus entwickelt hat.   

Das MAT1-2-1 Gen dagegen, welches auch in anderen Sordariomyceten den Hauptregulator 

MAT1-2-spezifischer Funktionen darstellt, ist in S. macrospora für die sexuelle Entwicklung 

essentiell (Pöggeler, et al., 2006b). Es ist denkbar, dass dieses Gen im Laufe der Evolution 

Punktmutationen akkumuliert hat, welche schließlich zur Fähigkeit der Selbstung führten. 
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Während dieses Schrittes von einem heterothallischen zu einem homothallischen Organismus, 

wäre das MAT1-1-1 Gen als zweiter Regulator überflüssig. Die Regulation der Genexpression 

verschiedener Gene durch SMTA-1 (s. 5.4, 5.5) lassen den Schluss zu, dass die Funktion und 

Wichtigkeit des Kreuzungstyp-Proteins zwar eingeschränkt, jedoch in Teilen noch vorhanden 

ist (Abb. 26). Dies stützt außerdem die Theorie eines heterothallischen Vorfahren von 

S. macrospora. 

 

5.7.2. Das Protein SMTA-3 zeigt keine Funktion in S. macrospora 

Ähnlich zu SMTA-1 zeigt das Kreuzungstyp-Protein keine essentielle Funktion innerhalb des 

sexuellen Zyklus (s. 5.1) (Abb. 26). Im Gegensatz zu den MAT1-1-3 Proteinen anderer 

Sordariomyceten besitzt SMTA-3 keine funktionelle HMG-Domäne. Das Gen SmtA-3 ist 

kotranskribiert mit dem essentiellen Kreuzungstyp-Gen Smta-1 und eine regulatorische 

Funktion als cis-regulatorisches Element auf die Expression von Smta-1 kann nicht 

ausgeschlossen werden. Offensichtlich ist allerdings auch diese putative regulatorische 

Funktion für die sexuelle Entwicklung und die Funktionalität von SMTa-1 nicht essentiell. 

 

5.7.3. Das PPF-Domänen Protein SMTA-2 ist essentiell für die postmeiotische 

Entwicklung in S. macrospora 

Im Gegensatz zu den Kreuzungstyp-Proteinen SMTA-1 und SMTA-3, spielt SMTA-2 eine 

essentielle Rolle bei der sexuellen Reproduktion. Die molekulare Funktion der MAT1-1-2 

Homologe anderer Sordariomyceten ist unbekannt, jedoch wurde die biologische Funktion in 

P. anserina bereits untersucht. Mutationen in SMR1 (MAT1-1-2) führen zu einem kompletten 

Arrest der sexuellen Entwicklung nach Fertilisation und vor der Ausbildung ascogener 

Hyphen. Es wurde daher postuliert, dass die internukleäre Erkennung, welche während der 

Ausbildung der ascogenen Hyphe stattfindet, zu einem Entwicklungsarrest führt, welcher 

nach erfolgreicher Kernerkennung und -migration von MAT1-1-2 aufgehoben wird 

(Debuchy, et al., 2010). In N. crassa zeigen Mutationen im MAT1-1-2 Gen einen weit 

weniger deutlichen Phänotyp (Ferreira, et al., 1998). Einzelmutanten des Gens zeigen keinen 

phänotypischen Unterschied zum Wildtyp und nur Doppelmutanten mit MAT1-1-3 zeigen 

eine reduzierte Fertilität. Es wurde daraus geschlossen, dass die Proteine MAT1-1-2 und 

MAT1-1-3 aus N. crassa an Postfertilisationsprozessen nach Kernmigration und Meiose 

beteiligt sein könnten (Ferreira, et al., 1998). 
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Der sterile Phänotyp der ΔSmtA-2 Mutante in S. macrospora zeigt mehr Ähnlichkeiten zu 

P. anserina als zu N. crassa. In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass das 

Kreuzungstyp-Gen Smta-1 (MAT1-2-1) für die sexuelle Entwicklung in S. macrospora 

essentiell ist (Pöggeler, et al., 2006b). In heterothallischen Vertretern der Sordariomyceten 

kontrolliert das HMG-Domänen Protein MAT1-2-1 die MAT1-2-spezifischen Funktionen der 

Zelle und ist an der Erkennung zweier Kerne vom MAT1-1 und MAT1-2 Kreuzungstyp vor 

der Kernmigration und der Ausbildung der ascogenen Hyphe beteiligt (Debuchy, et al., 2010; 

Turgeon und Debuchy, 2007). In S. macrospora konnten verschiedene putative 

Interaktiospartner von SMTA-2 identifiziert werden (s. 5.6), welche bei einem 

Zellzyklusarrest eine Rolle spielen könnten. Darunter sind sowohl regulatorische Komplexe, 

wie der Prohibitin-Komplex, als auch Gene, welche in metabolische Prozesse beteiligt sind. 

