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DaASs EXPERIMENT

Kreuzung von Aspergillus nidulans

Nicole Sievers, Miriam Kriiger und Reinhard Fischer

spergillus nidulans ist ein filamentéser

Schlauchpilz (Euascomycet), der ubi-
quitir im Boden verbreitet ist und auch
im Labor sehr leicht kultiviert werden
kann. Dieser Pilz eignet sich neben anderen
Pilzarten, wie Schizosaccharomyces (die
Spalthefe) oder Neurospora (der Brot- oder
Bickerschimmel), sehr gut fiir genetische
Untersuchungen. Er kann sich asexuell
durch Konidiosporen und sexuell durch
Ascosporen vermehren. Der sexuellen Spo-
renbildung kann eine Paarung unter-
schiedlicher Stimme vorangehen, was in
Kreuzungsexperimenten ausgenutzt wird.
Bei einer Kreuzung kann man beispielswei-
se Mutanten verwenden, die Defekte in Ge-
nen der Pigmentbiosynthese aufweisen,
wodurch sie leicht phinotypisch unter-
schieden werden kénnen (Abbildung 1).
Die unterschiedlichen Phinotypen treten
direkt wieder bei den Nachkommen einer
Kreuzung auf, da es sich bei A. nidulans um
einen haploiden Organismus handelt. Ne-
ben den Mutationen in den Genen fiir die
Pigmentbiosynthese kommen bei A. nidu-
lans viele weitere Mutanten vor, in denen
bestimmte Enzyme von Stoffwechselwegen
defekt sind. Diese kénnen durch Kultivie-
rung der Stimme auf Selektivmedien fest-
gestellt werden (siche unten).

Im folgenden wird eine Kreuzung mit zwei
verschiedenen A, nidulans-Stimmen  be-
schrieben. Das Experiment soll dazu beitra-
gen, die Begriffc Neukombination, Rekom-
bination, Heterokaryosis und Epistasis an-
schaulich zu vermitteln.

Vorbereitungen

Aunswabl der Stimme

Fir eine A. nidulans-Kreuzung werden vor-
zugsweise Stimme benutzt, die Mutationen
in Genen fir unterschiedliche Stoffwechsel-
wege besitzen, Auxotrophiemarker. Die ver-
wendeten A. nidulans-Stimme SMI45 und
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Abb. 1. Die A. nidulans-Stimme SMI45 und SSN16 nach zwei Tagen Wachstum auf einer
Agarplatte. Die Farbe des griinen Stammes entspricht dem Wildtyp-Phinotyp. Der
weifle Stamm hat einen Defekt in der Pigmentbiosynthese der Konidiosporen.

SSN16 konnen bei den Autoren angefordert
werden. Die fur diese Anwendung konstru-
ierten Stamme sind Nachkommen von Mu-
tanten, die in der Stammsammlung Fungal
Genetic Stock Center, Kansas City, USA er-
hiltlich sind. Weitere Informationen zu den
Ursprungsstimmen konnen unter folgender
Adresse bezogen werden:
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Die Arbeiten mit A. nidulans-Stimmen und
-Mutanten kénnen unter tiblichen mikrobio-
logischen Bedingungen durchgefuhrt werden.
Besondere  Sicherheitsvorkehrungen  sind
nicht nétig. Obwohl die Sporen von A. nidu-
lans nicht sehr leicht verbreitet werden, soll-
ten groflere Sporenmengen in den Versuchen
vermicden werden. Beimpfte, ausgewertete
Agarplatten sollten umgehend autoklaviert
und damit abgetotet werden.

