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Epigenetik - ein neuer Weg, Reaktionen
pflanzenpathogener Pilze zu verstehen

Epigenetics — a new way to understand reactions of plant pathogenic fungi

Zusammenfassung

Fusarium sporotrichioides-Isolat 62423 aus der JKI-(Julius
Kiihn-Institut)-Stammsammlung wurde verschiedenen
Umweltbedingungen ausgesetzt, was eine Verdnderung
des Phanotyps bewirkte. Die chromosomale DNA wurde
mit den isoschizomeren Endonukleasen Mspl und Hpall
komplett im Palindrom CCGG verdaut, was je nach Me-
thylierungsgrad der DNA unterschiedlich stark erfolgte
und mittels PCR und Primern des Tril4-Gens nachweis-
bar war. So korrelierte die phénotypische Verdnderung
des Isolates 62423, die sich in Form von farblich unter-
schiedlichen Ringen auf Kartoffeldextrose-(PDA)-Agar-
platten unter Blaulicht zeigte, mit einem veradnderten
DNA-Methylierungsgrad im Vergleich zum unter ,nor-
malen“ Tageslicht-Bedingungen gewachsenen Isolat, was
mit der jeweiligen Restriktionsintensitdt und den ampli-
fizierten PCR-Fragmenten sichtbar wurde.

Stichwérter: Epigenetik, Fusarium sporotrichioides,
Restriktionsanalyse, Tri14-Gen, PCR

Abstract

Fusarium sporotrichioides isolate 62423 from the JKI-strain
collection was incubated under different environmental
conditions resulting in a change of its phenotype. The
chromosomal DNA was allowed to be restricted com-
pletely by using the isoschizomere endonucleases Mspl

and Hpall both recognizing the palindrome CCGG, how-
ever, occurring differently according to their degree of
methylation. This could be shown by PCR amplification
using primers of the Tril4 gene. The phenotypic change
of isolate 62423 was manifested when growing on PDA
by forming colored rings when dark blue light was
applied. There was a correlation of the methylation in-
tensity when the DNA of the fungus was compared with
the same isolate incubated at normal daylight resulting in
different amounts of amplified DNA.

Key words: Epigenetics, Fusarium sporotrichioides,
restriction analysis, Tril4 gene, PCR

Einleitung

Der Wissenschaftszweig der Epigenetik untersucht, ob
und wann Gene ein- oder ausgeschaltet sind. Dafiir sor-
gen z.B. kleine chemische Schaltergruppen (Methylie-
rungen) an der Erbsubstanz (Chromosom), die - ganz
dhnlich wie bei einem Buch - ganze (genetische) Kapitel
so verdndern, dass sie nicht mehr (ab)lesbar sind, oder
bei anderen Kapiteln die ,,Schriftgrofe” verdndern, um
diese zu betonen und somit neue Informationen (anderer
Phénotyp) zu erzeugen. Man konnte also die Epigenetik
als ,,iibergeordnete Instanz“ des DNA-Codes bezeichnen,
da sie entscheidet, welche Information in einer bestimm-
ten Situation vom Organismus abgelesen und als Pro-
teine synthetisiert wird. Ein drastisches Beispiel dazu
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stellen bei den Insekten die Raupen bzw. Schmetterlinge
dar, da in beiden Fallen zwar die DNA gleich ist, nur eben
jeweils anders ,,abgelesen” wird.

Mit der Epigenetik lassen sich Phdnomene und Reak-
tionen bei Organismen erklaren, die mit herkdémmlichen
DNA-Sequenzdaten nicht oder nur unzureichend erklér-
bar sind, da sich in vielen Fillen die Reihenfolge der
Nukleotide an diesen Genabschnitten nicht oder nur
unwesentlich unterscheidet.

Somit représentiert die Epigenetik eine Moglichkeit,
den Einfluss von Faktoren wie Nahrungsangebot, Umwelt
und Stress-Situationen auf DNA, RNA und Proteine zu
verstehen. Auch scheint die Epigenetik ein bislang wenig
beriicksichtigter Aspekt von Pathogenitdtsmechanismen
bei Mikroorganismen zu sein, der vielleicht in Zukunft zu
einem besseren Verstdndnis von Wirt-Parasit-Interaktio-
nen (Patho-Epigenetik, MINAROVITS, J., National Centre of
Epidemiology, Budapest, Ungarn; pers. Mitteilung) fiih-
ren kann, weshalb auch dieser Artikel an dieser Stelle
erscheint.

