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1 Einleitung

1.1 Fusarium graminearum

Der phytopathogene Pilz Fusarium graminearum Schwabe (Teleomorph: Gibberella zeae
[Schwein.] Petch) gehort zu den filamentdsen Ascomyzeten und ist der Hauptausloser
der Ahrenbleiche (Fusarium head blight, FHB) bei Weizen und Gerste (Abbildung 1A)
und der Kolbenfaule (ear rot) bei Mais (Goswami & Kistler, 2004).
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Abbildung 1: Infektion mit Fusarium graminearum

A: Weizendhre (Triticum aestivum cv. Nandu) mit typischen Symptomen von Fusarium head blight

B: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von F. graminearum. Die sexuell gebildeten Ascosporen werden bei
feuchtwarmer Witterung aus den Perithecien geschleudert und infizieren den Wirt wahrend der Bliite. Auf befallenen
Pflanzen werden asexuelle Sporen (Konidien) gebildet, die eine Sekundérinfektion auslésen. Der Pilz {iberwintert in
Ernteriickstinden am Boden, auf denen im Friihling erneut Perithecien gebildet werden. Abbildung entnommen aus
Trail (2009).

Zu Beginn eines neuen Lebenszyklus (Abbildung 1B) von Fusarium graminearum bilden
sich bei feuchtwarmer Witterung im Friihling auf am Boden befindlichen Ernteresten
Perithecien (Fruchtkorper), die sexuell gebildete Ascosporen freisetzen (Trail et al,
2002). Diese werden durch Wind, Regen und Insekten auf die Wirtspflanzen gebracht
(Sutton, 1982). Die Infektion erfolgt in erster Linie iiber bliilhende Ahrchen (Markell &
Francl, 2003) und breitet sich tiber die Leitbiindel in Rachis und Rachilla aus (Ribichich
et al, 2000). Auf den infizierten Ahren werden dann asexuell Sporen gebildet, die

Konidien, welche weitere Pflanzen infizieren kénnen. Sie sind fiir die Verbreitung aber
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von untergeordneter Bedeutung (Paulitz, 1999). Der Pilz iberwintert als

saprophytisches Myzel in Ernteriickstanden (Gilbert & Fernando, 2004).

Die Infektion von Pflanzengeweben mit F. graminearum erfolgt in drei Phasen. In der
ersten Phase der Infektion von Bliitenorganen keimen die Sporen (Ascosporen oder
Konidien) aus und sogenannte Laufhyphen aus wenig verzweigtem Myzel breiten sich
tiber die Oberflache aus (Huang et al, 2008; Boenisch & Schifer, 2011). Zu diesem
Zeitpunkt findet noch keine Penetration statt und Krankheitssymptome sind nicht
nachzuweisen (Kang & Buchenauer, 2000).

In der zweiten Phase verzweigen und differenzieren sich die Laufhyphen, sodass sich
drei unterschiedlich komplexe Infektionsstrukturen bilden. Zunachst entstehen die
strukturell simplen Fuf3-Strukturen, die aus kurzen Seitenhyphen mit fiifdchenartigen
Verdickungen an der Spitze bestehen. Diese Seitenhyphen koénnen sich durch
Verzweigung und Aggregation auch zu komplexeren Infektionsstrukturen entwickeln.
Dazu gehoren die gelappten Appressorien, die aus einer kleineren Ansammlung von
Hyphen bestehen, und Infektionskissen, die sich aus einer grofleren Menge ineinander
verschlungener Hyphen bilden. Diese Infektionsstrukturen dienen der Penetration der
Gewebeoberflache, sodass der Pilz in die unteren Zellschichten vordringen kann
(Emmett & Parbery, 1975; Huang et al, 2008; Boenisch & Schifer, 2011). In den
Infektionsstrukturen wird vermehrt das Mykotoxin Deoxynivalenol (DON) gebildet,
welches fiir die Infektion unerldsslich ist (Proctor et al, 1995; Maier et al, 2006;
Boenisch & Schifer, 2011). Es gehort zu den Trichothecenen und wirkt als Protein-
Synthese-Inhibitor (Snijders, 1990).

In der dritten Phase ist der Pilz sowohl intra- als auch interzelluldr in das Gewebe der
Pflanze eingedrungen und breitet sich in diesem aus. Deutliche Symptome wie Nekrosen
sind zu erkennen. Auf der Oberfliche bildet F. graminearum Lufthyphen und

Sporodochien aus (Boenisch & Schafer, 2011).

Bei Befall von Nutzpflanzen mit F. graminearum kann es in kiirzester Zeit zu erheblichen
Ernteausfdllen und stark verminderter Kornqualitit kommen (McMullen et al., 1997),
was zu schweren 6konomischen Verlusten fiihrt. Dariiber hinaus sind infizierte Ahren in
hohem Mafie mit hitzestabilen Mykotoxinen belastet, die bei Mensch und Tier zu

schweren gesundheitlichen Problemen fiihren kénnen (Bennet & Klich, 2003). Neben
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dem in infizierten Ahrchen gebildeten DON wird wihrend der Lagerung in
kontaminiertem Saatgut das Toxin Zearalenon, ein nicht-steroides Mykodstrogen,
angereichert (Zinedine et al, 2007). Daher darf solches Saatgut auch nicht weiter
verarbeitet werden. In vielen Landern wurden Hochstgrenzen fiir die Kontamination mit
diesen Toxinen festgelegt (van Egmond & Jonker, 2004; Anonymus, 2005).

Fusarium head blight tritt hauptsachlich in den gemafiigten Klimazonen auf, wobei
besonders schwere Ausbriiche in Nord- und Siidamerika, Asien und Europa gemeldet
wurden (Dubin et al, 1997; Magdwick et al., 2011). Durch feuchtwarmes Wetter und
ausgedehnte Regenfille im Frithjahr und Sommer wird das epidemiologische Risiko
weiter erhoht (Stack, 1999). Da diese Wetterlagen auf Grund des Klimawandels immer

haufiger der Fall sind, werden weitere schwere Ausbriiche erwartet.

Problematisch ist, dass bisher keine resistenten oder toxintoleranten Pflanzen zur
Verfiigung stehen, die wirtschaftlich nutzbar waren. Der Einsatz von Fungiziden
gestaltet sich ebenfalls als schwierig, bedingt durch hohe Kosten und ein sehr kleines
Zeitfenster, wahrend der Bliite, fiir den optimalen Einsatz (McMullen et al, 1997;
Pirgozliev et al., 2003). Auch steigt das Umweltbewusstsein in der Bevolkerung von
Industrienationen, sodass nachhaltige Landwirtschaft und die Sicherheit von
Lebensmitteln im Hinblick auf den Einsatz von Fungiziden immer wichtiger wird (Cho et

al., 2013). Daher wird verstarkt nach 6kologisch vertretbaren Alternativen gesucht.

1.2 Mykoviren und Hypovirulenz

Mykoviren sind Viren, die in Pilzen replizieren. In allen wichtigen Phyla der Pilze, also
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Deuteromycota und Basidiomycota, konnten
Mykoviren nachgewiesen werden (Ghabrial et al., 2015). Vieles deutet darauf hin, dass
bis zu 80 % aller Pilzarten mit einem Virus infiziert sein konnen (Ghabrial & Suzuki,
2009). In den 55 Jahren Forschung seit der ersten gesicherten Beschreibung einer
Mykovirusinfektion (Hollings, 1962) wurden mehr als 250 Mykoviren sequenziert und
in der NCBI Datenbank (National Center of Biotechnology Information) registriert (Xie &
Jiang, 2014).

Die meisten Infektionen mit Mykoviren verlaufen kryptisch, was bedeutet, dass der Wirt

keinerlei Symptome zeigt (Buck, 1986). In seltenen Fallen kann eine Virusinfektion fiir
3
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den Wirt aber auch von Vorteil sein, so verhilft ein mit dem Curvularia thermal tolerance
virus infizierter biotropher Pilz seinem pflanzlichen Wirt zu einer hdoheren
Hitzetoleranz; Mykoviren konnen also auch in einer three way-Symbiose, also einer
Symbiose zum gegenseitigen Nutzen von drei Parteien, aktiv sein (Marquez et al., 2007).
Andere Viren schaden ihrem Wirt erheblich. Besonderes Interesse in der Forschung
wecken Viren, die pathogene Pilze infizieren und deren Virulenz reduzieren (Pearson et
al, 2009). Dieser Effekt wird als Hypovirulenz bezeichnet und kann zu reduziertem
Myzelwachstum, reduzierter sexueller und asexueller Sporulation, verminderter
Keimungsfahigkeit der Sporen, gesenkter Stressresistenz oder gesteigerter
Pigmentierung beim infizierten Pilz fithren (Chu et al, 2002; Moleleki et al, 2002;
Ihrmark et al., 2004; Nuss, 2005; Darissa et al., 2012). Daraus ergibt sich die Moglichkeit
ein Virus zum nachhaltigen Pflanzenschutz einzusetzen. Erfolgreich bekdmpft wird
bereits der Kastanienrindenkrebs (chestnut blight) in Nordamerika, ausgelost durch den
Ascomyzeten Cryphonectria parasitica (Nuss, 1992). Dazu werden befallene Baume mit
hypovirulenten Stimmen inokuliert. Die Hypovirulenz wird durch das Virus
Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) verursacht. Bei der Inokulation wird das Hypovirus
auf den urspriinglich vorhandenen Stamm {ibertragen und 16st so bei diesem ebenfalls
Hypovirulenz aus. Die Tumore kdnnen abheilen und der befallene Baum gerettet werden
(Nuss, 1992). Auch in Europa wird dieses Verfahren mit grofem Erfolg angewendet
(Heiniger & Rigling, 1994; Robin & Heiniger, 2001). Aber auch bei der Bekdmpfung von
Pilzerkrankungen, die flir landwirtschaftliche Kulturpflanzen von Bedeutung sind, wie
beispielsweise die Weifdstangeligkeit (rapeseed stem rot) bei Raps (Brassica napus),
ausgelost durch Sclerotinia sclerotiorum (Ju et al, 2013; Xie & Jiang, 2014), oder der
Wurzelschimmel (white root rot) bei diversen Reben und Obstgehdélzen, ausgeldst durch
Rosellinia necatrix (Chiba et al, 2010), sind durch Hypovirulenz induzierende Viren
vielversprechende Ergebnisse erzielt worden. Um die Kontrolle von Pathogenen durch
Viren zu beschreiben, wurde der Begriff , Virocontrol“ gepragt (Chiba et al,, 2010).

Obwohl alle Schritte einer Virusinfektion von diversen spezifischen Interaktionen
zwischen viralen Elementen und Wirtsfaktoren abhangig sind, ist tiber die Identitat und
Funktion von diesen Faktoren nicht allzu viel bekannt (Son et al., 2016). Gerade fiir die
Erforschung der Hypovirulenz ist es essenziell die genaue Wirkung und Funktion der
viralen Proteine sowie ihrer Interaktionspartner im Wirt zu ermitteln. Zu diesem Zweck

wurden vermehrt Profile differenzieller Genexpression von virusinfizierten,
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phytopathogenen Pilzen mittels Transcriptomics und Proteomics erstellt (Allan & Nuss,
2004; Kwon et al., 2009; Lee et al., 2014).

Mykoviren haben viele Charakteristika mit Viren aus Tieren und Pflanzen gemein,
zeigen aber auch einige einzigartige Unterschiede. Die meisten Mykoviren haben keine
extrazellulire Phase und werden an andere Individuen nur iliber Sporulation oder
Zellfusion (Anastomosen) weitergegeben. Dariiber hinaus verfligen sie lber kein
movement-Protein, das essenziell fir die meisten Pflanzenviren ist (Son et al, 2015).
Auf’erdem sind keine natilirlichen Vektoren, wie beispielsweise Insekten oder

Spinnentiere, bekannt (Ghabrial et al,, 2015).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Replikation von dsRNA-Viren. (a) Im Partikel wird mit Hilfe der RdRP der
(+)ssRNA synthetisiert und ins Zytoplasma abgegeben. (b) Die (+)ssRNA dient als Template fiir die Synthese von
viralen Proteinen. (c und di) Die exprimierte RARP bindet an die (+)ssRNA. (dz und d3) Weitere Strukturproteine
bilden um die (+)ssRNA und die RARP das Partikel. (¢) Im Partikel wird die (-)ssRNA mit Hilfe der RARP synthetisiert
und der Doppelstrang bildet sich. Abbildung modifiziert nach Schmitt & Breinig (2006).

Die meisten Mykoviren haben ein dsRNA-Genom (Jiang & Ghabrial, 2013). Die
Replikation von dsRNA Viren erfolgt in fiinf Schritten (Abbildung 2). Zunachst wird mit
Hilfe der viralen RNA-dependent RNA polymerase (RARP) die (+)ssRNA synthetisiert und
als mRNA in das Zytoplasma der Wirtszelle entlassen. Dort werden die viralen Proteine
exprimiert und gegebenenfalls prozessiert (Irigoyen et al., 2012). Die exprimierte virale
RdRP bindet an die (+)ssRNA und ein neues Partikel wird durch Anlagerung von

Hiillproteinen um diesen Komplex gebildet. Im Partikel erfolgt die Synthese der
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(-)ssRNA und ein neuer Doppelstrang entsteht. Dadurch, dass zu keiner Zeit ein
Doppelstrang frei im Zytoplasma vorliegt, soll eine Abwehrreaktion des Wirtes mittels
gene silencing vermieden werden. Diese konnte allerdings auch durch intramolekulare
hairpin-Strukturen der (+)ssRNA induziert werden (Molnar et al.,, 2005), weshalb einige
dsRNA-Viren als zusatzlichen Schutz einen gene silencing Suppressor kodieren

(Hammond et al,, 2001).

Beim gene silencing, in Pilzen auch quelling genannt (Romano & Macino, 1992), handelt
es sich um einen Mechanismus, der posttranskriptional die Genexpression regulieren
kann (Chang et al, 2012). Desweiteren dient dieser auch der Abwehr von fremder
Nukleinsdure, insbesondere von Viren (Matzke et al, 2000). Auch F. graminearum ist
zum gene silencing fahig (Chen et al.,, 2015).

Die Anwesenheit von dsRNA im Zytoplasma induziert den spezifischen Abbau von
komplementdarer mRNA durch gene silencing. Eine Nuklease, genannt Dicer, zerlegt die
dsRNA in Abschnitte von 21-25 bp. Diese werden short interfering RNAs (siRNA)
genannt. Die siRNA, der Dicer sowie einige weitere Proteine, darunter die Argonaute-
Proteine, interagieren und bilden zusammen den RNA-induced gene silencing complex
(RISC), der durch die Entwindung der dsRNA aktiviert wird. Die so prasentierte
einzelstrangige siRNA bindet an homologen RNA-Strangen und der Dicer im RISC spaltet
diese. Der Prozess wird durch die Replikation von einzelstrangiger siRNA mittels RdRPs
aufrechterhalten (Hamilton & Baulcombe, 1999; Bernstein et al, 2001; Lipardi et al,
2001; Tabara et al.,, 2002).

1.3 Das Chrysovirus Fusarium graminearum Virus China 9

Die Viren der Familie Chrysoviridae mit ihrem einzigen Genus Chrysovirus zeichnen sich
dadurch aus, dass diese tiber ein dsRNA-Genom verfligen, das aus vier
monocistronischen Segmenten besteht (Ghabrial & Castdén, 2011). Mit den Chrysoviridae
werden allerdings auch Viren assoziiert, die liber 3 oder 5 Segmente verfiigen, welche
allerdings noch nicht offiziell vom ICTV (International Committee on Taxonomy of
Viruses) anerkannt sind (Urayama et al.,, 2010; Darissa et al., 2011; Li et al.,, 2013; Wang
etal, 2014).

Die Segmente sind jeweils einzeln in unbehiillte, isometrische Partikel verpackt, die

mindestens aus Kapsidproteinen und RARP bestehen (Ghabrial & Castén, 2011). Fiir
6
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eine erfolgreiche Replikation miissen wahrscheinlich alle Segmente in der Zelle
vorliegen.

Bei dem Mykovirus Fusarium graminearum virus china 9 (FgV-ch9) liefden
Sequenzvergleiche eine Zugehorigkeit zu den Chrysoviridae vermuten (Darissa et al,
2011). Das Genom dieses Virus besteht allerdings aus fliinf monocistronischen dsRNAs,
die wahrscheinlich jeweils einzeln in Partikel (Abbildung 3C) verpackt sind. Auf Grund
dieses Partikelaufbaus gehort FgV-ch9 in die Familie der Chrysoviridae. Ob in Zukunft

ein eigenes Genus fiir Viren mit fiinf Segmenten geschaffen wird, bleibt abzuwarten.
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Abbildung 3: Das Chrysovirus Fusarium graminearum Virus China 9 (FgV-ch9).

A: Schematische Darstellung der fiinf dsRNA Segmente von FgV-ch9. Die Leserahmen (ORF) sind als farbige Kasten
dargestellt. Der ORF 1 kodiert fiir eine RNA-dependent RNA polymerase (RARP), der ORF 3 fiir ein Kapsidprotein. Die
Funktion der Proteine P2, P4 und P5 ist nicht bekannt. Die Zahlen beschreiben (von links nach rechts) das erste Nukleotid
des Segments, das erste Nukleotid des ORFs, das letzte Nukleotid des ORFs und das letzte Nukleotid des Segments.
Abbildung erstellt nach Darissa (2011).

B: Typischer Phanotyp eines virusfreien (links) und eines mit dem Mykovirus FgV-ch9 infizierten (rechts) F. graminearum
auf CM-Festmedium, 3dpi.

C: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von FgV-ch9 Partikeln. Abbildung entnommen aus Alder (2014).

© Julius-Kiithn-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen, Institut fiir Epidemiologie und Pathogendiagnostik.
Foto: K. R. Richert-Poggeler.

Das virusinfizierte Isolat fiel wegen seines Phanotyps auf (Abbildung 3B); es zeigte
verstarkte Pigmentierung, reduziertes Wachstum, verringerte Konidienbildung und
verminderte Infektiositat auf der Wirtspflanze (Darissa et al., 2011). Diese Symptome
wurden mit Hypovirulenz in Verbindung gebracht (Darissa et al, 2012) und kénnen
eindeutig auf FgV-ch9 zurilickgefiihrt werden (Darissa, 2011; Magsig, 2013; Gotsch,
2013). Die weitere Forschung richtet sich nun darauf welche Funktionen die einzelnen

viralen Proteine haben und wie das Virus die Hypovirulenz induziert. Diese Kenntnisse
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sind Voraussetzung dafiir, ob und in welcher Form dieses im Pflanzenschutz eingesetzt

werden kann.

Durch Sequenzanalysen auf bekannte Motive und Proteinvergleiche konnten einigen
viralen Proteinen mogliche Funktionen bereits zugeordnet werden (Darissa et al., 2011).
P1, kodiert auf Segment 1, zeigt hohe Homologien zu RdRPs und konnte im Partikel
nachgewiesen werden. Die Proteine P2 und P3 sind auf den Segmenten 2 und 3 kodiert
und lassen sich ebenfalls im Partikel nachweisen. P2 zeigt Homologien zum
Strukturprotein von Magnaporthe oryzae chrysovirus 1 (MoCV1-A; Urayama et al., 2012),
weshalb Darissa et al. (2011) vermuten, dass es sich um ein Hiillprotein handelt.

P3 zeigt ebenfalls Homologien zu den Hiillproteinen vom Avian bornavirus Genotyp 1
(AbV-1; Mirhosseini et al., 2012), MoCV1-A und Fusarium graminearum virus 2 (FgV2;
Yu et al, 2011). Desweiteren legen Markierungsexperimente nahe, dass P3 das Kapsid
bildet und nach aufden exponiert ist (Darissa, 2011). Das Protein P4, kodiert auf
Segment 4, zeigt keinerlei Homologien zu bekannten Proteinen, wahrend das Protein P5,
kodiert auf Segment 5, liber mehrere Zinkfinger-Doméanen verfiigt. Die Funktion der
Proteine ist unbekannt, sie sind allerdings beide kein Bestandteil des Partikels (Darissa
etal, 2011). Eine Ubersicht iiber die dsRNAs von FgV-ch9 ist in Abbildung 3A gezeigt.
Die im Partikel ermittelten Molekulargewichte der Proteine P2 und P3 stimmen nicht
mit den berechneten uberein, was darauf schliefen ldsst, dass diese vermutlich
prozessiert werden (Darissa, 2011). Virale Proteine kénnen durch vom Virus kodierte
Proteine prozessiert werden (Dougherty & Semler, 1993). Dabei werden sie entweder
autoproteolytisch (Shapira & Nuss, 1991) oder durch ein anderes virales Protein mit
Protease-Aktivitat (Lee et al, 2012) umgesetzt. Aufderdem koénnen auch wirtseigene
Proteasen die Prozessierung von viralen Proteinen iibernehmen (Soldevila et al., 1998;
Irigoyen et al., 2012). Welche dieser Mechanismen bei FgV-ch9 zum Einsatz kommen, ist

nicht bekannt.

In F. graminearum sind eine Reihe Mykoviren beschrieben, von denen allerdings nur
einige wenige Anzeichen fiir Hypovirulenz zeigen (Cho et al, 2013). Dazu geh6ren neben
FgV-ch9 die Hypoviren Fusarium graminearum virus 1 strain DK21(FgV1-DK21; Chu et
al., 2002) und Fusarium graminearum hypovirus 2 (FgHV2; Li et al., 2015).
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel der Arbeit war, mehr iiber die viralen Proteine P1-P5 von FgV-ch9 zu erfahren.
Schliisse Uber deren Zeitpunkt der Synthese, Prozessierung, Funktion und
Wechselwirkung mit dem Wirt F. graminearum sollten gezogen werden.

Die zeitliche Einordnung der Expression sowie die natiirliche Prozessierung sollten
mittels spezifischen Antiseren und Zeitreihen von virusinfiziertem Myzel ermittelt
werden.

Mit Hilfe von Expressionsmutanten der fiinf Proteine in den Modellorganismen
Escherischia coli und Saccharomyces cerevisiae sowie im natiirlichen Wirt Fusarium
graminearum sollten Folgerungen tUber Prozessierung und andere mdogliche
posttranslationale Modifikationen abgeleitet werden. Dariiber hinaus sollten liber die
Charakterisierung der F. graminearum-Expressionsmutanten Informationen iiber die

Wirkung auf den Wirt und die Funktion der viralen Proteine gewonnen werden.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Organismen
2.1.1.1 Bakterien

Zur Erstellung der Konstrukte (2.2.2.7) wurde der Bakterienstamm Escherichia coli
NM522 (Sambrook et al., 2001) verwendet.

Zur Expression von Proteinen (2.2.3.1) in E.coli wurde der Stamm BL21 Gold
(Stratagene, USA) genutzt. Dieser enthalt ein durch IPTG induzierbares T7-RNA-
Polymerasegen.

Fir die transiente Pflanzentransformation mittels Infiltration (2.2.5.1) wurde der
Stamm Agrobacterium tumefaciens GV3101::pPM90 (DNA Cloning Service, Deutschland)

eingesetzt.
2.1.1.2 Pilze

Fir die Expression von Proteinen (2.2.3.1) in Saccharomyces cerevisiae wurde der
Stamm INV Sc1 (Thermo Fisher Scientific, USA) verwendet.

Fir die Expression von Proteinen (2.2.3.1) in Fusarium graminearum und die
Charakterisierung der Mutanten (2.2.4) wurde der Wildtypstamm FgPH1 (Strain
Passport: NRRL 31084) verwendet.

Als Referenzstamm diente die Mutante FgPH1-eGFP (Briickner, 2012), die konstitutiv
eGFP exprimiert und iiber eine Hygromycinresistenz verfiigt. Sie wurde auch als
Ausgangsmutante fiir die Uberpriifung eines putativen gene silencing Suppressors
(2.2.5.3) verwendet.

Als Donor-Stamm fiir die Infektion von Fusarium-Stammen mit dem Virus FgV-ch9

(2.2.1.4) diente der virusinfizierte Stamm FgCh9 (Darissa et al,, 2011).
2.1.1.3 Pflanzen

Fiir alle Untersuchungen der Virulenz von F. graminearum auf Wirtspflanzen (2.2.4)
wurde das anfallige Weizenkultivar Triticum aestivum cv. Nandu (KWS Lochow-Petkus,
Deutschland) verwendet. Die Pflanzen wurden in einer Klimakammer iiber ca. 6 Wochen

bei 18-20° C mit 60 % relativer Luftfeuchtigkeit und 16 Tageslichtstunden angezogen.

10



Material und Methoden

Fir die transiente Expression mittels A. tumefaciens (2.2.5.1) wurde die transgene
Tabaklinie Nicotiana benthamiana Domin. Linie 16¢ (Ruiz et al.,, 1998) und der Wildtyp
(WT) Nicotiana benthamiana Domin. als Referenzlinie verwendet. In einer
Gewadchshauskammer wurden die Pflanzen bei 22-24° C mit 16 h Zusatzbeleuchtung bei

Tag angezogen.

2.1.2 Synthetische Oligonukleotide (Primer)

Die verwendeten synthetischen Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma
Eurofins MWG Operon (Deutschland) synthetisiert. Die Bezeichnung, Sequenz und ggf.
Quelle sind in den folgenden Tabellen (Tabelle 1-5) aufgefiihrt.

Flr die Resequenzierung der ORFs (open reading frames) von FgV-ch9 (3.1.2) wurden

die folgenden Primer verwendet (Tabelle 1):

Tabelle 1: Synthetische Oligonukleotide, verwendet fiir die Resequenzierung der kodierenden und nicht kodierenden
Bereiche der dsRNAs 2, 3 und 5 von FgV-ch9

Bezeichnung Sequenz (5°-3°) Quelle
RNA2_rev GCC ATT AAAGTCCCATGAC Blum et al, 2017
RNA2_fw CAT ATT GTC ACG AGC GAC G Blum et al, 2017
RNA2_fw/rev AGT CAT GGG ACT TTA ATG GC Blum etal, 2017
RNA3_rev GCC ATT TAAGGG TTCTCCTTAA Blum et al, 2017
RNA3_coding fw 1 GCA CCT GTG GAT GAT GAC TC Blum et al, 2017
RNA3_coding fw 2 GGT AGA AGC GGC ACG GGC CGG Blum et al, 2017
RNA3_fw/rev TTA AGG AGA ACC CTT CCC TGG C Blum et al, 2017
RNAS5_rev GCC ATT TAG GGG TAG GCC Blum et al, 2017
RNAS5_fw GAT TTG CTT CGA GCC ACA ACG Blum et al, 2017
Poly-G CGG AAT TCC G1s Heinze et al., 1995

Die aufgefiihrten Primer in Tabelle 2 wurden zur Erstellung der Konstrukte (2.2.2)

verwendet:

Tabelle 2: Synthetische Oligonukleotide, verwendet fiir die Vektorkonstruktion

Bezeichnung Sequenz (5°-39) Quelle
pET_hin AGT ACT TTA AGA AGG AGA TAT AC Gotsch, 2015
pET_riick GTT AGC AGT ACT ATC TCA GTG G Gotsch, 2015
T3 ATT AAC CCT CAC TAA AG Tan, 2008
T7 TAATAC GACTCACTAT Tan, 2008
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AlcA-Spel ACT AGT CGG GAT AGT TCC GACCTA G

GluA_Mfe CCATTA ACCTAG GTA CAG AAA AGT CCAATT GC | Gotsch, 2015
pQE_hin CCC GAAAAG TGC CAC CTG Garten, 2013
35S_for CAA CAT GGT GGA GCA CGA CACTCT CGT C

600rev GAT TGT TTCCTC GTC GGCTTT

P2_BamHI GGA TCC ATG TCA GGA CAATTG AACATTC

P2_HindIII AAG CTT TTC CGA ACCAAAACAC

24upR CAA GAT GAG CGG TTG AAC

21DR CTG TACTGG CCA TGG CAT ATT GT Darissa, 2011
21DI TTG TCG TGC CTG GGT GCT TAT Darissa, 2011
rt21R ACA TCA ATC GAA TGT CCT CAG Darissa, 2011
P3_BamHI GAT TTG GAT CCA TGG CAT CG Garten, 2013
P3_HindIII TTT AAG CTT TAA CGT CGA CGG Garten, 2013
P3_NTR_5'R GAT CAG CTC GCT GGT TGA C

3116_upR ACG TCT GTC GAA CAATGC GT

14MF CGT TAG TTG CTG TCCTTC CTC A Darissa, 2011
P4 _Xhol CTA GCT CGA GGT CTT TGC TGG C

P4_Ncol TGC AAC ACC ATG GCA AC

siRNA_P4_rev ACT GGT GAA GCC CGG CTC ACG

1010R TGT TGT GTC CGG CAG TAT G

P5_Smal TTC CCC GGG ATG TAT TCG

zinkR2 GTG CAG TGT TGC ACC TGG Gotsch, 2015
rtzinkR TCA GTT ATC GGG TAG GTG TC Darissa, 2011
eGFP_BstBI TTC GAA ATG GTG AGC AAG GGC GAG GA

eGFP_Bglll AGA CTCTTG TAC AGC TCG TCC ATG CCG Gotsch, 2015
si_eGFP_rev GGC AGC AGC ACG GGG CCG TCG

eGFP_Xhol_for

GAG CTC CCT CGA GAG CAG CAA GGG CG

eGFP_Xhol _rev

CGA GAT TAG CTC GAG CTT GTA CAG C

si_eGFP_for CGA CGG CCC CGT GCT GCT GCC Gotsch, 2015
3116_RR CAG TTA GCG GTG TGG TTG GC Darissa, 2011
NAT_for CTC TTG ACG ACA CGG CTT AC Mentges, 2012
NAT _rev CGT TGA CGT TGG TGA CCT C Mentges, 2012
M13_rev CAG GAA AGC TAT GAC Brune et al., 1999
P5_Stopp ATA CAT AAT GGC ACC AC
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Die Primer in Tabelle 3 fanden in der qPCR (2.2.3.7) Verwendung:

Tabelle 3: Synthetische Oligonukleotide, verwendet in der Quantitativen Real-Time PCR (qPCR)

Bezeichnung Sequenz (5°-39) Quelle
GSceen_fw GTT GTATCT GTG ACC CTT GTT GAG Bonnighausen, 2014
GScreen_rev GAT GTC GTT GCCTTC CTCCT Bonnighausen, 2014
Fg06611_fw CGC ATA CCA CGG AACTTC AG
Fg06611_rev TCA AGA TCG ACC AGA ACA GCA
Wheat_GABA_for AGG TCA TTA CCG CAT TTG GA Bonnighausen, 2014
Wheat_GABA_rev CAC ATA CGC AGA CGA AAG AG Bonnighausen, 2014
gPCR_FGL1_fw TCG TTC AAG GTCGTCTCCG
qPCR_FGL1_rev GGT CCT TGG CGT TCGTAAC

Um die Integration von Konstrukten ins Genom und Transkripte nachzuweisen, wurden

Primer aus Tabelle 4 verwendet:

Tabelle 4: Synthetische Oligonukleotide zum Nachweis der Integration ins Genom und der Transkription bei
Fusarium-Transformanden

Bezeichnung Sequenz (5-3°) Quelle
Poly-dT GCG GGATCC Ty Heinze et al., 1995
3116_F TGG GTC GTG CGC AAG GAA A Darissa, 2011
3116_RR CAG TTA GCG GTG TGG TTG GC Darissa, 2011
4for4 GGC GCT TGA AAC GTCATT GT
rtRDRP_R CCA GTG CCT TAT TGT AAC CC Darissa, 2011
CB8 (P2) GAC GTGGCT GAG CTA GG
CB7 (P3) AAA CAATTT CAC GGC AGA CC
rtFF GCA GCT ACA CCA GTT AAC AG Darissa, 2011
CB10 (P5) ACA AAC GTG ATT GGC AGG
21for CTT CCT GGC AAT GGC AAT GCT G
rt21R ACA TCA ATC GAA TGT CCT CAG Darissa, 2011
pET_riick GTT AGC AGT ACT ATC TCA GTG G Gotsch, 2015
3346up_R CTG GAG GCG TAG CGT TTACT Darissa, 2011
3346up_F TGT TAC GGC GAG CTA ATG TACC
rtzinkR TCA GTT ATC GGG TAG GTG TC Darissa, 2011
rtzinkF AGT AGT TAT GAC GAT GAT GCA C Darissa, 2011
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Zur Erstellung aller Sonden, die im Southern Blot Verwendung fanden (2.2.3.9), wurden

folgende Primer, dargestellt in Tabelle 5, bendtigt:

Tabelle 5: Synthetische Oligonukleotide zur Erstellung von Sonden fiir den Southern Blot

Bezeichnung Sequenz (5°-39) Quelle
4for_new ACA AGC CGA ACA GTT TCA CG
4rev_new TTG CCT GCC CGA TGT TGA
21DR CTG TAC TGG CCA TGG CAT ATT GT Darissa, 2011
21DI TTG TCG TGC CTG GGT GCT TAT Darissa, 2011
3116_RR CAG TTA GCG GTG TGG TTG GC Darissa, 2011
3116_F TGG GTC GTG CGC AAG GAA A Darissa, 2011
rt_FR AAA GTG CCG ATT CTATAC ATG G Darissa, 2011
3346up_F TGT TAC GGC GAG CTA ATG TACC
rtzinkR TCA GTT ATC GGG TAG GTG TC Darissa, 2011
pQE_hin CCC GAA AAG TGC CAC CTG Garten, 2013

2.1.3 Plasmide

In Tabelle 6 werden alle Plasmide aufgefiihrt, die in dieser Arbeit Verwendung fanden.

Tabelle 6: Aufstellung aller in dieser Arbeit verwendeten Plasmide, ihre Funktion und ihre Quelle

pBluescript Sk-

als T-Vektor zur Klonierung von PCR-

Produkten und DNA-Fragmenten

Stratagene, USA

pBluescript Sk-T+eGFP

enthilt die komplette Sequenz von eGFP

Gotsch, 2015

pGEM-T mit der kompletten Sequenz von

21FullRel Darissa, 2011
dsRNA 2 (FgV-ch9)
pGEM-T mit der kompletten Sequenz von
P16 3116Full Darissa, 2011
dsRNA 3 (FgV-ch9)
pGEM-T mit der kompletten Sequenz von
Fcontig Darissa, 2011
dsRNA 4 (FgV-ch9)
zur Expression von Proteinen in E. coli, T7- | Qiagen GmbH,
pQE-32
Promotor, N-terminaler His-Tag Deutschland
zur Expression von Proteinen in E. coli, T7-
pET-30a Promotor, N-terminaler His-Tag und S-Tag, | Novagen, USA

C-terminaler His-Tag

pET[His+5+P1_ATG+His]

enthilt die komplette Sequenz des ORFs
von dsRNA 1 (FgV-ch9)

Gotsch, 2015
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als T-Vektor zur Klonierung von PCR-

Thermo Fisher Scien-

pCR2.1
Produkten und DNA-Fragmenten tific, USA
zur Expression von Proteinen in
Thermo Fisher Scien-
pYES-A S. cerevisiae, Gal1-Promotor, N-terminaler
tific, USA
His-Tag
c zur transienten Expression von Proteinen DNA Cloning Service,
p7 35S
mittels A. tumefaciens, 2x 35S-Promotor Deutschland
zur transienten Expression von eGFP
pBIN-[eGFP] Tan, 2008
mittels A. tumefaciens
zur transienten Expression von P19
E. Maiss,
pBIN-[P19] (tomato bushy stunt virus; Ye et al., 2003)
Universitat Hannover
mittels A. tumefaciens
zur Expression von Proteinen in F
graminearum, alcA-Promotor, C. Heinze,
pSilent-AlcA

hervorgegangen aus pSilent1 (Nakayashiki
etal, 2015)

Universitat Hamburg

pSilent-AGluA

zur Expression von Proteinen in F.
graminearum, verkiirzter gpdA-Promotor,
hervorgegangen aus pSilent1 (Nakayashiki
etal, 2015)

Gotsch, 2015

pSilent Dual2-[eGFP]

RNA silencing Konstrukt, das durch zwei
gegenlaufige trpC-Promotoren dsRNA von

eGFP erzeugt

Nguyen QB, 2008

pPAN7.1-GluA mit der kompletten Sequenz

M. Mentges,

pFg-[bPAC] von bPAC (photoaktivierte
Universitat Hamburg
Adenylatzyklase; Jansen et al., 2015)
enthalt die komplette Sequenz der NAT- J. Bormann,
pNR1

Resistenz-Kassette

Universitat Hamburg

2.1.4 Antiseren

Zur spezifischen Detektion von Proteinen im Western Blot (2.2.3.3) wurden diverse
Antiseren verwendet. Dazu gehoren die gegen einen Tag gerichteten Antiseren, wie das
gegen einen Histidin-Tag (His-Tag) gerichtete monoklonale Antiserum Anti-polyHistidin

(produziert in Maus; Sigma-Aldrich, USA) und das gegen einen S-Tag gerichtete

polyklonale Antiserum S-Tag (produziert in Kaninchen; Biomol, Deutschland).
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Das polyklonale Antiserum AS0115, das gegen die Partikel des Virus FgV-ch9 gerichtet
ist, und das polyklonale Antiserum Anti-GFP wurden in Kaninchen im Laboratorium von
Prof. Dr. F. Rabenstein (Julius Kiihn-Institute, Quedlinburg, Deutschland) hergestellt
(Darissa, 2011).

Die folgenden Antiseren wurden von der Firma Eurogentec (Belgien) gegen kiinstlich
synthetisierte Peptide von FgV-ch9 hergestellt. Dazu wurden Kaninchen nach der ersten
Injektion mit dem spezifischen Peptid noch nach 14, 21 und 56 Tagen immunisiert.
Blutproben (Blutungen) wurden vor der ersten Injektion sowie nach 38 und 66 Tagen
genommen. Nach 87 Tagen erfolgte die finale Blutung, wobei das gesamte Blut des
Kaninchens entnommen und das Serum extrahiert wurde. Die genaue
Aminosauresequenz der Peptide und die Position im Virus-Protein sind in Tabelle 7

zusammengefasst. Die Peptide wurden tber ein Cystein an den Trager gekoppelt.

Tabelle 7: Zusammenfassung der verwendeten Peptidantiseren, der Aminosduresequenz der Peptide und ihrer
Position im Virusprotein.

Position im
ORF Aminosauresequenz Bezeichnung
Virus-Protein
P2 H-CNATLPYKARENPKAD-NH; AS 368-382 AK-P2N
P3 H-CPVNQRADRSHRRDVA-NH; AS 127-142 AK-P3N
P4 H-CFTTKDEGSGPSKLTG-NH> AS 54-69 AK-P4N
P5 H-CQWSDERIPTGPGYDL-NH; AS 68-63 AK-P5N

Als sekundire Antiseren wurden die mit Alkalischer Phosphatase konjugierten Anti-
Mouse IgG A3562 und Anti-Rabbit IgG A3687 (beide produziert in Ziege; Sigma-Aldrich,
USA) verwendet.

