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Homologe NRPS-ihnliche Genloci vermitteln eine redundante
Naturstoff-Biosynthese in Aspergillus flavus**
Ry R. Forseth, Saori Amaike, Daniel Schwenk, Katharyn J. Affeldt, Dirk Hoffmeister,

Frank C. Schroeder* und Nancy P. Keller*

Pilze gehoren zu den reichsten Quellen pharmazeutisch re-
levanter Naturstoffe.['l Diese grofe Diversitit an pilzlichen
niedermolekularen Verbindungen hat wichtige 6kologische
Funktionen, beispielsweise als Virulenzfaktoren oder als
Mittel zur chemischen Verteidigung. Jedoch wurde nur ein
Bruchteil der durch Genomanalysen zu erwartenden biosyn-
thetischen Moglichkeiten unter Laborbedingungen beob-
achtet, da die Expression vieler, vermutlich sogar der meisten
Biosynthesewege stark von den Umweltbedingungen ab-
hingt.”! Hier zeigen wir die Anwendung der vergleichenden
Metabolomik®! zur Analyse von Geninaktivierungs-, Uber-
expressions- sowie Knock-down-Stdmmen, um in Aspergillus
flavus die Stoffwechselleistung zweier genetischer Loci zu
bestimmen, die unter anderem fiir nichtribosomale Peptid-
synthetasen (NRPS) codieren. A. flavus ist ein Aflatoxin-
produzierender Schlauchpilz, der Lebensmittel kontami-
niert,) und ein opportunistischer Krankheitserreger, der
Aspergillose in immungeschwichten Patienten verursacht.!

Obwohl das Genom von A. flavus fiir mindestens 25 Po-
lyketidsynthasen (PKS), 18 NRPS, und zwei hybride NRPS-
PKS-Genloci codiert,® sind diesen lediglich vier Metabolite
zugeordnet.”! In A. flavus werden viele Sekundirstoff-Bio-
synthesen von dem kernlokalisierten Protein LaeA kontrol-
liert, einem globalen Regulator der Morphogenese und Vi-
rulenzfaktor in A. flavus und anderen pathogenen Pilzen."
Zwei durch LaeA regulierte Loci, mit /na und Inb bezeichnet,
zeigen starke genetische Ahnlichkeit (Abbildung 1, Tabel-
le S1). Die Loci Ina und Inb umfassen zwei nicht-kanonische
NRPS Gene, /naA und InbA, von hoher Sequenzhomologie
(58% identisch auf der Ebene der Aminosiuren). Diese
Gene werden begleitet von vergleichbaren Gruppen von
Genen, welche vermutlich fiir modifizierende Enzyme co-

dieren. [na und Inb sind Loci unbekannter Funktion, die
keinem bekannten Metaboliten zugeordnet sind, und sie be-
inhalten Gene fiir ungewohnliche NRPSs, welche aus einer
Adenylierungs(A)-Domine, einem Peptidyl-Carrier-Protein
(PCP) und einer Thioesterreduktase(R)-Domine bestehen,
jedoch keine iibliche Kondensations(C)-Domiéne besitzen
(Abbildung 1a). Die Funktion dieser ungewdohnlichen, den
Reduktasen der L-Lysin-Biosynthese dhnelnden Familie von
NRPSs wurde noch nicht erforscht.”) Wir weisen nach, dass
die /na- und Inb-Loci Enzyme codieren, die iliberlappende
Gruppen bislang unbeschriebener Metabolite produzieren,
und zeigen, dass eine primire Funktion der Enzyme LnaA
und LnbA vermutlich in der Reduktion von L-Tyrosin be-
steht. Weiterhin scheinen die /na- und /nb-codierten Biosyn-
thesewege Teil eines Signalnetzwerkes zu sein, welches die
Bildung der Sklerotien, dies sind widerstandfihige Uber-
winterungsstrukturen, steuert.