In dem vorgestellten Experiment werden zwel
Stimme verwendect, die jeweils einen Defckt
in der Biosynthese von Pyridoxalphosphat
(das defekte Gen wird mit pyroA4 bezeichnet
und mit pyro~ abgekiirzt) oder von Folsiure
(das defckte Gen pabaAl wird mit paba™ ab-
geklirzt, p-aminobenzoic acid) aufweisen.
Zusdtzlich zu den Auxotrophiemarkern
zeichnen sich die beiden Stimme jeweils
durch unterschiedliche Farben aus:

@ SSN16-Genotyp: pyroA4
Phinotyp: grin, kann nicht auf Medien
ohne Pyridoxalphosphat wachsen;

® SMI45-Genotyp: pabadl, yA2 (yellow);
wA3 (white)
Phinotyp: weiff, kann nicht auf Medien
ohne p-Aminobenzoesiure wachsen.

Kultivierung

Zur Kultivierung dieser Mutanten werden
Agarplatten mit Nihrmedien hergestellt, auf
denen die beiden zu kreuzenden Stimme
wachsen konnen. Das Nihrmedium besteht
aus einem Minimalmedium (MM), supple-
menticrt mit den Vitaminen Pyridoxin-HCl
(pyro) und p-Aminobenzoesaure (paba). Fir
dic Kreuzung werden Medien ohne Vitamine
benutzt (MM), Daneben werden fiir dic Aus-
wertung zusitzlich Sclektivplatten bendtigt,
in denen nur je eines der Vitamine zugesetzt
wird, mit MM/pyro und MM/paba bezeich-
net.

Minimalmedium (MM), Angabe fiir einen
Liter: ‘

50 ml Salz-Stammlosung

20 g Glucose

1 ml der benotigten Vitaminstammldsung(en);
mit Leitungswasser auf cinen Liter auffillen
(wenn entionisicrtes Wasser benutzt wird,
mufl dem Medium eine Spurenelementldsung
zugesetzt werden), wenn moglich, mit 5N
NaOH einen pH von etwa 6,5 einstellen, 15 g
Agar (geringere Qualititen sind ausreichend,
kein Dbesonderer Hersteller) zugeben und
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20 min autoklavieren (oder im Schnell-
kochtopf kochen). Je 500 ml Medium werden
in einen 1 Liter Erlenmeyerkolben gefiillt und
mit Aluminiumfolie verschlossen.

Das sterile Medium wird in Petrischalen
(@ 9 cm) gegossen, wobei die Schalen ziem-
lich voll gefillt werden sollten (bis etwa 4 mm
unterhalb des Rands).

Salz-Stammlésung:

120 ¢ NaNO;; 10,4 g KCI; 10,4 g MgSO, x
7 H,0; 30,4 g KH,PO,; Stammlésung in
einem Liter Wasser 16sen

Vitamin-Stammlosungen:

0,1 g Pyridoxalphosphat in 100 ml Wasser
gelost; 0,1 g p-Aminobenzoesaure in 100 ml
Wasser gelost

Folgende Minimalmedicn werden angesetzt:
1,0 Liter MM/pyro/paba

0,5 Liter MM/pyro

0,5 Liter MM/paba

0,5 Liter MM

Des weiteren werden bendtigt:
durch Ausgliihen sterilisierte Impfose und/
oder -draht oder sterile Holz-Zahnstocher,

durch Abflammen mit Alkohol sterilisierter
Drigalsky-Spatel (Glasstab, siche Skizze),

—

37 °C Inkubator. (Falls kein Inkubator vor-
handen ist, konnen die beimpften Platten
auch bei Raumtemperatur (etwa 25 °C) inku-
biert werden.)

Die Stimme werden aus der Stammhaltung,
den Silica-stocks (Anleitung siehe unten), her-
angezogen, indem man einige Silicakorner auf
eine Platte mit MM/pyro/paba streut. Nach
zwei Tagen Inkubation bei 37 °C sind Kolo-
nien mit reifen Konidiosporen ausgewachsen,
die mit ciner sterilen Impfése oder sterilen
Zahnstochern  wieder {iberimpft werden
kénnen.