Die Epigenetik umfasst viele Prozesse, wobei diese
Arbeit sich auf die Ebene der chromosomalen DNA be-
schrankt. Bei vielen Organismen werden vornehmlich die
Cytosine enzymatisch mit einer Methylgruppe versehen.
Dabei folgt meist unmittelbar auf das Cytosin ein Guanin
(CpG). Ist die DNA an dieser Stelle methyliert, wird sie
von einem Protein (methyl CpG binding protein, MeCP2)
umbhiillt und dadurch ein Ablesen der DNA-Information
mittels Polymerasen verhindert. So steht die Methylie-
rung in der Rangfolge iiber dem genetischen Code, da sie
iiber Synthese oder Nicht-Synthese (Promotor unmethy-
liert oder methyliert) eines bestimmten Proteins ent-
scheidet. Untersuchungen bei Eukaryonten zeigten, dass
epigenetische DNA-Methylierungen wesentlich haufiger
stattfinden als genetische Mutationen (SIEGFRIED und
SimoN, 2010). Vereinfacht dargestellt konnte es wohl so
sein, dass ein Organismus zundchst einmal mit der Me-
thylierung einzelner Gene ,, ausprobiert”, wie er mit einer
neuen Umweltsituation ,fertig“ wird, bevor eine endgiil-
tige Anderung im genetischen Code vorgenommen wird.
Dieser Mechanismus scheint bei den Eukaryonten ein
relativ schneller Weg zu sein, sich auf gednderte Umwelt-
bedingungen einzustellen, aber dennoch flexibel und so-
mit reversibel aus Sicht des Mikroorganismus zu bleiben.
Diese epigenetischen Verdnderungen sind also relativ
einfach wieder riickgéngig zu machen, ohne dass gleich
der genetische Code eines Organismus beeinflusst wird.

Bei der DNA-Methylierung findet also eine ,,repressive
Modifikation“ statt, die ein ,,Silencing“ oder , Ausschal-
ten“ von einem oder mehreren Genen zur Folge hat. Es
gibt eine temporédre und permanente, dann irreversible
Methylierung einzelner Gene, die epigenetische Préagung
oder ,epigenetisches Gedachtnis“ genannt wird und auch
so von Generation zu Generation vererbbar ist (PETRONIS,
2010). Methylierungen wurden bislang zwar nicht in Hefe,
aber in einigen Pilzen, wie beispielsweise Neurospora
crassa, nachgewiesen (ALLis et al., 2007). Dort werden
epigenetische Mechanismen zur Regulierung von Genen
verwendet. Neben Chromatin umgestaltenden und His-

ton modifizierenden Enzymen ist ein wesentlicher Me-
chanismus die Methylierung von CpG-Genabschnitten.

Eine einfache Art des Nachweises von DNA-Methylie-
rungen im Erbgut eines Organismus ist eine Restriktions-
analyse. Dabei werden Restriktionsendonukleasen einge-
setzt, die als ,Isoschizomere® die gleiche Restriktions-
schnittstelle erkennen, aber bei unterschiedlichem Me-
thylierungsgrad auch unterschiedlich gut schneiden kon-
nen. Ein solches Restriktionsendonukleasenpaar sind
Mspl und Hpall, die als Nukleotidfolge CLCGTG erken-
nen und erfolgreich bei Eukayonten eingesetzt wurden
(McCLELLAND et al., 1994). Je nach Ort der Methylierun-
gen an den beiden Cytosinen wird das Enzym Hpall beim
Verdau der DNA an der C{CGTG-Schnittstelle gehemmt.
Das Enzym Mspl wird von der Methylierung nicht im
Verdau beeinflusst und schneidet dort an dieser Restrik-
tionsschnittstelle (CYCGTG), egal ob diese methyliert oder
unmethyliert ist, und hat somit eine Art Kontrollfunk-
tion. Die geschnittenen bzw. ungeschnittenen Fragmente
lassen sich durch eine anschlieRende PCR nachweisen,
wenn die DNA-Sequenz bekannt ist und so Primer dafiir
herstellbar sind. Wurde das chromosomale DNA-Fragment
an dieser CLCGTG-Schnittstelle enzymatisch durchtrennt,
lasst sich kein PCR-Fragment in der nachfolgenden PCR
nachweisen, weil das Templat aus der chromosomalen
DNA nicht mehr als vollstdndiger Strang vorliegt. Wird
die DNA-Schnittstelle in Folge von Methylierungen vom
Enzym Hpall nicht durchtrennt, bleibt das Templat voll-
standig erhalten, und es kann ein PCR-Fragment gebildet
werden, das dann auf dem Agarosegel als ein in seiner
Grol3e definiertes Fragment sichtbar ist.