Um /na-assoziierte Metabolite durch vergleichende Me-
tabolomik zu identifizieren, wurden Gendeletions- und
Geniiberexpressionsmutanten!” des NRPS-Gens InaA
(AlnaA und OE::lnaA) erzeugt, sowie als Doppelmutanten
die Stimme AlnaA, KD:IlnbA und OE:lnaA, KD :lnaB,
wobei KD eine Unterdriickung der Genexpression mittels
RNA-Interferenz bedeutet (die Stimme sind in Tabelle S3
aufgelistet, die Methoden sind in den Hintergrundinforma-
tionen, Section 1, beschrieben). Unerwarteterweise zeigte es
sich, dass in der AlnaA,KD:InbA-Doppelmutante, in der
sowohl der /na- als auch der /nb-Biosyntheseweg unterbro-
chen ist, die Sklerotienbildung im Vergleich zum Wildtyp
iiberraschend stark unterdriickt war (sieche Hintergrund-
information, Abbildung S1).
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Abbildung 1. a) Die Genloci Ina und Inb in A. flavus.”d Sowohl Ina als
auch Inb enthalten nichtkanonische NRPS-Gene, deren Genprodukte
Adenylierungs(A)-, Peptidyl-Carrier-Protein (PCP)- und Dehydrogenase/
Reduktase(R)-Dominen beinhalten. Im Inb-Genlocus findet sich kein
Ortholog zu InaD. Siehe auch Hintergrundinformationen, Tabelle S1.
b) In dieser Studie beschriebene Metabolite und das bereits bekannte
Piperazinomycin (9). Mit einem Stern * gekennzeichnete Substanzen
wurden bereits friiher beschrieben.

Die Metabolome des Wildtyps, von AlnaA und OE::lnaA
wurden durch differentielle Analyse mit 2D-NMR-Spektro-
skopie (DANS) verglichen, wie beschrieben.”* Der Ver-
gleich der OE::lnaA-Spektren entweder mit WT oder AlnaA
offenbarte eine groBe Anzahl von Spinsystemen, die nur in
OE::InaA vorhanden waren (siche Abbildung S2). Die ver-
figbaren Substanz-Datenbanken zeigten, dass die meisten
der OFE::InaA-spezifischen Signale nicht im Zusammenhang
mit bekannten Metaboliten aus Aspergillen oder anderen
Pilzen standen. Detaillierte NMR-spektroskopische und
hochaufgeloste massenspektrometrische(HRMS)-Analysen
von gereinigten Fraktionen, welche die OE::naA-spezifi-
schen Bestandteile enthielten, legten die Anwesenheit eines
Paares von diastereomeren Piperazinen 1 und 2 als Haupt-
metabolite nahe (Abbildung 1b, fiir spektroskopische Daten
siche Tabellen S4-S10). Der Vergleich mit synthetischen
Proben, die aus Derivaten des cyclo(L-Tyr-L-Tyr) und cyclo-
(D-Tyr-L-Tyr) hergestellt wurden, bestitigten diese struktu-
rellen Zuordnungen (Hintergrundinformationen, Section 8).
Die Strukturen von 1 und 2 erinnern an Piperazinomycin
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(9),1"1 ein bakterieller Metabolit, der zuerst in Streptomyces
olivoreticuli identifiziert wurde und sich durch oxidative
Makrocyclisierung aus 1 ableiten konnte.

Die Piperazine 1 und 2 werden begleitet von einem De-
rivat, welches ein quartidres Kohlenstoffatom bei 93.1 ppm,
zwei isolierte Methylengruppen sowie ein OCH,-CH(N)-
CH,-Phenyl-Fragment aufweist. HRMS ergab eine Sum-
menformel C;H, NO,, die in Verbindung mit 2D-NMR-
Daten (Tabelle S9) zur Identifikation eines ein Halbacetal
enthaltenden Morpholins 7 fiithrte. ROESY-Korrelationen
zwischen dem Hydroxy-Proton und dem axialen Proton an
C-6 definieren die relative Konfiguration von 7 als (2R*, 55%).
Weiterhin identifizierten wir ein gidnzlich desaminiertes
»Monomer“, 3-(p-Hydroxyphenyl)-1,2-propandiol (8), ein
zuvor beschriebener Pilzmetabolit,'” sowie vier Pyrazin-
Derivate. Dabei handelt es sich um das bekannte Actino-
polymorphol C (3),! ein O-sulfoniertes Derivat (4) sowie
zwei weitere stark polare Abkommlinge. Die NMR-Spektren
eines dieser Derivate legte eine N-Oxidation nahe, was durch
eine sich aus HRMS ergebende Summenformel CgH4N,O,
bestétigt wurde. Auf diese Weise wurde ein ungewohnliches
N,N-Dioxid entdeckt (5, siche Lit. [14] fiir eine verwandte
synthetische Verbindung). NMR- und HRMS-Spektren des
zweiten Abkommlings von 3 zeigten eine Sulfonylierung an
C-3 dieser Verbindung (6) an. Zusitzlich zu 1-8, welche
durchgingig von OFE::lnaA, jedoch nicht von AlnaA produ-
ziert wurden, entdeckten wir die gelegentliche Produktion
mehrerer anderer Verbindungen, deren Strukturen (10-13)
nicht verwandt zu denen von 1-8 erschienen und sich daher
vermutlich nicht aus dem /na-Biosyntheseweg ableiten. Unter
ihnen ist Verbindung 10 ein neuer Metabolit, der ein inter-
essantes Ringsystem aufweist, welches vermutlich aus dem
bekannten A. flavus-Terpenoid Aflavinin abgeleitet ist (siche
Hintergrundinformationen, Section 9).1"”!