Kreuzung von SSN16 und SMil45

Zur Einleitung einer erfolgreichen Kreuzung
zweler Stamme mussen zunichst deren Hy-
phenzellen fusionieren. Dadurch gelangen
haploide Zellkerne beider Partner in eine Hy-
phe, ohne dafl die Kerne miteinander ver-
schmelzen (Heterokaryon). Diese Hyphe
kann zu heterokaryotischem Mycel auswach-
sen und auch asexuelle Konidiosporen bilden.

Nur in einigen der Hyphenzellen kommt es
zur Kernverschmelzung (Karyogamie) und
zur Bildung von diploiden Zellkernen. Die
diploide Phase ist nur von kurzer Dauer und
auf diese reproduktiven Zellen beschrinkt.
Aus den diploiden Zellen entwickeln sich die
Asci, in denen durch meiotische und eine
anschliefende mitotische Teilung der diploi-
den Kerne haploide Ascosporen gebildet wer-
den. Letztere konnen einen beispielsweise
durch Neukombination und Rekombination
verdnderten haploiden Chromosomensatz
besitzen. Werden die Ascosporen auf geeigne-
te Nihrmedien iibertragen, so keimen sie aus
und bilden Kolonien.

Die beiden Stimme, SSN16 und SMI45, wer-
den zunichst auf einer Platte mit MM/pyro/
paba alternierend mit cinem Zahnstocher an-
geimpft, so dafl die Pilzhyphen aufeinander
zuwachsen konnen. Berthrt sich nach etwa
zwel Tagen das ganz junge Hyphenmycel
(Abbildung 1), werden Agarblockchen aus
den Kontaktbereichen mit einer sterilen Impf-
nadel ausgeschnitten (Abbildung 2 a) und auf
Medium (Agarplatten) tGbertragen, auf dem
keiner der beiden Kreuzungspartner auf-
grund seiner Auxotrophic alleine wachsen
kann (MM ohne Vitamine). Diese Platten
werden verschlossen, mit Klebeband (Tesa-
band) umklebt und bei 37 °C inkubiert. Das
Umkleben der Platten verhindert ein Aus-
trocknen der Kulturen und schrinkt den Gas-
austausch ein, so daff der Kohlendioxidparti-
aldruck im Innenraum ansteigt. Dies begiin-
stigt die Einleitung des scxuellen Zyklus.

Nach etwa 2 — 4 d wird zunichst das Hetero-
karyon sichtbar. Im Gegensatz zum haploi-
den Mycel von A. nidulans wachsen diese
Hyphen cher in den Agar hinein und schei-
nen vom Entstehungsort zu ,flichen® (Abbil-
dung 2 b). Das Heterokaryon kann sich
zunichst auch asexuell vermehren, wobei die
gebildeten Konidiophoren aus langen Sporen-
ketten bestchen. Diese verlethen den Ko-
nidiophoren ein lingliches Aussehen (Abbil-
dung 2 ¢). Im Vergleich dazu haben Koni-
diophoren, die aus einem haploiden Mycel
hervorgegangen sind, ein rundliches Erschei-
nungsbild. Wenn zwel Stimme mit unter-
schiedlicher Sporenfarbe das Heterokaryon
bilden, konnen auch die Konidiophoren ver-
schiedene Farben aufweisen. Man beobachtet
sowohl Konidiophoren mit der jeweiligen
Sporenfarbe der Eltern als auch gemischfar-
bige. Da die Konidiosporen jeweils einkernig
sind, kdnnen sie nur die Farbe von einem
Elternteil annehmen. Wenn in einem Konidio-
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Abb. 2. Kreuzung zweier A. nidulans-Stimme. (a) Agarbldckchen wurden aus den Randbereichen der zusammengewachsenen Kolonien
mit dem jungen Hyphenmycel herausgeschnitten (Pfeil). Durch Fusion von Hyphen beider Stimme kommt es zur Bildung eines Hetero-
karyons auf Selektivmedium. (b) Nur von einem Agarblockchen wurde ein stabiles Heterokaryon gebildet. () Die bis zu 150 m langen
Konidiophoren sind weif} oder griin gefirbt (Beobachtung dieses Mycels bei 40facher Vergrofierung). In seltenen Fillen findet man ge-
mischtfarbige Konidiophoren, zum Beispiel griine mit weiflen Streifen (kleines Bild, Pfeil). (d) Nach 10 - 14 Tagen haben sich Kleisto-
thecien (etwa 0,5 mm im Durchmesser) gebildet, die zunichst noch von Hiille-Zellen (K+H) umgeben sind. Spiter liegen die schwarz
glinzenden Kleistothecien (K) frei vor. (¢) Asci (A) und Ascosporen bei 400facher Vergroflerung. Die Sporen sind von zwei Ringen um-
geben. (f) Nachkommen der Kreuzungspartner.