Da die Ausbildung und Reifung der sexuellen Strukturen ein für den Organismus 

energieaufwändiger Prozess ist, könnte die Regulation wichtiger metabolischer Komponenten 

an einem solchen Entwicklungsarrest durchaus beteiligt sein. 

Zusätzlich wurden aber auch Proteine gefunden, welche an Prozessen der Sporenbildung und 

der Zellpolarität beteiligt sind. Bei den Komplementationsversuchen mit verkürzten SMTA-2 

Konstrukten in ΔSmtA-2 (s. 5.2) zeigte sich, dass der C-Terminale Teil von SMTA-2 in der 

Lage ist, den sterilen Phänotyp der Mutante teilweise zu komplementieren. Die dabei 

entstehenden Asci und Ascosporen zeigen jedoch im Vergleich zum Wildtyp Defekte in der 

Verteilung der Ascosporen innerhalb der Asci. Putative Interaktionspartner von SMTA-2 

könnten hierbei sowohl an der Ascosporenentwicklung, als auch, durch Interaktion mit 

Aktinfilamenten und Motorkomplexen, an der räumlichen Bewegung und Ausrichtung der 

geordneten Sporentetraden beteiligt sein. 

Die Lokalisation von SMTA-2 im Cytoplasma (s. 5.3) ist ebenfalls ein Hinweis auf mögliche 

Interaktionspartner, welche ebenfalls cytoplasmatisch lokalisiert sind (LRG1, PGN1, 

ARP2/3). Ein direkter Einfluss auf die Genregulation wird durch diese Daten nicht 

unterstützt. Ein indirekter Einfluss durch die Steuerung der Lokalisation von 

Transkriptionsfaktoren und regulatorischen Komplexen lässt sich dabei nicht ausschließen 

(Abb. 26). Ein wichtiger Punkt hierbei ist ebenfalls, dass die verwendeten 

Fluoreszenzkonstrukte offenbar nicht die volle Funktionalität des Wildtyp SMTA-2 besitzen.  

Der C-Terminale Teil von SMTA-2 scheint dabei essentiell zu sein, während der N-Terminale 

Abschnitt für die Ascosporen- und Ascusentwicklung wichtig, jedoch nicht essentiell ist 
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(s. 5.2). Die konservierten Aminosäuren Prolin, Prolin und Phenylalanin (PPF), welche als 

putative funktionelle Domäne in anderen Sordariomyceten beschrieben sind (Debuchy, et al., 

2010), scheinen in S. macrospora keine essentielle Rolle zu spielen. Grundsätzlich kann eine 

funktionelle Rolle der PPF-Domäne nicht ausgeschlossen werden, da ein rein C-Terminales 

Konstrukt von SMTA-2 lediglich eine partielle Funktionalität aufweist. 

 

 
Abbildung 26: Modell der funktionellen Abläufe während der sexuellen Entwicklung in S. macrospora.  
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5.8.  Der asexuelle Ascomycet P. chrysogenum besitzt funktionelle 

Pheromone und Rezeptoren 
Der filamentöse Ascomycet Penicillium chrysogenum besitzt große Bedeutung als Produzent 

des β-Lactam Antibiotikums Penicillin (Demain und Elander, 1999; Keller, et al., 2005). 

Obwohl P. chrysogenum in der Lage ist, sich vegetativ über Konidiosporen zu vermehren, ist 

ein sexueller Zyklus nicht bekannt.  

Erst kürzlich wurde jedoch das Vorhandensein von Kreuzungstyp-Genen und Komponenten 

eines Pheromon-Rezeptor-Systems in P. chrysogenum nachgewiesen (Hoff, et al., 2008).  