Als nidchstes untersuchten wir, ob die Produktion von 1-8
im A. flavus-Wildtyp unter bestimmten Bedingungen her-
vorgerufen werden kann, und ob diese Verbindungen tat-
séchlich strikt abhingig von /na-Genen sind (siche Tabelle 1).
Hochsensitive Einzelion-beobachtende MS(SIMMS)-Analy-
se von AlnaA-, WT- und OE::lnaA-Kulturen, die unter Be-
dingungen angezogen wurden, in denen zuvor bereits die

Tabelle 1: Verwendete A. flavus-Stimme (siehe auch Tabelle S3) und
Vorkommen von Ina/Inb-assoziierten Metaboliten 1-8.%

Verbin- OE::InaA OE:InaA OE:lnaA, Wildtyp AlnaA AlnaA,
dung  (Vollmedium) KD::lnaB KDInbA
1 +++ +H+ A+ -

2 +++ +++ +++ ++ + -

3 ot - -

4 +++ - - - - -

5 +++ - - - - -

6 ot - - - - -

7 +++ +H+ A - - -

8 +++ +H+ A - - -

[a] ,+++“=hohe Konzentrationen, detektiert mittels DANS und MS,
»++“=nur durch MS detektiert (,*“=nicht immer detektiert) und
»+“=mittels MS detektiert, ca. 10-fach niedrigere Konzentrationen als
im WT. Die Stimme wurden, soweit nicht anders kenntlich gemacht, in
GMM-Medium kultiviert.
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Expression von [naA gezeigt werden konnte, belegte die
Anwesenheit der Piperazine 1 und 2 im WT, obwohl die
Konzentrationen ca. 100-fach niedriger lagen als bei
OE::InaA (siehe Hintergrundinformationen, Section 11). Das
Pyrazin 3 wurde nur in einigen, jedoch nicht allen WT-Ex-
trakten nachgewiesen, wohingegen 4-8 nicht detektiert
wurden. OE::IlnaA produzierte die Verbindungen 1-3, 7 und
8, wohingegen 4-6 unter diesen Kulturbedingungen fehlten.
Bemerkenswerterweise wurden durch SIMMS auch sehr ge-
ringe Mengen (etwa zehnfach niedriger als in WT) 1 und 2 in
AlnaA-Extrakten detektiert. Dies lie3 vermuten, dass 1 und 2
vielleicht auch von Enzymen produziert werden, die im ho-
mologen /nb-Genlocus codiert sind. Um diese Hypothese zu
testen, wurden Extrakte von zwei unterschiedlichen
AlnaA,KD:InbA-Doppelmutanten  mittels HPLC/ESI*-
SIMMS analysiert. Dies zeigte, dass die Verbindungen 1-8 in
den Doppelmutanten vollstdndig fehlen, wohingegen WTund
AlnaA, welche parallel als Positivkontrollen angezogen
wurden, wie zuvor 1 und 2 produzierten (Abbildung S4).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die in AlnaA gefundenen
Mengen von 1 und 2 durch die Expression von InbA zustande
kommen, und daher die Ina- und Inb-Loci (Abbildung 1a)
teilweise redundante Biosynthesewege codieren.