phor Kerne beider Elternstimme zur Sporen-
bildung fithren, werden verschiedenfarbige
Sporenketten gebildet, was zu ,gestreiften®
Konidiophoren fithrt (Abbildung 2 ¢, kleines
Bild; Abbildung 3).
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Nach weiteren 7 — 14 d Inkubation bilden
sich aus einigen heterokaryotischen Hyphen-
kompartimenten diploide Zellen. Es kommt
also zur Karyogamie. Aus diesen Zellen bil-
den sich viele Asci, die in einem Fruchtkdr-

per, dem Kleistothecium, vereinigt sind. In
den Asci erfolgt eine Meiose und eine an-
schliefende Mitose, so dafl acht haploide As-
cosporen gebildet werden kdnnen.
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Ernten der Ascosporen

Sind die Kleistothecien reif, ragen sie schwarz
glinzend aus ihren ,Nestern®, den ,Hiille-
Zellen®, heraus und konnen unter dem Bin-
okular mit einer sterilen Impfnadel entnom-
men werden (Abbildung 2 d). Die Fruchtkor-
per werden durch vorsichtiges Hin- und
Herrollen auf einer Agarplatte von anhaften-
den Konidien und Hiille-Zellen befreit (Zel-
len, die haften bleiben, kénnen auch zu Kolo-
nien auskeimen und so die Zahlen der Nach-
kommen verfilschen). Dann wird je ein
Kleistothecium in einem Eppendorfgefifs, das
500 pl steriles Wasser enthilt, zerquetscht.
Dies geschieht zunichst am besten in einem
kleinen Tropfchen am Rande des Gefifles.
Farbt sich das Tropfchen durch die austreten-
den Ascosporen rot, so sind diese reif (Abbil-
dung 2e). Aus jeder Ascospore kann auf
Nahrmedium eine neue Kolonie wachsen
(Abbildung 2 f). Bei der Auswahl der Kleisto-
thecien sind die grofen den kleineren vorzu-
ziehen, da diese relativ sicher aus beiden
Kreuzungspartnern entstanden sind (,,hybri-
de® Kleistothecien). Die kleinen Kleistothe-
cien entstehen oft nur aus einem Elternteil,
weil A. nidulans auch in Abwesenheit eines
Kreuzungspartners den sexuellen Entwick-
lungszyklus durchlaufen kann (homothal-
lisch). Beide Phinomene konnen in einer
Kreuzung nebeneinander vorkommen.

Auswertung

In einem Kleistothecium reifen mehrere
zehntausend Ascosporen heran. Fiir die Aus-
wertung der Kreuzung werden deshalb unter-
schiedliche Verdiinnungen der Ascosporen-
suspension mit einem Drigalskyspatel auf
Agarplatten plattiert (beispielsweise 50 pl
einer 1 : 50-Verdinnung). Das verwendete
Medium mufl ein Wachstum aller, auch der
durch Neu- und Rekombination entstande-
nen Stimme, erlauben (MM/pyro/paba).
Nach drei Tagen sind aus den Ascosporen
Kolonien herangewachsen, durch deren un-
terschiedliche Farben man leicht eine erfolg-
reiche Kreuzung erkennen kann (Abbil-
dung 2 f).