2.1.5 Medien
Die einzelnen Bestandteile der Medien wurden in ddH20 gelést und bei 121° C und 1 bar
fir 20 min autoklaviert. Temperaturempfindliche Substanzen, wie Antibiotika oder

Zucker, wurden nach dem Autoklavieren in das handwarme Medium gegeben.

LB-Fliissigmedium 10 g Trypton LB-Festmedium 10g Trypton
5g Hefeextrakt 5g Hefeextrakt
10g NaCl 10g NaCl

ad 1000ml ddH:0 15g Mikroagar

ad 1000ml ddH.0
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LB-Amp

ad
LB-Rif/Gen

ad
LB-AIX

ad
SOB-Medium
pH7,5

ad
SD-Ura-
Fliissigmedium
pH 5,8

ad
SD-Ura-
Festmedium
pH 5,8

ad
CM-Lo6sung A

ad
CM-Losung B

ad
CM-Losung C

ad

150 mg
1000 ml

50 mg
50 mg
1000 ml

150 mg
47 mg
40 mg
1000 ml

20g

5g

500 mg
200 mg
1000 ml

20g
6,78
770 mg
1000 ml
20g
6,78
770 mg
l16g

1000 ml

100 g
1000 ml

20g
25g
10g
1000 ml

200g
1000 ml

Ampicillin
LB-Medium

Gentamycin
Rifampicin
LB-Medium

Ampicillin
IPTG

X-Gal
LB-Medium

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

KCl

ddH-,0

Glukose
Difco®-Hefe-
Stickstoffquelle o.
Aminosauren
Clontech -Ura
Zusatz

H20

Glukose
Difco®-Hefe-
Stickstoffquelle o.
Aminosauren
Clontech -Ura
Zusatz

Mikroagar

ddH-0

Ca(NO3)2X4H20
ddH-0

KH2PO4
MgSO4X7H20
NaCl

ddHz0

Glukose
ddH,0

LB-Kana
ad

LB-Rif/Gen/Spec

ad

LB-Rif/Gen/Kana

ad
SOC-Medium
pH7,5

ad
YPG-Medium

ad
SD-Ura-
Induktion
pH5,8

ad

Weizen-Medium
ad

CM-
Flissigmedium

ad

50 mg
1000 ml

50 mg
50 mg
100 mg
1000 ml

50 mg
50 mg
50 mg
1000 ml

100 pl
100 pl
10 ml

10g
10g
20g
1000 ml

6,7g

770 mg

10g
20g
1000 ml

l6g
1000 ml

1g
500 mg

500 mg

10 ml
10 ml
50 ml

1 ml
1000 ml

Kanamycin
LB-Medium

Gentamycin
Rifampicin
Spectinomycin
LB-Medium

Rifampicin
Gentamycin
Kanamycin
LB-Medium

Glukose (2 M)
MgCl; (2 M)
SOB-Medium

Trypton
Hefeextrakt
Glukose
ddH20

Difco®-Hefe-
Stickstoffquelle
0. Aminosauren
Clontech -Ura
Zusatz
Raffinose
Galactose
ddHz0

Weizenblatter
ddH-0

Hefeextrakt
Casein
(enzymatisch)
Casein
(hydrolytisch)
CM-Lésung A
CM-Losung B
CM-Losung C
CM-Losung D
ddH:0
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CM-Losung D 60g
390 mg
13 mg
60 mg
51 mg
5,48 mg
923 mg
567 mg
2ml

ad 1000 ml

CM-Lo6sung L 200g

ad 1000 ml

CM-Hyg 250 mg

ad 1000 ml

CM-Gen 100 mg

ad 1000 ml

CM-NAT 100 mg

ad 1000 ml

10 ml
10 ml
50 ml

1 ml

ad 1000 ml

Minimal-
Fliissigmedium

10 ml
10 ml
50 ml
1 ml
l6g

ad 1000 ml

Minimal-
Festmedium

2.1.6 Chemikalien

H3BO3 CM-Festmedium
CUSO4X5H20
KI
MuSO4><H20
(NH4)6M07024X4H20
ZnS04x7H,0
FeCl3X6HzO
FeC13
Chloroform
ddH;0
ad

Laktose
ddH,0 CM-Induktions-

Flissigmedium

Hygromycin B
CM-Medium

Geneticin
CM-Medium

ad
Nourseothricin
CM-Medium
CM-Induktions-
Festmedium
CM-Lo6sung A
CM-Lo6sung B
CM-Losung C
CM-Lo6sung D
ddH-0

CM-Losung A

CM-Lo6sung B

CM-Losung C ad
CM-Lo6sung D
Mikroagar
ddH20 H20-Festmedium

ad

lg
500 mg

500 mg

10 ml
10 ml
50 ml

1 ml
l6g
1000 ml

lg
500 mg

500 mg

10 ml
10 ml
50 ml

1 ml
12¢g
1000 ml

1g
500 mg

500 mg

10 ml
10 ml
50 ml

1 ml
l6g
12¢g
1000 ml

15g
1000 ml

Hefeextrakt
Casein
(enzymatisch)
Casein
(hydrolytisch)
CM-Losung A
CM-Losung B
CM-Losung C
CM-Losung D
Mikroagar
ddH-0

Hefeextrakt
Casein
(enzymatisch)
Casein
(hydrolytisch)
CM-Losung A
CM-Losung B
CM-Losung L
CM-Losung D
L-Threonin
ddH:0

Hefeextrakt
Casein
(enzymatisch)
Casein
(hydrolytisch)
CM-Losung A
CM-Losung B
CM-Losung L
CM-Lésung D
Mikroagar
L-Threonin
ddH:0

Mikroagar
ddH,0

Alle verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Enzyme wurden von den folgenden

Firmen bezogen:

Avegene (Taipeh, Taiwan)

Duchefa Biochemie (Haarlem, Niederlande)

Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland)
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Merck (Darmstadt, Deutschland)

New England Biolab (=NEB) (Frankfurt am Main, Deutschland)

peqLab Biotechnologie (Erlangen, Deutschland)

Promega (Mannheim, Deutschland)

Roche (Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland)

Sigma (Miinchen, Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Solis Bio Dyne (Tartu, Estland)

Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)

Th. Geyer (Renningen, Deutschland)

Die Chemikalien entsprachen, wenn nicht anders erwdhnt, dem Reinheitsgrad pro
analysis. Soweit nicht anders angegeben wurden alle Medien und Losungen mit
Reinstwasser (PureLab Flex, ELGA LabWater, Celle) hergestellt. Die Versuche wurden,

falls nicht anders beschrieben, mit autoklaviertem Reinstwasser (ddH20) durchgefiihrt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht von Fusarium graminearum und FgV-ch9

2.2.1.1 Anzucht von Myzel auf Festmedium

Von auf Festmedium gewachsenem Myzel wurde mit einem Korkbohrer ein Agarblock
(4 6 mm) ausgestanzt und auf frisches Festmedium (2.1.5) umgesetzt. Alternativ
wurden mindestens 500 Konidien (2.2.1.3) auf das Festmedium iibertragen.

Anschlief3end wurden die Platten bei 28° C fiir 3 Tage im Dunkeln inkubiert.
2.2.1.2 Anzucht von Myzel in Fliissigmedium

Von auf Festmedium gewachsenem Myzel (2.2.1.1) wurde mit einem Korkbohrer ein
Agarblock (@ 6 mm) ausgestanzt und in einem 100 ml-Erlenmeyerkolben in 10 ml CM-
Flissigmedium (2.1.5) iibertragen. Alternativ wurden mindestens 500 Konidien
(2.2.1.3) in 10 ml CM-Flissigmedium in einen 100 ml-Erlenmeyerkolben gegeben. Die
Kolben wurden schiittelnd (150 rpm) bei 28° C fiir 3 Tage im Dunkeln inkubiert.

2.2.1.3 Anzucht von Konidien in Fliissigmedium

Von auf Festmedium gewachsenem Myzel (2.2.1.1) wurde mit einem Korkbohrer ein
Agarblock (@ 6 mm) ausgestanzt und in 50 ml Weizen-Medium (2.1.5) in einem 100 ml
Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Die Kultur wurde bei 28°C fiir 3 Tage im Dunkeln
schiittelnd (150 rpm) inkubiert und dann iiber ein Wilson-Sieb (200 mesh) filtriert. Der
Durchfluss wurde zentrifugiert (2000 rpm, 5 min; Heraeus Megafuge 11R, Thermo
Fisher Scientific, USA), der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml ddHz0
aufgenommen. Mittels einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer wurde die Konidiendichte

bestimmt und mit ddH20 auf die gewiinschte Dichte eingestellt.
2.2.1.4 Infektion von Fusarium graminearum mit dem Virus FgV-ch9

Auf CM-Festmedium (2.1.5) wurde ein Agarblock (@ 6 mm) virusinfiziertes Myzel
(2.1.1.2) gesetzt und fiir 3 Tage bei 28° C im Dunkeln inkubiert, bevor zwei Agarblocke
des zu infizierenden Myzels mit anderer Resistenz im Abstand von je 1 cm dazugesetzt
und fiir weitere 3-7 Tage bei 28°C im Dunkeln inkubiert wurden. Aus dem
Uberschneidungsbereich der beiden Kolonien wurden mehrere Agarbldcke
ausgeschnitten und auf CM-Festmedium mit dem jeweiligen Antibiotikum tiberfiihrt und

fir 3 Tage bei 28°C im Dunkeln inkubiert. Von den potentiell infizierten Kolonien
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wurden Fliissigkulturen (2.2.1.2) angelegt, aus welchen RNA (2.2.3.5) extrahiert wurde.
Die RNA wurde mittels Gelelektrophorese (2.2.2.3) aufgetrennt.

2.2.1.5 Extraktion von Viruspartikeln

Phosphat-Puffer 1 100 mM NaH;P04/Na;HPO,
pH 7,0

Phosphat-Puffer 2 50 mM NaH;P04/Na;HPO4
pH 7,0

Phosphat-Puffer 3 10 mM NaH;P04/Na;HPO.
pH 7,0

Sucroselésung 20 % (w/v) Sucrose

Fiir die Extraktion von Viruspartikeln wurde ein modifiziertes Protokoll nach Aoki et al.
(2009) verwendet.

Zunachst wurden etwa 1,5-2,5¢g in Flussigkultur (2.2.1.2) angezogenes Myzel durch
Auspressen auf Graupapier vom Medium befreit und in einem Haushaltsmixer in 60-
100 ml Phosphatpuffer 1 fiir 1-2 min zerkleinert. Nach Filtration durch ein Nylonnetz
(60 den) wurden noch vorhandene grobe Zellbestandteile durch Zentrifugation (10 min,
7000 rpm, RT; Centrikon H-401, Rotor A6.14, Kontron Hermle, Deutschland) entfernt
und der Uberstand mit 20 % (v/v) Chloroform:n-Butanol (1:1) fiir eine Minute kraftig
geschiittelt. Es wurde erneut zentrifugiert (10 min, 7000 rpm, RT; Centrikon H-401,
Rotor A6.14, Kontron Hermle, Deutschland), Viruspartikel aus dem Uberstand wurden
mit 8 % (w/v) PEG 6000 und 1 % (w/v) NaCl vermischt und iiN bei 4° C unter Riithren
ausgefallt. Diese wurden fiir 15 min bei 10000 rpm und RT pelletiert (Centrikon H-401,
Rotor A6.14, Kontron Hermle, Deutschland). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 55 ml Phosphatpuffer 2 aufgenommen. In einem Ti45-Zentrifugenréhrchen
wurde mit 10 ml Sucroselésung ein Kissen vorgelegt, auf das die Virussuspension
aufgetragen wurde. Es folgte eine Zentrifugation fiir 2 h bei 40000 rpm und 4°C
(Optima™ LE-80K Ultracentrifuge, Rotor Ti45, Beckmann, USA). Die wassrige Phase und
das Sucrosekissen wurden verworfen, das Pellet wurde mit einem Glasstab zerstofien.
Die Konzentration an Protein und Nukleinsdure wurde photometrisch bestimmt

(NanoVue, GE Healthcare Life Sciences, Schweden).
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2.2.1.6 Extraktion von Polysomen

Extraktionspuffer 200 mM Tris-HCl
pH9,0 400 mM KClI

35mM MgCl

25 mM EGTA

200 mM Sucrose

1% (w/v) Triton-X-100

0,05 % (w/v) 3-Mercaptoethanol
Sucroseldosung 40 mM Tris-HCl
pH 8,5 200 mM KCl

30 mM MgCl,

5 mM EGTA

1,75M Sucrose
Resuspensionspuffer 25 mM Tric-HCl
pH 7,6 25 mM KCl

5 mM MgCl,

Zur Extraktion von Polysomen aus Myzel wurde ein modifiziertes Protokoll nach
Jackson & Larkins (1976) verwendet. Samtliche Puffer und Losungen wurden auf Eis
gekuhlt verwendet.

Zum Aufarbeiten des in Fliissigkultur angezogenen Myzels (2.2.1.2) wurde dieses durch
Auspressen auf Graupapier vom Medium befreit und unter fliissigem Stickstoff
gemorsert. Etwa 1,5-2,5g des Myzelpulvers wurden in 25 ml Extraktionspuffer
aufgenommen. Zur Entfernung grober Bestandteile folgte eine Zentrifugation fiir 10 min
bei 15300 rpm und 4° C (Sigma 2k15, Rotor 12139, Deutschland). Der Uberstand wurde
auf 5 ml Sucroselosung in einem sterilen SW28-Zentrifugenréhrchen tiberschichtet und
fiir 2 h bei 28000 rpm und 4° C zentrifugiert (Optima™ LE-80K Ultracentrifuge, Rotor
SW28, Beckmann, USA). Die obere Phase wurde bis zum Sucrosekissen abgesaugt und
verworfen. Um mogliche Verunreinigungen zu entfernen wurden die Wiande des
Zentrifugenrohrchens mit ddH:0 gespiilt, welches ebenfalls abgesaugt wurde.
Anschliefend wurde das Sucrosekissen abgesaugt und verworfen. Das verbliebene
Pellet wurde mit einem sterilen Glasstab zerstofden und in 200 pl Resuspensionspuffer
aufgenommen. Abschlief3end wurde die Suspension zentrifugiert (5 min, 14000 rpm;
Sigma 1-15, Sigma, Deutschland). Der Uberstand wurde aliquotiert und bei -70° C
gelagert. Die Konzentration an Protein und Nukleinsiure im Uberstand wurde

photometrisch bestimmt (NanoVue, GE Healthcare Life Sciences, Schweden).

22



Material und Methoden

2.2.2 Vektorerstellung und Transformationsverfahren

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Puffer (10x) 200 mM Tris-HCL

pH 8,75 100 mM (NH4)2S04
100 mM KClI
1% (v/v) Triton-X-100

Fiur die Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte mittels kurzer komplementarer
Oligonukleotide (=Primer, 2.1.2) wurden drei verschiedene Polymerasen verwendet. Die
Standard-PCR wurde mit ,GoTaq® G2 DNA Polymerase“ (Promega, Deutschland)
durchgefiihrt. Fiir die Erstellung von Transformations-Inserts (2.2.2.7) wurde ,Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase“ (= Phusion Polymerase; NEB, Deutschland) verwendet.
Zur Untersuchung von Plasmiden in Bakterien (2.2.2.10) wurde eine von einem E. coli
(erhalten von P. Roggero, Instituto di Fitovirologia appticata del CNR, Turin, Italien)
exprimierte Tag-Polymerase (=pTaq) verwendet.

Folgende Ansatze wurden vorbereitet:

GoTaq Polymerase Phusion Polymerase pTaq
Template 1 ul DNA 1 ul DNA 1 ul Suspension
Puffer 5 pl GoTagq-Puffer 5 ul Phusion-Puffer 2,5 ul PCR-Puffer
(5%) (5%) (10x)
MgCl; (25 mM) 2ul 1ul 2 ul
dNTPs (2 mM) 2ul 2,5 ul 2u
5‘3‘Primer (10 pM) 1wl 1l 1l
3‘-5-Primer (10 uM) 1ul 1ul 1ul
Polymerase 0,25 ul (5U/ul) 0,25 ul (2 U/ul) 0,2 ul Polymerase
ddH-0 ad 25 pl ad 25 pl ad 25 pl

Zur Amplifikation wurden im TPersonal Thermocycler oder TGradient Thermocycler

(Biometra, Deutschland) folgende Programme eingestellt:

GoTaq/pTaq Phusion Polymerase
Initiale Denaturierung 4 min, 94° C 305s,98°C
Denaturierung 30s,94°C 30s,98°C
Primer-Hybridisierung 1 min, 45° C-65° C x30 20s,42°C-72°C 30
Elongation 1 min, 72°C 40s,72°C
Finale Elongation 5 min, 72° C 5 min, 72° C
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Insgesamt wurden die Schritte 2-4 in 30 Zyklen wiederholt. Bei Gebrauch eines PolydT-
Primers (2.1.2) wurden den eigentlichen 30 Zyklen 3 Zyklen mit einer
Hybridisierungstemperatur von 42° C vorausgestellt.

Ein Aliquot der jeweiligen Reaktion wurde auf einem analytischen Agarosegel (2.2.2.3)

kontrolliert.
2.2.2.2 Restriktionsverdau von DNA

Verwendet wurden Restriktionsendonukleasen und das Puffersystem ,CutSmart®“ von
NEB (Deutschland). Folgender Ansatz oder ein Vielfaches davon wurde fiir mindestens
eine Stunde inkubiert:

0,5ug-1pg DNA
1,5l  CutSmart Puffer (10x)
0,5 ul Restriktionsendonuklease (10 U/ul)
ad 15ul ddH:0
Die Inkubationstemperatur war von der jeweiligen Restriktionsendonuklease abhangig.

Zur Uberprifung wurde der gesamte Ansatz oder ein Aliquot davon

gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.2.3).

2.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (1x) 40 mM Tris-Acetat

pH 8,3 1 mM EDTA

Probenpuffer (5x) 10 mM NaH;P0O4/Na;HPO,4
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
50 % (v/v) Glycerol

Je nach Grofde des erwarteten Fragments wurden 1-2 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer
(1x) geschmolzen und nach Abkiihlung auf etwa 60° C mit Ethidiumbromid (0,2 pg/ml)
versetzt, bevor dieses zum Auspolymerisieren in einen Trager gegossen wurde.
Probentaschen wurden mit Hilfe eines Kammes ausgeformt.

Die Proben wurden im Verhaltnis 1:5 mit Probenpuffer (5x) vermischt und auf das Gel
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 80-120 V unter TAE-Puffer (1x).

Unter UV-Licht (254 nm) wurden die Nukleinsduren anschliefdend detektiert und zur
Dokumentation fotografiert (Gene Genius Bio Image System, Syngene/Synoptics, UK).
Zur Isolation von Nukleinsduren einer bestimmten Grofde, wurde die gewlinschte Bande
unter UV-Licht (254 nm) mit einem Skalpell ausgeschnitten und anschliefend die

Nukleinsdure von der Agarose gereinigt (2.2.2.5).
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2.2.2.4 Modifikationen von Nukleinsdurefragmenten

Die Enden eines restringierten Nukleinsdurefragments (2.2.2.2) oder eines PCR-
Fragments (2.2.2.1) wurden auf unterschiedliche Weise modifiziert.
Einzelstringige 5~ Uberhidnge wurden mit dem ,Klenow-Fragment (Thermo Fisher

Scientific, USA) nach Angaben des Herstellers aufgefiillt.

Einzelstringige 3° Uberhinge wurden mit Hilfe der ,T4 DNA Polymerase“ (Thermo
Fisher Scientific, USA) nach Angaben des Herstellers entfernt.

Die Erzeugung von Nukleotid-Uberhdngen erfolgte mit ,Terminal Deqxynucleotidly

Transferase“ (Thermo Fisher Scientific, USA) nach Angaben des Herstellers.

Zum Dephosphorylieren von Fragmentenden wurde die ,FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase” von Thermo Fisher Scientific (USA) nach Angaben des Herstellers

verwendet.

Zum Anhidngen einer Base an ein Fragmentende (Tailing) wurde folgender Ansatz
30 min bei 70° C inkubiert:

1-4 pl  DNA-Fragment (blunt end)
3ul GoTag-Puffer (5x)
2ul dATP,dTTP, dGTP oder dCTP (1 mM)
0,5ul MgCl; (25mM)
0,5ul GoTaq Polymerase (Promega, Deutschland)
ad 15ul ddH:0

2.2.2.5 Reinigung von Nukleinsdurefragmenten

Zur Reinigung von Nukleinsdurefragmenten von Puffersystemen oder Agarosegelresten
wurde das Kit ,NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up“ von Macherey-Nagel (Deutschland)

nach Angaben des Herstellers verwendet.
2.2.2.6 Fallung von Nukleinsaurefragmenten

Es wurde 1Vol der in wassriger Losung befindlichen DNA mit 1/10 Vol Stamm-
Natriumacetat und 2,5 Vol 100 % Ethanol vermischt und bei -20° C fiir 30 min inkubiert.
Danach wurde zentrifugiert (30 min, 4° C, 14000 rpm; Heraeus Biofuge fresco, Thermo
Fisher Scientific, USA) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dreimal mit 70 %

(v/v) Ethanol gewaschen und zentrifugiert (5 min, 4° C, 14000 rpm; Heraeus Biofuge
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fresco, Thermo Fisher Scientific, USA). Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet

wurde bei 75° C getrocknet und in ddH:20 resuspendiert.
2.2.2.7 Einbau von DNA-Fragmenten in einen Vektor (Ligation)

Zum Einbau von DNA-Fragmenten (2.2.2.2) in Vektoren (2.1.3) wurde die ,T4 DNA
Ligase“ von Thermo Fisher Scientific (USA) nach Angaben des Herstellers verwendet.

Allerdings wurde die Reaktionszeit auf 2 h bei RT oder iN bei 15° C angepasst.

2.2.2.8 Isolation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Losung A 25 mM Tris-HCl
pH 8,0 50 mM Glukose
10 mM EDTA
Losung B 200 mM NaOH
1% (w/v) SDS
Losung C 3M Natriumacetat
pH 4,8
Losung D 50 mM Tris-HCl
pH 8,3 100 mM Natriumacetat
RNAse A (10 mg/ml) 10 mg RNase pro ml wurden in 0,01 M Acetat (pH 5,2) fiir 15 min

gekocht und dann auf RT abgekiihlt. 0,1 Vol 1 M Tris-HCl (pH 7,4)
wurde zugefiigt. Die RNAse wurde bei -20° C gelagert.

Zur Isolation von kleineren Mengen Plasmid-DNA wurde eine modifizierte Form des von
Birnboim & Doly (1979) entwickelten Verfahrens verwendet.

Alles Zentrifugationsschritte wurden bei 14.000 rpm und RT in einer Tischzentrifuge
Sigma 1-15 (Sigma, Deutschland) durchgefiihrt.

Es wurden 10ml antibiotikahaltiges LB-Medium (2.1.5) mit rekombinanten
Bakterienzellen beimpft und bei 37° C iiN unter starkem Schiitteln inkubiert. Von 2 ml
Kultur wurden in einem 2 ml-Reaktionsgefafd die Zellen durch Zentrifugation (1 min)
sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet fiir 10 min bei -20° C
gekiihlt. Danach wurde das Pellet in 200 pl Losung A durch sanftes Schiitteln vollstandig
resuspendiert und fiir 10-30 min bei RT inkubiert.

Zur alkalischen Lyse wurden 400 pl Lésung B hinzugegeben und durch Invertieren
vermischt. Mit 300 pul Losung C wurde neutralisiert, der Ansatz wurde invertiert und fiir
15 min auf Eis inkubiert. Der nun sichtbare weifse Niederschlag wurde durch
Zentrifugation (10 min) sedimentiert und der Uberstand in ein 1,5 ml-Reaktionsgefaf3

uberfihrt. Dieser Schritt wurde wiederholt.
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Zur Fallung der Nukleinsauren wurden 600 pl Isopropanol zugefiigt, vermischt und fiir
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstindig entfernt.

Zum Waschen wurden die Nukleinsduren in 200 pl Losung D vollstdndig resuspendiert,
mit 400 pl absolutem Ethanol zum erneuten Fallen versetzt und die Plasmid-DNA durch
Zentrifugation (10 min) sedimentiert. Das Pellet wurde vollstindig vom Uberstand
befreit, bei 70° C im Heizblock getrocknet und anschliefdend in 50 pl RNase A (1 mg/ml)

aufgenommen.

Um grolRere Mengen Plasmid-DNA zu gewinnen, wurde das ,,NucleoBond® Xtra Midi Kit"
von Macherey-Nagel (Deutschland) weitestgehend nach Angaben das Herstellers
verwendet. Die Prazipitation und alle folgenden Schritte wurden modifiziert.

Nach Zugabe von 3,5 ml Isopropanol wurde der Ansatz durch Schiitteln vermischt und
auf vier 2 ml-Reaktionsgefafie aufgeteilt. Die Plasmid-DNA wurde durch Zentrifugation
(14.000 rpm, 30 min, 4°C; Heraeus Biofuge fresco, Thermo Fisher Scientific, USA)
pelletiert und der Uberstand wurde verworfen. Alle Ansitze wurden mit je 1 ml 70 %
(v/v) Ethanol gewaschen und bei 70° C getrocknet. Die Pellets wurden in je 70 pul ddH20

resuspendiert und alle Ansatze wurden zusammengefihrt.
2.2.2.9 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Sequenzierung wurde gereinigte Plasmid-DNA (2.2.2.5) mit dem gewiinschten
Primer (2.1.2) vermischt an die Firma StarSEQ (Deutschland) nach deren Vorgaben

ubermittelt.

2.2.2.10 Transformation von Escherichia coli

MES-KOH 1M MES
pH 6,3 pH-Wert einstellen mit KOH
TFB 45 mM MnCl,
pH 6,3 10 mM CaCl;
100 mM RbCl
3mM Cl3CoH1gNsg
10 mM MES-KOH
DND 1M DTT
pH 7,5 12,5M DMSO
10 mM Kaliumacetat

Fiir die chemokompetente Transformation von Escherichia coli wurde ein modifiziertes

Protokoll von Hanahan (1983) verwendet.
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Auf einer LB-Agarplatte (2.1.5) wurden E. coli-Zellen (2.1.1.1) ausgestrichen und N bei
37° C inkubiert. In einen 1-Liter Erlenmeyerkolben wurden 30 ml SOB-Medium (2.1.5)
und 300 pl MgCl; (2M) mit einer Impfése der frisch gewachsenen Zellen inokuliert. Die
Anzucht erfolgte unter Schiitteln bei 37°C bis zu einer ODsoo von 0,45-0,55. Die
Suspension wurde in ein vorgekiihltes 30 ml-Glas-Zentrifugenrohrchen tberfiihrt und
10 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation (2000 rpm, 4° C,
12 min; Sigma 2k15, Rotor 12139, Deutschland) geerntet, in 10 ml TFB resuspendiert
und 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation (2000 rpm, 4°C,
12 min; Sigma 2k15, Rotor 12139, Deutschland). Das Pellet wurde in 2ml TFB
aufgenommen und 10 min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 70 ul DND wurde die
Suspension vorsichtig gemischt und 15 min auf Eis inkubiert. Weitere 90 ul DND wurden
zugegeben, vermischt und fir 15 min auf Eis inkubiert.

Es wurden 200 pl der nun kompetenten Zellen auf den Ligationsansatz (2.2.2.7) gegeben
und fiir 30 min auf Eis inkubiert, bevor die Zellsuspension fiir genau 90 s einem
Hitzeschock von 42° C ausgesetzt und sofort danach fiir 2 min auf Eis abgekiihlt wurde.
Der Ansatz wurde mit 800 ul SOC-Medium (2.1.5) versetzt und fiir 45-60 min unter
Schiitteln bei 37° C inkubiert. Je 200 pl Suspension wurden auf antibiotikahaltige LB-
Agarplatten (2.1.5) ausgestrichen und iN bei 37° C inkubiert.

Bei einer erfolgreichen Transformation erschienen am Folgetag Kolonien auf den LB-Platten.

2.2.2.11 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

HEPES 1 mM HEPES
pH 7,0
Glycerinlésung 10 % (v/v) Glycerin

Die Herstellung elektrokompetenter Agrobacterium tumefaciens (2.1.1.1) erfolgte nach
einem modifizierten Protokoll von McCormac et al. (1998).

Auf einer LB-Agarplatte (2.1.5) wurden A. tumefaciens-Zellen (2.1.1.1) ausgestrichen
und UN bei 28°C inkubiert. Dann wurden 20 ml LB-Flissigmedium (2.1.5) mit 5
Einzelkolonien beimpft und N bei 28° C schiittelnd inkubiert. Davon wurden 10 ml in
einen 2 l-Erlenmeyerkolben tiberfithrt und mit 500 ml antibiotikahaltigem LB-Medium
(2.1.5) aufgefiillt. Die Kultur wurde bei 28° C schiittelnd inkubiert, bis eine ODgoo von
0,5-0,8 erreicht wurde. Anschlief3end wurde die Kultur fiir 20 min auf Eis inkubiert und
zentrifugiert (2000 rpm, 15 min, 4° C; Centrikon H-401, Rotor A6.14, Kontron Hermle,
Deutschland). Das Pellet wurde in 100 ml HEPES auf Eis resuspendiert und zentrifugiert
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(2.000 rpm, 15 min, 4° C; Centrikon H-401, Rotor A6.14, Kontron Hermle, Deutschland).
Dieser Schritt wurde wiederholt. Das Pellet wurde in 1 ml Glycerinlésung aufgenommen,

in 50 pl aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Fur die Transformation wurden die gefrorenen Zellen fiir 10 min auf Eis aufgetaut und
nach Zugabe von 50-100 ng Plasmid-DNA (2.2.2.8) fiir 1 min auf Eis inkubiert. Dann
wurde der Ansatz in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette (1 mm
Elektrodenabstand, Eppendorf AG, Deutschland) iiberfiihrt und im Elektroporator 2510
(Eppendorf AG, Deutschland) einer Spannung von 1250 V ausgesetzt. Aus der Kiivette
wurden die Zellen mit 1 ml SOC-Medium (2.1.5) herausgespilt und fiir 3-4 h bei 28° C
schiittelnd inkubiert. Anschlieffend wurden je 200 ul der Bakteriensuspension auf
antibiotikahaltigen LB-Platten (2.1.5) ausplattiert und fiir 48 h bei 28° C inkubiert. Bei
einer erfolgreichen Transformation erschienen nach zwei Tagen Kolonien auf den LB-

Platten.
2.2.2.12 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Lithiumacetat 1M Lithiumacetat

PEG 4000 50 % (w/v) PEG 4000

Auf SD-Festmedium (2.1.5) wurden Zellen von Saccharomyces cerevisiae inokuliert und
UN bei 28°C inkubiert. In 10 ml YPG-Medium (2.1.5) wurden etwa 5 Kolonien
tbertragen und iN bei 28° C schiittelnd inkubiert. Die ODsoo dieser Vorkultur wurde
bestimmt und in 50 ml YPG-Medium auf eine ODsoo von 0,4 eingestellt. Nach 5h
Inkubation bei 28° C wurde die Kultur zentrifugiert (2000 rpm, 5 min, RT; Heraeus
Megafuge 11R, Thermo Fisher Scientific, USA) und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 10 ml ddH20 resuspendiert und erneut zentrifugiert (2000 rpm, 5 min, RT;
Heraeus Megafuge 11R, Thermo Fisher Scientific, USA). Die pelletierten Hefezellen
wurden in 300 pl ddH20 aufgenommen. Parallel dazu wurde Lachssperma-DNA
(durchschnittliche Fragmentgrofie: 7 kb) fiir 5min bei 95°C denaturiert und
anschlieflend auf Eis gekiihlt. Folgender Ansatz wurde in einem 2 ml-Reaktionsgefaf3

vorbereitet:
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50 ul Lachssperma-DNA
300-500 ng Plasmid-DNA (2.2.2.8)
50 ul Hefezellen
ad 130 ul  ddH:0

32 ul Lithiumacetat
240 ul PEG 4000

Der Ansatz wurde vorsichtig durch Pipettieren gemischt und fiir 30 min bei 30°C
inkubiert. Darauf folgte ein Hitzeschock fiir 15 min bei 45°C. Die Zellen wurden
anschlief3end in einer Tischzentrifuge Sigma 1-15 (Sigma, Deutschland) fiir 3 min bei
2000 rpm pelletiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in 200 pl ddH20
resuspendiert. Davon wurden 20 pl in ein 1,5 ml-Reaktionsgefafd mit 180 ul ddH20
tberfiihrt. Beide Ansatze, unverdiinnt und verdiinnt, wurden komplett auf SD-Ura-
Festmedium (2.1.5) ausplattiert und anschliefend fiir 2 Tage bei 28° C inkubiert. Bei
einer erfolgreichen Transformation erschienen nach zwei Tagen Kolonien auf den SD-

Ura-Platten.

2.2.2.13 Protoplasten-Transformation von Fusarium graminearum

STC-CO-Puffer 10 mM Tris-HCl
pH 8,0 50 mM CaCl,

20 % (w/v) Saccharose
PEG-CO-Puffer 40 % (w/v) PEG 4000

60 % (v/v) STC-CO-Puffer
TB3-Puffer 20 % (w/v) Saccharose

0,3 % (w/v) Hefeextrakt

0,3 % (w/v) Saure-hydrolysiertes Casein
TB3-Agar 1,5 % (w/v) Agar

in TB3-Puffer
Kaliumchloridlésung 1,2 M KCl
Enzymmix 2,5% (v/v) Driselase® von Basidiomycetes sp.
(Sigma-Aldrich)
0,5% (v/v) Lytische Enzyme von Trichoderma harzianus

(Sigma-Aldrich)
in Kaliumchloridlésung

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei RT in der Heraeus Megafuge 11R (Thermo
Fisher Scientific, USA).

Zur Vorbereitung der Transformation wurde der gewiinschte Vektor (2.2.2.8) mittels
Restriktionsendonukleasen (2.2.2.2) linearisiert und 2-20 ng wurden nach einer Fallung

(2.2.2.6) in 30 pl ddH20 aufgenommen.
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Zunachst wurden 1x10¢ Konidien (2.2.1.3) des gewilinschten Fusarium-Stammes
(2.1.1.2) in 50 ml YPG-Medium (2.1.5) GiN bei 28° C schiittelnd (150 rpm) inkubiert. Das
ausgekeimte Myzel wurde durch ein Wilson-Sieb (40 mesh) vom Medium getrennt, mit
ddH20 gewaschen und auf sterilem Filterpapier getrocknet. Der Enzymmix wurde frisch
angesetzt, fiir 30 min geriihrt und anschliefiend bei 4100 rpm fiir 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde anschlieRend durch einen sterilen 0,22 um Filter filtriert.

Zur Protoplastierung wurden 0,5 g Pilzmyzel mit 10 ml Enzymmix gemischt und in
einem 50 ml-Erlenmeyerkolben fiir 2,5 h bei 30° C schiittelnd (80 rpm) inkubiert. Die
Protoplasten wurden durch ein Wilson-Sieb (100 mesh) und danach durch ein Wilson-
Sieb (40 mesh) gegeben. Die Siebe wurden mit insgesamt 10 ml Kaliumchloridlésung
ausgespiilt und der Durchfluss wurde bei 2000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Protoplasten im Pellet vorsichtig mit 10 ml STC-
CO-Puffer gewaschen. Anschlieffend folgte eine weitere Zentrifugation (2000 rpm,
10 min). Die Protoplasten wurden mit einer Konzentration von 1x108 Zellen je ml in
STC-CO-Puffer resuspendiert.

Von dieser Zellsuspension wurden 200 ul (2x107 Protoplasten) in einem 50 ml-
Zentrifugenrohrchen mit den vorbereiteten 30 pul linearer Plasmid-DNA versetzt und
20 min bei RT inkubiert. Anschlief}end wurde 1 ml PEG-CO-Puffer mit dem Ansatz
vorsichtig vermischt und fiir weitere 20 min bei RT inkubiert. Zur Regeneration wurden
5 ml TB3-Puffer zu den Protoplasten gegeben und fiir 30 min bei RT inkubiert. Zu
diesem Ansatz wurden 45 ml fliissiger TB3-Agar (50° C) gegeben und auf 5 Petrischalen
(@ 96 mm) verteilt. Die vollstindige Regeneration der transformierten Protoplasten
vollzog sich UiN bei 28° C.

Zur Selektion der Transformanden wurden die Platten mit jeweils 10 ml
antibiotikahaltigem H20-Festmedium (2.1.5) tberschichtet. Die Platten wurden fiir
mindestens 3 Tage bei 28°C inkubiert. Bei einer erfolgreichen Transformation
durchbrachen einzelne Kolonien die Uberschichtung und wuchsen auf dieser aus.

Diese Transformanden wurden auf antibiotikahaltigem CM-Festmedium (2.1.5)

umgesetzt und flr 3 Tage bei 28° C inkubiert.
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2.2.3 Molekulare Analyse der Transformanden

2.2.3.1 Expression und Extraktion von Proteinen

Die Expression von Proteinen kann durch ganz unterschiedliche Wege induziert werden,
abhdngig vom Organismus und Vektorsystem.
Falls nicht anders erwdhnt, wurden alle Zentrifugationsschritte in der Tischzentrifuge

Sigma 1-15 (Sigma, Deutschland) durchgefiihrt.

Expression in E. coli

Stamm-IPTG 200 mM IPTG
Extraktionspuffer Protein 100 mM Tris-HCl
pH 8,0 700 mM NaCl

50 mM EDTA
Laemmli-Puffer (2x) 125 mM Tris-HCl
pH 6,8 2mM EDTA

20 % (v/v) Glycerin

4% (w/v) SDS

0,01 % (w/v) Bromphenolblau

Die Expression von Proteinen kann in E. coli durch die Zugabe von IPTG induziert
werden, da bestimmte Vektoren (2.1.3) iiber einen geeigneten Promotor aus dem
T5-Phagen verfiigen.

Von einer E. coli iN-Kultur wurde 1 ml in einen 100 ml-Erlenmeyerkolben mit 9 ml
frischem, antibiotikahaltigem Medium (2.1.5) tibertragen. Die Kultur wurde fiir etwa 1 h
bei 37° C inkubiert, bis eine ODesoo von 0,5-0,6 erreicht war. Zur Induktion der
Expression wurden 100 pl vom Stamm-IPTG hinzugefiigt und die Kultur wurde
anschliefRend bei 37° C fur 2 h inkubiert.