Da die Strukturen 1-8 von Tyrosin (Tyr) abgeleitet er-
scheinen, wurden die beiden vermuteten NRPS-Proteine
LnaA und LnbA auf ihre Fihigkeit getestet, spezifisch Tyr zu
aktivieren. Dies geschah, indem die Aminosédure-abhingige
Aktivitit zum ATP-[**P]-Pyrophosphat-Austausch gemessen
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wurde.'¥! Sowohl LnaA als auch LnbA aktivierten spezifisch
L-Tyr, obwohl LnaA etwas DA-unspezifisch war und auch D-
Tyr aktivierte (Abbildung 2a). Weder LnaA noch LnbA be-
sitzt jedoch eine Kondensationsdoméne und entsprechend
umfasst keiner der [na- und Inb-assoziierten Metabolite, die in
WT oder OE::lnaA identifiziert wurden, eine Peptidbindung.
Hinzu kommt, dass keines der beiden Proteine das L-Tyr-
L-Tyr-Dipeptid aktivierte (Abbildung S5). Hingegen besitzen
sowohl LnaA als auch LnbA C-terminale R-(vermutete Re-
duktase und/oder Epimerase-)Doméinen, deren Aminosiu-
resequenzen denen anderer mikrobieller Reduktase-Domé-
nen idhneln.!"”! Basierend auf den chemischen Strukturen der
identifizierten /na- und /nb-abhingigen Metabolite erschien
es wahrscheinlich, dass die R-Doménen in LnaA und LnbA
an der Reduktion von L-Tyr-Derivaten beteiligt sind. In
einem Biosynthesemodell konnte der durch LnaA und/oder
LnbA entstandene L-Tyr-Aldehyd (15) ein Dimer, mogli-
cherweise 17, bilden, vielleicht tiber ein gebundenes Inter-
mediat, z.B. 16 (Abbildung 2b). Die Bildung der mengen-
mifig tiberwiegenden /na- und /nb-assoziierten Verbindun-
gen (1, 2, 7, 8) erfordert eine zusétzliche Reduktion von Al-
dehyden oder Iminen zu entsprechenden Aminen und Al-
koholen. An diesen reduktiven Schritten sind vermutlich
NmrA-dhnliche Proteine beteiligt, die von /naB und InbB
codiert werden (Abbildung 1a), da NmrA-dhnliche Proteine
moglicherweise die enzymatische Funktion von Epimerasen
oder Reduktasen erfiillen,'® zusitzlich zu moglichen Rollen
in der Genregulation.!"”!