Ergebnisse und Diskussion

Um Umwelteinfliisse auf ausgewahlte pflanzenpathogene
Pilze aus der JKI-Stammsammlung zu untersuchen, wur-
den verschiedene Temperaturen und Belichtungen
durchgefiihrt. So fithrte schon rein optisch beim Fusa-
rium sporotrichioides-Isolat 62423 eine Inkubation mit
12 h Blaulicht und 12 h Dunkelheit (450-380 nm) und
Raumtemperatur zu einem unterschiedlich gefarbten
Ringwachstum auf PDA-Ndhrboden (Abb. 1), was auch
bei anderen pflanzenpathogenen Pilzen beobachtbar
wurde (BLunM et al., 2010). Als Kontrolle wurde das
gleiche Isolat 62423 parallel bei Raumtemperatur und
normalem Tag- und Nacht-Zyklus kultiviert (Abb. 2). Um
eventuelle Anderungen im sekundiren Stoffwechsel des
Pilzes zu untersuchen, wurde als Beispiel das Tril4-Gen
(Mykotoxin-Synthese-Gencluster, publizierte Sequenz
aus der NCBI-Datenbank mit z.Z. variabler Funktion;
ALEXANDER et al., 2009; DyEr et al., 2005) gewdhlt. Dabei
wurde der Methylierungsgrad des chromosomalen
Tri14-DNA-Genabschnitts durch eine Restriktionsanalyse
untersucht. Da es derartige Restriktionsuntersuchungen
als Nachweis fiir Methylierungen von chromosomaler
DNA bei pflanzenpathogenen Pilzen so noch nicht gab,
wurde deshalb eine Restriktionsanalyse mit den beiden
Enzymen Mspl und Hpall durchgefiihrt, um den Methy-
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Abb.1.  Alternierendes, ringfor-
miges Wachstum von Fusarium
sporotrichioides-Isolat 62423 un-
ter Blaulicht (450-370 nm, 12 h
hell/12 h dunkel) und bei gleich-
bleibender Temperatur (21°C). Die
sichtbaren, farblich alternieren-
den Wachstumsringe werden ab-
hdngig vom verwendeten Nahr-
boden (PDA) gebildet. Links: Ober-
seite, Rechts: Unterseite.

Abb. 2. Dasselbe Isolat, inku-
biert auf PDA bei Tageslicht und
Raumtemperatur. Unter diesen
Bedingungen sind keine Wachs-
tumsringe zu sehen. Links: Ober-
seite, Rechts: Unterseite.

lierungsgrad des Tril4 DNA-Genabschnittes zu unter-
suchen. Nach DNA-Extraktion (Qiagen-Kit) und anschlie-
Render Restriktionsanalyse wurden Tril4-spezifische Pri-
mer verwendet (forward primer: 5° gga gag ttc ttc ccg cta
a 3" und reverse primer: 5 ttc gca gtc ttg aac tcg t 3°),
die ein 621 bp grofes DNA-Fragment amplifizierten
(Abb. 3). Dabei wies das unter alternierendem Blaulicht
gewachsene Isolat infolge der Methylierung keine
Schnittstelle mit dem Enzym Hpall auf, weshalb das
Fragment auch amplifiziert werden konnte (Abb. 3, C1).
Beim gleichen Isolat, kultiviert unter normalen Tag- und
Nacht-Zyklen und bei Raumtemperatur, war das Frag-
ment weniger stark methyliert, weshalb auch wesentlich
mehr DNA geschnitten wurde und deshalb das PCR-Sig-
nal infolge der wenigen ungeschnittenen (methylierten)
Fragmente deutlich schwécher ist (Abb. 3, C2). Zur
Kontrolle wurde die chromosomale DNA beider Ver-
suchsansidtze mit dem Enzym Mspl geschnitten, das -
unabhingig vom Methylierungsgrad - die Erkennungs-
sequenz CLCGTG schneidet. Bei beiden chromosomalen
DNA-Extraktionen war deshalb auch kein PCR-Fragment
nachweisbar (Abb. 3, B1 und B2). Damit lief3 sich zeigen,
dass es mit Hilfe dieser epigenetischen Studien von
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DNA-Fragmenten des Tril4-Gens moglich ist, unter-
schiedliche Phédnotypen von ein- und demselben pilz-
lichen Genotyp innerhalb der JKI-Stammsammlung zu
unterscheiden.