Flr die Aufbereitung der Proteine wurde 1 ml Kultur in ein 1,5 ml-Reaktionsgefaf3
tiberfithrt und bei RT zentrifugiert (3 min, 5000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 200ul Extraktionspuffer Protein resuspendiert.

Sollten die Proben iiber eine SDS-PAGE (2.2.3.2) aufgetrennt werden, wurde das gleiche
Volumen an Laemmli-Puffer (2x) dazugegeben und die Proben anschliefRend fiir 5 min
auf 95° C erhitzt. Nach sofortigem Abkiihlen auf Eis, wurden die Proben zentrifugiert

(14000 rpm, 5 min) und der Uberstand in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefaf tibertragen.
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Expression in S. cerevisiae

Extraktionspuffer Hefe 50 mM NaH;P04/Na;HPO.
pH 7,4

Die Expression von Proteinen kann in Hefe bei Verwendung des GAL1-Promotors aus
S. cerevisiae Uber eine Umstellung der Kohlenstoffquelle von Glukose auf Galaktose
induziert werden.

Von einer in SD-Ura-Flissigmedium (2.1.5) angezogenen uN-Kultur wurde die ODeoo
bestimmt, sodass so viel Kultur in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt werden
konnte, um eine ODsoo von 0,4 in 30 ml einzustellen. Diese Hefesuspension wurde bei
2000 rpm fir 5 min zentrifugiert (Heraeus Megafuge 11R, Thermo Fisher Scientific,
USA), der Uberstand verworfen und das Pellet in 30 ml SD-Ura-Induktionsmedium
(2.1.5) aufgenommen. Es folgte eine Inkubation bei 28° C, wobei nach 8 h, 12 h und 24 h
jeweils 4 ml Probe entnommen wurden.

Bei jeder Probennahme wurde die ODgoo bestimmt, die Proben bei 6000 rpm fiir 5 min
zentrifugiert und das Pellet anschlieflend bei -20° C eingefroren. Die Menge an
Extraktionspuffer Hefe, die fiir eine ODsoo von 75 von Noten war, wurde berechnet und
in der jeweiligen Menge wurde das Pellet resuspendiert. Die Proben wurden mit ca.
200 mg sauregewaschenen Glasperlen (425-600 um, Sigma-Aldrich, USA) versetzt und
fir 10min bei RT unter starkem Schiitteln (2400 rpm; IKA® Vibrax-VXR,
Jahnke&Kunkel, Deutschland) inkubiert.

Sollten die Proben iiber eine SDS-PAGE (2.2.3.2) aufgetrennt werden, wurde das gleiche
Volumen an Laemmli-Puffer (2x) dazugegeben und die Proben anschlief3end fiir 5 min
auf 95° C erhitzt. Nach sofortigem Abkitihlen auf Eis, wurden die Proben zentrifugiert

(14000 rpm, 5 min) und der Uberstand in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefaf {ibertragen.

Expression in F. graminearum

Die Expression von Proteinen in F. graminearum kann durch Zugabe von L-Threonin bei
Verwendung des alcA Promotors aus Aspergillus nidulans induziert werden.

Ein Myzelblock wurde in 10 ml CM-Induktions-Fliissigmedium fiir 3 Tage bei 28°C
schiittelnd inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von 120 mg L-Threonin (entspricht einer
Endkonzentration von 100 mM) und eine anschlieféende Inkubation der Ansitze fir

mindestens 4 h bei 28° C unter Schiitteln.
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Zum Aufarbeiten des Myzels wurde dieses durch Auspressen auf Graupapier vom
Medium befreit und unter fliissigem Stickstoff gemorsert. Etwa 100 mg des
Myzelpulvers wurden in 100 pl Extraktionspuffer Protein aufgenommen und gemischt.

Sollten die Proben iiber eine SDS-PAGE (2.2.3.2) aufgetrennt werden, wurde das gleiche
Volumen an Laemmli-Puffer (2x) dazugegeben und die Proben anschlief3end fiir 5 min
auf 95° C erhitzt. Nach sofortigem Abkiihlen auf Eis, wurden die Proben zentrifugiert

(14000 rpm, 5 min) und der Uberstand in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefaf tibertragen.

2.2.3.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Trenngelpuffer (4x) 1,5M Tris-HCI
pH 8,8 0,4 % (w/v) SDS
Sammelgelpuffer (4x) 500 mM Tris-HCl
pH 6,8 0,4 % (w/v) SDS

0,01 % (w/v) Bromphenolblau
SDS-Laufpuffer 25 mM Tris-HCI
pH 8,3 192 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

Coomassie Farbelosung 0,2 % (w/v)
10 % (v/v)
40 % (v/v)
Entfarbelosung 25 % (v/v)
7,5 % (v/v)

Coomassie Brilliant Blue G-250
Essigsaure
Ethanol (technisch)

Ethanol (technisch)
Essigsaure

Fiir die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde
zundchst das Trenngel angemischt. Abhdangig von der erwarteten Proteingréfie wurden
verschiedene Konzentrationen an Acrylamid (Rotiphorese® Acrylamid 37,5:1, Carl Roth

GmbH & Co KG, Deutschland) eingesetzt:

10 % 12,5 %
ddH-0 4,6 ml 3,6 ml
Trenngelpuffer (4x) 2,8 ml 2,8 ml
Acrylamid (30 % (w/v)) 3,8 ml 4,7 ml
APS (10 % (w/v)) 75 ul 75 ul
TEMED 7,5 ul 7,5 ul

Schnellstmoglich wurde diese Mischung zu gleichen Teilen auf zwei Gelkammern
(Minigel, Biometra, Deutschland) verteilt, da der Prozess der Polymerisation durch
Zugabe von APS und TEMED gestartet wurde. Die Oberfliche wurde mit 1 ml ddH20
tiberschichtet und die durchschnittliche Polymerisationsdauer betrug etwa 30 min. Im

Anschluss wurde das Sammelgel (4 %) wie folgt angesetzt:
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1,75ml ddH20
1,25ml Sammelgelpuffer (4x)
500 ul  Acrylamid (30 % (w/v))
50 ul  APS (10 % (w/v))
5ul TEMED
Das Sammelgel wurde, nachdem das Uberschichtungswasser verworfen wurde, ziigig

auf das Trenngel pipettiert und ein Kamm zur Taschenbildung eingesetzt. Die
Polymerisation dauerte etwa 15 min. Die fertigen Gele wurden in die Laufkammer
eingespannt und diese dann mit SDS-Laufpuffer befiillt.

Es wurden 10-20pul Probe (2.2.3.1) pro Probentasche aufgetragen, sowie ein
Molekulargewichtsstandard (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo
Fisher Scientific, USA). Eine Stromstarke von 20 mA pro Gel wurde fiir 60 bis 90 min
angelegt, bis die gewiinschte Auftrennung erreicht wurde.

Im Anschluss konnten die Proteine zum einen im Gel gefarbt werden. Dazu wurde das
Trenngel GN bei RT in der Coomassie Farbelosung sanft geschiittelt. Durch mehrmaliges
Wechseln der Entfarbelésung wurde der tuberschissige Farbstoff aus dem Gel
herausgewaschen. Die verwendete Entfarbelosung wurde durch Aktivkohle vom
Farbstoff befreit und wiederverwendet.

Die Proteine konnten aber auch mittels Western Blot auf eine Membran transferiert

werden (2.2.3.3).

2.2.3.3 Western Blot

Blottingpuffer 25 mM Tris-HCl
pH 8,3 192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol
PBS (10x) 137 mM NaCl
pH 7,4 1,5 mM KH,PO,
8,1 mM Na;HPO,4
2,7 mM KCl
PBS-T 0,05% (v/v) Tween-20
pH 7,4 in PBS (1x)
Blockierungspuffer 5% (w/v) Magermilchpulver
pH 7,4 in PBS-T
NBT-Losung 91 mM NBT
in DMF (70 %)
BCIP-Losung 170 mM BCIP
in DMF (100 %)
NBT /BCIP-Puffer 100 mM Tris-HCl
pH 9,0 5 mM MgCl»
100 mM NaCl
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Nach Abschluss der SDS-PAGE (2.2.3.2) wurde das Trenngel in die Vertikal Elektroblot
Apparatur (Hoefer Scientific Instruments, USA) tubertragen. Der Aufbau erfolgte wie
folgt unter Blottingpuffer: Auf einem Gitter wurde ein Schwamm platziert und darauf ein
Filterpapier (Rotilabo®-Blottingpapier, Dicke 0,35 mm, Carl Roth GmbH & Co KG,
Deutschland). Nun folgte das Gel, auf welches die Nitrozellulose-Membran (Amersham™
Protran™ 045 pm NC, GE Healthcare Life Sciences, Schweden) gelegt wurde. Es folgten
ein weiteres Filterpapier, ein Schwamm und ein Gitter. Dieser Aufbau wurde in die
Blottingkammer so eingelegt, dass sich auf der Seite der Membran die Anode und auf der
Gelseite die Kathode befand. Die Kammer wurde mit Blotting-Puffer gefiillt und der
Transfer der Proteine erfolgte UiIN bei 4° C bei einer Stromstirke von 40 mA oder
alternativ 2 h bei RT bei einer Stromstarke von 100 mA.

Alle folgenden Inkubationen erfolgten unter Schiitteln.

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran fiir 30 min bei RT
in Blockierungspuffer inkubiert. Die Membran wurde dann fiir 2 h bei RT oder iiN bei
4°C mit einem spezifischen Antiserum (2.1.4) {iberschichtet, welches auf die
gewiinschte Konzentration (2.1.4) mit Blockierungspuffer verdiinnt wurde.
Ungebundene Antikérper wurden dreimal fiir je 5 min mit PBS-T von der Membran
gewaschen.

Dann wurde diese mit einem Anti-Antikoper, an den eine Alkalische Phosphatase
konjugiert ist, und der im Verhaltnis 1:10.000 in Blockierungspuffer verdiinnt wurde,
fiir 2 h bei RT oder UiN bei 4° C inkubiert. Nachdem die Membran zweimal mit PBS-T und
einmal mit PBS (1x) fiir je 5 min gewaschen wurde, erfolgte die Detektion mit
NBT/BCIP.

Unmittelbar vor der Farbung wurden 66 pl NBT-L6sung und 33 pl BCIP-Losung in 10 ml
NBT/BCIP-Puffer aufgenommen, vermischt und auf die Membran gegeben. Nach einer
Inkubation von 10 min-1h bei RT oder GN bei 4°C wurden bldulich-graue Banden
deutlich sichtbar und die Farbel6sung konnte verworfen werden. Die Membran wurde
mehrfach mit ddH20 gewaschen, (iN zwischen Graupapier getrocknet und konnte dann

dokumentiert werden.
2.2.3.4 Proteasetest

Zur Untersuchung auf Proteaseaktivitit in Protein-Rohextrakten (2.2.3.1) wurde das
»Protease Assay Kit“ von Calbiochem® (Deutschland) verwendet. Rohextrakte aus E. coli

und S. cerevisiae wurden nach Angaben des Herstellers (Plate Procedure) getestet.
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2.2.3.5 RNA-Extraktion aus Myzel

Homogenisierungspuffer 4M Guanidinthiocyanat
pH 5,2 200 mM Natriumacetat
25 mM EDTA
1M Kaliumacetat
2,5% (w/v) PVP 40
NLS 10 % (w/v) N-Laurylsarcosin
Waschpuffer 10 mM Tris-HCl
pH 7,5 0,5 mM EDTA
50 mM NacCl
50 % (v/v) Ethanol
Natriumiodid (6M) 0,15 mM NazSoz
6 M Nal
Silica-Partikel 60 g Silica-Partikel (S5631, Sigma-Aldrich, USA) wurden in 500 ml
pH 2,0 ddH-0 aufschiitteln. Nach Absetzen der Partikel iN wurden 470 ml

des Uberstands abgesaugt und verworfen. Weiter 500 ml ddH,0
wurden zugegeben und vermischt. Nach 5 h hatten sich die Partikel
erneut abgesetzt und etwa 440 ml Uberstand wurden abgesaugt und
verworfen. Die restliche Suspension wurde mit HCL auf einen pH-
Wert von 2,0 eingestellt und aliquotiert.

Zur Betrachtung der RNA bei Infektionsversuchen (2.2.1.4) ist eine modifizierte
Methode nach Rott und Jelkmann (2001), beruhend auf der Bindung von Nukleinsdure
an Silica-Partikel, besonders gut geeignet.

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei RT in einer Tischzentrifuge Sigma 1-15 (Sigma,
Deutschland).

Dazu wurde Myzel aus einer CM-Flussigkultur (2.1.5, 2.2.1.2) durch Ausdriicken
zwischen Graupapier von Medienresten befreit und unter Stickstoff gemorsert. Etwa
100 mg des Myzelpulvers wurden in ein 1,5 ml-Reaktionsgefafd tberfiihrt, mit 500 pl
Homogenisierungspuffer und 100 pl NLS versetzt und bei gelegentlichem Schiitteln fiir
10 min bei 70° C inkubiert. Anschliefdend wurde die Probe fiir 5 min auf Eis gekiihlt und
zentrifugiert (14000 rpm, 10 min). Dann wurden 300 ul des Uberstands in ein neues
1,5 ml-Reaktionsgefafy tiberfiihrt und mit 300 pl Natriumiodid, 150 pul absolutem
Ethanol und 25 pl Silica-Partikeln versetzt. Der Ansatz wurde 10 min bei RT unter
Schiitteln inkubiert und anschliefend bei 6000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Die
sedimentierten Partikel wurden zweimal in 500 ul Waschpuffer aufgenommen und
zentrifugiert (6000 rpm, 1 min). Das Pellet wurde getrocknet und anschlief3end in 120 pl
sterilem ddHz0 resuspendiert. Nach 4 min Inkubation bei 70° C wurde der Ansatz bei

14000 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 100 pl in ein neues 1,5 ml-
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Reaktionsgefif} iiberfiihrt und erneut zentrifugiert (14000 rpm, 3 min). Vom Uberstand

wurden 80 pl in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefaf tiberfiihrt.

Wurde RNA grofderer Reinheit benoétigt, z.B. fiir eine qPCR (2.2.3.7), wurde das Kit
,peqGOLD Trifast™“ von VWR Life Science Competence Center (Deutschland)
verwendet. Die Extraktion erfolgte nach Angaben des Herstellers, wobei von 100 mg in

Stickstoff gemorsertem Myzel ausgegangen wurde.

Nach beiden Verfahren wurde die RNA mittels Gelelektrophorese (2.2.2.3) kontrolliert
und die Konzentration photometrisch (NanoVue, GE Healthcare Life Sciences,

Schweden) bestimmt.
2.2.3.6 Herstellung und Kontrolle von cDNA

Bevor die Synthese von cDNA begonnen werden kann, muss sichergestellt sein, dass sich
keine gDNA in der Probe befindet. Dazu wurde die ,DNasel“ von Thermo Fisher
Scientific (USA) wie folgt verwendet:

2ul 1,5-2,7 ug RNA (2.2.3.5)
1 ul Reaktionspuffer (10x)
1ul DNasel (1U/ul)
ad 10 Wl ddH:0
Dieser Ansatz wurde fir 1 h bei 37° C inkubiert. Durch Zugabe von 1 ul EDTA (25 mM)

und Erhitzen auf 65° C fiir 10 min wurde das Enzym deaktiviert.

Flir die cDNA-Synthese wurde die ,RevertAid Reverse Transkriptase“ und der ,RiboLock
RNase Inhibitor” (beide von Thermo Fisher Scientific, USA) verwendet.

Zum DNase verdauten Ansatz wurden 1 pl ,Random Hexamer Primer” (10 mM; Thermo
Fisher Scientific, USA), 1 ul spezifische 3°-5 Primer (10 mM; 2.1.2) oder 2 ul PolydT-
Primer (10 mM; 2.1.2) gegeben und anschliefiend fiir 5 min bei 70° C inkubiert. Der
Ansatz wurde sofort auf Eis abgekiihlt und mit folgenden Substanzen vermengt:

4 ul Reaktionspuffer (5x)
0,5ul RiboLock RNase Inhibitor (40 U/pl)
5ul  dNTPs (2 mM)
1 ul RevertAid Reverse Transkriptase (200 U/pl)
Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 42° C inkubiert und die Reverse Transkriptase fiir 10 min

bei 70° C inaktiviert.
Die cDNA wurde mittels PCR (2.2.2.1) mit im Fusarium-Genom bindenden Primern

(2.1.2), die introntiberspannend angelegt wurden, auf DNA-Kontamination tiberpriift.
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Die cDNA konnte nun in PCRs(2.2.2.1) und qPCRs (2.2.3.7) verwendet werden.
2.2.3.7 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qQPCR)

Zur Bestimmung der relativen Transkriptionsstiarke wurde die quantitative Real-Time
PCR angewendet. Zur relativen Berechnung wurde das 3-Tubulin (FGSG_06611) Gen in
jeder Messung und von jeder Probe als Transkriptionsstandard mitgefiihrt. Es wurde
der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green im PCR-Mastermix , LightCycler® 480 SYBR Green I
Master” der Firma Roche Diagnostics GmbH (Deutschland) verwendet.

Zunachst wurde die als Template verwendete DNA (2.2.3.8) oder cDNA (2.2.3.6) 1:5 mit
ddH20 verdiinnt. Dann wurde folgender Ansatz auf Eis pipettiert:

5ul SYBR Green I Master (2x)
1ul 5%-3'-Primer (10 uM)
1ul 3%“5%“Primer (10 uM)
1ul Template
ad 10 pl  ddH:0
Von jeder Probe wurden drei technische Replikate getestet. Die PCR-Reaktion erfolgte

im LightCycler® 480 (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland) mit folgendem Programm:

Initiale Denaturierung 5 min, 95° C

Denaturierung 155s,95°C
Primer-Hybridisierung 305s,58°C %45
Elongation 30s,72°C

Schmelzkurve 5s/°(C,58-95°C

Mit der LightCycler® 480 Software (Version 1.5) wurden die Cp-Werte (engl. Crossing
point) und die Schmelzkurve im Analyse-Tool algorithmisch berechnet. Die
Schmelzkurve der Amplifikate wird erstellt, um unspezifische PCR-Produkte oder
Primerdimere auszuschliefden. Zur Berechnung der relativen Expressionsunterschiede
zwischen den Proben wurde das Programm REST 2009 (Relative Expression Software

Tool, Pfaffl et al., 2002) verwendet.

2.2.3.8 DNA-Extraktion mittels CTAB

CTAB-Lysispuffer 2% (w/v) CTAB

pH 8,0 100 mM Tris-HCI
20 mM EDTA
1,4 M NaCl

Falls nicht anders erwahnt, wurden alle Zentrifugationsschritte bei RT in der

Tischzentrifuge Sigma 1-15 (Sigma, Deutschland) durchgefiihrt.
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In CM-Flissigmedium (2.1.5) angezogenes Myzel (2.2.1.2) wurde durch Ausdriicken
zwischen Graupapier vom Medium befreit und unter Stickstoff gemorsert. Etwa 100 mg
des Myzelpulvers wurden in ein 1,5 ml-Reaktionsgefaf3 libertragen und mit 700 pl
CTAB-Lysispuffer versetzt. Nach starkem Schiitteln wurde der Ansatz fiir 1 h bei 65° C
inkubiert und anschlieRend zentrifugiert (14000 rpm, 10 min). Der Uberstand wurde in
ein neues 2 ml-Reaktionsgefafd tberfiihrt, durch Invertieren mit 700 ul Chloroform
vermischt und fiir 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Die obere Phase wurde vorsichtig
in ein neues 2 ml-Reaktionsgefaf$ iiberfiihrt, mit 500 pl Isopropanol durch Invertieren
vermischt und fiir etwa 30 min bei -20° C eingefroren. Anschlief}end erfolgte eine
Zentrifugation fir 30 min bei 13000 rpm und 4° C (Heraeus Biofuge fresco, Thermo
Fisher Scientific, USA). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 500 pl 70 %
(v/v) Ethanol gewaschen. Es wurde erneut fiir 5min bei 14000 rpm und RT
zentrifugiert, das Pellet wurde fiir kurze Zeit bei RT getrocknet und in 300 pul ddH.0
aufgenommen. Um die Loslichkeit zu erh6éhen, wurde der Ansatz fiir 1 h bei 50°C
inkubiert.

Ein Aliquot der isolierten DNA wurde mittels Gelelektrophorese (2.2.2.3) aufgetrennt
und die Konzentration wurde photometrisch bestimmt (NanoVue, GE Healthcare Life

Sciences, Schweden).

2.2.3.9 Southern Blot

Depurinationspuffer 250 mM HCI
Denaturierungspuffer 500 mM NaOH

1,5M NaCl
Neutralisierungspuffer 500 mM Tris-HCl
pH 7,5 1,5M NaCl
SSC-Puffer (20x) 3M NaCl

300 mM Natriumcitrat
B1-Puffer (5x) 500 mM Maleinsdure
Blockierungsreagenz (10 %) 10 % (w/v) Blocking Reagent (Roche Diagnostics,

Deutschland)
in B1-Puffer (1x)

Priahybridisierungspuffer 0,1% (w/v) N-Laurylsarcosin

0,2% (w/v) SDS

2% Blockierungsreagenz

in  SSC-Puffer (5x)

Hybridisierungspuffer 25 ml Prahybridisierungspuffer
DIG-markierte Sonde
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W1-Puffer 0,1% (w/v) SDS
in  SSC-Puffer (2x)

W2-Puffer 0,1% (w/v) SDS
in  SSC-Puffer (0,2x)

WP-Puffer 0,3 % (v/v) Tween 20
in B1-Puffer (1x)

B2-Puffer 1% (v/v) Blockierungsreagenz
in B1-Puffer (1x)

Antikoérperlésung Antiserum ,Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments“ (Roche Diagnostics,
Deutschland), 1:10000 verdiinnt in B2-Buffer

B3-Puffer 100 mM Tris-HCI
pH 9,5 100 mM NaCl
CSPD-Lo6sung Chemolumineszenzsubstrat CSPD (Roche Diagnostics, Deutschland),

1:100 verdiinnt in B3-Puffer

Die DIG-markierte Sonde, die spezifisch an das Zielgen bindet, wurde nach Angaben des
Herstellers (Digoxigenin-11-dUTP, Roche Diagnostics, Deutschland) synthetisiert.
Genomische DNA (2.2.3.8) wurde UN restringiert (2.2.2.2), gefdllt (2.2.2.5) und in 30 pl
ddH20 aufgenommen. Die so behandelte DNA wurde iiber ein Agarosegel (2.2.2.3)
aufgetrennt und das Gel anschliefdend nacheinander fiir je 10 min in Depurinations-,
Denaturierungs- und Neutralisierungspuffer inkubiert. Darauf folgte ein Kapillarblot,
durch den die DNA N auf eine Nylonmembran (Amersham Hybond-NX, GE Healthcare
Life Sciences, Schweden) libertragen wurde. Dazu wurde das Gel auf einer mit SSC-
Puffer (20x) getrankten Whatman-Filterpapierbriicke platziert, deren Enden in einer
mit SSC-Puffer (20x) gefiillten Schale hingen. Auf dem Gel wurde die in SSC-Puffer (2x)
aquilibrierte Nylonmembran gelegt. Darauf folgten vier in SSC-Puffer (2x) getrankte
Whatman-Filterpapiere und ein Stapel Graupapier. Gewichte (etwa 500g) beschwerten
den Blot.

Am folgenden Tag wurde die DNA auf der Membran mittels UV-Crosslinker
(1200 mJ/cm; UV Stratalinker 2400, Stratagene, USA) fixiert. Die Membran wurde in
eine Hybridisierungsrohre tberfiihrt, fiir 2 min in SSC-Puffer (2x) gewaschen und in
20 ml Prahybridisierungspuffer im Hybridisierungsofen (Hybrid Mini 38, Bachhofer,
Deutschland) inkubiert (5 h, 68° C). Wahrenddessen wurde die DIG-markierte Sonde fiir
10 min bei 95° C denaturiert und sofort auf Eis abgekiihlt. Der Prahybridisierungspuffer
wurde durch 20 ml mit der Sonde versetztem Hybridisierungspuffer ersetzt und iN bei

68° C im Hybridisierungsofen (Hybrid Mini 38, Bachhofer, Deutschland) inkubiert.
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Am folgenden Tag wurde der Hybridisierungspuffer mit Sonde entfernt und fiir weitere
Verwendungen bei -20° C gelagert. Die Membran wurde zweimal flir 5 min bei RT im
Hybridisierungsrohrchen mit 50 ml W1-Puffer rotierend (Stuart™ Roller Mixer SRT1,
Bibby Scientific, UK) gewaschen. Anschliefdend wurde zweimal fiir 15 min bei 68° C im
Hybridisierungsofen (Hybrid Mini 38, Bachhofer, Deutschland) mit 50 ml W2-Puffer
gewaschen.

Es folgte die Vorbereitung der Detektion. Dazu wurde die Membran im
Hybridisierungsrohrchen mit WP-Puffer gespiilt und anschlief3end fiir 60 min in 15 ml
B2-Puffer bei RT rotierend (Stuart™ Roller Mixer SRT1, Bibby Scientific, UK) inkubiert.
Der B2-Puffer wurde verworfen und durch 15 ml Antikdérperlosung ersetzt. Nach einer
Inkubation von 30 min bei RT wurde dieser ebenfalls verworfen und die Membran
dreimal fiir 20 min mit 50 ml WP-Puffer gewaschen. Abschlief3end wurde die Membran
fiir 5 min in 15 ml B3-Puffer aquilibriert.

Die Membran wurde auf eine Plastikfolie platziert, mit 500 ul CSPD-Losung
liberschichtet, eingeschweifd3t und fiir 5 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Es folgte eine
weitere Inkubation fiir 15 min bei 37° C. Mittels Dunkelkammer-Kamera-System LAS-
3000 (Fuji Photo Film Co. Japan) wurde die Chemolumineszenz detektiert und

dokumentiert (2.2.5.2).

2.2.4 Phanotypische Analyse der Transformanden
2.2.4.1 Wachstumstest auf Festmedium

Fir alle durchgefiihrten Wachstumstests wurden Kontrollreihen mit dem
F. graminearum Wildtypstamm FgPH1 (2.1.1.2) und auf CM-Festmedium und CM-
Induktions-Festmedium (2.1.5) ohne Zusitze angesetzt. Alle Test-Platten (@ 90 mm)

wurden mit Myzelblocken (@ 6 mm) inokuliert und bei 28° C fiir 3 Tage inkubiert.

Oxidativer Stress durch H20:
Die Uberpriifung der Sensitivitit gegeniiber oxidativem Stress erfolgte auf CM-
Festmedium und CM-Induktions-Festmedium (2.1.5) mit einem Zusatz von 10 mM,

15 mM und 20 mM H>O0:.
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Osmotischer Stress durch NaCl
Die Uberpriifung der Sensitivitit gegeniiber osmotischem Stress erfolgte auf CM-
Festmedium und CM-Induktions-Festmedium (2.1.5) mit einem Zusatz von 0,8 M, 1,2 M

und 1,5 M NaCl.
2.2.4.2 Infektionsstudien auf Weizeniahren

Zur Uberpriifung der Pathogenitit eines Fusarium-Stammes auf Weichweizen (Triticum
aestivum cv. Nandu; 2.1.1.3) wurden gerade erblithte Ahren mit Konidien (2.2.1.3) des
zu untersuchenden Stammes inokuliert.

Dazu wurden 10 pl einer Konidiensuspension (50 Konidien/pl bei FgPH1; 20
Konidien/pl bei Fg8/1) zwischen Lemma und Palea pipettiert. Pro Ahre wurden zwei
gegeniiberliegende Ahrchen inokuliert. Fiir die Negativkontrolle diente ddH»0 als
Inokulum. Die ersten 3 Tage nach Inokulation waren die behandelten Ahren mit einer
mit ddH20 befeuchteten Plastiktiite umhiillt.

Nach 10-21 dpi wurden die Ahren geerntet, dokumentiert und die Anzahl der Ahrchen
mit Infektionssymptomen pro Ahre ausgezahlt.

Zur Uberpriifung des Verbreitungsgrades des Myzels und damit der Infektion innerhalb
der Ahre wurden mit einer Rasierklinge Langsschnitte inokulierter Ahrchen (10 dpi)
angefertigt, mikroskopiert (AZ100 Multizoom, Nikon GmbH, Deutschland) und

dokumentiert.
2.2.4.3 DON-Quantifizierung mittels ELISA

Zur Bestimmung des Gehalts an Deoxynivalenol (DON) in einer Probe wurde das Kit
»Ridascreen® Fast DON“ von R-Biofarm (Deutschland) verwendet.

Von infizierten Weizendhren (10 dpi) (2.2.4.2) wurden jeweils die beiden inokulierten
Ahrchen verwendet. Diese wurden in fliissigem Stickstoff gemérsert und 200 mg des
Pulvers wurden in 4 ml ddH20 (Verdiinnung 1:20) aufgenommen. Das weitere Vorgehen

erfolgte nach Angaben des Herstellers.
Um die Proben in Relation zur eingesetzten Pilzmasse zu setzen, wurde aus 100 mg

Myzelpulver die DNA extrahiert (2.2.3.8) und mittels qPCR (2.2.3.7) mit den Primern f3-
Tubulin for und -Tubulin rev (2.1.2) quantifiziert.
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2.2.4.4 Analyse von Infektionskissen auf Weizenspelzen

Farbeldsung 0,1% (w/v) Trypanblau
in Essigsaure (45 %)

Zur Induktion von Infektionsstrukturen wurden von gerade erblithenden Ahren des
Weichweizens (Triticum aestivum cv. Nandu; 2.1.1.3) die Hillspelzen (Gluma) und die
Vorspelzen (Palea) heraus prapariert und in sterilem ddH20 gewaschen. Die Praparate
wurden auf H;0-Festmedium (2.1.5) platziert und mit je 5 pl Konidiensuspension (20
Konidien/pl; 2.2.1.3) auf der konkav gewoélbten Innenseite (Gluma) bzw. konvex
gewolbten Aufienseite (Palea) inokuliert. Die Petrischalen wurden versiegelt und fiir 4-8
Tage in einer Wachstumskammer (Versatile Environmental Test Chamber MLR-351,
Sanyo, Japan) bei 22° C und 16 Lichtstunden inkubiert.

Zur mikroskopischen Betrachtung des auf den Spelzen gewachsenen Myzels musste
dieses angefarbt werden. Dazu wurde der Farbstoff Trypanblau verwendet, der
Pilzgewebe und tote Gewebe anfarbt.

Die Glumen wurden zundchst iiN in 96 % Ethanol (technisch) entfirbt. Da die Palea
bereits nahezu farblos ist, war ein Entfarben nicht notwendig. Die Spelzen wurden fiir
5 min bei RT in der Farbel6sung inkubiert und kurz in ddH20 und 45 % Essigsaure (v/v)
gespllt. Die Betrachtung und Dokumentation erfolgte unter dem Stereomikroskop

(Leica MZ FL I1I, Leica Mikrosysteme GmbH, Deutschland).
2.2.4.5 Auskeimungstest und Vereinzeln von Konidien

Um zu tberpriifen, wie viele der angezogenen Konidien (2.2.1.3) keimungsfahig sind,
wurden 100 pl (2 Konidien/ul) einer Konidiensuspension auf H20-Festmedium (2.1.5)
ausplattiert und N bei 28° C inkubiert. Die ausgekeimten Konidien wurden unter einem

Stereomikroskop (Leica MZ6, Leica Mikrosysteme GmbH, Deutschland) ausgezahlt.

Um Konidien (2.2.1.3) zu vereinzeln, wurden 100 pl (5 Konidien/pl) auf H:O-
Festmedium (2.1.5) ausplattiert und UGN bei 28°C inkubiert. Unter einem
Stereomikroskop (Leica MZ6, Leica Mikrosysteme GmbH, Deutschland) wurden die
ausgekeimten Konidien identifiziert, mit einem Skalpell ausgeschnitten und auf
antibiotikahaltiges CM-Festmedium (2.1.5) umgesetzt. Anschlief;end wurden sie bei
28° C fiir 3 Tag inkubiert.

44



Material und Methoden

2.2.4.6 Anzucht von Perithecien auf Weizennodien

Aus Weizenstrohhalmen wurden ca. 3 cm lange Stiicke geschnitten, die je ein Nodium
enthielten. Diese wurden autoklaviert, 12 h bei inkubiert und anschlieffend erneut
autoklaviert. Die Halme wurden auf H,0-Festmedium ausgelegt und mit je 10 pl einer
Konidiensuspension (2.1.5) von 5 Konidien/pl inokuliert. Die versiegelten Platten
wurden in einer Klimakammer (20° C, 16 Lichtstunden) 14-40 Tage inkubiert.

Nach Bildung der Perithecien wurde der Deckel der Petrischale entfernt und durch
einen mit H20-Festmedium (2.1.5) gefiillten Deckel ersetzt. Nach einer Inkubation von 7
Tagen in der Klimakammer (20° C, 16 Lichtstunden) wuchsen auf dem Wasseragar des

Deckels ausgekeimte Ascosporen.

2.2.5 Analyse von maéglicher gene silencing Suppressor Aktivitat

2.2.5.1 Aktivierung und Infiltration transformierter Agrobacterium tumefaciens

Stamm-MES 1M MES
pH 5,7
Stamm-MgCl; 2M MgCl;
Stamm-ACET 100 mM Acetosyringon
in DMSO (50 %)
Aktivierungslésung 500 pl Stamm-MES
75 ul Stamm-ACET
ad 50 ml LB-Fliissigmedium (antibiotikahaltig)
Infiltrationslésung 100 pl Stamm-MES
pH 5,8 15wl Stamm-ACET
20 pl Stamm-MgCl,
ad 10mlH;0

Um Fremd-DNA in eine Pflanze einzubringen, wurde die Infiltration mit transformierten
Agrobacterium tumefaciens verwendet. Sowohl die Aktivierungs-, als auch die
Infiltrationslésung miissen stets frisch angesetzt werden.

Transformierte Agrobakterien (2.2.2.11) wurden in 2 ml antibiotikahaltigem LB-
Fliissigmedium (2.1.5) iN bei 28° C schiittelnd angezogen. Von dieser Kultur wurde 1 ml
in 50 ml Aktivierungslésung tiberfiihrt und erneut iiN bei 28° C schiittelnd inkubiert. Die
Suspension wurde zentrifugiert (20 min, 4° C, 4100 rpm, Centrikon H-401, Rotor A6.14,
Kontron Hermle, Deutschland), das Pellet in 10 ml Infiltrationslosung resuspendiert und

fiir 2-3 h bei 28° C geschiittelt.
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Zur Infiltration wurde die Bakteriensuspension in eine 1 ml-Spritze aufgezogen, an die
Blattunterseite angesetzt und in die Interzellularen des Blattgewebes gedriickt. Die
infiltrierten Pflanzen verblieben fiir 4 dpi im Gewachshaus. Anschlief3end wurden die
infiltrierten Blatter geerntet und im Dunkelkammer-Kamera-System LAS-3000 (Fuji

Photo Film Co., Japan) betrachtet und dokumentiert (2.2.5.2).

2.2.5.2 Detektion und Dokumentation von Chemolumineszenz und Fluoreszenz

sowie optische Analyse ihrer Intensitit

Die Detektion und Dokumentation von GFP und Chemolumineszenz erfolgte mit dem
Dunkelkammer-Kamera-System LAS-3000 (Fuji Photo Film Co. Japan) unter

Verwendung der folgenden Einstellungen:

Lichtquelle Filter Iris Interval Sensitivitdt
Fluoreszenz | Incidentlight LED 510 nm
F0.85 I t 10 Standard
(GFP) (460 nm) +/-10 nm fieremen S andar
Chemolumi- 10 min Ultra
neszenz - - F0.85 Increment )
1h High

Zur optischen Analyse der Fluoreszenzintensitit wurde das auf Java basierende
Programm ,Image]“ (Wayne Rasband, National Institut of Health, USA) verwendet. Von

den Bildern wurden die Pixelwerte ausgewdhlter Bildbereiche ermittelt und verglichen.
2.2.5.3 Fluoreszenzbestimmung mittels Plate Reader

Die Fluoreszenz von eGFP in auskeimendem Myzel wurde am Mithras? LB943
Multimode Reader (Berthold Technologies, Deutschland) bestimmt. Dazu wurden
schwarze 96-Well-Mikrotiterplatten mit 100 ul Minimal-Festmedium (2.1.5) je Kavitat
beschichtet. Anschliefiend wurde jede Kavitit mit 10 ul einer Konidiensuspension mit
20 Konidien/pl (2.2.1.3) beimpft. Zur Kontrolle wurden einige Kavitaten mit 10 pl
ddH20 bestiickt. Die Platten wurden bei 28° C inkubiert, sodass die Konidien keimen
konnten. Alle 24h wurde die Fluoreszenz (Anregung 460 nm, Emission 520 nm)

gemessen.
2.2.5.4 Statistische Auswertung von Datensatzen
Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel und dem Excel Add-in Daniel’s

XL Toolbox (Kraus, 2014).
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Bei normalverteilten Varianzen wurde zur Bestimmung der Signifikanz eine
einfaktorielle ANOVA (analysis of variance) mit angeschlossenem Post-Hoc-Test
(Bonferroni-Holm) durchgeftihrt.

Bei nicht-normalverteilten Varianzen wurde zur Bestimmung der Signifikanz eine
Kruskal-Walls H-Test mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroni)

durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Zeitpunkt der Synthese, die Prozessierung, die
Wirkung und die Funktion der durch die fiinf ORFs von FgV-ch9 kodierten Proteine
ndher untersucht werden. Bisher war bekannt, dass die Gene der viralen
Strukturproteine der RNAs 2 und 3 ein grofderes berechnetes Molekulargewicht
aufweisen, als im Partikel zu finden ist. Deswegen wurde das Prozessierungsmuster der
Proteine eines virusinfizierten F. graminearum Isolats betrachtet und die Sequenzen der
fiinf RNAs tberprift (3.1). Die fiinf viralen ORFs wurden in E. coli, S. cerevisiae und
F. graminearum heterolog exprimiert (2.2.3.1) und die resultierenden Proteinmuster mit
denen eines infizierten F. graminearum Isolats verglichen (3.3.2). So sollten
Riuckschliisse liber die Prozessierung gezogen werden.

Um die Wirkung und Funktion der Proteine naher zu betrachten, wurden F.
graminearum Mutanten, die die einzelnen viralen ORFs exprimieren, in Bezug auf
Wachstum, Virulenz, asexuelle sowie sexuelle Vermehrung charakterisiert (3.5) und auf

spezifische Funktionen (3.6) getestet.

3.1 Charakterisierung der viralen Segmente und Proteine

von FgV-ch9

Bisher war nur bekannt, dass das Molekulargewicht der beiden Strukturproteine P2 und
P3 nicht mit dem aus der Sequenz abgeleiteten Molekulargewicht iibereinstimmt.