Epistasis

In unserem Fall ergibt sich noch eine schone
Besonderheit: Neben den zu erwartenden
griinen und weiflen Stimmen (entsprechend
den Farben der Elternstimme) erscheinen zu-
satzlich gelbe Kolonien. Das lifit sich da-
durch erkliren, dafl sich in dem weiflen
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Heterokaryon

Kbnidiophorbildung

OO0 .
cescsssse

Abb. 3. Schematische Darstellung der Ko-
nidiophorbildung im Heterokaryon. Bilden
sich Konidiophoren aus heterokaryotischen
Hyphen, so konnen entweder nur Kerne je-
weils eines Elternstammes in den Konidio-
phor einwandern, oder beide Kerntypen
sind an deren Entwicklung beteiligt. Dem-
entsprechend werden die Konidiophor-
kopfchen griin, weify oder ,.gestreift“. Beide
Konidiophortypen kommen in einem He-
terokaryonmycel nebeneinander vor, wobei
die gemischten Konidiophoren seltener zu
beobachten sind.
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Abb. 6. Auswertung der Kreuzung auf Selektivplatten. Die erste Spalte zeigt die Kontroll-
platten MM/paba/pyro. Spalte A zeigt die Selektivplatten MM/paba (Neuverteilung des
Gens pyro) und Spalte B die Selektivplatten MM/pyro (Neuverteilung des Gens paba). Die
Zahl der auxotrophen (nicht wachsenden) Stimme spiegelt die in der Meiose (Abb. 5) vor-

hergesagten Genotypfrequenzen wider.

Stamm SMI45 zusitzlich zum Defeke des
white-Gens (Chromosom II) noch eine Mu-
tation des yellow-Gens (Chromosom I) ver-
birgt (Abbildung 4). Der Defekt des gelben
Gens wird nur in Gegenwart eines intakten
white-Gens sichtbar, da die Genprodukte in
folgender Reihenfolge an der Synthese des
griinen Konidiosporenpigments beteiligt sind:

(welfl - wA3 — gelb —yA2 — griin)

Ein Defekt in einem dieser Gene macht sich
durch die Farbe der jeweiligen Edukte in der
Pigmentsynthese bemerkbar. Sind jedoch bei-
de Gene defekt, so bleibt die Farbe der Kolo-
nien weifl, da ein gelbes Produkt erst gar
nicht gebildet wird. Weiff ist also epistatisch
tiber gelb. Das Auftauchen von gelben Kolo-
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nien in unserem Experiment kann durch
Neuverteilung der Chromosomen erklart
werden (Abbildung 4, Abbildung 5 a).

Neuverteilung und
Rekombination

Oft kann schon auf einer dieser Platten eine
signifikante Verteilung der Farbmarker festge-
stellt werden. Um die Verhiltnisse genau zu
bestimmen, sollten jedoch mindestens 100
Kolonien betrachtet werden. Bei der Kreu-
zung in diesem Experiment ergeben sich
durch Neuverteilung der Chromosomen fol-
gende Zahlenverhiltnisse: 50 % weifle, 25 %
griine und 25 % gelbe Kolonien, da alle Farb-
marker unabhingig voneinander vererbt wer-

den (Abbildung 2 f; Abbildung 5 a).

Fiir eine weitere Charakterisierung der durch
Kreuzung neu entstandenen Stimme werden
die Kolonien auf Selektivmedien tberimpft;
so kann die Verteilung der Auxotrophiemar-
ker analysiert werden. Aus der Kombination
der Analysen von Farb- und Auxotrophie-
markern l1aflt sich ein Gesamtbild der Neu-
verteilung der Chromosomen und der Re-
kombinationsereignisse zwischen einzelnen
Markern erstellen.