Eine konstant hohe Temperatur von 30°C bei nor-
malem Tag- und Nacht-Zyklus induzierte beim gleichen
Isolat 62423 die Ausbildung eines markant gelben
Myzelrings. Bei normalen Temperaturen (20°C) wies das
Myzel dann wieder die fiir dieses Isolat gewohnte
Farbung auf (Abb. 4). Auch dieses Phdnomen soll nun
auf Verdnderung im Methylierungsgrad untersucht wer-
den.

Eine detailliertere Untersuchung von Methylierungen
im Rahmen von epigenetischen Untersuchungen stellt
die Bisulfit-Umwandlungsmethode (Natrium Meta-Bisul-
fit (NaxS,0s), FROMMER et al., 1992) dar, bei der die
unmethylierten Cytosine chemisch umgewandelt werden
und beim anschlieBenden Sequenzieren nicht mehr als
Cytosine auftauchen, sondern tiber mehrere Schritte als
Thymine (C—»——Uracil>Thymin). Nur die methylier-
ten Cytosine werden vom Bisulfit nicht angegriffen und
bleiben nach der Bisulfit-Behandlung als Cytosine beim
Sequenzieren erhalten. Mit dieser Methode ldsst sich
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Abb. 3. Gel von Fusarium sporotrichioides-1solat 62423 chromoso-
maler DNA, die zuvor mit den Restriktionsenzymen Mspll (B)/Hpall (C)
geschnitten wurde. Mit Tri14-spezifischen Primern ist ein 621 bp
grofles Fragment amplifizierbar. 1 reprasentiert das Isolat in Abb.1
(»Blaulicht) und 2 das Isolat in Abb. 2 (,normal“). A1 und A2 sind
ungeschnittene, amplifizierte Kontrollen. Das ,,Kontrollenzym* Mspl
schneidet am Palindrom CCGG bei beiden Isolaten (B1 und B2). Sicht-
bar sind Intensitdtsunterschiede bei den Amplifikaten C1und C2, weil
Hpall dort wegen der Methylierung unterschiedlich stark schneidet.
Als DNA-Standard diente eine 100 bp Ladder.

dann im grof3en Stil ein moglicher Einfluss der Methylie-
rung auf die Pathogenitat bei Fusarium-Spezies bestim-
men.

Ausblick

Welche Moglichkeiten bietet nun die Epigenetik fiir die
Pflanzenpathologie? Die Regulation von Genen wird in
Zukunft immer interessanter und wichtiger, da sie viele
Reaktionen von Mikroorganismen mit Hilfe der Epige-
netik erklaren kann (PETRONIS, 2010). So wire auch das
Mitfiihren von Genen in Organismen - trotz des hohen
Energieaufwandes der DNA-Synthese fiir den jeweiligen
Organismus - erkldrbar, die eigentlich keine ersichtliche
Funktion mehr haben. So konnte beispielsweise eine
Methylierung bei Avirulenzgenen stattgefunden haben,
die somit nicht mehr in Aktion treten konnen, weil sie
»ausgeschaltet” sind. Dieser Methylierungsmechanismus
wire aber nur dann sinnvoll, wenn sich diese Avirulenz-
gene bei Vorhandensein einer anfélligen Sorte wieder
gebrauchen lieflen (Reprogramming). Vielleicht lassen
sich aber auch anhand von Methylierungen Unterschiede
bei Pilz-Pathotypen (Rassen) finden; denn es gibt zurzeit
keine spezifischen Sequenzen auf der DNA-Ebene, mit
denen sich Unterschiede aufzeigen lassen. Die vorgestell-
ten Versuche sind als Einstieg in den vielseitigen Bereich
der Epigenetik gedacht, um spéter andere Probleme des
Pflanzenschutzes zu untersuchen.

Abb. 4. Abhingig von Umwelteinfliissen kann eine deutliche farb-
liche Verinderung (gelb) bei Fusarium sporotrichioides-Isolat 62423
stattfinden. Beim gelben Myzelring handelt es sich um eine reversible
Firbung, die durch hohe Temperatur (30°C) ausgelost wurde, und
nicht um eine Verunreinigung, was durch PCR-Analysen nachgewie-
sen werden konnte.
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