Zuniachst wurden die viralen Proteine von FgV-ch9 zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Inokulation nachgewiesen. Dabei ergaben sich einige Diskrepanzen, die durch Re-

Sequenzierung der fiinf ORFs grofdtenteils aufgeklart werden konnten.

3.1.1 Betrachtung der Prozessierung aller fiinf Proteine von FgV-ch9

iiber einen Zeitraum von 20 Tagen

In isolierten Viruspartikeln ist das Protein P1, die virale RARP, mit einer Bande von etwa
130 kDa in einer SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung (2.2.3.2) zu erkennen. Dieses

entspricht dem aus dem ORF abgeleiteten Molekulargewicht. Da also keine
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Prozessierung zu erwarten war, wurde kein Antiserum erstellt (2.1.4) und das Protein in

diesem Zusammenhang nicht weiter untersucht.

Zur Klarung der Expression und Prozessierung der von den anderen vier ORFs von
FgV-ch9 kodierten Proteine, wurde eine Zeitreihe angelegt. In Flussigkultur (2.2.1.2)
wurde Myzel von Fusarium graminearum PH1-GFP virusinfiziert (FgPH1-GFP VI; 2.2.1.4)
tiber 3, 6, 16 und 20 Tage angezogen. Vom 3 Tage alten Myzel wurden das
Gesamtprotein (2.2.3.1), die Polysomen (2.2.1.6) und die Partikel (2.2.1.5) isoliert. Als
Negativkontrolle diente eine 3 Tage alte Kultur von Fusarium graminearum PH1-GFP
virusfrei (FgPH1-GFP VF; 2.1.1.2).

Die Proteine wurden Uber eine SDS-PAGE (2.2.3.2) aufgetrennt, mittels Western Blot
(2.2.3.3) auf eine Membran iibertragen und mit spezifischen Peptid-Antiseren (2.1.4)
detektiert.

Zur Detektion von Protein P2, kodiert auf der dsRNA2, wurde das Antiserum AK-PZN

(2.1.4) verwendet. Das Proteinmuster ist in Abbildung 4 dargestellt.

130 kDa

100 kDa

70 kDa

55 kDa

Abbildung 4: Elektrophoretische Auftrennung des Gesamtproteins von FgPH1-GFP VI und VF sowie einer
Partikelreinigung und einer Polysomenreinigung in einem 12,5 % (w/v) Polyacrylamidgel, mittels Western Blot auf
eine Membran {libertragen und mit dem Antiserum AK-PZN detektiert. Zur Farbung wurde das Substrat NBT/BCIP
verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher
Scientific, USA).

Bahn 1: FgPH1-GFP VF (3 Tage), Bahn 2: FgPH1-GFP VI (3 Tage), Bahn 3: FgPH1-GFP VI (6 Tage), Bahn 4: FgPH1-GFP
VI (16 Tage), Bahn 2: FgPH1-GFP VI (20 Tage), Bahn 6: Polysomenreinigung FgPH1-GFP VI (3 Tage), Bahn 7:
Partikelreinigung FgPH1-GFP VI (3 Tage)

Da das Protein P2 in isolierten Viruspartikeln nachgewiesen werden konnte (Abbildung
4, Bahn 7), handelt es sich um ein Strukturprotein. Es liegt in seinem errechneten

Molekulargewicht von 94 kDa sowohl in der Polysomenreinigung (Abbildung 4, Bahn 6)
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als auch im Gesamtprotein von jungem Myzel (Abbildung 4, Bahn 2) vor. Uber mehrere
Zwischenprodukte, die sowohl im Gesamtmyzel als auch in den Polysomen zu erkennen
sind (Abbildung 4, Bahn 2, 3 und 6), gelangt das Protein zu einem Molekulargewicht von
etwas tber 62 kDa, die es auch im Partikel (Abbildung 4, Bahn 7) aufweist. Bereits
zwischen 6 und 16 Tagen ist nur das prozessierte Protein vorhanden, welches auch nach

20 Tagen (Abbildung 4, Bahn 5) noch nachweisbar ist.

Zur Detektion von Protein P3, kodiert auf der dsRNA3, wurde das Antiserum AK-P3N

(2.1.4) verwendet. Das Proteinmuster wird in Abbildung 5 gezeigt.

Bei P3 handelt es sich, da es im isolierten Partikel nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 5, Bahn 7), ebenfalls um ein Strukturprotein, welches in seinem errechneten
Molekulargewicht von 93 kDa im Gesamtprotein und der Polysomenreinigung
(Abbildung 5, Bahn 1 und 6) vorliegt. Uber mehrere Zwischenprodukte gelangt es zu
einem Molekulargewicht von etwas weniger als 70 kDa. Bereits nach 6 Tagen, aber
mehr noch nach 16 Tagen (Abbildung 5, Bahn 3 und 4), ist eine deutliche Doppelbande
auf dieser Hohe zu erkennen. Auch im Partikel (Abbildung 5, Bahn 7) lasst sich diese
Doppelbande finden. Nach 16 Tagen ist auferdem eine weitere Bande bei etwa 60 kDa
vorhanden, allerdings nicht im Partikel (Abbildung 5, Bahn 4 und 7). Diese Bande sowie
die Doppelbande sind auch nach 20 Tagen noch nachweisbar (Abbildung 5, Bahn 5).

130 kDa
100 kDa
70 kDa

55 kDa

Abbildung 5: Elektrophoretische Auftrennung des Gesamtproteins von FgPH1-GFP VI und VF sowie einer
Partikelreinigung und einer Polysomenreinigung in einem 12,5 % (w/v) Polyacrylamidgel, mittels Western Blot auf
eine Membran Ubertragen und mit dem Antiserum AK-P3N detektiert. Zur Farbung wurde das Substrat NBT/BCIP
verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher
Scientific, USA).

Bahn 1: FgPH1-GFP VF (3 Tage), Bahn 2: FgPH1-GFP VI (3 Tage), Bahn 3: FgPH1-GFP VI (6 Tage), Bahn 4: FgPH1-GFP
VI (16 Tage), Bahn 5: FgPH1-GFP VI (20 Tage), Bahn 6: Polysomenreinigung FgPH1-GFP VI (3 Tage), Bahn 7:
Partikelreinigung FgPH1-GFP VI (3 Tage)
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Zur Detektion von Protein P4, kodiert auf der dsRNA4, wurde das Antiserum AK-P4N

(2.1.4) verwendet. Das Proteinmuster wird in Abbildung 6 gezeigt.

Das Protein P4 konnte nicht im isolierten Partikel nachgewiesen werden (Abbildung 6,
Bahn 7). Somit handelt es sich bei P4 um ein Nichtstrukturprotein. Es ist mit dem
errechneten Molekulargewicht von 91 kDa sowohl im Gesamtprotein von jungem Myzel
als auch in der Polysomenreinigung nachweisbar. (Abbildung 6, Bahn 2 und 6). Bereits
nach 6 Tagen ist deutlich weniger des Proteins zu erkennen, wahrend es nach 16 Tagen

gar nicht mehr nachgewiesen werden kann (Abbildung 6, Bahn 3 und 4).

130 kDa
100 kDa
70kDa

55 kDa

Abbildung 6: Elektrophoretische Auftrennung des Gesamtproteins von FgPH1-GFP VI und VF sowie einer
Partikelreinigung und einer Polysomenreinigung in einem 12,5 % (w/v) Polyacrylamidgel, mittels Western Blot auf
eine Membran iibertragen und mit dem Antiserum AK-P4N detektiert. Zur Farbung wurde das Substrat NBT/BCIP
verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher
Scientific, USA).

Bahn 1: FgPH1-GFP VF (3 Tage), Bahn 2: FgPH1-GFP VI (3 Tage), Bahn 3: FgPH1-GFP VI (6 Tage), Bahn 4: FgPH1-GFP
VI (16 Tage), Bahn 2: FgPH1-GFP VI (20 Tage), Bahn 6: Polysomenreinigung FgPH1-GFP VI (3 Tage), Bahn 7:
Partikelreinigung FgPH1-GFP VI (3 Tage)

Zur Detektion von Protein P5, kodiert auf der dsRNA5, wurde das Antiserum AK-P5N

(2.1.4) verwendet. Das Proteinmuster wird in Abbildung 7 gezeigt.

Das Protein P5 konnte nicht in isolierten Partikeln nachgewiesen werden (Abbildung 7,
Bahn 7). Bei P5 handelt es sich wie bei P4 um ein Nichtstrukturprotein. Erwartet wurde
ein Protein mit einem aus der Sequenz abgeleiteten Molekulargewicht von 79 kDa. Auf
der entsprechenden Hohe ist allerdings weder im Gesamtmyzel, noch in der
Polysomenreinigung eine Bande zu erkennen (Abbildung 7, Bahn 2 und 6). Stattdessen
ist eine Doppelbande bei etwas weniger als 130 kDa und eine einzelne Bande bei etwa

95 kDa zu erkennen (Abbildung 7, Bahn 2 und 6). Bereits nach 6 Tagen hat die Menge an
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Protein stark abgenommen und nach 16 Tagen ist es gar nicht mehr nachweisbar

(Abbildung 7, Bahn 3 und 4).

Abbildung 7: Elektrophoretische Auftrennung des Gesamtproteins von FgPH1-GFP VI und VF sowie einer
Partikelreinigung und einer Polysomenreinigung in einem 12,5 % (w/v) Polyacrylamidgel, mittels Western Blot auf
eine Membran iibertragen und mit dem Antiserum AK-P5N detektiert. Zur Farbung wurde das Substrat NBT/BCIP
verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher
Scientific, USA).

Bahn 1: FgPH1-GFP VF (3 Tage), Bahn 2: FgPH1-GFP VI (3 Tage), Bahn 3: FgPH1-GFP VI (6 Tage), Bahn 4: FgPH1-GFP
VI (16 Tage), Bahn 2: FgPH1-GFP VI (20 Tage), Bahn 6: Polysomenreinigung FgPH1-GFP VI ( 3 Tage), Bahn 7:
Partikelreinigung FgPH1-GFP VI (3 Tage)

3.1.2 Nachweis von Duplikationen durch Re-Sequenzierung in drei der
fiinf Segmente von FgV-ch9 und Vergleich mit den Sequenzen der

fiinf Segmente von FgV2
Die Untersuchung des Proteins P5 in einer Zeitreihe von virusinfiziertem Myzel iiber 20
Tage ergab, dass keines der detektierten Proteine das berechnete Molekulargewicht von
79 kDa aufwies. Sdmtliche Proteine hatten ein hoheres Molekulargewicht. Auf Grund

dieser Diskrepanz wurden Fragmente der viralen Segmente erneut sequenziert.

Zur Sequenzierung (2.2.2.9) wurden Fragmente der Segmente 2, 3 und 5 mittels RT-PCR
(2.2.2.1) mit spezifischen Primern (2.1.2; Tabelle 8) von RNA-Extrakten (2.2.3.5) aus
FgCh9 HT und FgPH1-GFP VI amplifiziert. Die Amplifikate wurden blunt end in den mit
EcoRI geoffneten (2.2.2.2) und dephosphorylierten (2.2.2.4) Vektor pBluescript Sk-
(2.1.3) transformiert (2.2.2.10).
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Zur Verifizierung der Sequenzierung wurde von den Kklonierten Fragmenten aus
pBluecript Sk- mit spezifischen Primern (2.1.2; Tabelle 8) amplifiziert (2.2.2.1). Und um
zu Uberpriifen, ob verschiedene Sequenzen eines Segments vorliegen (Ausschluss),
wurde vom RNA-Extrakt (2.2.3.5) aus FgCh9 HT (2.1.1.2) cDNA synthetisiert (2.2.3.6)
und mit dC-Uberhdngen versehen (2.2.2.4). Von dieser cDNA wurde mit spezifischen

Primern (2.1.2; Tabelle 8) amplifiziert (2.2.2.1).

Tabelle 8: Zusammenfassung der Primer, die fiir die Sequenzierung und Verifizierung der Sequenzen sowie dem
Ausschluss von unterschiedlichen Gréfien eines Segments, verwendet wurden.

cDNA
Seg- PCR cDNA PCR
Sequenzier Verifizierung
ment Sequenzierung Ausschluss Ausschluss
ung
RNA2_rev RNA2_3‘_rev Poly-G
2 RNA2_rev RNA2_fw 1
RNAZ_fw 1 RNA2_3' fw/rv RNAZ2_fw 2
RNA3_rev 1 RNA3_rev Poly-G
3 RNA3_rev RNA3_coding_fw 1
RNA3_coding fw1 | RNA3_fw/rev RNA3-coding_fw 2
RNA5_rev
5 RNA5_rev - - -
RNAS5_fw

Die Sequenzierung der 5°-Termini aller Segmente sowie die der 3-Termini von Segment
1 und 4 (HQ228213 und HQ228216) bestatigte die von Darissa et al. (2011) publizierten

Sequenzen.

Die Sequenzierung des 3‘-Terminus von Segment 2 (HQ228214) ergab, dass eine 81 bp
Duplikation vorliegt. Die korrekte Segmentgrofie betragt somit 2931 bp (Abbildung 11,
RNA 2; Anhang 1A). Die Duplikation befindet sich ausschliefdlich im nicht-kodierenden
Bereich des Segments und hat keine Auswirkungen auf den ORF. Die Verifizierung der
Duplikation zeigt eine Bande von 101 bp (Abbildung 8A, Bahn 2) welche nur amplifiziert
werden kann, wenn eine Duplikation vorliegt (Abbildung 8C). Die Abwesenheit von
Segmenten ohne Duplikation wurde mittels RT-PCR nachgewiesen. Hier zeigt sich eine

Bande bei 350 bp (Abbildung 9, Bahn 1).
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RNA 2 fw/rev

AAGGTATTAR AGTCAT

RNA

RNA 3 fw/rev

TTAGGTATTT AAGGAGAACC

RNA 3 rev

CTTABATGGC RGGAACCGTC. GACGTTAAAT CACAAACAAT AAATAGTTAA TTG

CGGTTAGTCT ATTGCCAAAT TGGCGCCAGT AGCAACACAC TCGCACGCTA CGCCACAGTC

TGTACAGCAC TGCTGCCCAG A AATTAGGTAT., TTAAGGAGAA . CCCTTARATG

Abbildung 8: RT-PCR zur Verifizierung der Duplikationen an den 3‘-Termini der Segmente 2 und 3. Es wurden
Primerpaare verwendet, die nur bei Anwesenheit einer Duplikation eine Bande ergeben. Die Amplikons wurden auf
einem 1,2 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

A: Verifizierung der Duplikation im Segment 2 mit den Primern RNA2_rev und RNA2_fw/rev. 1: FgPH1 VF, 2: FgPH1

VI, M: pUC9, restringiert mit Haelll
B: Verifizierung der Duplikation im Segment 3 mit den Primern RNA3_rev und RNA3_fw/rev. 1: FgPH1 VI, 2: FgPH1

VF, M: pUC9, restringiert mit Haelll
C: Darstellung des relevanten Abschnitts der Sequenz von dsRNA2 mit den verwendeten Primern RNA2_3‘_rev und

RNA2_3‘_fw/rev
D: Darstellung des relevanten Abschnitts der Sequenz von dsRNA3 mit den verwendeten Primern RNA3_rev und

RNA3_fw/rev

Die Sequenzierung des 3‘-Terminus von Segment 3 (HQ228215) ergab, dass eine 171 bp
Duplikation vorliegt. Die korrekte Segmentgrofée betragt 3002 bp (Abbildung 11, RNA3;
Anhang 1B). Die Duplikation ist durch zwei nicht-homologe Basenpaare separiert und

beinhaltet 16 bp des ORFs, der Rest befindet sich ausschlief3lich im nicht-kodierenden
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Bereich des Segments. Die Verifizierung zeigt eine Bande von 194 bp (Abbildung 8B,
Bahn 2), welche nur amplifiziert werden kann, wenn eine Duplikation vorliegt. Die
Abwesenheit von Segmenten ohne Duplikation wurde mittels RT-PCR nachgewiesen.

Hier zeigt sich eine Bande bei 450 bp (Abbildung 9, Bahn 2).

Abbildung 9: Verifizierung der Abwesenheit von Sequenzen ohne Dupilikation mittels RT-PCR. Die Amplikons
wurden auf einem 1,2 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

1: Verifizierung im Segment 2 mit den Primern RNA2_fw_2 und PolydG von RNA aus FgPH1 VI; 2: Verifizierung im
Segment 3 mit den Primern RNA3_coding fw_1 und PolydG von RNA aus FgPH1 VI; M: GeneRuler 50 bp DNA Ladder
von Thermo Fisher Scientific, USA)

Die Sequenzierung des 3‘-Terminus von Segment 5 ergab, dass hier eine Duplikation im
ORF des Segments vorliegt, sodass die Segmentgrofie von 2423 bp auf 2928 bp steigt
(Abbildung 11, RNA5; Anhang 1C). Die duplizierte Sequenz ist von jeweils sieben nicht-
homologen Basenpaaren eingerahmt (Abbildung 11, RNA5). Aus der daraus abgeleiteten
Aminosauresequenz ldsst sich ein Molekulargewicht des Proteins von 96 kDa berechnet.
Dieses unterscheidet sich um 16 kDa vom urspriinglichen Protein mit einer Masse von
79 kDa. Die Duplikation auf Aminosaureebene ist in Abbildung 10 dargestellt. Bei der
Betrachtung des Gesamtproteins von FgPH1-GFP VI, detektiert mit einem P5-
spezifischen Antiserum, konnte unter anderem eine Bande von etwa 100 kDa

nachgewiesen werden (Abbildung 7).
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SCTVCGLLQANLAAAADH'REHAGKWSCSLCNEPFEDAFSLN’HNGDVHF’P”"Q“:A-V

SCTVCGLLSAN AAAAPH Q-HAGKKSCSLCN”PF:DAFSTN_BNQHVHF*uCTQ EAIV

RDKNELLDHCHDVHPYLRCREVGCAFRTFEPPELAAH” “HJQVP SFFVVKYQCPJ~ C

RDKNELLDHCHDVHPYLRCREVGCAFRTFEPPELAAHHukdaOYP;SFFVVK;Q»PHLuC

”HAAQSHZMAALHVN'HaQ(PhYAC SCDAhCHSh‘ALIRHSRMH(Q/-QN;RM QPALQ

“HAASQHZMAALhVNx4LQ<PNiAC_SCuAhLQQPH”PNQBQRMH(PGRQRIC:'

QAPATASGDVCKCPHCAFTSKSKVEWQDHININHRSSQHLALPCSLCGKVFIGVNAVRKH

HCHKRDWHDKPHRCGKCNARFGQSRDLERHKATHEAARPRHQCQVCHETFARLDHLQRHV

RRRHSRMHKQVEQNLREQPALQQAPATASGDVYKCPHCAFTSKSKVEWQDHININHRSSQ
QPALQQAPATASGDVCKCPHCAFTSKSKVEWQDHININHRSSQ
H’ALPCSLCGKVF‘GVNAVRKHHCHKRDWFDKPHRCDKCNARE”Q “'EQHKA’H’ADR C2H2 5

H"’PuSLCG(VF’SVNA/Q(HHCH(R~hQu<PHRC“<CNARF”Q DLER! E(ATR:AJR (C2H2 4)

PRHQCQVCHETFARLDHLORHVRRRHT C2H2 6

PRHQCQVCHETFARLDHLQRHVRRRHT C2H2 3

Abbildung 10: Alignment der Aminosdure-Sequenzen des von P5 mit Duplikation (obere Reihe) und ohne
Duplikation (untere Reihe). Die C:Hz-Zinkfinger Doménen (unterstrichen) sind nummeriert (CzHz 1-C2Hz 6). Die
Domane CzHz 4 (in Klammern) ist in der nicht duplizierten Sequenz nicht komplett. Striche: homologe Basen; Punkte:
nicht-homologe Basen

Bei der in silico Untersuchung der Sequenzen von zwei weiteren Chrysoviren, Fusarium
graminearum virus 2 (FgV2; Yu et al, 2011) und Magnaporthe oryzae chrysovirus 1
(MoCV1-A; Urayama et al.,, 2012), konnten ebenfalls Duplikationen ermittelt werden.
Der 3‘-Terminus von Segment 2 des FgV2 (HQ343296) weist eine Duplikation von
149 bp auf, die neben nicht-kodierenden Bereichen auch 20 bp des ORF und ein nicht
homologes Basenpaar enthilt (Abbildung 11, RNAZ2). Der 3‘-Terminus von Segment 3
des FgV2 (HQ343297) weist eine Sequenz von 151 bp auf, die mit Ausnahme von zwei
Basenpaaren identisch zum Terminus von Segment 2 des Virus ist (Abbildung 11,

RNA3). Die Sequenz von Segment 5 des FgV2 (HQ434299) weist keine Duplikationen auf
(Abbildung 11, RNA5).
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21 bp of 3" terminus

171 bp of 3" terminus

151 bp of RNA 2 3” terminus

CATGEGACTITARTGEC

505 bp of internal 3° region
-ACATACA

TGTATGT TGT&TG% 659 - =

Abbildung 11: Darstellung und Vergleich der Duplikationen an den 3‘-Termini von Segment 2, 3 und 5 von FgV-ch9
und FgV2. Schwarze Linie: non-translated region; gestrichelte Linie und Kasten: Duplikationen; gepunkteter Kasten:

open reading frame; fettgedruckte Buchstaben: verbindende, nicht homologe Nukleotide; unterstrichene Buchstaben:
nicht-homologe Nukleotide

Auch der 3'-Terminus des Segments 3 von MoCV1-A (AB560763.1) zeigt eine Dupliktion
von 69 bp, die zu 90 % mit der urspriinglichen Sequenz identisch ist (Abbildung 12).

L\ GATARARACE

GATRARACAA AA
TAAGTAAAAT AATAATALAD

o o -
Ll LARLA

[

o 0O B OB
=

o e e
C TRACGGATGAA GT
PR ———
GCGEGCGGE {

IR E -

L L B B B B

[ T TN T T s T |

[

1
1
1

Abbildung 12: Duplizerte Sequenz (rot und griin) in Segment 3 von Magnaporthe oryzae virus 1 (MoCV1-A;
AB560763.1)
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3.2 Klonierungs- und Transformationsstrategien

Fir die Expression von viralen Proteinen in E. coli, S. cerevisiae und F. graminearum
sowie fiir Funktionstests sollten Vektoren zur Transformation dieser Organismen
erstellt werden. Deren Klonierungs- sowie Transformationsstrategien sind in den

folgenden Kapiteln naher erldutert.

3.2.1 Erstellung und Transformation von Konstrukten fiir die

Expression in Escherichia coli

3.2.1.1 Integration von ORF P1 in E. coli-Expressionsvektoren

Das Plasmid pET[His+S+P1_ATG+His] (2.1.3) stammt von S. Gotsch (Masterarbeit, 2015).
Es verfligt liber einen His-Tag am 3‘-Ende des ORFs P1 von Segment 1. Zur Expression

wurde es in den E. coli-Stamm BL21 Gold (2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10).

Fir die Integration des ORF P1 in weitere Vektoren wurde die gesamte
Expressionskassette aus pET[His+S+P1_ATG+His] mit den Primern pET_hin und
pET _rick (2.1.2) amplifiziert (2.2.2.1). Das 3643 bp grofde Fragment wurde gereinigt
(2.2.2.5) und pET_hin-P1-pET riick genannt.

3.2.1.2 Integration von ORF P2 in E. coli-Expressionsvektoren

Mittels Amplifikation (2.2.2.1) aus 21FullRel (2.1.3) mit den spezifischen Primern CB5
und CB6 (2.1.2) wurden dem ORF P2 von Segment 2 im Bereich des Start- und Stopp-
Kodons die Erkennungsstellen BamHI und Hindlll hinzugefiigt. Nach der Reinigung
(2.2.2.5) des 2652 bp grofden Amplifikats wurde dieses in den Vektor pBluescript Sk-T
(2.1.3) ligiert (2.2.2.7) und anschliefend in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Die Kolonien wurden mittels PCR (2.2.2.1) mit den Primern T7
und T3 (2.1.2) getestet. Positive Kolonien wiesen ein Amplifikat von 2820 bp auf und
wurden UN bei 37° C in LB-Amp-Fliissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt. Aus den
Bakterien wurde das Plasmid Sk-[P2] (Anhang 2A) isoliert (2.2.2.8).

Das Plasmid Sk-[P2] wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und HindllI restringiert

(2.2.2.2). Das Fragment BamHI-P2-HindIIl mit einer Grofde von 2646 bp wurde tiber ein
praparatives Agarosegel (2.2.2.3) isoliert und gereinigt (2.2.2.5).
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Der Vektor pET-30a (2.1.3) wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und HindIIl
restringiert (2.2.2.2), dephosphoryliert (2.2.2.4), liber ein praparatives Agarosegel
(2.2.2.3) isoliert und gereinigt (2.2.2.5). Der so vorbereitete Vektor wurde mit dem
Fragment BamHI-P2-HindlIll ligiert und in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Mittels Kolonie-PCR (2.2.2.1) mit den Primern pET_hin und
24upR (2.1.2) wurden die Kolonien getestet. Positive Kolonien zeigten ein Amplifikat
mit einer Gréfie von 215 bp und wurden N bei 37° C in LB-Kana-Fliissigmedium (2.1.5)
schittelnd vermehrt. Aus den Bakterien wurde das Plasmid pET-[P2] (Anhang 2C)
isoliert (2.2.2.8).

Zur Expression wurde das Plasmid pET-[P2] in den E. coli-Stamm BL21 Gold (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Bei Expression wird der ORF P2 aus pET-[P2] N-terminal von

einem His-Tag und einem S-Tag sowie C-terminal von einem His-Tag flankiert.

Fir die Integration von P2 in weitere Vektoren wurde die gesamte Expressionskassette
aus pET-[P2] umgesetzt. Dazu wurden in einer PCR (2.2.2.1) im 5'- und 3‘-Bereich der
Kassette Scal-Schnittstellen mit den Primern pET_hin und pET_riick (2.1.2)eingefiigt.
Das resultierende 2872 bp grofde Fragment wurde gereinigt (2.2.2.5) und pET_hin-P2-
pET _riick genannt.

Das Fragment pET hin-P2-pET riick wurde in den Vektor pET-30a (2.1.3)
zwischenkloniert. Dazu wurde der Vektor mit dem Restriktionsenzym Xbal linearisiert
(2.2.2.2), die Uberhinge aufgefiillt (2.2.2.4) und das Fragment gereinigt (2.2.2.5). Nach
der Ligation (2.2.2.7) mit dem Fragment pET hin-P2-pET riick, folgte eine
Transformation (2.2.2.10) in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1). Die Kolonien wurden
mittels PCR (2.2.2.1) mit den Primern pET_hin und 24upR (2.1.2) auf Einbau in 5°-3"
Richtung tberpriift. Aufgrund der doppelten Bindungsstelle fiir den Primer pET hin
wiesen positive Kolonien zwei Amplifikate von 209 bp und 429 bp auf. Diese wurden iN
bei 37° C in LB-Kana-Fliissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt. Aus den Bakterien
wurde das Plasmid pET-pET-[P2] (Anhang 2D) isoliert (2.2.2.8).

Zur Kontrolle der korrekten Sequenz wurde das Konstrukt pET-pET-[P2] in den E. coli-
Stamm BL21 Gold (2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10) und exprimiert (2.2.3.1). Die
resultierenden Proteine wurden mittels Western Blot (2.2.3.3) auf eine Membran
libertragen und mit dem Antiserum Anti-polyHistidin (2.1.4) detektiert (2.2.3.3). Alle

Klone zeigten eine Bande bei 102 kDa.
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Fir weitere Klonierungen wurde aus dem Konstrukt pET-pET-[PZ] mit dem
Restriktionsenzym Scal das Fragment Scal-pET-P2-Scal mit einer Grofde von 2680 bp
restringiert (2.2.2.2), Uber ein praparatives Agarosegel (2.2.2.3) isoliert und gereinigt

(2.2.2.5).
3.2.1.3 Integration von ORF P3 in E. coli-Expressionsvektoren

Mit den Primern P3_BamHI und P3_HindIII (2.1.2) wurde mittels PCR (2.2.2.1) der ORF
P3 aus dem Segment 3 vom Konstrukt P16 3116Full (Darissa, 2011; 2.1.3) amplifiziert.
Das 2590 bp grofde Amplifikat wurde gereinigt (2.2.2.5), mit den Restriktionsenzymen
BamHI und Sall restringiert (2.2.2.2), erneut gereinigt (2.2.2.5) und BamHI-P3-Sall
benannt. Die Schnittstelle Sall befindet sich im ORF von P3 unmittelbar vor dem Stopp-
Kodon, sodass durch ihre Verwendung dieses entfernt werden konnte.

Der Vektor pQE-32 (2.1.3) wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymen BamHI und
Sall restringiert (2.2.2.2), uUber ein praparatives Agarosegel (2.2.2.3) isoliert und
gereinigt (2.2.2.5). In diesen wurde das Fragment BamHI-P3-Sall ligiert (2.2.2.7) und in
den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10). Die Kolonien wurden durch
eine Kolonie-PCR (2.2.2.1) mit den Primern pQE_hin und P3_NTR_5‘_R (2.1.2) getestet.
Positive Kolonien mit einem Amplikon von 649 bp wurden N bei 37° C in LB-Amp-
Fliissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt und aus den Bakterien wurde das Plasmid

pQE-[P3] (Anhang 2B) isoliert (2.2.2.8).

Aus dem Plasmid pQE-[P3] wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und HindIIl (aus
dem pQE-Vektor) das 2580 bp grofde Fragment BamHI-P3-HindIll ausgeschnitten
(2.2.2.2) und gereinigt (2.2.2.5).

Der Vektor pET-30a (2.1.3) wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und HindIIl
geoffnet (2.2.2.2), dephosphoryliert (2.2.2.4), iiber ein praparatives Agarosegel (2.2.2.3)
isoliert und gereinigt (2.2.2.5). Das Fragment BamHI-P3-HindIlll wurde in den so
vorbereiteten Vektor ligiert (2.2.2.7) und in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Fiir die Kolonie-PCR (2.2.2.1) wurden die Primer pET_hin und
P3_NTR_5_R (2.1.2) verwendet. Positive Kolonien mit einem Amplikon von 581 bp
wurden UGN bei 37° C in LB-Kana-Flissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt und aus

den Bakterien wurde das Plasmid pET-[P3] (Anhang 2C) isoliert (2.2.2.8).
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Zur Expression wurde das Konstrukt in den E.coli-Stamm BL21 Gold (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Nach Expression verfligt das resultierende Protein P3 fiiber

einen His-Tag und einen S-Tag am N-Terminus sowie einen His-Tag am C-Terminus.

Fur die Integration von P3 in weitere Vektoren wurden der Expressionskassette aus
pET-[P3] in einer PCR (2.2.2.1) mit den Primern pET_hin und pET _riick (2.1.2) im 5‘- und
3‘-Bereich Scal-Schnittstellen eingefiigt. Das Fragment wurde gereinigt (2.2.2.5) und
pET_hin-P3-pET riick genannt.

Das Fragment pET hin-P3-pET riick wurde in den Vektor pET-30a (2.1.3)
zwischenkloniert. Dazu wurde der Vektor mit den Restriktionsenzymen EcoRV und Xhol
restringiert (2.2.2.2) die Uberhdnge aufgefiillt (2.2.2.4) und der Vektor gereinigt
(2.2.2.5). Die Ligation (2.2.2.7) des so vorbereiteten Vektors mit dem Fragment pET_hin-
P3-pET riick wurde in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10). Die
Kolonien wurden mittels PCR (2.2.2.1) mit den Primern pET_hin und P3_NTR_5‘_R
(2.1.2) Uberpriift. Aufgrund der doppelten Bindungsstelle fiir den Primer pET hin wiesen
positive Kolonien zwei Amplifikate von 578 bp und 747 bp auf und wurden iN bei 37° C
in LB-Kana-Flissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt. Aus den Bakterien wurde das
Plasmid pET-pET-[P3] (Anhang 2D) isoliert (2.2.2.8).

Zur Kontrolle der korrekten Sequenz wurde das Konstrukt pET-pET-[P3] in den E. coli-
Stamm BL21 Gold (2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10) und in diesem exprimiert (2.2.3.1).
Die Proteine wurden mittels Western Blot (2.2.3.3) auf eine Membran iibertragen und
mit dem Antiserum Anti-polyHistidin (2.1.4) detektiert (2.2.3.3). Alle Klone zeigten eine

Bande mit einer erwarteten Grofde von etwa 101 kDa.

Fir die weiteren Klonierungen wurde aus dem Konstrukt pET-pET-[P3] mit dem
Restriktionsenzym Scal das Fragment Scal-pET-P3-Scal mit einer Grofde von 2794 bp
restringiert (2.2.2.2), lUiber ein praparatives Agarosegel (2.2.2.3) isoliert und gereinigt
(2.2.2.5).

3.2.1.4 Integration von ORF P4 in E. coli-Expressionsvektoren

Mit den Primern P4_Xhol und P4_Ncol (2.1.2) wurde der ORF P4 von Segment 4 aus dem
Konstrukt Fcontig (Darissa, 2011; 2.1.3) mittels PCR (2.2.2.1) amplifiziert. Das 2518 bp

grofde Amplifikat wurde gereinigt (2.2.2.5) und mit den Restriktionsenzymen Xhol und
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Ncol restringiert (2.2.2.2). Das Fragment wurde gereinigt (2.2.2.5) und Ncol-P4-Xhol
genannt.

Das Plasmid pET-30a (2.1.3) wurde mit den Restriktionsenzymen Ncol und Xhol
restringiert (2.2.2.2), dephosphoryliert (2.2.2.4), liber ein praparatives Agarosegel
(2.2.2.3) isoliert und gereinigt (2.2.2.5). Der so vorbereitete Vektor wurde mit dem
Fragment Ncol-P4-Xhol ligiert (2.2.2.7) und anschlief3end in den E. coli-Stamm NM522
(2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10). Positive Kolonien wurden durch eine Kolonie-PCR
(2.2.2.1) mit den Primern pET_hin und siRNA_P4_rev (2.1.2) bestimmt und wiesen ein
Amplifikat mit einer Grof3e von 558 bp auf. Positive Kolonien wurden N bei 37° C in LB-
Kana-Fliissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt und aus den Bakterien wurde das
Plasmid pET-[P4] (Anhang 2C) isoliert (2.2.2.8).

Zur Expression wurde das Konstrukt in den E. coli-Stamm BL21 Gold (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Nach Expression verfiigt das resultierende Protein P4 iiber

einen His-Tag und einen S-Tag am N-Terminus sowie einen His-Tag am C-Terminus.

Flir die Integration von P4 in weitere Vektoren wurde die gesamte Expressionskassette
aus pET-[P4] umgesetzt. Dazu wurden in einer PCR (2.2.2.1) mit den Primern pET_hin
und pET _riick (2.1.2) im 5‘- und 3'-Bereich der Kassette Scal-Schnittstellen eingefiigt.
Das 2698 bp grofle Fragment wurde gereinigt (2.2.2.5) und pET_hin-P4-pET riick

genannt.

Das Fragment pET hin-P4-pET riick wurde in den Vektor pET-30a (2.1.3)
zwischenkloniert. Dazu wurde der Vektor mit den Restriktionsenzymen Ncol und Xhol
restringiert (2.2.2.2) und gereinigt (2.2.2.5). Nach der Ligation (2.2.2.7) mit dem
Fragment pET_hin-P4-pET riick wurde in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Die Kolonien wurden mittels PCR (2.2.2.1) mit den Primern
pET_hin und siRNA_P4_rev (2.1.2) uberpriift. Aufgrund der doppelten Bindungsstelle
von pET_hin wiesen positive Kolonien zwei Amplifikate von 558 bp und 724 bp auf.
Diese wurden 1N bei 37° C in LB-Kana-Fliissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt und
aus den Bakterien wurde das Plasmid pET-pET-[P4] (Anhang 2D) isoliert (2.2.2.8).

Zur Kontrolle der korrekten Sequenz wurde das Konstrukt pET-pET-[P4] in den E. coli-
Stamm BL21 Gold (2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10) und in diesem exprimiert (2.2.3.1).

Die Proteine wurden mittels Western Blot (2.2.3.3) auf eine Membran iibertragen und
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mit dem Antiserum Anti-polyHistidin (2.1.4) detektiert (2.2.3.3). Alle Klone zeigten eine

Bande mit einer erwarteten Grofde von etwa 97 kDa.

Fir weitere Klonierungen wurde aus dem Konstrukt pET-pET-[P4] mit dem
Restriktionsenzym Scal das Fragment Scal-pET-P4-Scal mit einer Grofde von 2686 bp
restringiert (2.2.2.2), Uber ein praparatives Agarosegel (2.2.2.3) isoliert und gereinigt

(2.2.2.5).
3.2.1.5 Integration von ORF P5 in E. coli-Expressionsvektoren

Aus infiziertem Myzel wurde RNA isoliert (2.2.3.5) und mit dem Primer 1010R (2.1.2)
cDNA synthetisiert (2.2.3.6). Von dieser cDNA wurde mit den Primern 1010R und
P5_Smal (2.1.2) mittels PCR (2.2.2.1) amplifiziert. Das 2826 bp grofse Amplifikat wurde
gereinigt (2.2.2.5) und in den Vektor pBluescript Sk-T ligiert (2.2.2.7). Positive Kolonien
wurden durch eine Kolonie-PCR (2.2.2.1) mit den Primern T7 und T3 (2.1.2) bestimmt
und wiesen ein Amplifikat mit einer Gréfse von 2909 bp auf. Sie wurden UiN bei 37° C in
LB-Amp-Fliissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt und aus den Bakterien wurde das

Plasmid Sk-[P5] (Anhang 2A) isoliert (2.2.2.8).

Mit den Restriktionsenzymen Smal und HindIll wurde der ORF P5 aus Sk-[P5]
restringiert (2.2.2.2) und gereinigt. Das Fragment war 2767 bp grofd und wurde Smal-
P5-HindlIlI genannt.

Der Vektor pET-30a (2.1.3) wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRV und HindIIl
restringiert (2.2.2.2), dephosphoryliert (2.2.2.4) und gereinigt (2.2.2.5). Anschliefsend
wurde dieser mit dem Fragment Smal-P5-HindlIl ligiert (2.2.2.7) und in den E. coli-
Stamm NM522 (2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10). Positive Kolonien wurden durch eine
Kolonie-PCR (2.2.2.1) mit den Primern pET_hin und pET_rick (2.1.2) bestimmt und
wiesen ein Amplifikat mit einer Gréfie von 2989 bp auf. Sie wurden iGN bei 37° C in LB-
Kana-Fliissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt und aus den Bakterien wurde das
Plasmid pET-[P5] (Anhang 2C) isoliert (2.2.2.8).