Die Gene der putativen Pheromone und Rezeptoren wurden in einem heterologen System in 

S. cerevisiae eingebracht und konstitutiv exprimiert. Bei Behandlung der Hefestämme, welche 

die Pheromon-Rezeptor Gene exprimieren, mit künstlichem Polypeptid auf Basis der 

abgeleiteten Proteinsequenz des Pheromon Gens ppg-1 konnte in Hemmhof-Tests die 

Induktion eines Wachstumsarrests durch das Pheromon nachgewiesen werden (Abb. 21). In 

mikroskopischen Studien zeigte sich, dass die so behandelten Zellen eine deutliche „Shmoo“-

Bildung zeigen, eine typische Veränderung der Zellmorphologie in S. cerevisiae nach 

Pheromon-Behandlung (Abb. 22). Als Standard wurde der Pheromon-Rezeptor PRE-2 aus 

S. macrospora mit dem entsprechenden künstlichen Pheromon verwendet, da die 

Funktionalität in diesem heterologen System bereits belegt ist (Mayrhofer und Pöggeler, 

2005).  

Vergleiche zwischen S. macrospora und P. chrysogenum zeigen deutlich, dass auch der 

Pheromon-Rezeptor von P. chrysogenum funktionell ist. In dem heterologen Hefesystem ist 

auch dieser in der Lage, einen Pheromon-induzierten Zellzyklusarrest herbeizuführen.  

Auch die Pheromone aus P. chrysogenum und S. macrospora wurden in Hefe überexprimiert 

und als Überstand auf die Rezeptor-Stämme gegeben. In keinem Fall konnte hier ein 

Wachstumsarrest festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Dies könnte zum einen darauf 

hindeuten, dass das Pheromon, im Gegensatz zu dem korrespondieren Rezeptor in 

P. chrysogenum nicht funktionell ist. Da ein Wachstumsarrest allerdings auch bei der 

S. macrospora Positivkontrolle nicht beobachtet werden konnte und die künstlichen 

Pheromone auf der Sequenz des Pheromons beruhen, ist es wahrscheinlicher, dass die 
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Pheromone in dem entsprechenden Hefe-Stamm nicht korrekt exprimiert oder sekretiert 

werden.  

Grundsätzlich scheint P. chrysogenum über ein funktionierendes Pheromon-Rezeptor-Paar zu 

verfügen. Es ist nicht klar, ob die Komponenten dieses Systems auch in P. chrysogenum 

exprimiert werden und funktionell sind, jedoch lässt dieses Ergebnis den Schluss zu, dass ein 

sexueller Zyklus in P. chrysogenum nicht nur möglich sondern auch recht wahrscheinlich ist. 

Damit rückt P. chrysogenum in die Nähe anderer, medizinisch und industriell relevanter, 

ursprünglich asexueller Ascomyceten, für die mittlerweile ein sexueller Zyklus beschrieben 

werden konnte, so zum Beispiel der humanpathogene Aspergillus fumigatus (O'Gorman, et 

al., 2009). 
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7. Anhang 
7.1.  Überprüfung der Integration der Komplementationskonstrukte 

 
Anhang A1: Überprüfung der Integration der verschiedenen Komplementationskonstrukte in ΔSmtA-2. 
Die Analyse wurde mittels PCR mit den Starteroligonukleotiden pRS-Seq-F / pRS-Seq-r durchgeführt. 
Die erwarteten Bandengrößen für die Komplementation mit S. macrospora SmtA-2, N. crassa mat A-2 und 
P. anserina SMR1 (A) sind angegeben. Ebenfalls aufgeführt sind die Ergebnisse für die 
Komplementationskonstrukte A2-188, A2-199, A2-205 (B) und A2-SN (C). 
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7.2. Überprüfung der Integration der Fluoreszenzkonstrukte 

 
Anhang A2: (A) Überprüfung der Integration der verschiedenen Fluoreszenzkonstrukte in die 
S. macrospora Transformanten mit den Starteroligonukleotiden 1783-f / 1783-r. Die Nukleotide binden im 
Promotor bzw. Terminator der Konstrukte. Gesamt-DNA der Transformanten wurde nach 3 Tagen 
Wachstum auf BMM-Flüssigmedium isoliert. (B) Komplementation der Fluoreszenzkonstrukte 
SmtA-2_GFP und SmtA-2_dsRed in ΔSmtA-2. Es konnte in keiner der Transformanten eine vollständige 
Komplementation des sterilen Phänotyps der Mutante beobachtet werden.  
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