Die mit einem Raster versehenen Platten (Se-
lektionsmedien) werden nacheinander mit ei-
nem sterilen Zahnstocher oder einer Impfna-
del beimpft, beispielsweise zuerst MM/paba
(es wachsen keine Pyridoxin-auxotrophen
Stimme), dann MM/pyro (es wachsen keine
p-Aminobenzoesiure-auxotrophen Stimme)
und zum Schluff als Kontrolle wieder
MM/pyro/paba. Dabeci ist darauf zu achten,
dafl an einer bestimmten Position im Raster
jeweils von der gleichen Ausgangskolonie an-
geimpft wird. (Praktischer Tip: Agarplatten
beim Beimpfen mit der offcnen Seite nach un-
ten halten und moglichst wenig Impfmaterial
bertragen. Sehr wenige Sporen reichen fiir
das Beimpfen der drei Rasterplatten vollig
aus.) In Abbildung 6 sind die Zahlenverhilt-
nisse der Auxotrophiemarker dargestellt. Die
Verhaltnisse lassen sich wie folgt erklaren:

Spalte A:

In allen Fillen ist das pyro-Gen unabhingig
durch Neuverteilung der Chromosomen ver-
erbt worden, denn s liegt auf Chromosom
IV und ist mit keinem anderen Marker ge-
koppelt (Abbildung 4, Abbildung 5 a). In
50 % aller getesteten Kolonien ist das pyro-
Gen defekt (pyro7), das heifit, diese Kolonien
konnen nicht auf MM/paba-Platten, in denen
Pyridoxalphosphat fehlt, wachsen.

Spalte B:

Gelbe Kolonien: Die beiden Gene yellow und
paba liegen auf Chromosom I nahe beisam-
men (Abbildung 4). Theoretisch miifiten da-
her alle gelben Stimme auch gleichzeitig
paba sein, das heifit p-Aminobenzoesiure-
auxotroph. Durch crossing-over, also durch
Rekombination homologer Chromosomen
bei der Paarung wihrend der Meiose, kénnen
aber die jeweiligen defekten und intakten
Genorte ausgetauscht werden (Abbildung 5 b).
Dies geschieht mit einer Haufigkeit, die pro-
portional zum Abstand der Gene auf dem
Chromosom ist. Bei den verwendeten Genen
yellow und paba wird eine Rekombinations-
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hiufigkeit von 10 = 15 % erwartet. Ein ent-
sprechender Anteil der gelben Kolonien wird
also auf paba- Mangelmedium wachsen kén-
nen. Der Abstand der Gene zucinander kann
in einer Yinheit folgendermafien ausgedriicke
Werden:

Eine Rckombinationsfrequenz von 1 %, ge-
messen an der Gesamtzahl der untersuch-
ten Kreuzungsnachkommen (beztiglich eines
Merkmals), entspricht 1 centiMorgan (cM).

Um etne moglichst grofle Genauigkeit der re-
lativen Abstinde der Gene zueinander zu er-
mitteln, miissen méglichst viele Kolonien
(100 oder mehr) analysiert werden.

Griine Kolonien: Theoretisch miissen alle
gritnen Nachkommen das Chromosom I aus
dem Elternstamm SSN16 erhalten haben und
somit alle auf paba-Mangclmedium wachsen
konnen (Chromosom I aus SMI45 hat die
yellow-Mutation). Durch oben genannte Re-
kombinationsereignisse sind aber paba™~Mu-
tanten entstanden, und zwar mit der gleichen
Irequenz, wie in den gelben Stimmen paba*-
Stimme zu finden sind.

Weifie Kolonien: Da das paba-Gen auf einem
anderen Chromosom liegt als das whire-Gen,
sind jeweils 50 % der weiflen Kolonien paba,
das heifit, hier erfolgt eine unabhingige Verer-
bung. Zu bedenken ist allerdings, daf} sich in
50 % aller weiflen Nachkommen wiederum
das defekte yellow-Gen verbirgt. Dieses ist,
wic oben erklirt, zu etwa 90 % an das defekte
paba-Gen gekoppelt. Da sich in den anderen
50 % der Staimme aber cine komplementire
Kopplung mit 90 % paba*-Stimmen ergibt,
werden diese Rekombinationen phinoty-
pisch nicht sichtbar. Ob in cinem weiflen
Stamm zusitzlich das Gen yellow defekt ist,
konnte durch eine entsprechende Riickkreu-
zung mit dem griinen Elternstamm herausge-
funden werden.