Zur Expression wurde das Konstrukt in den E. coli-Stamm BL21 Gold (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Nach Expression verfiigt das resultierende Protein P5 {iber

einen His-Tag und einen S-Tag am N-Terminus.
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Fiir die Integration von P5 in weitere Vektoren wurde die gesamte Expressionskassette
aus pET-[P5] mit den Primern pET_hin und pET_riick (2.1.2) amplifiziert (2.2.2.1). Das
2989 bp grofde Fragment wurde gereinigt (2.2.2.5) und pET_hin-P5-pET rtick genannt.

3.2.1.6 Integration von eGFP in pET-[P3] und pET-[P4]

Fur die Erstellung eines P3eGFP-Fusionskonstrukts wurde der ORF von eGFP nach dem
ORF von pET-[P3] (3.2.1.3) integriert. Dazu wurde aus dem Konstrukt pBluescript Sk-
T+eGFP (Gotsch, 2015; 2.1.3) mittels PCR (2.2.2.1) der ORF von eGFP mit den Primern
eGFP_Xhol_for und eGFP_Xhol_rev (2.1.2) amplifiziert und mit dem Restriktionsenzym
Xhol restringiert (2.2.2.2). Das gereinigte (2.2.2.5) Amplifikat wurde in den mit Xhol
geoffneten (2.2.2.2) pET-[P3] ligiert (2.2.2.7) und in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Positive Kolonien wurden durch eine Kolonie-PCR (2.2.2.1) mit
den Primern si_eGFP_for und pET_hin (2.1.2) bestimmt und wiesen ein Amplifikat mit
einer Grofde von 190 bp auf. Sie wurden N bei 37° C in LB-Kana-Fliissigmedium (2.1.5)
schiittelnd vermehrt und aus den Bakterien wurde das Plasmid pET-[P3eGFP-C] (Anhang
2]) isoliert (2.2.2.8). Zur Expression wurde das Konstrukt in den E. coli-Stamm BL21
Gold (2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10). Nach Expression verfligt das resultierende
Protein P3eGFP-C iiber einen His-Tag und einen S-Tag am N-Terminus sowie einen His-

Tag am C-Terminus.

Flir die Integration von P3eGFP-C in weitere Vektoren wurde die gesamte
Expressionskassette aus pET-[P3eGFP-C] umgesetzt. Mit einer PCR (2.2.2.1) mit den
Primern pET_hin und pET _riick (2.1.2) wurde das Fragment pET_hin-P3eGFPC-pET rtick
mit einer Grofde von 3526 bp amplifiziert und gereinigt (2.2.2.5)

Fir die Erstellung eines P4eGFP-Fusionskonstrukts wurde der ORF von eGFP vor dem
ORF von pET-[P4] (3.2.1.4) integriert. Dazu wurde aus dem Konstrukt pBluescript Sk-
T+eGFP (Gotsch, 2015; 2.1.3) mittels PCR (2.2.2.1) der ORF von eGFP mit den Primern
eGFP_BstBI und eGFP_BgllI (2.1.2) amplifiziert gereinigt (2.2.2.5) und in den pBluescript
Sk-T (2.1.3) ligiert (2.2.2.7). Das Konstrukt wurde in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Positive Kolonien wurden durch eine Kolonie-PCR (2.2.2.1) mit
den Primern T3 und T7 (2.1.2) bestimmt und wiesen ein Amplifikat mit einer Grof3e von

894 bp auf. Sie wurden UN bei 37°C in LB-Amp-Flissigmedium (2.1.5) schiittelnd
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vermehrt und aus den Bakterien wurde das Plasmid pBluescript Sk-[BstBI-eGFP-Bglll]
isoliert (2.2.2.8).

Das Konstrukt pBluescript Sk-[BstBl-eGFP-Bglll] wurde mit den Restriktionsenzymen
BstBI und Bglll restringiert (2.2.2.2), iiber ein Agarosegel (2.2.2.3) isoliert und gereinigt
(2.2.2.5). Das Fragment hatte eine Grofie von 720 bp und wurde BstBI-eGFP-Bglll
genannt.

Das Konstrukt pET-[P4] (3.2.1.4) wurde mit den Restriktionsenzymen BstBI und Bglll
restringiert (2.2.2.2), dephosphoryliert (2.2.2.4) und gereinigt (2.2.2.5). Anschlief3end
wurde dieses mit dem Fragment BstBI-eGFP-Bglll ligiert (2.2.2.7) und in den E. coli-
Stamm NM522 (2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10). Positive Kolonien wurden durch eine
Kolonie-PCR (2.2.2.1) mit den Primern pET_rilick und si_eGFP_rev (2.1.2) bestimmt und
wiesen ein Amplifikat mit einer Gréfse von 673 bp auf. Sie wurden N bei 37° C in LB-
Kana-Fliissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt und aus den Bakterien wurde das
Plasmid pET-[P4eGFP-N] (Anhang 2]) isoliert (2.2.2.8).

Zur Expression wurde das Konstrukt in den E. coli-Stamm BL21 Gold (2.1.1.1)
transformiert (2.2.2.10). Nach Expression verfligt das resultierende Protein P4eGFP-N
liber einen His-Tag und einen S-Tag am N-Terminus sowie einen His-Tag am C-

Terminus.

Flir die Integration von P4eGFP-N in weitere Vektoren wurde die gesamte
Expressionskassette aus pET-[P4eGFP-N] umgesetzt. Das Fragment pET_hin-P4eGFP-N-
pET _riick mit einer Grofde von 1233 bp wurde mit den Primern pET_hin und pET _riick
(2.1.2) amplifiziert (2.2.2.1) und gereinigt (2.2.2.5).

3.2.2 Erstellung und Transformation von Konstrukten fiir die

Expression in Saccharomyces cerevisiae
Um Fragmente in den Expressionsvektor pYES-A (2.1.3) zu integrieren wurde dieser mit
den Restriktionsenzymen HindIll und Xbal restringiert (2.2.2.2) und die Uberhinge
aufgefiillt (2.2.2.4) und dephosphoryliert dephosphoryliert (2.2.2.4). Die 6105 bp grofie
Bande wurde iiber ein praparatives Agarosegel (2.2.2.3) isoliert und gereinigt (2.2.2.5).
In diesen so vorbereiteten Vektor wurden diverse Fragmente (Tabelle 9) ligiert (2.2.2.7).
Es folgte eine Transformation (2.2.2.10) in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1). Die

Kolonien wurden mittels Kolonie-PCR (2.2.2.1) tiberpriift. Positive Kolonien wurden iN
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bei 37°C in LB-Amp-Flissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt. Aus den Bakterien
wurde das Plasmid isoliert (2.2.2.8) und zur Expression in den S. cerevisiae-Stamm INV
SC1 (2.1.1.2) transformiert (2.2.2.12). Die Bezeichungen der Inserts (3.2.1), die in der
Kolonie-PCR  verwendeten Primer (2.1.2) und die daraus resultierenden
Amplifikatsgrofden sowie die Bezeichnung der resultierenden Konstrukte (Anhang 2G)

sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Zusammenfassung der zur Erstellung von S. cerevisiae-Expressionsklonen verwendeten Inserts (3.2.1.1-
3.2.1.5), die fiir die Kolonie-PCR benétigten Primer (2.1.2) und die Gréfien der resultierenden Amplifikate sowie die
Benennung der Expressionskonstrukte (Anhang 2G)

berechnete
resultierendes
Insert Primer Amplifikats-
Konstrukt
grofde
pET_hin-P1-pET riick T7/ 600rev 1176 bp pYES-[P1]
Scal-pET-P2-Scal T7/rt21R 1404 bp pYES-[P2]
Scal-pET-P3-Scal T7/3116_upR 233 bp pYES-[P3]
Scal-pET-P3-Scal T7/3116_RR 1119 bp pYES-[P3eGFP-C]
pET_hin-P3eGFPC-pET riick T7/siRNA_P4_rev 589 bp pYES-[P4]
Scal-pET-P4-Scal T7/si_eGFP_rev 704 bp pYES-[P4eGFP-N]
pET_hin-P4eGFPN-pET riick T7/zinkR2 920 bp pYES-[P5]

Neben den oben beschriebenen Konstrukten wurde pYES-A ohne Insert (2.1.3) in den

S. cerevisiae-Stamm INV SC1 (2.1.1.2) transformiert (2.2.2.12).

3.2.3 Erstellung und Transformation von Konstrukten fiir die

Expression in Fusarium graminearum

Um Fragmente in den Expressionsvektoren pSilent-AlcA bzw. pSilent-AGIuA (2.1.3) zu
integrieren, wurden diese mit Restriktionsenzymen restringiert (2.2.2.2), anschlieféend
dephosphoryliert (2.2.2.4), liber ein praparatives Agarosegel (2.2.2.3) isoliert und
gereinigt (2.2.2.5). Fir den Vektor pSilent-AlcA wurden die Enzyme SnaBl und Stul
verwendet, wahrend pSilent-AGluA mit Smal linearisiert wurde. Das restringierte
pSilent-AlcA wies eine Grofde von 5742 bp auf, das linearisierte pSilent-AGIuA eine
Grofde von 7887 bp.

In diese so vorbereiteten Vektoren wurden diverse Fragmente (Tabelle 10) ligiert

(2.2.2.7) und in den E.coli-Stamm NM522 (2.1.1.1) transformiert (2.2.2.10). Die
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Kolonien wurden mittels Kolonie-PCR (2.2.2.1) uiberpriift. Positive Kolonien wurden iiN
bei 37°C in LB-Amp-Flissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt. Aus den Bakterien
wurde das Plasmid isoliert (2.2.2.8), linearisiert (2.2.2.2), gefdllt (2.2.2.6) und zur
Expression in den F. graminearum-Stamm FgPH1 (2.1.1.2), transformiert (2.2.2.13). Nur
pSilent-AGIluA-P3 wurde in dem Stamm Fg8.1 (2.1.1.2) transformiert. Die Insert-
Fragmente (3.2.1), die in der Kolonie-PCR verwendeten Primer (2.1.2) und die daraus
resultierenden Amplifikatsgrofden sowie die Bezeichnung der resultierenden Konstrukte
(Anhang 2 E und F) und das zur Linearisierung verwendete Restriktionsenzym wurden

in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10: Zusammenfassung der zur Erstellung von F. graminearum-Expressionsklonen benétigten Inserts (3.2.1.1-
3.2.1.6), die fiir die Kolonie-PCR benétigten Primer (2.1.2) und die Grofien der resultierenden Amplifikate sowie die
Benennung der Expressionskonstrukte (Anhang 2 E und F) und die zur Linearisierung (2.2.2.2) verwendeten
Restriktionsenzyme

berechnete
resultierendes
Insert Primer Amplifikats- Enzym
Konstrukt
grofde
pET_hin-P1-pET riick AlcA-Spel/600rev 1407 bp pSilent-AlcA-[P1] Spel
21DR/21DI 531 bp
Scal-pET-P2-Scal pSilent-AlcA-[P2] Spel
AlcA-Spel/ rt21R 1632 bp
Scal-pET-P3-Scal AlcA-Spel/3116_upR 464 bp pSilent-AlcA-[P3] Spel
Scal-pET-P3-Scal GluA_Mfe/3116_upR 621 bp pSilent-AGluA-[P3] Ahdl
pET_hin-P3eGFPC- pSilent-AlcA-
AlcA-Spel/3116_RR 1350 bp Spel
pET riick [P3eGFP-C]
Scal-pET-P4-Scal Aleh- 817b Silent-AlcA-[P4] Spel
cal-pET-P4-Sca ilent-AlcA- e
P Spel/siRNA_P4_rev P P P
pET_hin-P4eGFPN- pSilent-AlcA-
AlcA-Spel/si_eGFP_rev 935 bp Spel
pET riick [P4eGFP-N]
pET_hin-P5-pET_hin GluA_Mfe /zinkR2 1308 bp pSilent-AlcA-[P5] Ahdl

3.2.4 Erstellung und Transformation von Konstrukten fiir die Analyse
des gene silencing Suppressors P5 aus FgV-ch9

3.2.4.1 Erstellung und Transformation von Konstrukten in Agrobacterium

tumefaciens zur Anwendung in einem Transient Expression Assay

Um Fragmente in den Infiltrationsvektor p7 35S (2.1.3) zu integrieren, wurde dieser mit

dem Restriktionsenzym Smal linearisiert (2.2.2.2) und ein dTTP wurde angehdngt
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(2.2.2.4). Anschlieflend wurde der Vektor dephosphoryliert (2.2.2.4), ilber ein
praparatives Agarosegel (2.2.2.3) isoliert und gereinigt (2.2.2.5).

In diesen so vorbereiteten Vektor wurden diverse Fragmente (Tabelle 11) ligiert
(2.2.2.7), welchen zuvor ein dATP angehdngt (2.2.2.4) wurde. Es folgte eine
Transformation (2.2.2.10) in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1). Die Kolonien wurden
mittels Kolonie-PCR (2.2.2.1) uberprift. Positive Kolonien wurden tN bei 37° C in LB-
Rif/Gen-Flissigmedium (2.1.5) schiittelnd vermehrt. Aus den Bakterien wurde das
Plasmid isoliert (2.2.2.8) und zur Expression in den A. tumefaciens-Stamm GV3101
(2.1.1.1) transformiert (2.2.2.11). Die Insert-Fragmente (3.2.1), die in der Kolonie-PCR
verwendeten Primer (2.1.2) und die daraus resultierenden Amplifikatsgrofien (zwei
Banden aufgrund der doppelten Bindungsstellen von pET riick) sowie die Bezeichnung

der resultierenden Konstrukte (Anhang 2H) wurden in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Zusammenfassung der zur Erstellung von A. tumefaciens-Infiltrationsklonen benotigten Inserts (3.2.1.1-
3.2.1.5), die fiir die Kolonie-PCR benétigten Primer (2.1.2) und die Grofien der resultierenden Amplifikate sowie die
Benennung der Expressionskonstrukte (Anhang 2H)

Insert Primer Amplifikat Konstrukt
1582 bp

pET_hin-P1-pET riick 35S_for/600rev p7 35S-[P1]
2843 bp
1806 bp

Scal-pET-P2-Scal 35S_for/rt21R p7 35S-[P2]
3067 bp
1989 bp

Scal-pET-P3-Scal 35S_for/14MF p7 35S-[P3]
3254 bp
1122 bp

Scal-pET-P4-Scal 35S_for/siRNA_P4_rev p7 35S-[P4]
2253 bp
1234 bp

pET_hin-P5-pET _riick 35S_for/rtzinkR p7 35S-[P5]
2495 bp

Neben den oben beschriebenen Konstrukten wurde p7 35S ohne Insert, pBIN-[eGFP]
und pBIN-[P19] (2.1.3) in den A. tumefaciens-Stamm GV3101 (2.1.1.1) transformiert
(2.2.2.12).

3.2.4.2 Erstellung und Transformation von Konstrukten in

Fusarium graminearum zur Anwendung in einem Fluoreszenz-Assay

Zur Verminderung der Expression des konstitutiv exprimierten GFPs wurde das
silencing-Konstrukt pSilent Dual2-[eGFP] (2.1.3), linearisiert mit dem Restriktionsenzym

Apal (2.2.2.2) und mittels Fallung gereinigt (2.2.2.6), in den Stamm in FgPH1-eGFP
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(2.1.1.2) transformiert (2.2.2.13). Drei positive Transformanden wurden auf CM-Gen
(2.1.5) selektiert und FgPH1-SilentGFP genannt. In diesen ist die Expression von eGFP
durch gene silencing vermindert. Es wurden Konidien angezogen (2.2.1.3) und vereinzelt

(2.2.4.5). Die Mutante mit der geringsten GFP-Fluoreszenz wurde weiter verwendet.

Als Negativkontrolle wurde das Konstrukt pFg-[bPAC] (2.1.3) mit dem
Restriktionsenzym Ahdl (2.2.2.2) linearisiert, gefallt (2.2.2.6) und in den Stamm FgPH1-
SilentGFP transformiert (2.2.2.13). Das Protein bPAC hat keine gene silencing Funktion
und ist daher als Negativkontrolle geeignet. Der resultierende Stamm wurde auf CM-

NAT (2.1.5) selektiert und FgPH1-SilentGFP-bPAC genannt.

Zur Uberpriifung des ORFs von dsRNA 5 auf gene silencing Suppressor Aktivitit wurde
in das Konstrukt pSilent-AGIuA-[P5] (3.2.3) zunidchst eine Nourseothricinrestistenz
(NAT) eingebaut. Dazu wurde die NAT-Kassette mit den Restriktionsenzymen Xbal und
EcoRI aus dem Konstrukt pNR1 (2.1.3) ausgeschnitten (2.2.2.2), gereinigt (2.2.2.5) und
in den ebenfalls mit Xbal und EcoRI geodffneten (2.2.2.2), dephosphorylierten (2.2.2.4)
und gereinigten (2.2.2.5) Vektor pCR2.1 (2.1.3) ligiert (2.2.2.7). Es folgte eine
Transformation (2.2.2.10) in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1). Positive
Transformanden wurden iliber Kolonie-PCR (2.2.2.1) mit den Primern NAT_for und
NAT_rev (2.1.2) identifiziert und wiesen eine Amplifikatsgrofde von 441 bp auf. Das
Konstrukt wurde pCR2.1-NAT genannt.

Mit den Primern M13_rev und T7 (2.1.2) wurde die NAT-Kassette aus dem Konstrukt
pCR2.1-NAT amplifiziert (2.2.2.1) und gereinigt (2.2.2.5). Das Amplifikat hatte eine
Grofde von 1539 bp. Das Konstrukt pSilent-AGluA-[P5] (3.2.3) wurde mit Apal linearisiert
(2.2.2.2) und die Uberhidnge wurden entfernt (2.2.2.4). Danach wurde das Fragment
dephosphoryliert (2.2.2.4) und gereinigt (2.2.2.5). Eine Ligation (2.2.2.7) und
anschlief3ende Transformation (2.2.2.10) in den E. coli-Stamm NM522 (2.1.1.1) folgte.
Positive Transformanden wurden mittels Kolonie-PCR (2.2.2.1) mit den Primern
NAT_for und P5_Stopp (2.1.2) ermittelt und wiesen eine Amplifikatsgr6fde von 1149 bp
auf. Das Konstrukt wurde pSilent-AGIuA-[P5]-NAT genannt (Anhang 2K).

Das Konstrukt pSilent-AGIuA-[P5]-NAT wurde mit dem Restriktionsenzym Ahdl
linearisiert (2.2.2.2), gefallt (2.2.2.6) und in den Stamm FgPH1-SilentGFP transformiert
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(2.2.2.13). Die resultierenden fiinf Transformanden wurde FgPH1-SilentGFP-P5

genannt.
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3.3 Analyse der Integration, Transkription und Translation
der ORFs von FgV-ch9 in den Transformanden von
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae und

Fusarium graminearum

Nach der Transformation (3.2.3) der ORFs von FgV-ch9 in den Fusarium-Stamm FgPH1
bzw. Fg8.1 wurde die Integration der Konstrukte mittels PCR (2.2.2.1) tiberpriift und die
Anzahl der Integrationen mittels Southern Blot (2.2.3.9) bestimmt. Die Transkription
wurde mittels RT-PCR (2.2.2.1) nachgewiesen und die Expression der Proteine in einem

Western Blot (2.2.3.3) analysiert.

3.3.1 Nachweis der Integration und Transkription der OFRs aus FgV-

ch9 in Fusarium graminearum

Zum Nachweis der Integration der ORFs von FgV-ch9 in dem Fusarium-Stamm FgPH1
bzw. Fg8.1 (2.1.1.2) wurde zundchst aus jeweils 10 Transformanden gDNA isoliert
(2.2.3.8) und eine PCR (2.2.2.1) mit spezifischen Primern (2.1.2) durchgefiihrt. Mit
einem Southern Blot (2.2.3.9) mit spezifischen Sonden wurde die Anzahl der
Integrationen ermittelt.

Die Transkription wurde durch eine RT-PCR nachgewiesen. Dazu wurde aus je vier
Transformanden, in denen die Integration nachgewiesen wurde, RNA extrahiert
(2.2.3.5), auf eine einheitliche Menge eingestellt und mit einem Poly-dT-Primer (2.1.2)
cDNA synthetisiert (2.2.3.6). Es folgte eine PCR (2.2.2.1) mit spezifischen Primern
(2.1.2).

Die Abwesenheit von DNA wurde mittels PCR (2.2.2.1) mit den Primern GScreen_fw und
GScreen_rev (2.1.2) Uberpriift. Diese binden auf der Sequenz der kleinen ribosomalen
Untereinheit von F.graminearum (FGSG_00845) und sind Intron-iiberspannend
entworfen worden, sodass bei einem gDNA-Template eine Bande bei 772 bp und bei
einem cDNA-Template eine Bande bei 495 bp erwartet wird. Es konnte fiir jede Mutante

eine Bande mit dieser Grofse nachgewiesen werden (Abbildung 15A-E, K).
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Fur den Integrationsnachweis des ORF P1 in FgPH1 wurde mit einer PCR (2.2.2.1) mit
den Primern 4for4 und rtRDRP_R (2.1.2) fiir alle getesteten Transformanden eine Bande
bei 856 bp nachgewiesen (Abbildung 134, Bande 1-5).

Fur den Southern Blot (2.2.3.9) wurde die gDNA von zwei Transformanden mit dem
Restriktionsenzym Nhel restringiert (2.2.2.2). Eine DIG-markierte Sonde mit einer Grof3e
von 600 bp wurde mit den Primern 4for_new und 4rev_new (2.1.2) amplifiziert
(2.2.3.9). Bei der Transformande FgPH1-AlcA-P1.10 wurden drei Banden, also drei
Integrationen, nachgewiesen (Abbildung 14A, Bahn 1), wahrend bei der Transformande
FgPH1-AlcA-P1.6 eine Bande, also eine Integration, zu erkennen war (Abbildung 14A,
Bahn 2).

Die Transkription wurde mittels PCR (2.2.2.1) mit den Primern 4for4 und rtRDRP_R

(2.1.2) von der mit dem Primer Poly-dT synthetisierten cDNA nachgewiesen. Fiir jede

der untersuchten Transformanden konnte eine Bande bei 856 bp nachgewiesen werden

(Abbildung 15A, P1, Bahn 1-4).

Abbildung 13: PCR zum Nachweis des Konstrukts der ORFs von FgV-ch9 in F. graminearum. Verwendet wurden
spezifische Primer. Die Amplikons wurden auf einem 1,5 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
gefarbt.

A: Nachweis von P1 mRNA in FgPH1-Transformanden. M: 1kb DNA Ladder (NEB, USA), Bahn 1: FgPH1-AlcA-P1.5,
Bahn 2: FgPH1-AlcA-P1.6, Bahn 3: FgPH1-AlcA-P1.8, Bahn 4: FgPH1-AlcA-P1.10, Bahn 5: FgPH1-AlcA-P1.13 Bahn 6:
H20, Bahn 7: pET[His+S+P1_ATG+His]

B: Nachweis von P2 mRNA in FgPH1-Transformanden. M: ADNA mit Pstl verdaut, Bahn 1: FgPH1-AlcA-P2.5, Bahn 2:
FgPH1-AlcA-2.8, Bahn 3: FgPH1-AlcA-P2.9, Bahn 4: FgPH1-AlcA-P2.10, Bahn 5: FgPH1-AlcA-P2.12, Bahn 6: H20, Bahn
7: Sk-[P2]

C: Nachweis von P3 mRNA in FgPH1-Transformanden. M: ADNA mit Pstl verdaut, Bahn 1: FgPH1-AlcA-P3.7, Bahn2:
FgPH1-AlcA-3.11, Bahn 3: FgPH1-AlcA-P3.16, Bahn 4: FgPH1-AlcA-P3.27, Bahn 5: FgPH1-AlcA-P3.30, Bahn 6: H:20,
Bahn 7: pET-[P3]

D: Nachweis von P4 mRNA in FgPH1-Transformanden. M: ADNA mit Pstl verdaut, Bahn 1: FgPH1-AlcA-4.2, Bahn 2:
FgPH1-AlcA-P4.4, Bahn 3: FgPH1-AlcA-P4.9, Bahn 4: FgPH1-AlcA-P4.15, Bahn 5: FgPH1-AlcA-P4.18, Bahn 6: H20, Bahn
7: pET-[P4]

E: Nachweis von P5 mRNA in FgPH1-Transformanden. M: ADNA mit Pstl verdaut, Bahn 1: FgPH1-AGluA-P5.2, Bahn 2:
FgPH1-AGIuA -P5.6, Bahn 3: FgPH1-AGIuA -P5.8, Bahn 4: FgPH1-AGluA-P5.11, Bahn 5: FgPH1-AGIuA -P5.16, Bahn 6:
H:z0, Bahn 7: Sk-[P5]
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Die Integration von P2 in FgPH1 wurde mit den Primern 21_for und rt21_F (2.1.2)
mittels PCR (2.2.2.1) uberpriift und bei allen getesteten Transformanden konnte eine
Bande bei 386 bp nachgewiesen werden (Abbildung 13B, Bahn 1-5).

Fir die Analyse von zwei Transformanden mittels Southern Blot (2.2.3.9) wurde die
gDNA mit dem Restriktionsenyzm BgllI restringiert (2.2.2.2). Eine DIG-markierte Sonde
mit einer Gréfde von 530 bp wurde mit den Primern 21DF und 21DR (2.1.2) mittels PCR
(2.2.2.1) amplifiziert (2.2.3.9). Sowohl die Transformande FgPH1-AlcA-P2.9 als auch die
Transformande FgPH1-AlcA-P2.8 weisen jeweils eine Bande, also eine Integration, auf
(Abbildung 14B). Da diese nicht die gleiche Grofde haben, handelt es sich nicht um den
gleichen Integrationsort.

Die Transkription wurde mit den Primern Poly-dT und CB8 (P2) (2.1.2) von der mit dem
Primer Poly-dT synthetisierten cDNA nachgewiesen. Fiir jede der untersuchten
Transformanden konnte eine Bande bei 261 bp nachgewiesen werden (Abbildung 15B,

P2).

Dass P3 in FgPH1 integriert wurde, wurde mittels PCR (2.2.2.1) mit den Primern CB7
(P3) und pET_riick (2.1.2) nachgewiesen. Bei allen getesteten Transformanden wurde
eine Bande bei 316 bp amplifiziert (Abbildung 13C, Bahn 1-5).

Die Anzahl der Integrationen wurde im Southern Blot (2.2.3.9) mit durch das
Restriktionsenzym Mfel restringierter (2.2.2.2) gDNA von drei Transformanden
tiberpriift. Dazu wurde eine mit den Primern 3116_F und 3116_RR (2.1.2) amplifizierten
DIG-markierte Sonde (2.2.3.9) der Grofde 636 bp verwendet. Die Transformanden
FgPH1-AlcA-P3.11, FgPH1-AlcA-P3.27 und Fg8.1-AGluA-P3.5 wiesen jeweils eine Bande,
also eine Integration auf (Abbildung 14C, Bahn 1-3). Da diese nicht die gleiche Grofde
haben, handelt es sich nicht um den gleichen Integrationsort.

Mit den Primern Poly-dT und CB8 (P3) (2.1.2) wurde in einer PCR (2.2.2.1) von der mit
dem Primer Poly-dT synthetisierten cDNA die Anwesenheit von mRNA nachgewiesen.
Flr jede der untersuchten Transformanden konnte eine Bande bei 346 bp gezeigt

werden (Abbildung 15C, P3, Bahn 1-4).
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Abbildung 14: Southern Blot zum Nachweis der Integration der Expressionskonstrukte fiir die ORFs von FgV-ch9 in
den Fusarium-Stamm FgPH1 bzw. 8/1. Verwendet wurden fiir den jeweiligen ORF spezifische Sonden. M: DNA
Molecular Weight Marker VII (Roche, Deutschland).

A: Nachweis der Integration von P1 in FgPH1. Bahn 1: FgPH1-AlcA-P1.10, Bahn 2: FgPH1-AlcA-P1.6

B: Nachweis der Integration von P2 in FgPH1. Bahn 1: FgPH1-AlcA-P2.9, Bahn 2: FgPH1-AlcA-P2.8

C: Nachweis der Integration von P3 in FgPH1 und 8/1. Bahn 1: FgPH1-AlcA-P3.27, Bahn 2: FgPH1-AlcA-P3.11, Bahn 3:
8/1-AGluA-P3.5

D: Nachweis der Integration von P4 in FgPH1. Bahn 1: FgPH1-AlcA-P4.2, Bahn 2: FgPH1-AlcA-P4.9

E: Nachweis der Integration von P5 in FgPH1. Bahn 1: FgPH1-AGluA-P5.6, Bahn 2: FgPH1-AGluA-P5.8

Die Integration von P4 in FgPH1 wurde mit den Primern 3346up_F und _F (2.1.2) mittels
PCR (2.2.2.1) bei allen getesteten Transformanden mit einer Bande bei 458 bp
nachgewiesen (Abbildung 13D, Bahn 1-4).

Fir die Analyse von zwei Transformanden mittels Southern Blot (2.2.3.9) wurde die
gDNA mit dem Restriktionsenyzm HindIIl restringiert (2.2.2.2). Eine DIG-markierte
Sonde mit einer Grofde von 714 bp wurde mit den Primern rt_FR und 3346up_F (2.1.2)
amplifiziert (2.2.3.9). Die Transformande FgPH1-AlcA-P4.8 zeigte drei Banden
(Abbildung 14D, Bahn 1), also drei Integrationen, wahrend die Transformande FgPH1-
AlcA-P4.9 zwei Banden (Abbildung 14D, Bahn 2) und somit zwei Integrationen aufwies.
Da keine dieser Banden die gleiche Grofde hat, handelt es sich nicht um den gleichen

Integrationsort.

74



Ergebnisse

Die Transkription wurde mit den Primern Poly-dT und rtFF (2.1.2) von der mit dem
Primer Poly-dT synthetisierten cDNA nachgewiesen. Fiir jede der untersuchten

Transformanden konnte eine Bande bei 465 bp detektiert werden (Abbildung 15D, P4).

Abbildung 15: PCR zum Nachweis der Transkription der ORFs von FgV-ch9 in die Fusarium-Transformanden.
Verwendet wurden spezifische Primer und mit dem Primer Poly-dT synthetisierte cDNA. Zur Kontrolle wurde die
mRNA der kleinen ribosomalen Untereinheit von Fusarium graminearum amplifiziert. Die Amplikons wurden auf
einem 1,5 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. ORF-spezifische Fragmente sund jeweils
im oberen Gel, die dazu gehérenden Kontrollen auf dem unteren Gel der Abbildung A-E gezeigt.

A: Nachweis von P1 in FgPH1. M: 1kb DNA Ladder (NEB, USA), Bahn 1: FgPH1-AlcA-P1.5, Bahn 2: FgPH1-AlcA-P1.6,
Bahn 3: FgPH1-AlcA-P1.8, Bahn 4: FgPH1-AlcA-P1.10, Bahn 5: H20

B: Nachweis von P2 in FgPH1. M: ADNA mit Pstl verdaut, Bahn 1: FgPH1-AlcA-2.8, Bahn 2: FgPH1-AlcA-P2.9, Bahn 3:
FgPH1-AlcA-P2.10, Bahn 4: FgPH1-AlcA-P2.12, Bahn 5: H20

C: Nachweis von P3 in FgPH1. M: ADNA mit Pstl verdaut, Bahn 1: FgPH1-AlcA-P3.7, Bahn 2: FgPH1-AlcA-3.11, Bahn 3:
FgPH1-AlcA-P3.27, Bahn 4: Fg8/1-AGluA-P3.5, Bahn 5: H20

D: Nachweis von P4 in FgPH1. M: ADNA mit Pstl verdaut, Bahn 1: FgPH1-AlcA-4.2, Bahn 2: FgPH1-AlcA-P4.9, Bahn 3:
FgPH1-AlcA-P4.15, Bahn 4: FgPH1-AlcA-P4.18, Bahn 5: H20

E: Nachweis von P5 in FgPH1. M: ADNA mit Pstl verdaut, Bahn 1: FgPH1-AlcA-P5.2, Bahn 2: FgPH1-AlcA-P5.6, Bahn 3:
FgPH1-AlcA-P5.8, Bahn 4: FgPH1-AlcA-P5.11, Bahn 5: H20

Die Integration des ORF P5 in FgPH1 wurde in einer PCR (2.2.2.1) mit den Primern
rtzinkF und rtzinkR (2.1.2) fiir alle getesteten Transformanden mit einer Bande bei
187 bp nachgewiesen (Abbildung 13E, Bahn 1-5).

Flr den Southern Blot (2.2.3.9) wurde die gDNA von zwei Transformanden mit dem
Restriktionsenzym Spel restringiert (2.2.2.2). Eine DIG-markierte Sonde mit einer Grofe
von 700 bp wurde mit den Primern rtzinkR und pQE_hin (2.1.2) amplifiziert (2.2.3.9).
Sowohl die Transformande FgPH1-AGluA-P5.8 als auch die Transformande FgPH1-
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AGluA-P5.6 wiesen jeweils eine Bande, also eine Integration, auf (Abbildung 14E, 1 und
2). Da diese nicht die gleiche Grofle haben, handelt es sich nicht um den gleichen
Integrationsort.

Die Transkription wurde mittels PCR (2.2.2.1) mit den Primern Poly-dT und CB10 (P5)
(2.1.2) von der mit dem Primer Poly-dT synthetisierten cDNA nachgewiesen. Fiir jede
der untersuchten Transformanden konnte eine Bande bei 191 bp detektiert werden

(Abbildung 15E, P5, Bahn 1-4).

3.3.2 Analyse der Expression der Proteine P1 bis P5 von FgV-ch9 in
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae und Fusarium

graminearum
Zur Betrachtung der Prozessierung wurden die fiinf ORFs von FgV-ch9 exprimiert.
Hierzu wurden der prokaryotische Modellorganismus Escherischia coli, der
eukaryotische Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae und der nattirliche Wirt des
Virus Fusarium graminearum ausgewahlt. Um auch Prozessierungen nahe am N- oder C-
Terminus sichtbar zu machen, wurden die Proteine P3 und P4 mit eGFP fusioniert.
In E. coli wurde die Produktion von Proteinen fiir 2 h mit IPTG induziert, in S. cerevisiae
fir 8 h bzw. 24 h mit Galactose und in F. graminearum fir 4 h mit L-Threonin (2.2.3.1).
Alle Proteine wurden auf einem 10 % (w/v) Polyacrylamidgel aufgetrennt (2.2.3.2) und
mittels Western Blotings (2.2.3.3) auf eine Membran ubertragen. Die Bindung des
spezifischen Antikorpers wurde mit einem mit Alkalischer Phosphatase konjugiertem
sekundaren Antiserum (2.1.4) und NBT/BCIP (2.2.3.3) nachgewiesen.
Im Folgenden werden Banden, die sowohl in der Probe als auch in der Negativkontrolle
vorhanden sind, als unspezifisch bezeichnet. Banden, die in den Proben zu finden sind,
aber keine Entsprechung in der Negativkontrolle aufweisen, werden als spezifisch
bezeichnet. Als Negativkontrolle dient bei E. coli und S. cerevisiae das Gesamtextrakt
eines Stammes mit Leervektor und bei F. graminearum ein virusfreies Isolat von FgPH1
oder Fg8/1.
Eine Zusammenfassung der berechneten sowie beobachteten Molekulargewichte der

viralen Proteine P1 bis P5 befindet sich im Anhang 3.

76



Ergebnisse

3.3.2.1 Expression von Protein P1 in Escherichia coli und Saccharomyces

cerevisiae

Das heterolog exprimierte Protein P1 ist am N- und C-Terminus mit je einem His-Tag
fusioniert, sodass es mit dem Antiserum Anti-polyHistidin (2.1.4) und dem sekundaren
Antiserum Anti-Mouse 1gG Alkalische Phosphatase Konjugat (2.1.4) detektiert werden

konnte.

180kDa
130kDa

100 kDa

70 kDa

55 kDa

S. cerevisiae FE. graminearum

Abbildung 16: Expression von P1 in S. cerevisiae und E. coli sowie Gesamtextrakt, Polysomen und Viruspartikel aus
virusinfiziertem F. graminearum, aufgetrennt iiber ein 10 % (w/v) Polyacrylamidgel und detektiert mit dem priméren
Antiserum Anti-polyHistidin und dem sekundéren Antiserum Anti-Mouse IgG Alkalische Phosphatase Konjugat. Zur
Farbung wurde das Substrat NBT/BCIP verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA).

Bahn 1: pYES, Bahn 2: pYES-[P1] (8 h exprimiert), Bahn 3: pYES-[P1] (24 h exprimiert), Bahn 4: pET-[P1], Bahn 5:
pET, Bahn 6: Viruspartikel FgPH1 VI, Bahn 7: Polysomen FgPH1 VI, Bahn 8: Gesamt-Protein FgPH1 VF, Bahn 9:
Gesamt-Protein FgPH1 VI

Das Protein P1 ohne His-Tag hat ein berechnetes Molekulargewicht von 127 kDa. Nach
einer Expression von 8 h in S. cerevisiae ist deutlich eine spezifische Bande bei etwa
130 kDa zu erkennen, die somit mit dem berechneten Molekulargewicht fiir das Protein
mit Tag von 129 kDa iibereinstimmt (Abbildung 16, Bahn 2). Daneben gibt es vier
weitere spezifische Banden zwischen 120 kDa und 100 kDa sowie eine Bande bei etwa
50 kDa. Nach 24 h ist die Bande bei etwa 130 kDa nicht zu erkennen, jedoch wurde die
Bande bei etwa 100 kDa sowie die kleinere Bande bei 50 kDa ebenfalls detektiert
(Abbildung 16, Bahn 3).

Die Expression in E. coli nach 2 h zeigt ebenfalls eine spezifische Bande bei 129 kDa
(Abbildung 16, Bahn 4). Bei dieser Probe ist jedoch auch eine spezifische Bande mit
einem Molekulargewicht von etwa 100 kDa, wie bei den P1-exprimierenden Proben aus

S. cerevisiae, zu detektieren.
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Weder in virusfreiem noch virusinfiziertem F. graminearum FgPH1 oder den daraus
extrahierten Viruspartikeln (2.2.1.5) und Polysomen (2.2.1.6) konnte erwartungsgemaf?
eine Bande mit dem spezifischen Antiserum Anti-polyHistidin detektiert werden
(Abbildung 16, Bahn 6-9).

Da sich eine Detektion mit dem Antiserum Anti-polyHistidin in F. graminearum in keinem
Fall als moglich herausgestellt hat, konnte kein Nachweis des Proteins P1 in den F.

graminearum-Mutanten erbracht werden.