PCP

HN (15 K
HoNY
14 16
HO
OH OH
OH
2x15 0

@Oxwdasen (LnaC, LnaD, LnbC)
\"Q\Qider nicht-enzymatisch

NHz & H

OH OH

Abbildung 2. a) Substratspezifitit von LnaA (schwarz) und LnbA (grau). Rekombinantes LnaA bzw. LnbA wurde hinsichtlich der Fahigkeit zur
Adenylierung verschiedener Aminosiuren getestet. Gezeigt werden relative Aktivititen, normiert auf die Aktivitat in Gegenwart von L-Tyr. Fehler-
balken bezeichnen Standardabweichungen. b) Vereinfachtes Modell fiir die Biosynthese von InaA-abhingigen Metaboliten durch in den Ina/Inb-
Genloci codierte Enzyme (siehe auch Abbildung S6). Gebundenes L-Tyr (14) wird durch die R-Domine von LnaA oder LnbA zu 15 reduziert,
wodurch die Bildung des dimeren Imins (17), méglicherweise tiber eine gebundene Zwischenstufe (16), erméglicht wird. Ringbildung und Reduk-
tion durch LnaB (und eventuell LnbB) fiihren zur Bildung von 1 oder 2, Oxidation hingegen fiihrt zu 3. Eine Isomerisierung von 17 (oder einer
verwandten Zwischenstufe) zum Enamin, gefolgt vom Verlust von Ammoniak, fiihrt in Abwesenheit von LnaB zu einer erhéhten Produktion von 7.
c) Einzelionen-Chromatogramme fiir 1, 2 und 7 aus HPLC/ESI*-SIMMS-Analysen fiir die OE::lnaA- und OE::lnaA, KD::InaB-Stamme. Verglichen
zum OE::InaA-Stamm zeigt der OE::InaA,KD::InaB-Stamm einen starken Anstieg der Produktion von 7, relativ zu der von 1 und 2.
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Um die vermutete Funktion von LnaB in der Biosynthese
von 1 und 2 zu iiberpriifen, wurde das Metabolitenprofil einer
OE::InaA,KD :lnaB-Doppelmutante per 2D-NMR-Spektro-
skopie und HPLC/ESI*-SIMMS mit dem von OE::lnaA ver-
glichen. Diese Analysen zeigten, dass im Verhéltnis zu den
Piperazinen 1 und 2 das Morpholin 7 sehr viel stdrker in
OE:inaA,KD:lnaB vorkommt als in OE:lnaA (Abbil-
dung 2c¢). Diese Verschiebung hin zu einer relativ stirkeren
Produktion des Morpholins 7, dessen Biosynthese einen Re-
duktionsschritt weniger erfordert als die Produktion von
1 und 2, weist darauf hin, dass LnaB an der Reduktion von
Intermediaten beteiligt ist, die von LnaA hergestellt wurden.
Eine Unterdriickung von /naB wiirde in der verstarkten Ak-
kumulation von 17 resultieren, welches dann teilweise hy-
drolysiert und so zur vermehrten Produktion von 7 fiihren
wiirde (Abbildungen 2b, S6). Bemerkenswerterweise ist im
OE:inaA,KD:lnaB-Stamm die Produktion der Piperazine
1 und 2 nicht vollstindig unterbrochen, obwohl die Bildung
des Morpholins 7 aus L-Tyr-Aldehyd (15) oder 17 dennoch
einen Reduktionsschritt erfordert. Diese restliche Reduk-
taseaktivitit in der OE:InaA,KD :InaB-Doppelmutante
konnte aus der Expression des zweiten nmrA-dhnlichen Gens
InbB (oder einem anderen Gen in der Nihe von InbB, siche
Tabelle S1) resultieren, oder aus einer unvollstindigen Un-
terdriickung der /naB-Expression. Wihrend die Cyclisierung
von 17 zum entsprechenden Diimin, gefolgt von LnaB-(oder
LnbB-)vermittelter Reduktion schlieBlich zu den Piperazinen
1 und 2 fiihrt, wiirde eine Oxidation, nichtenzymatisch oder
von den vermutlichen Oxidasen LnaC, LnaD oder LnbC
katalysiert, die Bildung des Pyrazins 3 erkldren.

HPLC/ESI*-SIMMS zeigte weiterhin, dass das Verhiltnis
der beiden Diastereomere 1 und 2 in WT signifikant groBer ist
als in AlnaA (Abbildung 3a und S7). Dies legt nahe, dass der
Inb-Biosyntheseweg vergleichsweise groflere Mengen des
(2R*, 58*)-Isomers 2 produziert als der /na-Weg. Da LnbA L-
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Abbildung 3. a) Vergleich des Verhiltnisses der Diastereomeren 1 und 2 in
Extrakten von WT und AlnaA. Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichun-
gen. b) Einfluss der Fiitterung von synthetischem 1 oder 2 auf die Expression
des Ina-Genlocus. Die Northern-Blot Analyse zeigt, dass nur die Zugabe von
1, nicht aber von 2, die InaB-Expression erhéht. rRNA diente als Beladungs-

kontrolle.