Silica-Stocks

Fiir die Stammbhaltung werden Silica-Stocks
angelegt. Hierzu wird Kieselgel (wird bei-
spielsweise als Trocknungsmittel bel neuen
clektrischen Geriten in kleinen Beutelchen
verwendet) in Form kleiner Kérner zunichst
in Eppendorfgefiffien portioniert, autokla-
viert und bei 80 °C getrocknet. Danach wird
einc 7 %ige sterile Milchpulverlosung ange-
sctzt und cin kleiner Tropfen auf cine Asper-
gillus-Kolonie gegeben. Der Tropfen wird
dann vorsichtig, zum Beispiel mit Hilfe einer
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Impfése, einige Male auf der Kolonie bewegt:
Wenn sich genligend Konidiosporen an das
Tropfchen adsorbiert haben, wird der Trop-
fen in die auf Eis gelagerten Eppendorfgefifie,
die das Kieselgel enthalten, iiberfiihrt. Die
Stocks werden solange durchmischt, bis alle
Flissigkeit vom Silicagel absorbiert ist. So
kénnen die Stimme im Kiihlschrank tber
mehrere Jahre gelagert werden. (Praktischer
Tip: Nach einigen Tagen testen, ob die Stocks
lebensfihig sind. Erst dann die Ursprungs-
kulturen durch Autoklavieren abtoten.)

Zusammenfassung

In dem Kreuzungsexperiment wird deutlich,
dafl A. nidulans hervorragend fir genetische
Studien geeignet ist. In diesem Experiment
wird auf einfache Weise gezeigt, wie die Phi-
nomene Neukombination, Rekombination,
Heterokaryosis und Epistasis aus den Ergeb-
nissen einer Kreuzung abgeleitet werden
konnen.

Die Vorteile dieses Organismus liegen klar
auf der Hand: A. nidulans ist ein einfach zu
kultivierender und zu handhabender Schim-
melpilz. Er ist leicht zu tberimpfen. Kreu-
zungen sind leicht durchzufithren. Es muf§
nicht auf etwaige Kreuzungstypen geachtet
werden, wie bel Saccharomyces cerevisiae
oder Neurospora crassa. Der Pilz ist ein ha-
ploider Organismus, das heifit, der Effekt ci-
ner Mutation im Genom ist unmittelbar in
der ersten Generation sichtbar, unabhingig
davon, ob es sich um eine dominante oder re-
zessive Mutation handelt. Des weiteren ver-
fiigt A. nidulans iiber eine ganze Reihe von
Markern, die Kreuzungsexperimente in
groffem Umfang, aber auch eine Menge ande-
rer Analysen erlauben. Die Moglichkeiten
reichen von weiteren klassisch genetischen
Untersuchungen, wie der Erzeugung von
kiinstlichen diploiden Stimmen, der Lokali-
sierung neuer Gene auf den Chromosomen,
bis hin zu molekulargenetischen Methoden,
wie beispielsweise dem Transformieren von
auxotrophen Stimmen fiir die Klonierung
von Genen oder die Erzeugung neuer, interes-
santer Mutanten. Vor allem die Etablierung
der molekularbiologischen Methoden in fila-
mentosen Pilzen birgt grofle Potentiale fiir
neue biotechnologische Anwendungen.

Mapping of genes in Aspergillus
nidulans

The filamentous fungus Aspergillus nidulans
reproduces asexually by conidiospores and

sexually by ascospores. The sexual cycle
allows crossing of different mutant strains
and thus mapping of genes on the eight link-
age groups. More than 350 loci have been
mapped until today. Differently coloured
strains are very useful tools w analyze the
progeny of a cross and to illustrate epistasis
and the genetic consequences of meiosis:
New combination and recombination of
genes.
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