3.3.2.2 Expression von Protein P2 in Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae

und Fusarium graminearum

Das heterolog exprimierte Protein P2 ist am N- und am C-Terminus mit je einem His-Tag
fusioniert. Detektiert wurde das Protein mit dem Antiserum AK-PZN und dem

sekundaren Antiserum Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat (2.1.4).

Das Protein P2 hat ein berechnetes Molekulargewicht von 94 kDa und wird zum Einbau
in den Partikel auf ein Molekulargewicht von etwa 62 kDa prozessiert, nachweisbar in
viralen Partikel-Extraktionen (Abbildung 18, Bahn 3). Das heterolog exprimierte Protein
hat auf Grund der His-Tags und des N-terminalen S-Tags ein berechnetes

Molekulargewicht von etwa 102 kDa.

130kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa

40 kDa

S. cerevisiae

Abbildung 17: Expression von P2 in S. cerevisiae (A) und E. coli (B), aufgetrennt iiber ein 10 % (w/v)
Polyacrylamidgel, detektiert mit dem primaren Antiserum AK-PZN und dem sekundédren Antiserum Anti-Rabbit IgG
Alkalische Phosphatase Konjugat. Zur Farbung wurde das Substrat NBT/BCIP verwendet. Molekulargewichtsstandard:
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA).

A: Bahn 1: pYES-[P2] (8 h exprimiert), Bahn 2: pYES-[P2] (24 h exprimiert); Bahn 3: pYES

B: Bahn 1: pET-[P2], Bahn 2: pET

Nach einer Expression von 8 h nach Induktion in S. cerevisiae sind deutlich vier

spezifische Banden zu erkennen, wobei die mit der grofdten Masse bei etwa 85 kDa liegt
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(Abbildung 17A, Bahn 1). Banden mit identischem Molekulargewicht sind 24 h nach
Induktion ebenfalls vorhanden (Abbildung 17A, Bahn 2).

Die Expression in E. coli 2 h nach Induktion zeigt mehrere spezifische Banden, wobei die
mit der grofiten Masse etwa 85 kDa aufweist (Abbildung 17B, Bahn 1). Auch fiinf

unspezifische Banden sind zu erkennen.

130kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa

40 kDa

Abbildung 18: Expression von P2 in F. graminearum sowie Gesamtextrakt, Polysomen und Viruspartikel aus
virusinfiziertem F. graminearum, aufgetrennt iiber ein 10 % (w/v) Polyacrylamidgel und detektiert mit dem primaren
Antiserum AK-P2N und dem sekundidren Antiserum Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat. Zur Farbung
wurde das Substrat NBT/BCIP verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to
180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA).

Bahn 1: FgPH1-AlcA-P2.8, Bahn 2: FgPH1-AlcA-P2.9, Bahn 3: Virusreinigung FgPH1 VI, Bahn 4: Polysomen FgPH1 VI,
Bahn 5: Gesamt-Protein FgPH1 VF, Bahn 6: Gesamt-Protein FgPH1 VI

Die Expression von P2 in der Pilz-Transformande FgPH1-AlcA-P2.8 (Abbildung 18, Bahn
1) zeigen sich zwei spezifische Banden. Die grofdere der beiden Banden hat ein
Molekulargewicht von etwa 100 kDa wahrend die kleinere etwa 65 kDa aufweist
(Abbildung 18, Bahn 1). Im Extrakt der Transformande FgPH1-AlcA-P2.9 konnten nur
Banden detektiert werden, die auch in der Negativkontrolle vorkommen (Abbildung 18,
Bahn 2).

Die 65 kDa Bande des Partikels (Abbildung 18, Bahn 3) ist auch im infizierten
Gesamtextrakt (Abbildung 18, Bahn 6), jedoch nicht im nicht infizierten Myzel
(Abbildung 18, Bahn 5) zu finden. Im infizierten Myzel zeigt sich zusatzlich eine starke
Doppelbande zwischen 100 und 130 kDa, die auch in der Polysomenreinigung

(Abbildung 18, Bahn 4) vorhanden ist.

3.3.2.3 Expression von Protein P3 in Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae

und Fusarium graminearum

Das heterolog exprimierte Protein P3 ist am N- und am C-Terminus mit je einem His-Tag
fusioniert und hat eine berechnete Grofde von 101 kDa. Detektiert wurde mit dem

Peptidantiserum AK-P3N und dem polyklonalen Antiserum AS0115, das gegen Partikel
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gerichtet ist und nur P3 erkennt, sowie dem sekunddren Antiserum Anti-Rabbit IgG

Alkalische Phosphatase Konjugat (2.1.4).

180kDa 180 kDa
130kDa 130kDa

100 kDa 100 kDa

70 kDa 70 kDa

55 kDa

S. cerevisiae FE graminearum

Abbildung 19: Expression von P3 in S. cerevisiae und E. coli sowie Gesamtextrakt, Polysomen und Viruspartikel aus
virusinfiziertem F. graminearum, aufgetrennt iiber ein 10 % (w/v) Polyacrylamidgel und detektiert mit dem priméren
Antiserum AK-P3N und dem sekundiren Antiserum Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat. Zur Farbung
wurde das Substrat NBT/BCIP verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to
180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA).

A: Bahn 1: pYES, Bahn 2: pYES-[P3] (8 h exprimiert), Bahn 3: pYES-[P3] (24 h exprimiert), Bahn 4: Virusreinigung
FgPH1 VI, Bahn 5: Polysomen FgPH1 VI, Bahn 6: Gesamt-Protein FgPH1 VF, Bahn 7: Gesamt-Protein FgPH1 VI

B: Bahn 1: pET-[P3], Bahn 2: pET

Das Protein P3 ohne Tags hat ein errechnetes Molekulargewicht von 93 kDa. Zwei
spezifische Banden bei etwa 110 kDa und 95 kDa wurden in Polysomen (Abbildung 194,
Bahn 5) und Gesamtextrakt von FgPH1 VI (Abbildung 194, Bahn 7), jedoch nicht im
nicht infizierten Myzel (Abbildung 194, Bahn 6) mit dem Antiserum AK-P3N detektiert.
Im Partikel sind drei Banden zu erkennen. Zwei Banden sind bei etwa 70 kDa und
68 kDa, eine weitere Bande bei etwa 60 kDa, die allerdings nicht immer detektiert
werden konnte, nachweisbar (Abbildung 194, Bahn 4).

Nach einer Expression von 8 h in S. cerevisiae ist deutlich eine spezifische Bande mit
einem Molekulargewicht von etwa 120 kDa und eine unspezifische Bande von 100 kDa
zu erkennen (Abbildung 19A, Bahn 2). Nach 24 h ist die Bande von etwa 120 kDa
schwacher, aber immer noch deutlich erkennbar (Abbildung 194, Bahn 3).

Die Expression in E. coli nach 2 h zeigt eine spezifische Bande bei etwa 110 kDa
(Abbildung 19B, Bahn 1). Auch eine kleinere, scheinbar unspezifische Bande bei etwa
100 kDa ist zu erkennen. Obwohl in diesem Falle keine entsprechende Bande in der
Negativkontrolle (Abbildung 19B, Bahn 2) zu erkennen ist, wurde diese bei weiteren

Blots mit E. coli-Extrakten bereits beobachtet (nicht gezeigt).
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Abbildung 20: Expression von P3 in F. graminearum sowie Gesamtextrakt, Polysomen und Viruspartikel aus
virusinfiziertem F. graminearum, aufgetrennt iiber ein 10 % (w/v) Polyacrylamidgel und detektiert mit dem priméren
Antiserum AS0115 und dem sekundaren Antiserum Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat. Zur Farbung
wurde das Substrat NBT/BCIP verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to
180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA).

Bahn 1: FgPH1-AlcA-P3.7, Bahn 2:FgPH1-AlcA-P3.11, Bahn 3: FgPH1-AlcA-P3.27, Bahn 4: Fg8/1-AGluA-P3.5, Bahn 5:
Virusreinigung FgPH1 VI, Bahn 6: Polysomen FgPH1 VI, Bahn 7: Gesamt-Protein FgPH1 VF, Bahn 8: Gesamt-Protein
FgPH1 VI

Die Expression von P3 in den Transformanden FgPH1-AlcA-P3.7, FgPH1-AlcA-P3.11 und
FgPH1-AlcA-P3.27 zeigt bei Detektion mit dem polyklonalen Antiserum AS0115 deutlich
eine spezifische Bande mit einem Molekulargewicht von etwa 110 kDa (Abbildung 204,
Bahn 1-3). Alle weiteren Banden sind unspezifisch. Im Extrakt der Transformande
Fg8.1-AGluA-P3.5 konnte keine spezifische Bande detektiert werden (Abbildung 20A,
Bahn 4).

Zur Untersuchung ob es am C-Terminus von P3 zu Prozessierungen kommt, wurde das
P3-Gen mit eGFP fusioniert und in S. cerevisiae, E. coli und F. graminearum exprimiert.
Neben dem C-terminalen eGFP weist das Fusionsprotein jeweils einen His-Tag am C-
und am N-Terminus auf. Detektiert wurde mit den polyklonalen Antiseren Anti-GFP,
Anti-poly-Histidin und dem Peptidantiserum AK-P3N sowie den sekundiren Antiseren
Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat und Anti-Mouse IgG Alkalische
Phosphatase Konjugat (2.1.4). Erwartet wurde ein Fusionsprotein mit einem

Molekulargewicht von etwa 128 kDa.
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Abbildung 21: Expression von P3eGFP-C in S. cerevisiae, E. coli und F. graminearum, aufgetrennt iiber ein 10 % (w/v)
Polyacrylamidgel. Zur Farbung wurde das Substrat NBT/BCIP verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™
Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA).

A: Bahn 1: pYES, Bahn 2: pYES-[P3eCFP-C], Bahn 3: pET, Bahn 4: pET-[P3eGFP-C]; primares Antiserum: Anti-
polyHistidin, sekundares Antiserum: Anti-Mouse IgG Alkalische Phosphatase Konjugat

B: Bahn 1: pYES, Bahn 2: pYES-[P3eCFP-C], Bahn 3: pET, Bahn 4: pET-[P3eGFP-C]; primdres Antiserum: Anti-GFP,
sekundares Antiserum: Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat

C: Bahn 1: Viruspartikel FgPH1 VI, Bahn 2: Gesamt-Protein FgPH1 VF, Bahn 3: FgPH1-AlcA-P3eGFP-C.1, Bahn 4:
FgPH1-AlcA-P3eGFP-C.2; primédres Antiserum: AS0115 sekunddres Antiserum: Anti-Rabbit IgG Alkalische
Phosphatase Konjugat

Bei der Expression in S. cerevisiae und E. coli konnten durch die Detektion mit dem
Antiserum Anti-polyHistidin jeweils zwei spezifische Banden detektiert werden. Die
grofdere der beiden Banden hat ein Molekulargewicht von etwa 120 kDa und die
kleinere ist etwa 90 kDa schwer (Abbildung 21A, Bahn 2 und 4). Bei einer Detektion mit
dem Antiserum Anti-GFP wurde jeweils eine Bande mit einer Grofse von etwa 120 kDa
gezeigt (Abbildung 21B, Bahn 2 und 4). Es konnte keine Bande der Groéfle 90 kDa
nachgewiesen werden.

Bei der Analyse der Expression von P3eGFP-C in F. graminearum konnte in den
Transformanden FgPH1-AlcA-P3eGFP-C.1 und FgPH1-AlcA-P3eGFP-C.2 mit dem
Antiserum AS0115 jeweils eine spezifische Bande mit einer Grofde von knapp unter

100 kDa nachgewiesen werden (Abbildung 21C, Bahn 2-4).

82



Ergebnisse

3.3.2.4 Expression von Protein P4 in Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae

und Fusarium graminearum

Das heterolog exprimierte Protein P4 ist am N- und am C-Terminus mit je einem His-Tag
fusioniert. Detektiert wurde mit dem Peptidantiserum AK-P4N und dem sekundaren
Antiserum Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat (2.1.4).

Das Protein P4 hat ein errechnetes Molekulargewicht von 91 kDa, welches in Polysomen
und Gesamtextrakt von FgPH1 VI nachweisbar ist (Abbildung 22, Bahn 7 und 9). Im
Viruspartikel ist P4 nicht nachweisbar. Es ist somit ein Nichtstrukturprotein (Abbildung
22, Bahn 6). Das hier exprimierte Protein hat auf Grund der His-Tags und des S-Tags ein

berechnetes Molekulargewicht von etwa 97 kDa.

180 kDa
130 kDa

100 kDa

70 kDa

55 kDa

S. cerevisiae FE graminearum

Abbildung 22: Expression von P4 in S. cerevisiae und E. coli sowie Gesamtextrakt, Polysomen und Viruspartikel aus
virusinfiziertem F. graminearum, aufgetrennt tiber ein 10 % (w/v) Polyacrylamidgel und detektiert mit dem primaren
Antiserum AK-P4N und dem sekundadren Antiserum Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat. Zur Farbung
wurde das Substrat NBT/BCIP verwendet. Molekulargewichtsstndard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to
180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA).

Bahn 1: pYES, Bahn 2: pYES-[P4] (8 h exprimiert), Bahn 3: pYES-[P4] (24 h exprimiert), Bahn 4: pET-[P4], Bahn 5: pET,
Bahn 6: Virusreinigung FgPH1 VI, Bahn 7: Polysomen FgPH1 VI, Bahn 8: Gesamt-Protein FgPH1 VF, Bahn 9: Gesamt-
Protein FgPH1 VI

Nach einer Expression von 8 h in S. cerevisiae sind deutlich mehrere spezifische Banden
zu erkennen, wobei die grofdte ein Molekulargewicht von etwa 115 kDa hat (Abbildung
22, Bahn 2) hat. Nach 24 h sind diese Banden in gleicher Starke erkennbar (Abbildung
22, Bahn 3).

Die Expression in E. coli nach 2 h zeigt eine spezifische Bande bei etwa 110 kDa sowie

eine unspezifische Bande bei etwa 65 kDa (Abbildung 22, Bahn 4).

Zur Untersuchung ob es bei P4 zu Prozessierungen kommt, wurde das P4-Gen mit eGFP

N-terminal fusioniert und in S. cerevisiae, E. coli und F. graminearum exprimiert. Dariiber
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hinaus hat das eGFP-P4 Fusionsprotein einen His-Tag am C-Terminus und einen His-Tag
sowie einen S-Tag am N-Terminus. Detektiert wurde mit dem polyklonalen Antiserum
Anti-GFP, den monoklonalen Antiserum S-Tag und dem Peptidantiserum AK-P4N sowie
dem sekunddren Antiserum Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat (2.1.4).
Erwartet wurde ein Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 123 kDa.

Bei der Expression in S. cerevisiaze konnte mit dem Peptidantiserum AK-P4N bei
P4eGFP-N eine spezifische Bande mit einem Molekulargewicht von etwa 110 kDa
(Abbildung 23A, Bahn 2) detektiert werden. Eine spezifische Bande mit etwa 110 kDa
lasst sich auch bei Detektion mit den spezifischen Antiseren Anti-GFP (Abbildung 23D,
Bahn 2) und S-Tag (Abbildung 23E, Bahn 2) finden.

Bei der Expression von P4eGFP-N in E. coli konnte ebenfalls stets eine spezifische Bande
mit einem Molekulargewicht von etwa 110 kDa nachgewiesen werden, gleichgiiltig

welches Antiserum verwendet wurde (Abbildung 234, C-D, jeweils Bahn 4).

Die Expression von P4eGFP-N in F. graminearum zeigt eine Vielzahl spezifischer Banden
bei der Detektion mit dem Peptidantiserum AK-P4N; eine Doppelbande bei etwa 170
kDa, eine Bande bei etwa 130 kDa und eine bei etwa 120 kDa (Abbildung 23B, Bahn 2)
wurden detektiert. Bei der Detektion mit dem polyklonalen Antiserum Anti-GFP zeigte
sich eine spezifische Bande mit einem Molekulargewicht von etwa 130 kDa (Abbildung
23(C, Bahn 6) und bei einer Detektion mit dem Antiserum S-Tag zeigte sich keine Bande

(Abbildung 23E, Bahn 6).
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Abbildung 23: Expression von P4eGFP-N in S. cerevisiae, E. coli und F. graminearum, aufgetrennt iiber ein 10 % (w/v)
Polyacrylamidgel. Zur Farbung wurde das Substrat NBT/BCIP verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™
Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA). Das sekundére Antiserum ist stets mit einer
Alkalischen Phosphatase gekoppelt.

A: Bahn 1: pYES, Bahn 2: pYES-[P4eGFP-N], Bahn 3: pET, Bahn 4: pET-[P4eGFP-N]; primdres Antiserum: AK-P4N,
sekundares Antiserum: Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat

B: Bahn 1: FgPH1 VF, Bahn 2: FgPH1-AlcA-P4eGFP-N; primares Antiserum: AK-P4N, sekundires Antiserum: Anti-
Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat

C: Bahn 1: pYES, Bahn 2: pYES-[P4eGFP-N], Bahn 3: pET, Bahn 4: pET-[P4eGFP-N], Bahn 5: FgPH1 VF, Bahn 6: FgPH1-
AlcA-P4eGFP-N; primdres Antiserum: Anti-GFP, sekundires Antiserum: Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase
Konjugat

D: Bahn 1: pYES, Bahn 2: pYES-[P4eGFP-N], Bahn 3: pET, Bahn 4: pET-[P4eGFP-N], Bahn 5: FgPH1 VF, Bahn 6: FgPH1-
AlcA-P4eGFP-N; priméres Antiserum: S-Tag, sekundéres Antiserum: Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat
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3.3.2.5 Expression von Protein P5 in Escherichia coli und Saccharomyces

cerevisiae

Das heterolog exprimierteProtein P5 wurde mit dem Peptidantiserum AK-P5N und dem
sekunddren Antiserum Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat (2.1.4)
detektiert.

Das Protein P5 hat ein errechnetes Molekulargewicht von 96 kDa. Im Polysomen
(Abbildung 24, Bahn 7) und Gesamtextrakt (Abbildung 24, Bahn 9) von FgPH1 VI ist eine
Bande bei etwa 110 dDa nachweisbar. Dariiber hinaus kénnen im Gesamtextrakt von
FgPH1 VI mehrere Banden im Bereich von etwa 130 kDa nachgewiesen werden
(Abbildung 24, Bahn 9). Im Viruspartikel ist P5 nicht nachweisbar. Es ist damit ein
Nichtstrukturprotein (Abbildung 24, Bahn 6). Das heterolog exprimierte Protein hat auf
Grund des His- und S-Tags am N-Terminus ein berechnetes Molekulargewicht von etwa
102 kDa.

Nach einer Induktion von 8 h in S. cerevisiae ist deutlich eine spezifische Doppelbande
bei etwa 130 kDa zu erkennen (Abbildung 24, Bahn 2), die nach einer Induktion von
24 h noch sehr schwach sichtbar ist (Abbildung 24, Bahn 3).

Die Expression in E. coli nach 2 h Induktion zeigt zwei spezifische Banden, die grofiere
Bande ist etwas kleiner als 130 kDa wahrend die kleinere Bande ein Molekulargewicht

von etwa 115 kDa hat (Abbildung 24, Bahn 4).

180kDa
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55 kDa
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Abbildung 24: Expression von P5 in S. cerevisiae und E. coli sowie Gesamtextrakt, Polysomen und Viruspartikel aus
virusinfiziertem F. graminearum, aufgetrennt iiber ein 10 % (w/v) Polyacrylamidgel und detektiert mit dem priméren
Antiserum AK-P5N und dem sekundéren Antiserum Anti-Rabbit IgG Alkalische Phosphatase Konjugat. Zur Farbung
wurde das Substrat NBT/BCIP verwendet. Molekulargewichtsstandard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to
180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA).

Bahn 1: pYES, Bahn 2: pYES-[P5] (8 h exprimiert), Bahn 3: pYES-[P5] (24 h exprimiert), Bahn 4: pET-[P5], Bahn 5:
pET, Bahn 6: Virusreinigung FgPH1 VI, Bahn 7: Polysomen FgPH1 VI, Bahn 8: Gesamt-Protein FgPH1 VF, Bahn 9:
Gesamt-Protein FgPH1 VI

86



Ergebnisse

3.4 Untersuchung der viralen Proteine P1 bis P5, exprimiert

in E. coli und S. cerevisiae, auf Protease-AKtivitit

Viele Viren kodieren eine Protease, sodass die viralen Proteine autoproteolytisch oder
wechselseitig prozessiert werden konnen. Zur Uberpriifung, ob auch FgV-ch9 eine
Protease kodiert, wurde das Protease-Assay-Kit der Firma Calbiochem (USA) verwendet
(2.2.3.4). Es ist spezifisch darauf ausgelegt ein breites Spektrum an Proteasen zu
detektieren. Sind Proteasen in der Probe vorhanden, verursachen diese einen

Farbumschwung, der direkt proportional zur Proteaseaktivitat ist.

Die nativ extrahierten Gesamtextrakte (2.2.3.1) der E. coli- sowie S. cerevisiae-
Expressionsmutanten wurden in diesem Kit eingesetzt. Die statistische Auswertung
(2.2.5.4) erfolgte unter Anwendung einer einfaktoriellen ANOVA mit angeschlossenem

Post-Hoc-Test (Bonferroni-Holm).
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Abbildung 25: Proteaseaktivitit in Gesamtextrakten der E. coli- und S. cerevisiae-Mutanten, die eines der Proteine
von FgV-ch9 (P1-P5) exprimieren. Die Positivkontrolle PK wurde vom Hersteller bereitgestellt.

Die statistische Signifikanz, bezogen auf die Pufferkontrolle, wurde unter Anwendung einer einfaktoriellen ANOVA
mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Bonferroni-Holm) gepriift: ****P<0,0001; Fehlerbalken: Standardabweichung;
n=3

Der Protease-Assay zeigte, dass unter den Testbedingungen des Kits keines der Extrakte,
weder aus E. coli, noch aus S. cerevisiae, einen Farbumschlag, und damit Protease-
Aktivitat, aufwies. Einzig bei der Positivkontrolle konnte eine deutliche Zunahme der

Farbintensitat detektiert werden (Abbildung 25).

87



Ergebnisse

3.5 Charakterisierung der Transformanden zur Expression

der fiinf ORFs von FgV-ch9 in Fusarium graminearum

Bei der Charakterisierung von Fusarium-Transformanden wurden verschiedene
Aspekte der Virulenz genauer beleuchtet. So wurde die Infektiositit auf Ahren der
Wirtspflanze Triticum aestivum (2.1.1.3) sowie die Bildung von Infektionsstrukturen
(3.5.3.2) betrachtet. Dariiber hinaus wurde die sexuelle (3.5.5) und asexuelle (3.5.4)
Fortpflanzung sowie die Resistenz gegen ausgewahlte abiotische Stressfaktoren (3.5.1)

analysiert.

3.5.1 Wachstumstests auf CM-Medium unter Normal- und unter

Stressbedingungen

Das Wachstum unterschiedlicher F. graminearum-Mutanten und -Stamme wurde unter
Normalbedingungen (CM-Festmedium; 2.1.5) sowie unter osmotischem (0,8 M, 1,2 M
und 1,5M NaCl; 2.2.4.1) und oxidativem (10 mM, 15 mM und 20 mM H:0; 2.2.4.1)
Stress untersucht. Fiir die Analyse von Mutanten, die unter der Kontrolle des AlcA-
Promotors exprimieren, wurde zur Induktion L-Threonin beigefiigt (CM-Induktions-
Festmedium; 2.1.5). In die Mitte der jeweiligen Platte wurde ein Myzelblock gesetzt und
nach 3 Tagen Inkubation bei 28° C wurde der Wachstumsphanotyp dokumentiert und
vermessen (2.2.4.1).

Die statistische Auswertung (2.2.5.4) erfolgte unter Anwendung einer einfaktoriellen

ANOVA mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Bonferroni-Holm).

3.5.1.1 Vergleich des Wachstums der virusinfizierten Fusarium graminearum-

Stimme FgCh9 und FgPH1 unter Normal- und Stressbedingungen

Das Wachstum des F. graminearum-Stammes FgCh9 (2.1.1.2), infiziert mit einem hohen
(HT) und einem niedrigen (LT) Virustiter von FgV-ch9, wurde mit dem des
Laborstammes FgPH1-GFP (2.1.1.2), virusfrei (VF) und infiziert mit hohem Virustiter
(VI) von FgV-ch9, verglichen. Dabei wurde das Wachstum unter Normalbedingungen

(2.2.1.1) sowie unter osmotischem und oxidativem Stress (2.2.4.1) betrachtet.

88



Ergebnisse

OmM 10mM

B

=
o
]

PH1VI

osmotischer Stress oxidativer Stress

)

50,00
40,00 -

30,00

= ' =
- K a — = =
: : I : 20,00
i Il i |0 I HAREERCH
CMAR RN CHRN CHAN |° oo CHENCNSR CREN CHAR
0 08 12 15 0 10 5 20

Konzentration NaCl [M) Konzentration H;0; [mM]

Durchmesser [mm)

PHIVF mPH1VI m(nSLT mChSHT PHIVF mPH1VI mChOLT mCh9HT

Abbildung 26: Wachstumstest der F. graminearum-Stimme Ch9 (HT und LT) und FgPH1-GFP (VI und VF) unter
Stressbedingungen. Vergleich des typischen Phadnotyps und Darstellung des mittleren Durchmessers der Kolonien.
CM-Festmedium; 3 dpi

A: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgelost durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl

B: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgelost durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H20:2

C: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

D: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H202; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

In Abbildung 26A ist eine durchschnittliche Auswahl der Kolonien unter osmotischem
Stress abgebildet. Deutlich zu erkennen ist die signifikante Wachstumsreduktion
zwischen virusfreiem, bzw. gering infiziertem Myzel und stark infiziertem Myzel. Auch
die Messung des Durchmessers der Kolonien (Abbildung 26C) bestdtigt diese
Beobachtung. Eine 3 Tage alte Kolonie von FgPH1-GFP VF hat einen durchschnittlichen
Durchmesser von 40 mm, wahrend eine Kolonie von FgPH1-GFP VI durchschnittlich
11,5 mm aufweist, eine Reduktion von etwa 70 %. Eine durchschnittliche Kolonie von
FgCh9 LT hat ebenfalls einen Durchmesser von 40 mm, wahrend die Kolonien von

FgCh9 HT durchschnittlich 16,5 mm zeigen, also eine Reduktion von etwa 60 %.
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Bei einer Zugabe von 0,8 M NaCl lasst sich bei allen Stimmen, aufier FgCh9 LT, ein
signifikanter Anstieg des Durchmessers erkennen. FgCh9 LT hingegen zeigt eine
signifikante Abnahme von 11 %. Steigt die Konzentration an NaCl weiter, so weisen alle
Stamme eine signifikante Wachstumsabnahme auf.

Eine durchschnittliche Auswahl von Kolonien unter oxidativem Stress ist in Abbildung
26B dargestellt. Die Stamme FgCh9 LT und FgPH1-GFP VF weisen beide eine signifikante
Abnahme des Wachstums bei Zugabe von H20:; auf. Der Vergleich des mittleren
Durchmessers der Kolonien unterstreicht diese Aussage (Abbildung 26D). Bei der
maximalen H;02-Konzentration von 20mM zeigen beide Stdmme eine
Wachstumsreduktion von etwa 38 %. Im Vergleich miteinander zeigen beide Stimme
ohne oder mit geringem Virustiter keinen signifikanten Unterschied in ihrem Wachstum.
Werden diese beiden Stimme mit den stark virusinfizierten Stammen FgCh9 HT und
FgPH1-GFP VI verglichen, fillt auf, dass beide Stamme bereits bei Zugabe von 10 mM
H20; nahezu kein Wachstum mehr zeigen (Abbildung 26).

3.5.1.2 Wachstumstest der P1l-Expressionsmutanten unter Normal- und

Stressbedingungen (osmotisch und oxidativ)

Das Wachstum der F. graminearum-Transformanden FgPH1-AlcA-P1.6 und FgPH1-AlcA-
P1.10 wurde unter Normalbedingungen (2.2.1.1) sowie unter osmotischem und
oxidativem Stress (2.2.4.1) untersucht. Dafiir wurde CM-Induktions-Festmedium (2.1.5)

verwendet.

Die beiden Transformanden FgPH1-AlcA-P1.6 und FgPH1-AlcA-P1.10 unterscheiden
sich weder unter Normal- noch unter Stressbedingungen signifikant vom Kontrollstamm
FgPH1-GFP VF, wie in der Zusammenstellung des Plattentests (Abbildung 27A und B)
und der Darstellung der mittleren Durchmesser der Kolonien (Abbildung 27C und D)
deutlich wird.

Allerdings lasst sich die Wachstumszunahme bei Kolonien, die auf CM-Festmedium mit
0,8 M NaCl gewachsen sind (Abbildung 26), auf CM-Induktions-Festmedium nicht
wiederfinden (Abbildung 27). Generell war das Wachstum auf L-Threonin-haltigen
Platten gesteigert. Der Durchmesser von FgPH1-GFP VF, gewachsen auf CM-Induktions-
Festmedium, ist um etwa 78 % gegeniiber den auf CM-Festmedium gewachsenen

Kolonien gesteigert. Bei FgPH1-GFP VI sind es etwa 48 %.
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Abbildung 27: Wachstumstest der F. graminearum-Transformanden FgPH1-AlcA-P1.6 und FgPH1-AlcA-P1.10 im
Vergleich zu den Kontrollstaimmen FgPH1-GFP VF und FgPH1-GFP VI unter Stressbedingungen. CM-Induktions-
Festmedium; 3 dpi

A: Vergleich des Phidnotyps der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl

B: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H20:

C: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

D: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H202; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

3.5.1.3 Wachstumstest der P2-Expressionsmutanten unter Normal- wund

Stressbedingungen (osmotisch und oxidativ)

Das Wachstum der F. graminearum-Transformanden FgPH1-AlcA-P2.8 und FgPH1-AlcA-
P2.9 sollte unter Normalbedingungen (2.2.1.1) sowie unter osmotischem und
oxidativem Stress (2.2.4.1) untersucht werden. Dabei wurde CM-Induktions-

Festmedium (2.1.5) verwendet.
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Abbildung 28: Wachstumstest der F. graminearum-Transformanden FgPH1-AlcA-P2.8 und FgPH1-AlcA-P2.9 im
Vergleich zu den Kontrollstimmen FgPH1-GFP VF und FgPH1-GFP VI unter Stressbedingungen. CM-induktions-
Festmedium; 3 dpi

A: Vergleich des Phidnotyps der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl

B: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H202

C: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

D: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H:03; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

P2.8 und FgPH1-AlcA-P2.9 im Wachstumstest (Abbildung 28) fallt auf, dass diese im
Vergleich zum Kontrollstamm FgPH1-GFP VF ein signifikant verstarktes Wachstum
zeigen (etwa 10 %). Unter osmotischem Stress zeigt sich diese Verstarkung noch durch
eine geringere Reduktion des Wachstums bis 0,8 M NaCl, bei hoheren Konzentrationen
reduziert sich das Wachstum im gleichen Mafie wie beim Kontrollstamm (Abbildung
28A und C).

Werden die Transformanden FgPH1-AlcA-P2.8 und FgPH1-AlcA-P2.9 oxidativem Stress
durch steigende H202-Konzentrationen ausgesetzt, so zeigt sich, dass deren Wachstum

im Vergleich zum Kontrollstamm FgPH1-GFP VF signifikant stirker reduziert wird
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(Abbildung 28B). So reduziert sich das Wachstum bei 10 mM H202 um etwa 11 %, bei
15 mM um 24 % und bei 20 mM um etwa 10 % (Abbildung 28D).

3.5.1.4 Wachstumstest der P3-Expressionsmutanten unter Normal- und

Stressbedingungen (osmotisch und oxidativ)

Das Wachstum der F. graminearum-Transformanden FgPH1-AlcA-P3.11 und FgPH1-
AlcA-P3.27 sowie der Transformande Fg8.1-AGluA-P3.5, die sich in dem Hintergrund
des Laborstammes Fg8.1 befindet, sollte unter Normalbedingungen (2.2.1.1) sowie
unter osmotischem und oxidativem Stress (2.2.4.1) untersucht werden. Dabei wurde
CM-Induktions-Festmedium (2.1.5) fiir die Transformanden im FgPH1-Hintergrund
verwendet und CM-Festmedium (2.1.5) fiir die im Fg8.1-Hintergrund.

Die F. graminearum-Transformanden FgPH1-AlcA-P3.11 und FgPH1-AlcA-P3.27 weisen
unter Normalbedingungen (CM-Festmedium (2.1.5)) eine hoch signifikante Reduktion
des Wachstums um etwa 20 % im Vergleich zum Kontrollstamm FgPH1-GFP VF auf. Dies
wird in der Zusammenstellung typischer Kolonien der Transformanden (Abbildung 29A
und B) sowie durch die Darstellung der mittleren Durchmesser der Kolonien (Abbildung
29C und D) deutlich. Auffallig ist aufderdem, dass im mittleren Bereich der Kolonien, wo
sich das altere Myzel befindet, verstarkte Luftmyzelbildung beobachtet werden kann
(siehe z.B. FgPH1-AlcA-P3.11, 0 M NaCl; Abbildung 29A).

Unter osmotischem Stress ist die Reduktion des Wachstums der Transformanden
signifikant starker als beim Kontrollstamm (Abbildung 29A). Bei einer Zugabe von 0,8 M
NaCl ist das Wachstum um etwa 35 % reduziert und bei 1,2 M NaCl um 44 %. Bei einer
Zugabe von 1,5 M NaCl sind es 33 %, sodass der Phanotyp der Mutante eher dem des
virusinfiziertem Kontrollstammes FgPH1-GFP VI entspricht als dem des virusfreien
Stammes (Abbildung 29C).

Unter oxidativem Stress ist die Reduktion der Transformanden ebenfalls signifikant
starker als beim Kontrollstamm (Abbildung 29B). Bei einer Zugabe von 10 mM H;0; ist
die Reduktion um etwa 13 % starker, bei 15 mM H20- sind es etwa 35 % und bei 20 mM
H202 etwa 55 % (Abbildung 29D).
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Abbildung 29: Wachstumstest der F. graminearum-Transformanden FgPH1-AlcA-P3.11 und FgPH1-AlcA-P3.27 im
Vergleich zu den Kontrollstimmen FgPH1-GFP VF und FgPH1-GFP VI unter Stressbedingungen. CM-Induktions-
Festmedium; 3 dpi

A: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl

B: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgel6st durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H202

C: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

D: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H202; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

Die F. graminearum-Transformande Fg8.1-AGluA-P3.5 weist unter Normalbedingungen
eine signifikante Reduktion des Wachstums um 28 % im Vergleich zum Kontrollstamm
Fg8.1 VF auf (Abbildung 30). Auch die signifikante Erhéhung des Wachstums bei Zugabe
von 0,8 M NaCl in CM-Festmedium im Vergleich zur Anzucht unter Normalbedingungen,
wie es bereits beim Vergleich von FgCh9 und FgPH1 (3.5.1.1) beobachtet wurde, konnte

hier festgestellt werden.
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Abbildung 30: Wachstumstest der F. graminearum-Transformande Fg8/1-AGluA-P3.5 im Vergleich zum
Kontrollstamm Fg8/1 VFI unter Stressbedingungen. CM-Festmedium; 3 dpi

A: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgelost durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl

B: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgelost durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H20:

C: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

D: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H20z2; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

Unter osmotischem Stress ist eine Tendenz zu erkennen, dass die Transformande Fg8.1-
AGIuA-P3.5 ein leicht reduziertes Wachstum im Vergleich zum Kontrollstamm aufweist
(Abbildung 30A). Dabei ist bei einer Zugabe von 1,5 M NaCl die signifikante Reduktion
im Vergleich zum Kontrollstamm mit etwa 13 % am ausgepragtesten (Abbildung 30C).

Unter oxidativem Stress ist ebenfalls eine Tendenz zu erkennen, dass das Wachstum der
Transformande Fg8.1-AGluA-P3.5 im Vergleich zum Kontrollstamm weiter reduziert ist
(Abbildung 30B). Dabei ist bei einer Zugabe von 15 mM H20: die signifikante Reduktion
im Vergleich zum Kontrollstamm mit etwa 22 % am ausgepragtesten (Abbildung 30D).
Bei einer Zugabe von 20 mM H:0:; entspricht die Reduktion wiederum der des

Kontrollstammes.

3.5.1.5 Wachstumstest der P4-Expressionsmutanten unter Normal- und

Stressbedingungen (osmotisch und oxidativ)

Das Wachstum der F. graminearum-Transformanden FgPH1-AlcA-P4.2 und FgPH1-AlcA-

P49 sollte unter Normalbedingungen (2.2.1.1) sowie unter osmotischem und
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oxidativem Stress (2.2.4.1) untersucht werden. Dabei wurde CM-Induktions-

Festmedium (2.1.5) verwendet.
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Abbildung 31: Wachstumstest der F. graminearum-Transformanden FgPH1-AlcA-P4.2 und FgPH1-AlcA-P4.9 im
Vergleich zu den Kontrollstimmen FgPH1-GFP VF und FgPH1-GFP VI unter Stressbedingungen. CM-Induktions-
Festmedium; 3 dpi

A: Vergleich des Phianotyps der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl

B: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H202

C: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

D: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H202; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

Die F. graminearum-Transformanden FgPH1-AlcA-P4.2 und FgPH1-AlcA-P4.9 zeigen
unter Normalbedingungen den gleichen Phdnotyp wie der Kontrollstamm
FgPH1-GFP VF (Abbildung 31).

Unter osmotischem Stress ist eine stark signifikante Reduktion des Wachstums der
Transformanden im Vergleich zum Kontrollstamm zu erkennen (Abbildung 31A). Dabei
ist die Reduktion des Wachstums bei einer Zugabe von 0,8 M NaCl um etwa 16 %

verstarkt, wahrend bei 1,2 M NaCl das Wachstum um weitere 41 % reduziert ist. Bei
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1,5 M NaCl sind es etwa 50 %, sodass die Kolonien mehr denen des virusinfizierten
Kontrollstammes FgPH1-GFP VI dhneln (Abbildung 31C).

Unter oxidativem Stress zeigen die Transformanden ebenfalls eine stark signifikante
Reduktion des Wachstums im Vergleich zum Kontrollstamm (Abbildung 31B). Das
Wachstum der Transformanden bei einer Zugabe von 10 mM H20: ist um etwa 29 %
vermindert. Bei einer Zugabe von 15 mM H;0; liegt eine Verringerung des Wachstums

um etwa 40 % vor, wahrend es bei 20 mM H202 etwa 38 % sind (Abbildung 31D).