Tyr mit hoher Selektivitit aktiviert, erscheint es unwahr-
scheinlich, dass dieses relativ groere Auftreten von 2 auf den
Einbau von sowohl p-Tyr als auch L-Tyr zuriickzufiihren ist.
Diese stereochemischen Unterschiede entstammen wahr-
scheinlich einer unterschiedlich starken Epimerisierung im
Stadium des Aldehyds oder des Imins. Als néchstes unter-
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suchten wir, ob das Verhiltnis der Diastereomeren aktiv
durch das Ausmaf} der Genexpression reguliert wird. Nor-
thern-Analysen von WT-Kulturen, die mit synthetischem
1 oder 2 inkubiert wurden, zeigten, dass die Behandlung mit 2
nicht zu signifikanten Verdnderungen in der Expression der
Ina-Gene fiihrte, wohingegen die Zugabe von 1 zum WT die
Expression von [naB stark erhohte (Abbildung 3b). Diese
Ergebnisse legen eine Metabolit-vermittelte Kommunikation
zwischen dem /na- und dem /nb-Biosyntheseweg sehr nahe.
Die vergleichende Metabolomik identifizierte acht Ina-
assoziierte Metabolite, 1-8, von denen 1-3 im A. flavus-WT
detektiert werden konnten. Die beiden am durchgédngigsten
produzierten [na-Metabolite, 1 und 2, werden auch unter
Beteiligung von /nb-Genen produziert, was ein erstes Beispiel
fiir eine partiell redundante Biosynthese eines NRPS-artigen
Stoffwechselweges darstellt. LnaA und LnbA weichen von
den iiblichen NRPS-Doménenstrukturen ab, da sie keine
Kondensationsdominen besitzen und daher nicht als Peptid-
synthetase fungieren, wie die Strukturen der identifizierten
Metabolite nahelegen. Stattdessen folgen LnaA und LnbA
dem Dominenaufbau von Lys2 und verwandten pilzlichen
Enzymen, die als o-Aminoadipat-Reduktasen der pilzlichen
L-Lysin-Biosynthese dienen (24% bzw. 25% identische
Aminosduren zwischen LnaA und LnbA und S. cerevisiae
Lys2®)). Die Uberpriifung pilzlicher Genome zeigte, dass
LnaA-artige Proteine hauptsichlich auf das Schlauchpilz-
Taxon der Plectomycetes beschriankt sind und 1-5 solcher
Proteine in Aspergillen auftreten. Kiirzlich veroffentlichte
Genome, beispielsweise das von Serpula lacrymans und He-
terobasidion annosum,” zeigen, dass LnaA/LnbA-artige
Enzyme auch in Basidiomyceten codiert werden. Das Piper-
azinomycin-produzierende Bakterium (Streptomyces sp.) ist
nicht sequenziert, jedoch enthalten verfiigbare Streptomyces-
Genome Gene, die Proteine mit groBer Ahnlichkeit (bis 38 %
identische Aminosduren) zu LnaA codieren. Obwohl Bak-
terien Lysin nicht iiber den Lys2 umfassenden Biosyn-
theseweg herstellen, legt diese hohe Ahnlichkeit man-
cher bakterieller NRPS-artiger Proteine zu LnaA/LnbA
eine komplexe Evolution dieser Proteine nahe.”*!!
Unsere Arbeit erbringt erstmalig den Beweis, dass
Lys2-artige Enzyme auch im Sekundirstoffwechsel eine
Funktion ausiiben, und sie legt zusitzlich nahe, dass
NRPS-artige Proteine als Aminosdure-Reduktase
dienen konnen. Dies zeigt, dass diese Reaktion eigen-
standig ist, obwohl sie bislang nur als Entlademodus von
Peptidsynthetasen angesehen wurde. Diese Studie zeigt
auch die Konsequenzen der /naA/lnbA-Geninaktivie-
rung/Unterdriickung und des damit einhergehenden
Verlustes von Piperazin-/Pyrazin-/Morpholin-Sekun-
darstoffen auf die Entwicklung von Pilzen, was die
Sklerotienbildung in A. flavus mit den /na/lnb-Biosyn-
thesewegen verkniipft. Den zuvor bekannten Funktio-
nen pilzlicher NRPS-Gene fiigt diese Beobachtung eine
einzigartige Rolle hinzu. Das Vorkommen eines funktionell
duplizierten Biosyntheseweges kann als Absicherung inter-
pretiert werden, damit die rechtzeitige Sklerotienproduktion
und damit die Uberdauerung wihrend ungiinstiger Umwelt-
bedingungen sichergestellt ist. Unsere Ergebnisse legen
komplexe Signalwege nahe, welche die Biosynthese der /na-
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und /nb-Substanzen regulieren. Dies schlie3t moglicherweise
Interaktionen zwischen den Biosynthesewegen ein, was durch
die Wahrnehmung der Anwesenheit von 1 und 2 oder ge-
meinsamer biosynthetischer Zwischenprodukte vermittelt
sein konnte. Eine detaillierte Analyse der Metabolome und
assoziierter Phianotypen von einfachen oder doppelten [na/
Inb-Geninaktivierungs-Stimmen wird erforderlich sein, um
das Ausmalf der Interaktionen zwischen den /na/lnb-Genloci
aufzukldren und die Funktionen der identifizierten Metabo-
lite fiir die Sklerotienbildung und andere Aspekte der Bio-
logie von A. flavus aufzukléren.
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