3.5.1.6 Wachstumstest der P5-Expressionsmutanten unter Normal- wund

Stressbedingungen (osmotisch und oxidativ)

Das Wachstum der F. graminearum-Transformanden FgPH1-AGluA-P5.2 und FgPH1-
AGIuA-P5.6 sollte unter Normalbedingungen (2.2.1.1) sowie unter osmotischem und
oxidativem Stress (2.2.4.1) untersucht werden. Dabei wurde CM-Festmedium (2.1.5)
verwendet.

Die F. graminearum-Transformanden FgPH1-AGIuA-P5.2 und FgPH1-AGluA-P5.6 zeigen
unter Normalbedingungen eine signifikante Reduktion von etwa 10 % im Vergleich zum
Kontrollstamm FgPH1-GFP VF (Abbildung 32). Dariiber hinaus ist die Form der
Kolonien nicht vollig radial, sie wirken asymmetrisch.

Unter osmotischem Stress ist zunachst ein tendenzieller Anstieg des Wachstums im
Vergleich zum Kontrollstamm zu erkennen, der liber den bereits erwahnten Anstieg bei
Zugabe von 0,8 M NaCl hinausgeht (Abbildung 32A). Bei einer Zugabe von 1,2 M NaCl ist
ein signifikanter Anstieg des Wachstums von etwa 10 % zu erkennen, bei einer Zugabe
von 1,5 M NaCl betragt die Steigerung etwa 20 % (Abbildung 32C).

Unter oxidativem Stress zeigen die Transformanden zundchst eine Tendenz zur
Reduktion des Wachstums in Vergleich zum Kontrollstamm (Abbildung 32B). Das
Wachstum der Transformanden bei einer Zugabe von 15 mM H20; ist um etwa 15 %
vermindert, wahrend eine Zugabe von 20 mM H;0:2 zu einer Verringerung des

Wachstums um etwa 22 % fiihrt (Abbildung 32D).
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Abbildung 32: Wachstumstest der F. graminearum-Transformanden FgPH1-AGluA-P5.2 und FgPH1-AGIuA-P5.6 im
Vergleich zu den Kontrollstimmen FgPH1-GFP VF und FgPH1-GFP VI unter Stressbedingungen. CM-Festmedium;
3 dpi

A: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl

B: Vergleich des Phanotyps der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H20:2

C: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter osmotischem Stress, ausgeldst durch die Zugabe von 0,8 M, 1,2 M und
1,5 M NaCl; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

D: Mittlerer Durchmesser der Kolonien unter oxidativem Stress, ausgelést durch die Zugabe von 10 mM, 15 mM und
20 mM H202; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=6

98



Ergebnisse

3.5.2 Einfluss der viralen Proteine von FgV-ch9 in Fusarium

graminearum auf die Infektiositit auf Weizen
Es wurde liberpriift, in welchem Ausmafi die Expression der ORFs des Virus FgV-ch9 in
F. graminearum die Infektion ihres natiirlichen Wirtes, Triticum aestivum, beeinflusst.
Dazu wurde fiir Mutanten des Stammes FgPH1 mit 500 Konidien und fiir Mutanten des
Stammes Fg8.1 mit 200 Konidien ein frisch erbliihtes Ahrchen punktinokuliert und fiir
21 Tage inkubiert (2.2.4.2). Es wurde das Verhaltnis von infizierten zu nicht-infizierten
Ahrchen je Ahre betrachtet und als Infektionsstéirke bezeichnet.
Die statistische Auswertung (2.2.5.4) erfolgte unter Anwendung einer einfaktoriellen

ANOVA mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Bonferroni-Holm).
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Abbildung 33: Statistische Analyse der Infektionsstirke von Fusarium-Mutanten, die die ORFs 1-5 von FgV-ch9
exprimieren. Die Werte berechnen sich aus dem Verhiltnis von infizierten zu nicht infizierten Ahrchen innerhalb
einer Ahre und wurden zum Wildtyp FgPH1 VF in Relation gesetzt (FgPH1 VF = 1; gestrichelte Linie).

Die statistische Signifikanz, bezogen auf den Wildtyp FgPH1 VF, wurde unter Anwendung einer einfaktoriellen ANOVA
mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Bonferroni-Holm) gepriift: **P<0,01, ***P<0,001, **** P<0,0001; Fehlerbalken:
Standardabweichung; n=15

Die Schadbilder der Infektionen von P1-, P4- und P5-exprimierenden Mutanten auf
Weizen unterscheidet sich nicht signifikant von dem des Wildtyps FgPH1 VF;
durchschnittlich ergibt sich fiir P1 eine Infektionsstarke von etwa 90 % und fiir P4 eine
von etwa 85 %. Die Infektionsstarke fiir P5 entspricht der des Wildtyps (Abbildung 33).
Das Schadbild der Infektion von P2-exprimierenden Mutanten auf Weizen ist nicht so
stark ausgepragt wie beim Wildtyp. Die Infektionsstirke betragt bei den P2-
exprimierenden Mutanten etwa 75-80 % und unterscheidet sich damit signifikant vom

Wildtyp (Abbildung 33).
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Abbildung 34: Schadbilder von Weizendhren nach Infektion mit P3-exprimierenden F. graminearum-Mutanten,
21 dpi. Als Positivkontrolle diente FgPH1 VF bzw. Fg8/1 (Infektionsstarke = 1) und als Negativkontrolle wurde mit
Wasser inokuliert (keine Symptome einer Infektion). Desweiteren wurde zum Vergleich der virusinfizierte Stamm
FgPH1 VI verwendet. Der rote Punkt markiert die inokulierten Ahrchen.

A: Inokulation mit den P3-Mutanten im FgPH1-Hintergrund: FgPH1-AlcA-P3.11 und FgPH1-AlcA-P3.27

B: Inokulation mit einer P3-Mutante im Fg8.1-Hintergrund: Fg8.1-AGluA-P3.5

Beim Vergleich der Schadbilder von P3-Expressionsmutanten mit den entsprechenden
Wildtypen FgPH1 VF und Fg8.1 VF werden deutliche Unterschiede sichtbar. Sowohl bei
einer Expression im Stamm FgPH1 (Abbildung 34A) als auch in Fg8.1 (Abbildung 34B)
zeigen nur die beiden inokulierten Ahrchen (markiert mit einem roten Punkt)
Symptome. Bei einer Infektion mit dem mit FgV-ch9 infizierten Stamm FgPH1 VI zeigen
ebenfalls nur die beiden inokulierten Ahrchen Symptome (Abbildung 34A). Diese

Stamme haben eine Infektionsrate von etwa 10 % und sind in ihrer Infektionsstarke

somit hoch signifikant reduziert.
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3.5.3 Untersuchung der reduzierten Infektiositit bei P3-
exprimierenden Mutanten und dem virusinfizierten Wildtyp

FgPH1 VI
Da die Infektion der P3-exprimierenden Mutanten FgPH1-AlcA-P3.11 und FGPH1-AlcA-
P3.27 sowie des mit FgV-ch9 infizierten Wildtyps FgPH1 VI auf das inokulierte Ahrchen
beschrinkt war (3.5.2), wurde die Ausbreitung des Myzels innerhalb des Ahrchens und
der angrenzenden Bereiche (3.5.3.1) sowie die Fahigkeit der Bildung von
Infektionsstrukturen untersucht (3.5.3.2). Dartliber hinaus wurden zwei bekannte
Virulenzfaktoren, das Mykotoxin Deoxynivalenol (DON) (3.5.3.3) und die Lipase FGL1
(FGSG_05906; 3.5.3.4), ndaher betrachtet. Wenn einer dieser Faktoren nicht vorhanden

ist, verbleibt die Infektion ebenfalls im inokulierten Ahrchen.
3.5.3.1 Untersuchung der Ausbreitung des Myzels innerhalb von Weizenahren

Es wurde untersucht, ob das Myzel von den P3-exprimierenden Mutanten FgPH1-AlcA-
P3.11 und FgPH1-AlcA-P3.27 sowie des virusinfizierten Wildtyps FgPH1 VI das erste
inokulierte Ahrchen iiber den Rachisknoten verlassen kann. Getestet wurde dies, indem
Langsschnitte der inokulierten Ahrchen, 10 dpi, unter einem Stereomikroskop

betrachtet wurden (2.2.4.2).

PH1-P3.11 PH1-P3.27 PH1 VI

rlf-

Abbildung 35: Langsschnitte von mit P3-Expressionsstimmen von F. graminearum und Vergleichsstimmen
inokulierten Ahrchen nach 10dpi. Als Positivkontrolle diente FgPH1 VF (vollstindig infiziert) und als
Negativkontrolle wurde mit Wasser inokuliert (keine Symptome einer Infektion). Der Maf3stab (weif3er Strich) in der
oberen sowie in der unteren Reihe entspricht 1 mm.
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Bei einer Inokulation mit Wasser ist kein nekrotisches Gewebe zu erkennen (Abbildung
35, H20), wahrend das Myzel bei der Infektion mit dem Wildtypstamm FgPH1 VF das
erste Ahrchen bereits verlassen hat und das Gewebe vollstindig nekrotisiert ist (FgPH1
VF). Bei den P3-exprimierenden Stammen FgPH1-AlcA-P3.11, FgPH1-AlcA-P3.27 und
dem virusinfizierten Stamm FgPH1 VI ist deutlich zu erkennen, dass das Gewebe
oberhalb der Rachis sowie der Rachisknoten stark nekrotisch ist (Abbildung 35).
Auffallig ist, dass das Gewebe unterhalb des Rachisknoten keine Nekrosen zeigt, sondern

dem der Wasserinokulation entspricht.

3.5.3.2 Einfluss der Expression von viralen Proteinen in FgPH1 auf die Bildung

von Infektionskissen

Die Anzucht der Infektionskissen erfolgte auf zwei unterschiedlichen Geweben, den
Hiillspelzen (Glumae) und den Vorspelzen (Paleae) mit je 100 Konidien (2.2.4.4). Die
Farbung des Myzels erfolgte nach 4 bis 8 Tagen dpi, mit dem Farbstoff 0,1 % (w/v)
Trypanblau (2.2.4.4), der pilzliches oder totes Gewebe anfiarbt. Infektionskissen der
verschiedenen Mutanten, die Proteine von FgV-ch9 exprimieren, sowie vom Wildtyp

FgPH1 VF und dem virusinfizierten FgPH1 VI sind in Abbildung 36 gezeigt.

PH1-AlcA-P3

Abbildung 36: Infektionskissen von Fusarium-Mutanten, die P3 von FgV-ch9 exprimieren, sowie FgPH1 VF und
FgPH1 VI. Inokuliert wurden Hiillspelzen (Glumae; obere Reihe) und Vorspelzen (Paleae; untere Reihe) mit je 100
Konidien. Die Farbung erfolgte mit 0,1 % (w/v) Trypanblau in 45 % Essigsidure; 5dpi. Der Mafdstab (weifde Linie)
entspricht einer Gréfie von 100 um.
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Bei allen untersuchten Stimmen konnten Infektionskissen gefunden werden, wobei
durchgangig die meisten Infektionskissen auf Paleae gebildet wurden. Die P4-
Expressionsmutanten bildeten auf Glumeae insgesamt die wenigsten Infektionskissen
aus. Beispielhaft sind die Infektionskissen von einer P3-exprimierenden Mutante sowie

von FgPH1 VF und FgPH1 VI in Abbildung 36 dargestellt.
3.5.3.3 Konzentration von Deoxynivalenol (DON) in infizierten Ahrchen

Zur Bestimmung der Konzentration des Mykotoxins Deoxynivalenol (DON) wurden mit
den Fusarium-Mutanten FgPH1-AlcA-P3.11 und FgPH1-AlcA-P3.27 sowie dem Wiltyp
FgPH1 VF und dem FgV-ch9 infizierten Stamm FgPH1 VI Weizendhren inokuliert
(2.2.4.2) und nach 10 dpi geerntet. In einem ELISA-basierenden Testsystem (2.2.4.3)
wurde aus den inokulierten Ahrchen die DON-Konzentration ermittelt. Vom gleichen
Material wurde die identische Menge zur RNA-Extraktion (2.2.3.5) eingesetzt und
mittels qPCR (2.2.3.7) mit den Primern Fg06611_fw und Fg06611_rev (2.1.2) der Anteil
an Myzel und mit den Primern Wheat_GABA_for und Wheat_GABA_rev (2.1.2) der Anteil
an Weizenmaterial in der jeweiligen Probe. Anschliefend wurde das Verhaltnis von DON

zu Myzel berechnet und zur Menge im Wildtyp FgPH1 VF in Relation gesetzt.
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Abbildung 37: Analyse der relativen DON-Konzentration im Myzel von FgPH1-AlcA-P3.11, FgPH1-AlcA-P3.27 und
FgPH1 VI. Die Werte berechnen sich aus dem Verhaltnis von DON-Konzentration zu Myzelmenge und wurden zur
Konzentration von DON im Wildtyp FgPH1 VF in Relation gesetzt (FgPH1 VF = 1; gestrichelte Linie).

Die statistische Signifikanz bezogen auf den Wildtyp FgPH1 VF wurde {iber einen Kruskal-Walls H-Test mit
angeschlossenem Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroni) gepriift: ****P<0,0001; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=3

Die statistische Auswertung (2.2.5.4) erfolgte liber einen Kruskal-Walls H-Test mit

angeschlossenem Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroni).
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Alle drei untersuchten Stdmme weisen im Vergleich zum Wildtyp FgPH1 VF
hochsignifikant hohere Konzentrationen an DON auf (Abbildung 37). Die DON-
Konzentration in der Mutante FgPH1-AlcA-P3.27 ist um mehr als das 6-fache erhoht, in
der Mutante FgPH1-AlcA.P3.11 sogar fast um das 12fache. In dem virusinfizierten

Stamm ist die Konzentration um das 8fache erhoht.

3.5.3.4 Einfluss der Virusinfektion in FgPH1 auf die Transkription der Lipase

FGL1 in infizierten Ahrchen

Zur Uberpriifung der Transkription der Lipase FGL1 (FGSG_05906) wurden
Weizendhren mit den Stammen FgPH1 VF, FgPH1 VI, FgCh9 LT und FgCh9 HT inokuliert
(2.2.4.2) und nach 7 Tagen RNA extrahiert (2.2.3.5), in cDNA umgeschrieben (2.2.3.6)
und mittels qPCR (2.2.3.7) mit den Primern qPCR_FGL1_for und qPCR-FGL1_rev (2.1.2)
die Transkriptmenge der Lipase bestimmt. Die Werte wurden auf die Transkriptmenge
des £3-Tubulin-Gens bezogen. Diese Werte wurden iliber eine qPCR mit den Primern
gPCR_FGL1_for und qPCR-FGL1_rev (2.1.2) erhalten.

Die statistische Auswertung (2.2.5.4) erfolgte unter Anwendung einer einfaktoriellen

ANOVA mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Bonferroni-Holm).

A F. graminearum PH1 B F. graminearum Ch9

14 12
s | 5§
E 1 &
£ E 08 |
E o5 | &
& K os |
S os - 2
™ o
H 2 o4 |
> o= : .
E 04 E R
g N g N -

1] 0
PH1VF PH1WVI ChoLT Ch9HT

Abbildung 38: Analyse der relativen Transkription von FGL1 im Myzel der Fusariumstdamme FgPH1 VF, FgPH1 VI, FgCh9
LT und FgCh9 HT. Die Werte wurden mittels qPCR erstellt und zur Transkription von FGL1 im Wildtyp PH1 VF (A) bzw.
im Ch9 LT (B) in Relation gesetzt.

Die statistische Signifikanz bezogen auf den Wildtyp PH1 VF (A) bzw. Ch9 LT (B) wurde unter Anwendung einer
einfaktoriellen ANOVA mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Bonferroni-Holm) gepriift: ***P<0,001, ****P<0,0001;
Fehlerbalken: Standardabweichung; n=3

A: Ergebnisse der qPCR bei Analyse des Stammes PH1

B: Ergebnisse der qPCR bei Analyse des Stammes Ch9

Die Ergebnisse der qPCR zeigen, dass die Transkripte von FGL1 im Stamm FgPH1 VI im
Vergleich zum FgPH1 VF deutlich reduziert sind. Die Transkriptionsrate ist auf 40 %

gesenkt (Abbildung 38A). Die verminderte Transkription ldsst sich auch bei infiziertem
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FgCh9 beobachten. In dem Stamm FgCh9 HT sind sogar nur 20 % der in FgCh9 LT
vorhandenen Transkripte zu finden (Abbildung 38B). Beide Resultate sind signifikant.

3.5.4 Konidienbildung und -keimungsfihigkeit bei Expression von

viralen Proteinen

Konidien werden bei der asexuellen Fortpflanzung gebildet und dienen dem Pilz als
Uberdauerungsstadium.

In diesem Experiment wurde zundchst untersucht, welchen Einfluss die Expression
viraler Proteine auf die Konidienbildung hat. Dazu wurden in Weizen-Medium
angezogene Konidiensuspensionen ausgezihlt (2.2.1.3). Zusatzlich wurde die
Keimfahigkeit der Konidien betrachtet (2.2.4.5). Untersucht wurden jeweils zwei
Transformanden.

Die statistische Auswertung (2.2.5.4) erfolgte unter Anwendung einer einfaktoriellen

ANOVA mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Bonferroni-Holm).
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Abbildung 39: Statistische Analyse der relativen Konidienmenge von Fusarium-Mutanten Die Werte berechnen sich
aus den Mittelwerten der ausgezédhlten Suspensionen und wurden zur Menge des Wildtyps PH1 VF in Relation gesetzt
(PH1 VF = 1; gestrichelte Linie).

Die statistische Signifikanz bezogen auf den Wildtyp PH1 VF wurde unter Anwendung einer einfaktoriellen ANOVA
mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Bonferroni-Holm) gepriift: **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001; Fehlerbalken:
Standardabweichung; n=6

Bei allen Mutanten konnten Konidien nachgewiesen werden und ihre Morphologie war
durchgehend unauffallig (nicht gezeigt). Bei vier der sechs untersuchten Stimme war
die Konidienproduktion signifikant verringert (Abbildung 39). P1-Expressionsmutanten
zeigen durchschnittlich 30 % der Konidienmenge, wie sie im Wildtyp FgPH1 VF zu

finden ist. Ahnlich verhilt es sich mit den P2- und P5-Expressionsmutanten, die im
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Durchschnitt 50 % bzw. 10 % der Menge im Wildtyp produzierter Konidien aufweisen.
Auch der virusinfizierte Stamm FgPH1 VI bildet durchschnittlich nur etwa 20 % der
Konidienmenge im Vergleich zum nicht infizierten Wildtyp aus. Anders verhdlt es sich
mit den P3- und P4-Expressionsmutanten. Sie bilden im Vergleich zum Wildtyp doppelt
so viele Konidien aus (Abbildung 39).

Die Keimungsraten der P1-, P2-, P4- und P5-exprimierenden Mutanten entsprechen
etwa denen des Wildtyps FgPH1 VF (Abbildung 40). Die Keimungsrate bei den P3-
exprimierenden Mutanten ist hingegen deutlich und signifikant reduziert. Bis zu 45 %
der Konidien sind nicht in der Lage zu keimen (Abbildung 40). Ahnlich verhilt es sich
mit dem virusinfizierten Stamm FgPH1 VI. Bei diesem sind knapp 30 % der Konidien

nicht fahig auszukeimen (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Statistische Auswertung der relativen Keimungsrate von Konidien Die Werte berechnen sich aus den
Mittelwerten der ausgezdhlten Konidien bezogen auf die Gesamtzahl der ausplattierten Koniden und sie wurden zur
Keimungsrate des Wildtyps PH1 VF in Relation gesetzt (PH1 VF = 1; gestrichelte Linie).

Die statistische Signifikanz bezogen auf den Wildtyp PH1 VF wurde unter Anwendung einer einfaktoriellen ANOVA
mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Bonferroni-Holm) geprift: **P<0,01, ****P<0,0001; Fehlerbalken:
Standardabweichung; n=9

3.5.5 Perithecienformation bei Expression von viralen Proteinen

Perithecien werden bei der sexuellen Fortpflanzung gebildet und enthalten die
haploiden Ascosporen. Es wurde untersucht, ob alle Fusarium-Mutanten, die einen ORF
des Virus FgV-ch9 exprimieren, die Fahigkeit besitzen, Perithecien und Ascosporen zu
bilden. Auch der Zeitpunkt des ersten Auftretens von Perithecien nach Inokulation der

Weizennodien wurde analysiert. Betrachtet wurden jeweils zwei Transformanden.
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Bei allen untersuchten Mutanten sowie dem virusinfizierten Wildtyp FgPH1 VI konnten
Perithecien beobachtet werden (Abbildung 41). Diese unterschieden sich auch in ihrem
Aussehen kaum voneinander, in ihrer Grofe allerdings schon. Die Perithecien des
Wildtyps FgPH1 VF und FgPH1 VI sowie die der P1-, P3- und P5-exprimierenden
Mutanten haben durchschnittlich eine Grofie von etwa 0,3 mm. Die P2-exprimierenden
Mutanten erzeugten relativ grofe Perithecien (0,4 mm), wahrend die P4-
exprimierenden Mutanten auffallend kleine Perithecien bildeten (0,15 mm). Dariiber
hinaus wurde in einem Keimungsassay (2.2.4.6) nachgewiesen, dass alle Mutanten und
auch der virusinfizierte Wildtyp FgPH1 VI keimungsfahige Ascosporen erzeugten und

diese bei Reife der Perithecien aus diesen herauskatapultierten.

PH1-AlcA-P1 PH1-AlcA-P2 PH1-AlcA-P3 PH1-AlcA-P4

PH1-GFP VF

il - B i 1 |
Vv ““

Abbildung 41: Perithecien von Fusarium-Mutanten, die die fiinf ORFs von FgV-ch9 exprimieren, auf Weizennodien.
Inokuliert wurden die Nodien mit je 100 Konidien. Der Maf3stab (weif3e Linie) entspricht einer Gréfe von 1 mm. Die
Auswertung erfolgte zum jeweils ersten Auftreten der Perithecien im jeweiligen Stamm.

Auch ist der Zeitintervall des ersten Auftretens der Perithecien von Bedeutung
(Abbildung 42). Der Wildtyp FgPH1 VF bildet im Zeitraum von 21-28 Tagen nach
Inokulation Perithecien aus. Genauso verhalten sich die P2-Mutanten. Auch hier treten
zwischen 21 und 28 Tagen die ersten Perithecien auf. Nur wenig friiher, nach etwa 14-
21 Tagen, zeigen sich Perithecien von P1-Mutanten. Deutlich frither werden die

Perithecien bei den Expressionsmutanten von P3 und P5 sowie dem virusinfizierten
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Wildtyp FgPH1 VI sichtbar, etwa nach 7-14 Tagen. Wirklich aufRergewdéhnlich ist das
Auftreten von Perithecien bei P4-Mutanten. Diese waren bereits nach etwa 5-7 Tagen

vorhanden.

Tage nach Inokulation [dpi]

Abbildung 42: Grafische Darstellung der Zeitintervalle des ersten Auftretens von Perithecien nach Inokulation mit
Konidien der Fusarium-Mutanten, die die fiinf ORFs von FgV-ch9 exprimieren.

Es wurde aufderdem untersucht, ob die Ascosporen des virusinfizierten Stammes FgPH1
VI Virus enthalten.

Zunachst wurde aus Ascosporen ausgekeimtes Myzel des virusinfizierten Stammes
FgPH1 VI auf CM-Festmedium (2.1.5) phanotypisch untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die aus den Ascosporen auskeimenden Kolonien zwar noch immer signifikant kleiner als
eine entsprechend virusfreie Wildtypkolonie von FgPH1 VF war, aber auch dem
urspriinglichen Phdnotyp eines infizierten Wildtyps (FgPH1 VI) nicht entsprechen
(Abbildung 43, erste Reihe).

Es wurde RNA (2.2.3.5) aus diesen Kolonien gewonnen und iiber ein Agarosegel
aufgetrennt (2.2.2.3). Deutlich sind beim infizierten Stamm FgPH1 VI die viralen dsRNA
Banden mit einer Grofde von etwa 3000 bis 3500 bp zu erkennen (Abbildung 43; PH1VI:
roter Pfeil). Bei den untersuchen Kolonien aus Ascosporen sind diese Banden nicht zu
finden (Abbildung 43, zweite Reihe).

Es folgte die Synthese von cDNA mit Random-Hexamer-Primern (2.2.3.6) und eine PCR
(2.2.2.1) mit den virusspezifischen Primern 3116F und P3_Xho_1100 (2.1.2), die auf dem
ORF von P3 binden. Es wurde eine Bande bei 666 bp berechnet. In Abbildung 43, dritte
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Reihe, ist eine deutliche Bande von etwa 650 bp zu erkennen, die in den anderen Proben

nicht vorhanden ist.
Die Kontroll-PCR mit den Primern Fg06611_fw und Fg06611_rev (2.1.2), die auf dem

ORF des f3-Tubulins von F. graminearum binden, zeigt bei jeder Kolonie eine Bande bei

184 bp (Abbildung 43, vierte Reihe).

Ascospore1l Ascospore2 Ascospore3 PH1 VF Marker [bp]
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Abbildung 43: Untersuchung zum Virustiter in aus Ascosporen ausgekeimtem Myzel. Dargestellt sind 3 von 25
untersuchten Kolonien. Marker: ADNA restringiert mit Pstl.

Phanotyp: Analyse der Phianotypen der drei Kolonien im Vergleich zum infizierten und virusfreien Wildtyp

RNA: Dartellung der aus Myzel extrahierten RNA (roter Pfeil: virale dsRNA Banden)

PCR: Ergebnis einer PCR mit virusspezifischen Primern (binden auf ORF P3)

3-Tubulin: Ergebnis einer Kontroll-PCR mit 3-Tubulin-Primern

3-Tubulin

Bei 25 untersuchten Ascosporen zeigte sich keine, bei der die viralen Segmente bereits

in einem Agarosegel nachgewiesen werden konnten. Auch mittels PCR konnte keine

Virusinfektion gezeigt werden.
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3.6 Nachweis der gene silencing Suppressor-Funktion von P5

Das Protein P5, das auf RNAS kodiert ist, weist sechs Zinkfinger-Doménen des Typs C2H>
auf. Zinkfinger-Domdnen kénnen dsRNAs binden und weisen auf eine Funktion des
Proteins als gene silencing Suppressor hin. Erste Versuche haben auch bereits gezeigt,
dass ein unvollstidndiges P5 eine solche Funktion hat (Blum, 2012). In den folgenden
Versuchen sollte die Funktion von P5 im heterologen System Nicotiana benthamiana
bestdtigt und mit der Wirkung der anderen vier Proteine von FgV-ch9 verglichen
werden (3.6.1). Aufserdem sollte liberpriift werden, ob die gene silencing Suppression

auch im natiirlichen Wirt Fusarium graminearum funktioniert (3.6.2).

3.6.1 Uberpriifung der gene silencing Suppressor-Funktion von P1-P5

mit einem Transient Expression Assay
Die Uberpriifung auf gene silencing Aktivitit der Proteine von FgV-ch9 erfolgte durch
einen transient expression assay. Dabei werden Kkonstitutiv eGFP exprimierende
Nicotiana benthamiana Domin. der Linie 16c¢ (2.1.1.3) mit einem Gemisch aus
Agrobacterium tumefaciens GV3101 Mutanten infiltriert, die zum einen den gene
silencing inducer (GFP) und zum anderen eines der Test-Proteine in dem Vektor pBIN19
unter der Kontrolle des 35S Promotors exprimieren. Handelt es sich bei dem
Testprotein nicht um einen Suppressor wird die Expression von eGFP blockiert und die
Fluoreszenz in den infiltrierten Bereichen nimmt ab. Besitzt das Testprotein hingegen
eine Suppressor-Funktion wird das induzierte gene silencing unterdriickt, eGFP wird
weiterhin exprimiert und die Fluoreszenz in den infiltrierten Bereichen bleibt bestehen.
Als Positivkontrolle wurde der bekannte gene silencing Suppressor P19 (2.1.3)

verwendet.

Aktivierte (2.2.5.1) Agrobacterium tumefaciens-Stamme (3.2.4.1) wurden zu gleichen
Teilen gemischt, sodass folgende Kombinationen in die Tabakblatter infiltriert (2.2.5.1)
wurden:

Ansatz 1: GV3101-pBIN-[eGFP] + GV3101-(pBIN-P1)

Ansatz 2: GV3101-pBIN-[eGFP] + GV3101-(pBIN-P2)

Ansatz 3: GV3101-pBIN-[eGFP] + GV3101-(pBIN-P3)

Ansatz 4: GV3101-pBIN-[eGFP] + GV3101-(pBIN-P4)
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Ansatz 5: GV3101-pBIN-[eGFP] + GV3101-(pBIN-P5)
Ansatz 6: GV3101-pBIN-[eGFP] + GV3101-pBIN-[P19]
Ansatz 7: GV3101-pBIN-[eGFP] + Infiltrationspuffer

Ansatz 8: Infiltrationspuffer

GFP + P1
GFP + P5

o
i
2%
-+
a9
L2,
)

unbehandelt

Abbildung 44: Detektion von GFP iiber 4-6 Tage in Blattern von Nicotiana benthamiana Linie 16c, infiltriert mit
verschiedenen Agrobacterium-Stammen zum Nachweis der gene silencing Suppression. Die verschiedenen
Ansitze wurden im LAS (2.2.5.2) detektiert. n=50

Nach einer Inkubation von 4 Tagen wurden die infiltrierten Blatter geerntet, in einer
feuchten Kammer gelagert und alle 24 h im LAS detektiert (2.2.5.2). Mit dem
Bildanalyseprogramm ,Image]“ wurde die Pixeldichte in den infiltrierten Bereichen
gemessen und gegen die der unbehandelten Blatter verrechnet. Die statistische
Auswertung (2.2.5.4) erfolgte unter Anwendung eines Kruskal-Walls H-Tests mit

angeschlossenem Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroni).

Bei einer gleichzeitigen Expression von eGFP und P1 ist nach 6 dpi deutlich ein
Rickgang der Fluoreszenz, und damit des eGFPs, in den infiltrierten Bereichen zu
erkennen. Der infiltrierte Bereich wird dunkler und die Fluoreszenz nimmt um mehr als
40 % ab (Abbildung 44, GFP + P1; Abbildung 45). Ein solcher Riickgang lasst sich nach

6 dpi auch bei den Blattern, die nur zusatzliches eGFP exprimieren, beobachten
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(Abbildung 44, GFP). Hier geht die Fluoreszenz um mehr als 60 % zuriick (Abbildung
45). Der Phanotyp der P2-P4 exprimierenden Blatter entspricht ebenfalls dem von P1
(nicht gezeigt). Anders verhalt es sich bei der zeitgleichen Expression von eGFP und P5.
Der infiltrierte Bereich zeigt nach 4 dpi und 5 dpi eine starkere Fluoreszenz und
unterscheidet sich nach 6 dpi nicht nennenswert von den umliegenden nicht infiltrierten
Bereichen (Abbildung 44, GFP + P5). Gleiches gilt fiir den bekannten gene silencing
Suppressor P19; auch hier ist zunadchst eine starkere Fluoreszenz zu erkennen, die sich
nach 6dpi nicht mehr vom umliegenden Gewebe unterscheidet (Abbildung 44, GFP +
P19). Die Pufferkontrolle unterscheidet sich nicht von unbehandelten Blattern und hat

keinen Einfluss auf die Versuche (Abbildung 44, Puffer).
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Abbildung 45: Relative Anderung der Fluoreszenz in den mit A. tumefaciens infiltrierten Bereichen der Blitter von N.
benthamiana Linie 16c zum Nachweis von gene silencing Suppression, 6 nach der Infiltration. Die Werte wurden aus
der gemessenen Pixeldichte (Image], 2.2.5.2) berechnet und auf die Fluoreszenz der unbehandelten Blatter bezogen
(Fluorezenz der unbehandelten Blitter = 0).

Die statistische Signifikanz bezogen auf die Fluoreszenz im unbehandelten Blatt wurde unter Anwendung eines
Kruskal-Walls H-Test mit angeschlossenem Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroni) gepriift: ****P<0,0001; Fehlerbalken:
Standardabweichung; n=8

3.6.2 Uberpriifung der gene silencing Suppressor-Funktion von P5 in

Fusarium graminearum mit einem Fluoreszenz Assay
Im transient expression assay konnte ermittelt werden, dass nur das virale Protein P5
von FgV-ch9 die Fluoreszenz des GFPs im Infiltrationsbereich von Agrobacterium
tumefaciens konstant halten kann (3.6.1).
Zur weiteren Uberpriifung in Fusarium graminearum wurde der silencing-Stamm
FgPH1-SilentGFP (0) verwendet. In diesem konstitutiv eGFP exprimierenden Stamm

wurde durch zusatzliche Integration eines Konstrukts, das dsRNA von eGFP
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synthetisiert, die Expression von eGFP durch gene silencing unterdriickt. Von den drei
vorhandenen Transformanden wurde die mit der geringsten Fluoreszenz verwendet.

Zur Uberpriifung der Wirkung von P5 wurde dieses unter der Kontrolle des 35S
Promotors in dem silencing-Stamm exprimiert (2.2.3.1). Als Negativkontrolle wurde im
gleichen Hintergrund die photoaktivierte Adenylatzyklase bPAC (2.1.3), die keine gene

silencing Suppressor Funktion hat, exprimiert.

PH1-GFP PH1-SilentGFP PH1-SilentGFP-bPAC PH1-SilentGFP-P5

Abbildung 46: Detektion von GFP in Kolonien von Fusarium graminearum Mutanten auf CM-Festmedium zum
Nachweis der gene silencing suppressor Aktivitiat von P5, 3 dpi. Die verschiedenen Mutanten wurden im LAS (2.2.5.2)
detektiert.

Es wurden 3 Tage alte Kolonien von F. graminearum auf CM-Festmedium (2.1.5) im LAS
(2.2.5.2) dokumentiert. Aufderdem wurde in einem Fluoreszenz Assay auf Mikrotiter-
platten (2.2.5.3) die Fluoreszenz gemessen. Die statistische Auswertung (2.2.5.4)
erfolgte unter Anwendung eines Kruskal-Walls H-Tests mit angeschlossenem Post-Hoc-

Test (Dunn-Bonferroni).

Der eGFP exprimierende Stamm FgPH1-GFP zeigt eine starke Fluoreszenz im gesamten
Myzel (Abbildung 46). Der silencing-Stamm FgPH1-SilentGFP sowie der Kontrollstamm
FgPH1-Silent-GFP-bPAC weisen eine starke Reduktion der Fluoreszenz auf (Abbildung
46). Sie nimmt in beiden Stammen signifikant um mehr als 50 % ab (Abbildung 47). Der
zusatzlich das Protein P5 exprimierende Stamm FgPH1-Silent-GFP-P5 zeigt wie FgPH1-
GFP eine starke Fluoreszenz im gesamten Myzel (Abbildung 46). Es konnte sogar eine
signifikante Steigerung der Fluoreszenz von etwa 20 % ermittelt werden (Abbildung

47).
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PH1-SilentGFP PH1-SilentGFP-bPAC PH1-SilentGFP-P5

Abbildung 47: Statistische Auswertung der relativen Fluoreszenz von GFP, exprimiert im Mycel der Fusarium
graminearum Mutanten PH1-GFP, PH1-SilentGFP, PH1-SilentGFP-bPAC und PH1-SilentGFP-P5. Die Werte berechnen
sich aus den Mittelwerten der gemessenen Fluoreszenz und sie wurden zur Fluoreszenz von PH1-GFP VF in Relation
gesetzt (PH1-GFP VF = 1; gestrichelte Linie).

Die statistische Signifikanz bezogen auf PH1-GFP VF wurde unter Anwendung eines Kruskal-Walls H-Test mit
angeschlossenem Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroni) gepriift: ****P<0,0001; Fehlerbalken: Standardabweichung; n=36
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4 Diskussion

Mykoviren sind weit verbreitet und infizieren ihren Wirt in der Regel ohne erkennbaren
Phanotyp (Buck, 1986). Von besonderem Interesse sind jedoch diejenigen Viren, die die
Virulenz eines pathogenen Wirts vermindern. Dieser Effekt nennt sich Hypovirulenz und
soll fiir den Pflanzenschutz oder den medizinischen Bereich nutzbar gemacht werden.
Sehr erfolgreich ist die Anwendung eines Mykovirus bei der Bekdmpfung des
Kastanienrindenkrebses (chestnut blight) bei der Amerikanischen Kastanie (Castanea
dentata), ausgelost durch den Pilz Cryphonectria parasitica (Nuss, 1992). Aber auch bei
Pilzerkrankungen, die fir landwirtschaftliche Kulturpflanzen von Bedeutung sind, wie
beispielsweise die Weifdstangeligkeit (rapeseed stem rot) bei Raps (Brassica napus),
ausgelost durch Sclerotinia sclerotiorum (Ju et al, 2013; Xie & Jiang, 2014), oder der
Wurzelschimmel (white root rot) bei diversen Reben und Obstgehdlzen, ausgeldst durch
Rosellinia necatrix (Chiba et al, 2010), sind vielversprechende Ergebnisse erzielt
worden.

Bei einem Isolat des Getreidepathogens Fusarium graminearum konnte ebenfalls eine
Hypovirulenz beobachtet werden, ausgeldst durch das Mykovirus FgV-ch9 (Darissa et
al, 2012). Das Genom dieses dsRNA-Virus verfligt iiber fiinf dsRNAs, auf denen jeweils
ein ORF kodiert ist. Teilweise konnte den viralen Proteinen eine Funktion zugeordnet
werden; so handelt es sich bei P1 um eine RARP und bei P2 bzw. P3 um Strukturproteine
(Darissa et al., 2011). Im Folgenden sollen durch die heterologe Expression der flinf
ORFs im natiirlichen Wirt F. graminearum Riickschliisse tliber die Sequenzen, den

Synthesezeitpunkt sowie die Funktion der einzelnen viralen Proteine gezogen werden.

4.1 Duplikationen an den 3‘-Termini der Segmente 2, 3 und 5

von FgV-ch9

Bei der Klonierung der fiinf ORFs von FgV-ch9 in Expressionsvektoren fiel auf, dass die
erwartete Grofde des ORFs von Segment 5 nicht mit dem tatsachlich mittels RT-PCR
synthetisierten Fragment ubereinstimmte. Daher wurden Abschnitte samtlicher
Segmente des Virus erneut sequenziert. Dabei stellte sich heraus, dass drei der fiinf

Segmente Duplikationen am 3‘-Terminus aufweisen.
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Ein naher Verwandter von FgV-ch9 ist das ebenfalls in F. graminearum auftretende
Fusarium graminearum mycovirus 2 (FgV2), das eine Sequenzidentitat von 85-91 % zu
FgV-ch9 hat (Chu et al., 2002; Chu et al,, 2004; Yu et al, 2011). Die Sequenzen beider

Viren wurden in silico verglichen.

Die Resequenzierung zeigte, dass die 3‘-Termini der Segmente 1 und 4 (HQ228213 und
HQ228216) sowie die 5-Termini samtlicher Segmente keine Unterschiede zu den von
Darissa et al. (2011) publizierten Sequenzen aufweisen.

Das Segment 2 (HQ228214) zeigt eine Duplikation von 81 bp im nicht-kodierenden
Bereich, sodass die korrekte Segmentgrofie nun bei 2931 bp liegt. Auch das Segment 2
(HQ343296) von FgV2 weist eine Duplikation am 3‘-Terminus von 149 bp auf. Diese
beinhaltet allerdings auch 20 bp des ORFs.

Das Segment 3 (HQ228215) von FgV-ch9 tragt eine Duplikation im nicht-kodierenden
Bereich von 171 bp, sodass die korrekte Segmentgrofde bei 3002 bp liegt. Mittels RT-PCR
konnten beide Duplikationen verifiziert und die Anwesenheit von Fragmenten ohne
Duplikation ausgeschlossen werden. Das Segment 3 von FgV2 hat ebenfalls eine solche
Duplikation von 151 bp, allerdings ist diese identisch mit dem Terminus von Segment 2.
Die Duplikation im Segment 5 ist Teil des ORFs und hat eine Gréfie von 505 bp, sodass
von einer korrekten Segmentgrofie von 2928 bp ausgegangen wird. Daraus lasst sich ein
Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 96 kDa ableiten, wiahrend das von
Darissa et al. (2011) publizierte Molekulargewicht bei 79 kDa liegt. Im Western Blot mit
Gesamtprotein von infiziertem Myzel, unter Verwendung eines P5-spezifischen
Antiserums, konnte eine Bande bei etwa 100 kDa nachgewiesen werden. Hingegen ist
die erwartete Bande bei etwa 80 kDa nicht zu erkennen.

Eine Sequenzanalyse des korrigierten Segments 5 zeigt, dass es iiber sechs Zinkfinger-
Domaéanen vom CzH2-Typ verfiigt, zweieinhalb mehr, als in der urspriinglichen Sequenz
zu finden waren. Eine solche Ansammlung von Zinkfingern fiihrt oft zu einem anormalen
Laufverhalten des Proteins auf SDS-PAGEs (Iakoucheva et al., 2001), was die zusatzliche
Bande bei etwa 130 kDa auf dem beschriebenen Western Blot erklaren konnte.

Es wurde gezeigt, dass Proteine mit C;H2-Zinkfinger-Domdnen ausschlief3lich
doppelstrangige Nukleinsdure, vorzugsweise dsRNA, binden (Finery & Bass, 1997; Yang
et al, 1999) und moglicherweise als gene silencing Suppressoren (Landeo-Rios et al,

2015) oder viruskodierte Transkriptionsfaktoren von Wirtsgenen (Lukhovitskaya et al.,
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2013a; Lukhovitskaya et al., 2013b) fungieren. In Kapitel 4.6 wird gezeigt, dass P5
tatsachlich gene silencing Suppressor Aktivitit aufweist. Wenn mehr als drei C2ZHZ2-
Zinkfinger-Domdnen nah beieinander stehen, sogenannte multiple-adjacent-C2H;
(maCzH2) Domaénen (Iuchi, 2001), binden diese schneller an ihre Liganden (Romaniuk,
1990; Kamiuchi et al,, 1998), was ein Hinweis dafiir sein kdnnte, dass diese Duplikation
dem Virus einen Vorteil bieten konnte.

Da das urspriingliche Feldmaterial, aus dem das Virus FgV-ch9 extrahiert wurde, nicht
mehr vorhanden ist und das aktuelle Material bereits iliber mehrere Jahre unter
Laborbedingungen vermehrt wurde, besteht die Moglichkeit, dass die Duplikationen
Folge der Kulturbedingungen sind. Dagegen spricht allerdings, dass keine Segmente
ohne Duplikationen zu finden sind, weder im Myzel, noch in den full-length Klonen, die
Darissa (2011) anfertigte. Allerdings ist nicht bekannt, wie oft bis zur ersten
Sequenzierung von FgV-ch9 und auch von FgV2 das Material in vitro vermehrt worden
war. Die Segmente unterscheiden sich von den in Segment 6L des Mycoreovirus 1
auftretenden Duplikationen, wo neben dem Segment mit (6L) auch das Segment ohne
Duplikation (6) weiterhin zu finden ist (Sun & Suzuki, 2008). Dieses Virus ist mit den
Chrysoviren nicht verwandt. Es ist nicht auszuschlief3en, dass die Duplikationen in den

Segmenten 2, 3 und 5 tatsachlich von Vorteil fiir das Virus sind.

Die Duplikationen in FgV2 sowie eine Duplikation von 69 bp in Segment 3 (Ab560763.1)
von Magnaporthe oryzae chrysovirus 1, die ebenfalls in silico ermittelt wurde, weisen
darauf hin, dass diese rearrangements nicht nur Spezies-spezifisch sind, sondern
vielmehr in der gesamten Familie der Chrysoviridae auftreten kdnnen. Aber auch in
anderen Familien von dsRNA Mykoviren wurden rearrangements beobachtet, dazu
gehoren die Reoviridae (Taniguchi & Urasawa, 1995; Sun & Suzuki, 2008) und die
Partitiviridae (Chiba et al.,, 2013a).

In den meisten hier beschriebenen Fallen lassen sich auf beiden Seiten der Duplikation
einige nicht-homologe Nukleotide finden. Dies ist typisch fiir ssSRNA Viren, wie das
Tobacco mosaic virus (TMV) aus dem Genus Tobamovirus (Raffo & Dawson, 1991) oder
dem Brome mosaic virus (BMV) aus dem Genus Bromovirus (Nagy & Bujarski, 1993).
Beide Viren, TMV und BMV, stammen aus unterschiedlichen Familien (King et al,, 2011).
Duplikationen in nicht-kodierenden Bereichen (UTRs) sind bei vielen Viren zu

beobachten. Bei Flaviviren, zu denen unter anderem die bekannten Vertreter Zika virus
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(ZIKV) und das FSME-Virus (Tick-borne encephalitis virus) gehoren (King et al,, 2011),
konnten sowohl Duplikationen des gesamten 3‘-terminalen UTRs (Gritsun & Gould,
2006) als auch tandem repeats am 3‘-Terminus (Bryant et al., 2005) beobachtet werden.
Aufierdem konnten head-to-tail Sequenz-Duplikationen in der Ndhe der Grenze von ORF
und 3‘-teminalem UTR bei diversen Rotaviren festgestellt werden (Arnold et al., 2012).

Allerdings scheinen Duplikationen wie bei Segment 2 und 3 von FgV-ch9 und FgV2
beschrieben, also head-to-tail Duplikationen, die den gesamten Terminus beinhalten und

am aufdersten 3‘-Ende anschliefen, bisher noch nicht beschrieben zu sein.

Von besonderem Interesse ist die in Segment 3 von FgV2 gefundene Duplikation, da
diese sich als Teil des 3‘-Terminus von Segment 2 herausstellte. Daraus ergibt sich die
Frage, wie und zu welchem Zeitpunkt solche rearrangements entstehen.

Die Rekombination von Virus-RNA kann durch die Replikase angetrieben (replicase-
driven) werden oder durch eine Kombination von Restriktion und Ligation (breakage
and ligation) (Nagy & Simon, 1997). Da die Replikation bei dsRNA-Viren im
abgeschlossenen Partikel stattfindet (Tao & Ye, 2010) und bei Chrysoviren jedes RNA-
Segment einzeln in einem Partikel verpackt ist (Castén et al., 2003; Jiang & Ghabrial
2004), ist es unwahrscheinlich, dass es sich um einen Replikase-betriebenen
Mechanismus handelt. Fiir das breakage and ligation Prinzip erfolgt die Rekombination
nach der Transkription der (+)ssRNA und dem Transport aus dem Partikel ins
Zytoplasma. Hier ist es moglich, dass sich die Segmente 2 und 3 in unmittelbarer Nahe
zueinander befinden. Daher scheint es wahrscheinlicher, dass Viren aus der Familie der

Chrysoviridae nach dem Mechanismus des breakage and ligation rekombinieren.

Neben durch Duplikationen vergrofierte Segmente konnen bei Viren auch solche
entstehen, die durch Deletionen stark verkiirzt sind. Sie werden defective interfering (DI)
particles genannt und sind zumeist nur in der Lage, eine Wirtszelle zu infizieren, wenn
eine Co-Infektion mit der parentalen dsRNA vorliegt. Dann konkurrieren sie mit diesen
um Ressourcen fiir die Replikation. Zu finden sind sie bei vielen Viren und kénnen
sowohl natiirlich als auch als Folge der Laboranzucht auftreten (Simon et al., 2004;
Pathak & Nagy, 2009; Marriot & Dimmock, 2010; Stauffer Thompson & Yin, 2010).

In alteren Studien wird angenommen, dass DI Partikel de novo durch die gleichen

Mechanismen entstehen wie Duplikationen, durch replicase-driven template switches
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(Kirkegaard & Baltimore, 1986; Nagy & Simon, 1997) und durch breakage and ligation
(Chetverin et al., 1997; Gmyl et al., 1999). Neuere Studien weisen darauf hin, dass ein
funktionsfahiger gene silencing Mechanismus in Pilzen vorhanden sein muss, damit DI
Partikel gebildet werden kénnen. Wenn der silencing Mechanismus durch Ausschalten
der Dicer- oder Argonauten-Proteine unterbrochen wird, ist auch keine DI RNA mehr
nachweisbar (Zhang & Nuss, 2008; Sun et al., 2009; Zhang et al., 2012).

Interessant ist, dass keine solchen DI Partikel fiir FgV-ch9 nachgewiesen werden
konnten, weder von Darissa (2011), noch in aktuellem Myzel. Es ist daher moglich, dass
durch die Anwesenheit des gene silencing Suppressors P5 (siehe 4.6) der silencing
Mechanismus so weit inhibiert ist, dass keine DI Partikel akkumulieren konnen. Auch
Zhang & Nuss (2008) stellten bereits die Vermutung auf, dass starke gene silencing

Suppressoren stabilisierend wirken kénnten.

4.2 Protein P1 ist eine RdRp und hat Einfluss auf die

Konidienbildung
Das Segment 1 von FgV-ch9 hat eine Grofde von 3581 bp und besitzt einen ORF, der fir

ein Protein (P1) mit einem berechneten Molekulargewicht von 127 kDa kodiert.
Sequenzanalysen der Proteinsequenz lassen darauf schliefen, dass es sich um eine
RdARP handelt (Darissa et al., 2011).

Da die Funktion des Proteins bekannt ist und keine Prozessierung grofderer Teile des
Proteins vorliegt (das im Partikel ermittelte Molekulargewicht entspricht in etwa dem
berechneten; Darissa, 2011), was mit P130, der RARP von MoCV1-4, iibereinstimmt
(Urayama et al., 2012), wurde kein Peptidantiserum gegen P1 hergestellt und keine

Zeitreihe mit infiziertem Myzel iiber 20 Tage angelegt.

Das Protein P1 wurde mit einem His-Tag am N- sowie am C-Terminus versehen und in E.
coli, S. cerevisiaze und F. graminearum heterolog exprimiert. Die Integration in den
urspriinglichen Wirt des Virus, F. graminearum, sowie die Transkription wurden mittels
PCR bestatigt. Da die Transkriptionsraten der untersuchten Mutanten in etwa gleich
waren, wurden zufillig die zwei Mutanten, FgPH1-AlcA-P1.6 und FgPH1-AlcA-P1.10,
ausgewahlt. Mittels Southern Blot wurde festgestellt, dass in erstere der ORF von

Segment 1 ein Mal, in letzter drei Mal integriert wurde.
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Zur Detektion des heterolog exprimierten Proteins P1 im Western Blot wurde das
Antiserum Anti-polyHistidin verwendet. In den Proteinextrakten von E. coli und
S. cerevisiae konnte das Protein P1 mit einem Molekulargewicht von etwa 130 kDa
nachgewiesen werden, nicht aber in den Extrakten von F. graminearum. Dies kann
verschiedene Griinde haben. Zum einen kdnnte die Expression des Proteins so niedrig
sein, dass es unter die Detektionsgrenze des Antiserums fallt, wie das in filamentdsen
Pilzen oft der Fall ist (Kruszewska, 1999; Sharma et al,, 2009). Eine mogliche Ursache
ware nach Kruszewska (1999) insbesondere in dem Ort der Integration zu suchen, die
bei dem verwendeten Vektor zufillig ist. Es besteht auch die Moglichkeit, dass P1 sehr
schnell degradiert wird. Im Gegensatz zu einer natiirlichen Virusinfektion, bei der das P1
im Partikel geschiitzt ist, liegt bei der heterologen Expression das P1 im Zytoplasma frei
vor und ist damit den Angriffen von Proteasen ausgesetzt.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass das P1 zwar vorliegt, jedoch mit dem Anti-polyHistidin
spezifischen Antiserum nicht detektiert werden kann. Beim nahe verwandten
Chrysovirus Magnaporthe oryzae chrysovirus 1 (MoCV1-A) konnte beispielsweise kein
N-terminales Methionin detektiert werden, was auf eine Prozessierung an dieser Stelle
hindeutet (Urayama et al., 2012). Sollte dies hier auch der Fall sein, kdnnte der Tag
inklusive des Methionins ebenfalls abgespalten worden sein. Ahnliche Modifikationen
am C-Terminus kénnen nicht ausgeschlossen werden. Die Theorie der Prozessierung
bzw. des Abbaus durch Proteasen wird auch von den Ergebnissen der heterologen
Expression in Hefe gestiitzt. Hier ist 8 h nach Induktion das P1 mit seinem vollstandigen
Molekulargewicht nachweisbar, 24 h nach Induktion jedoch nicht mehr. Bei den Banden
bei etwa 100 kDa konnte es sich um Abbauprodukte handeln. Eine identische Bande um
100 kDa tritt auch bei E. coli auf.

Dartiber hinaus konnten die His-Tags durch Faltung nicht mehr fiir den Antikérper

zuganglich sein.

Die phanotypische Charakterisierung der P1-exprimierenden Transformanden zeigen,
dass die Expression dieses Proteins keinen signifikanten Einfluss auf den Pilz hat und
sich die Mutanten weitestgehend wie der virusfreie Wildtyp verhalten was Morphologie,
Virulenz und sexuelle Vermehrung angeht. Das konnte aber auch darauf zuriickzufiihren
sein, dass gegebenenfalls nur wenig Protein exprimiert wurde. Einzig die Bildung von

Konidien in Flissigkultur ist auf nur 30 % der Menge im Wildtyp reduziert. Damit
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verhalten sich die Mutanten in diesem Fall dhnlich wie der virusinfizierte Wildtyp
FgPH1 VI, der nur noch 20 % Konidien produziert. Die Keimungsrate der Konidien der
P1-Mutanten entspricht wiederum der des virusfreien Wildtyps. Ein virales Protein
kann auf diverse Gene des Wirts Einfluss nehmen, die wiederum zu einer Reduktion der
Konidienproduktion fiihren kénnen. Eine Infektion von F. graminearum mit dem
putativen Hypovirus FgV1 fiihrt zu einer verminderten Transkription der Nukleotidase
Hal2. Wird dieses Gen ausgeschaltet, kommt es unter anderem zu einer starken

Reduktion der Konidienproduktion (Yu et al., 2015).

4.3 Protein P2 ist Teil des Partikels und moglicherweise im

Inneren lokalisiert

Das Segment 2 von FgV-ch9 hat eine Grofde von 2931 bp und besitzt einen ORF, der fir
ein Protein (P2) mit einem berechneten Molekulargewicht von 94 kDa kodiert. Darissa
et al. (2011) konnten durch eine Peptidsequenzierung zeigen, dass der N-terminale
Bereich von P2 im Partikel vorliegt. Es handelt sich also um ein Strukturprotein, das bei
einem Sequenzvergleich eine grofe Ahnlichkeit zum Strukturprotein von MoCV1-A
zeigte (29 % Identitit; 50 % Ahnlichkeit) und, so vermutet Darissa (2011), fungiert als
Hilllprotein. Da eine Prozessierung vorliegt, wurde ein spezifisches Peptidantiserum

gegen den N-Terminus von P2 hergestellt, AK-P2N.

Das Protein P2 wurde in E. coli, S. cerevisiae und F. graminearum heterolog exprimiert.
Die Integration und Transkription in F. graminearum wurden mittels PCR verifiziert.
Mittels Southern Blot konnte ermittelt werden, dass bei den beiden weiter untersuchten
Mutanten FgPH1-AlcA-P2.8 und FgPH1-AlcA-P2.9 jeweils eine Integration des ORFs von

P2 vorhanden ist, allerdings an unterschiedlichen Positionen im Genom.

Bei der Analyse der Zeitreihe von Gesamtprotein aus virusinfiziertem Wildtyp-Myzel mit
dem spezifischen Antiserum AK-PZN zeigte sich, dass P2 in einer 3 Tage alten Kultur in
seiner nicht-prozessierten Form mit einer Grofde von 94 kDa vorliegt, genau wie es in
einer Polysomenreinigung von infiziertem, 3 Tage altem Myzel der Fall ist. Jedoch sind
auch schon nach 3 Tagen in beiden Aufarbeitungen weitere kleinere Banden erkennbar.

Auch die Bande bei etwa 62 kDa, die im isolierten Partikel zu finden ist, ist vorhanden.
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Nach 6 Tagen sind immer noch Teile des nicht-prozessierten Proteins sowie eventuelle
Zwischenprodukte vorhanden, hauptsachlich liegt das P2 nun aber in seiner
prozessierten Form von etwa 62 kDa vor, die auch im Partikel zu finden ist. Es wird
deutlich, dass P2 bereits sehr schnell nach seiner Bildung prozessiert wird und dabei in
erster Linie das C-terminale Ende abgebaut wird, da die verwendeten Antikorper im N-
terminalen Teil des Proteins binden. Die prozessierte Form ist selbst in 20 Tage altem
infiziertem Myzel noch nachweisbar. Hier liegt das P2 wahrscheinlich nur im Partikel
vor, welches dann durch seine Anordnung vor Proteaseabbau geschiitzt ist. Fir die
Familie der Reoviridae gilt, dass in Partikel integrierte Proteine iiberaus stabil und gut
gegen Degradation durch Proteasen geschiitzt sind (Reinisch et al., 2000; Nakagawa et
al, 2003; Pan et al, 2009). Die Prozessierung der entsprechenden Proteine der nahe
verwandten Viren MoCV1-A bzw. FgV2 erfolgt nach dem gleichen Muster. Auch hier
wird in erster Linie der C-Terminus abgebaut und mit fortschreitendem Alter der
untersuchten Kultur akkumuliert die prozessierte Proteinform, wahrend die nicht-
prozessierte nach und nach verschwindet (Urayama et al., 2012; Urayama et al., 2014a;
Yuetal, 2011).

Bei der Verwendung des gegen Partikel von FgV-ch9 gerichteten Antiserums AS0115
stellte sich heraus, dass in infiziertem Myzel weder bei etwa 100 kDa noch bei etwa
62 kDa eine spezifische Bande zu erkennen ist. Obwohl P2 Teil des Partikels ist, wirkte
das P2 nicht als Antigen bei dieser Immunisierung. Méglicherweise ist das P2 im Inneren
des Partikels angeordnet und kann, auch nach Prozessierung, nicht als Antigen auf den
MHC-Klasse II-Komplexen prasentiert werden. Eine Anordnung im Inneren des Partikels
vermutet auch Darissa (2011), da er nach Markierung mit Biotin lediglich die grofderen
P3-Banden und kaum die P2-Bande detektieren konnte. Allerdings lag lediglich das
Antiserum einer einzigen Immunisierung vor, daher koénnte das Fehlen von P2-
spezifischen Antikérpern im Antiserum AS0115 durch eine Kaninchen-spezifische
Immunantwort begriindet sein. So kann es selbst bei Immunisierung mit an Trager
gekoppelten Peptiden in verschiedenen Individuen zu unterschiedlichen
Immunantworten kommen. Beispielsweise erhielten Heinze et al. (2000) ein breit und
ein eng reagierendes Antiserum nach Immunisierung mit einem identischen Peptid bei
zwei Kaninchen zum Nachweis und zur Differenzierung von Tospovirus-Arten.

Das P2 konnte flir die Positionierung der RARP oder der dsRNA im Partikel zustandig

sein. Zum Beispiel kann das Protein VP2 des Norwalk virus (NV) als Verbindungselement
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zwischen dem Hillprotein VP1, das nicht direkt mit Nukleinsduren interagieren kann,
und dem viralen Genom fungieren (Bertolotti-Ciarlet et al,, 2003). Es konnte auch, wie
beispielsweise das Hiillprotein VP3 des Infectious bursal disease virus (IBDV;
Birnaviridae), die Ausrichtung von RNA und RdRP zueinander regeln (Tacken et al,
2002; Reinisch, 2002). Da viele virale Proteine multifunktional sind (Reichert et al
2007), sind dariiber hinaus auch weitere, gegebenenfalls enzymatische, Funktionen
nicht ausgeschlossen.

Auf Grund der His-Tags und des S-Tags hat das heterolog exprimierte P2 ein
berechnetes Molekulargewicht von 102 kDa. Bei der heterologen Expression von P2 in E.
coli sowie in S. cerevisiae konnte mit dem Antiserum AK-PZN jeweils bei etwa 85 kDa
eine spezifische Bande detektiert werden. Weder bei etwa 100 kDa noch bei etwa 65
kDa waren Banden zu finden.

Zur Klarung dieser Differenz wurde das Plasmid pET-[P2], auf dem alle anderen P2-
Konstrukte beruhen, sequenziert. Es zeigte sich, dass ein durch eine Punktmutation
entstandenes zusatzliches Stopp-Codon zum friihzeitigen Abbruch der Translation fiihrt.
Die fiir diese Sequenz berechnete Proteingrofie liegt bei etwa 85 kDa. Wann genau sich
diese Mutation eingeschlichen hat, ist nicht klar, da bei Erstellung des Plasmids diese
noch nicht vorhanden war und in fritheren Versuchen in E. coli eine korrekte Bande bei
etwa 100 kDa exprimiert werden konnte (Blum et al., 2015). Bei der Expression in den
Mutanten von F. graminearum tritt die Punktmutation wohl nicht auf, da hier eine
spezifische Bande bei 100 kDa detektiert wurde. Das zusatzliche Stopp-Codon liegt im
wahrend der Prozessierung abgebauten Teil des Proteins; flir Studien zur Prozessierung
ist es also weiterhin geeignet.

Die erzielten Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Protein P2 nicht autoproteolytisch
prozessiert wird, da weder in E. coli- noch in S. cerevisiae-Transformanden die
prozessierte Form des Virus zu finden war. Anders verhalt es sich bei dem Protein p48
des Cryphonectria hypovirus 1 Stamm EP713 (CHV1-EP713), welches iiber Protease-
Aktivitat verfiigt und sich selbst prozessiert (Shapira & Nuss, 1991). Bei Pflanzenviren
sind viruseigene Proteasen haufig zu finden, so beispielsweise bei den ein Polyprotein-
exprimierenden Potyviren (Riechmann et al., 1992, Shukla et al., 1994).

Bei der heterologen Expression von P2 in F. graminearum konnten in der Mutante, bei
der die hohere Transkriptionsrate nachgewiesen wurde, zwei Proteine, eines mit einem

Molekulargewicht von etwa 100 kDa, das andere mit etwa 65 kDa, detektiert werden.
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Diese entsprechen den Molekulargewichten der nicht-prozessierten sowie der
prozessierten Form von P2.

Da P2 nicht in Hefe oder Bakterien, jedoch bei Expression in F. graminearum prozessiert
wird, liegt der Verdacht nahe, dass hier die Prozessierung des entsprechenden Proteins
wirtsinduziert ist. Das kann auch bei anderen Viren beobachtet werden (Soldevila et al.,
1998; Mahy & Regenmortel, 2010). Das Infectious bursal disease virus benétigt eine
Aminopeptidase seines Wirtes zur Prozessierung seines Hillproteins, andernfalls kann
kein funktionsfahiges Partikel entstehen (Irigoyen et al, 2012).

Auch bei dem nahe verwandten Mykovirus MoCV1-A werden die Hiillproteine, unter
anderem das zu P2 homologe und auf ORF 3 kodierte P58, vor dem Einbau in den
Partikel prozessiert (Urayama et al, 2012). Die Prozessierung von Hiillproteinen ist
auch fiir ein weiteres Mykoviren beschrieben worden, das nicht der Familie der
Chrysoviridae angehort (Wu et al., 2012). Bei diesem Virus, isoliert aus Botrytis porri,
sind keine fiir Proteasen typischen Domanen detektiert worden, so dass wahrscheinlich

ebenfalls durch eine Protease des Wirtes prozessiert wird.

Bei der Charakterisierung der P2-exprimierenden Mutanten stellte sich heraus, dass
diese auf CM-Festmedium ein um 10 % erhohtes radiales Wachstum zeigen. Auch die
Resistenz gegen geringen osmotischen Stress ist leicht erhoht, wahrend die Resistenz
gegen oxidativen Stress leicht reduziert ist. Bei allen vier untersuchten Transformanden
konnte dies beobachtet werden; wie es allerdings zu dieser Veranderung kommt, konnte
nicht geklart werden.

Auch die Virulenz auf Weizen ist im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert und betragt
nur etwa 75-80%. Dies konnte auf die reduzierte Resistenz gegen oxidativen Stress
zurlckzufiihren sein, da die Freisetzung von reactive oxygen species (ROS) einer der
Abwehrmechanismen gegen Pathogene von Pflanzen darstellt (Auh & Murphy, 1995;
Grant et al,, 2000; Torres et al., 2006).

Wie bereits bei der Expression von P1 beschrieben, ist auch bei der Expression von P2
die Konidienproduktion stark reduziert, auf etwa 50 % der vom Wildtyp gebildeten
Menge. Damit werden immer noch deutlich mehr als im virusinfizierten Wildtyp
gebildet (20%). Die Konidien der P2-exprimierenden Mutanten sind allerdings, im
Gegensatz zu den Konidien des infizierten Wildtyps, voll keimungsfahig. Ein virales

Protein kann auf diverse Wirtsfaktoren wirken, die wiederum zu einer Reduktion der
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Konidienproduktion fithren kénnen. So fiihrt eine Infektion von F. graminearum mit dem
Hypovirus FgV1 zu einer verminderten Transkription des Transkriptionsfaktors Swib6,
was unter anderem eine starke Reduktion der Konidienproduktion zur Folge hat (Liu et
al, 2013; Son et al,, 2016). In allen weiteren untersuchten Aspekten unterscheiden sich

die P2-exprimierenden Mutanten nicht vom virusfreien Wildtyp.

4.4 Protein P3 ist ein Hiillprotein und der Hauptfaktor bei

der Induktion von Hypovirulenz

Das Segment 3 von FgV-ch9 hat eine Grofde von 3002 bp (siehe 4.1) und besitzt einen
ORF, der fiir ein Protein (P3) mit einem berechneten Molekulargewicht von 93 kDa
kodiert. Durch Sequenzvergleiche konnte eine signifikante Ahnlichkeit zu den
Hiillproteinen anderer Viren (AbV-1, MoCV1 und FgV2) nachgewiesen werden (Darissa,
2011; Urayama et al, 2012). Im Partikel wurde allerdings eine Doppelbande mit
Molekulargewichten von etwa 70 kDa und 68 kDa nachgewiesen (Darissa et al, 2011).
Die im Partikel detektierten Molekulargewichte von P3 legen nahe, dass P3 prozessiert
wird und als Strukturprotein zusammen mit P1 und P2 das Partikel bildet. Die
Markierungsexperimente von Darissa (2011) legen nahe, dass das P3 nach aufien
exponiert ist und damit wahrscheinlich das Kapsid bildet. Ein Antiserum, welches am N-

terminalen Teil von P3 bindet, wurde produziert, AK-P3N.

Das Protein P3 wurde in E. coli, S. cerevisiae und F. graminearum heterolog exprimiert.
Die Integration und Transkription in F. graminearum wurde mittels PCR verifiziert und
mittels Southern Blot konnte ermittelt werden, dass bei den weiter untersuchten P3-
exprimierenden Mutanten FgPH1-AlcA-P3.7, FgPH1-AlcA-P3.11, FgPH1-AlcA-P3.27 und
Fg8/1-AGluA-P3.5 jeweils eine Integration des ORFs vorhanden ist, allerdings an

unterschiedlichen Positionen im Genom.

Es wurde eine Zeitreihe von Gesamtprotein aus infiziertem Myzel im Western Blot mit
dem Antiserum AK-P3N analysiert. In 3 Tage altem Myzel war eine Bande mit einem
Molekulargewicht von 94 kDa nachweisbar, welche mit der Masse des kompletten
Proteins P3 tibereinstimmt. Ebenso war auch schwach eine Bande bei etwa 70 kDa zu

sehen, die auch im Partikel zu finden war. In der Polysomenreinigung war nur das nicht-
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prozessierte Protein nachzuweisen. In der 6 Tage alten Kultur ist die prozessierte
Doppelbande bei etwa 70 kDa, wie sie auch im Partikel vorliegt, deutlicher zu erkennen.
In alteren Kulturen schwindet das nicht-prozessierte Protein immer mehr, wahrend die
Menge an prozessierten Proteinen steigt. Nicht-prozessierte Proteine wurden, anders als
beim Rosellinia necatrix quadrivirus 1 (RnQV1), nie in die Partikel integriert (Lin et al.,
2012). Genau wie P2 wird auch P3 friih prozessiert und ist in dieser Form, vermutlich
wegen des Einbaus in den Partikel, stabil. Dass in erster Linie der C-Terminus des
Proteins abgebaut wird, wie bereits von Darissa (2011) beschrieben, kann hier bestatigt
werden, da der am N-Terminus bindende Antikérper AK-P3N an die prozessierte Form
binden kann. Somit erfolgt die Prozessierung auf die gleiche Weise wie bei P2 (siehe

4.3).

Auf Grund des His-Tags am C- und N-Terminus hat das heterolog exprimierte Protein P3
ein berechnetes Molekulargewicht von 101 kDa. Bei der heterologen Expression von P3
in S. cerevisiae ist auffillig, dass die mit P3N detektierten Banden, die keine
Entsprechung in der Negativkontrolle zeigen, bei etwa 120 kDa laufen. Die Bande des
nicht-prozessierten Proteins im Gesamtprotein und der Polysomenreinigung weist in
dieser Aufarbeitung ebenfalls ein hoheres Molekulargewicht als erwartet auf, bei etwa
110 kDa. Auch hier ist eine Differenz von mehr als 15 kDa zum berechneten
Molekulargewicht zu erkennen. Im Verhdltnis zueinander stimmen die
Molekulargewichte der untersuchten Proteine also. Dieses fehlerhafte Laufverhalten
kann auf den verwendeten Puffer oder den Marker zuriickzufihren sein, da
beispielsweise im Western-Blot der Zeitreihe von virusinfiziertem Wildtyp-Myzel die
P3-Molekulargewichte den Erwartungen entsprechen.

Das in E. coli exprimierte Protein hat ein Molekulargewicht von knapp tiber 100 kDa und
entspricht damit dem nicht-prozessierten P3. Weder bei der Expression in E. coli noch in
S. cerevisiae konnte das prozessierte P3 mit einem Molekulargewicht von etwa 70 kDa
nachgewiesen werden. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schliefien, dass P3, genau wie
P2, nicht autoproteolytisch prozessiert wird. Es ist allerdings auch moglich, dass die
Tags eine Autoproteolyse verhindern. Zumeist haben nur gréfiere Fusionsproteine, wie
beispielsweise GFP, einen so starken Einfluss auf die Faltung und Prozessierung

(Weinheimer et al., 2010), wahrend kleine Tags, wie der His- oder S-Tag, im Allgemeinen
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kein Hindernis darstellen (Yang et al, 1998; Terpe, 2003). Daher ist dies bei P3

unwahrscheinlich.

Die Transformation von P3 gestaltete sich als schwierig. Zunachst sollte der starke,
konstitutive Promoter gpdA aus Aspergillus nidulans (Punt et al, 1990) verwendet
werden. Es konnten allerdings auch nach mehrmaligen Versuchen keine
Transformanden erzeugt werden, was darauf schliefen ldsst, dass P3 in hohen
Konzentrationen letal wirken kann. Daher wurde in FgPH1 der mittels L-Threonin
induzierbare, deutlich schwachere Promotor alcA (Lockington et al., 1987) verwendet.
Da die induzierenden Stoffe Ethanol bzw. L-Threonin bereits Einfluss auf den Phanotyp
der Transformanden nehmen konnen, wurde ebenfalls eine verkiirzte Form des
Promotors gdpA (Gotsch, 2015), bei dem die Transkription ebenfalls schwacher ist,

getestet. Mit beiden Promotoren wurden Transformanden erzeugt.

Bei der heterologen Expression von P3 in F. graminearum Kkonnte in drei untersuchten
Transformanden das nicht-prozessierte Protein mit dem Antiserum AS0115
nachgewiesen werden, das prozessierte Protein allerdings nicht. Bei der Detektion mit
dem Antiserum AK-P3N konnte keine spezifische Bande, weder des prozessierten noch
des nicht-prozessierten Proteins, gezeigt werden. Da bekannt ist, dass Peptid-Antiseren
oftmals eine niedrige Affinitat (Kp > 50 mM) haben (Rehm & Letzel, 2016) und P3 in den
Transformanden, im Gegensatz zum virusinfizierten Wildtyp, nur in geringem Maf3e
exprimiert wird und andernfalls letal sein konnte, wurde die Detektionsgrenze wohl
nicht erreicht. Eine sehr geringe Expression konnte auch der Grund sein, weshalb in der
Mutante Fg8/1-AGluA-P3.5 trotz des Vorhandenseins von Transkripten kein Protein mit
dem ASO0115 detektiert werden konnte. Desweiteren werden virale Hillproteine, die
nicht in Partikel eingebaut werden, oftmals schnell abgebaut (Mateu, 2013), sodass die
verwendeten Aminosduren der Synthese weiterer Proteine zur Verfligung stehen. Da P3
alleine kein funktionsfahiges Partikel bildet und damit stabilisiert werden kann, ist das
hier moglicherweise der Fall. Der Nachweis von ausschliefdlich nicht-prozessiertem
Protein in E. coli weist darauf hin, dass P3 nicht autoproteolytisch prozessiert wird. In
Hefe wurde unprozessiertes Protein detektiert sowie eine unspezifische Bande bei etwa
70 kDa. Auch hier findet also keine Prozessierung statt. Dass auch keine prozessierten

Proteine in den F. graminearum-Mutanten detektiert werden konnten, weist darauf hin,
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dass gegebenenfalls ein oder mehrere andere virale Proteine fiir die Prozessierung
bendétigt werden.

Bei der Expression des Fusionsproteins P3eGFP-C in E. coli und S. cerevisiae, welches aus
P3, an dessen C-Terminus ein eGFP fusioniert wurde, besteht, konnten mit dem
Antiserum Anti-polyHistidin das komplette Fusionsprotein sowie ein kleineres Protein
mit einer Grofde von knapp 100 kDa nachgewiesen werden. Da mit dem Antiserum Anti-
GFP nur das vollstindige Fusionsprotein detektiert werden konnte und bei der
Expression in F. graminearum mit dem Antiserum AS0115 wiederum nur eine Bande von
knapp unter 100 kDa, scheint es, als wiirde das GFP bei einer Prozessierung von
wenigen Aminosdauren am C-Terminus des anderweitig nicht-prozessierten Proteins
abgespalten. Ahnliches wurde bereits fiir das Protein P1 vermutet (siehe 4.2) und wird
durch die Ergebnisse von Urayama et al. (2012), die die Abspaltung des N-terminalen
Methionins bei Proteinen von MoCV1-A beobachten konnten, unterstiitzt. Da die
Prozessierung auch in E. coli zu beobachten ist, ist diese an dieser Stelle entweder
autoproteolytisch, oder es ist eine generelle Protease verantwortlich, die sowohl in

Prokaryonten als auch in Eukaryonten zu finden ist.

Das Protein P3 wurde in den F. graminearum-Staimmen FgPH1 und Fg8/1 exprimiert.
Mit diesen wurde der urspriingliche Wirt von FgV-ch9, FgCh9, in Bezug auf radiales
Wachstum und Stressresistenz verglichen.

Auf CM-Festmedium ohne Stressinduktion zeigen alle das gleiche Wachstum, welches
bei allen Stammen bei Anzucht auf L-Threonin-haltigem Induktionsmedium stark
verstarkt ist. Dies ist in erster Linie darauf zurickzufiihren, dass L-Threonin eine
Aminosaure ist, die als zusatzliche Kohlenstoffquelle dienen kann (Willetts, 1972;
Kritzman et al., 1976).

Bei leichtem osmotischem Stress (0,8 M NaCl) ist bei Fg8/1 und FgPH1 zunéachst ein
Anstieg des radialen Wachstums zu erkennen. Gerade Fusarium-Stamme, die in
Trockengebieten wachsenden Weizen befallen, scheinen optimal an leichten
Trockenstress bzw. osmotischen Stress angepasst zu sein und wachsen unter diesen
Bedingungen ideal (Sung & Cook, 1981). Diese Reaktion bleibt bei FgCh9 LT aus. Mit
steigendem osmotischem Stress wird deutlich, dass FgCh9 signifikant anfalliger ist, als

die beiden anderen Stimme. Bei oxidativem Stress (H202) sind alle drei Stdmme
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grofdtenteils gleich anfallig. Nur bei hohem Stress (20 mM H202) ist das Wachstum von
Fg8/1 noch weiter reduziert.

Ein bedeutender Unterschied ist, dass bei dem Stamm Fg8/1 bisher keine FgV-ch9
Infektion gelungen war. Die virusinfizierten Stimme FgPH1 und FgCh9 zeigen unter
Stress keine signifikanten Unterschiede im Wachstum. Beide sind unter osmotischem
Stress noch zu reduziertem Wachstum fahig, wahrend bereits leichter oxidativer Stress
ausreicht, um das Wachstum beider Stamme vollig zu unterbinden. Bei einer Farbung
mit NBT zeigte sich, dass die infizierten Stimme bereits unter Normalbedingungen
starkem Stress durch ROS ausgesetzt sind (C. Heinze, Universitit Hamburg, pers.

Mitteilung).

Bei der Charakterisierung der P3-exprimierenden FgPH1-Mutanten stellte sich heraus,
dass diese auf CM-Festmedium ein um 20 % reduziertes radiales Wachstum zeigen und
vermehrt Luftmyzel im mittleren Bereich der Kolonie bilden. Die Resistenz gegen
osmotischen Stress ist signifikant reduziert, denn bereits bei einem Salzgehalt von 1,2 M
dhneln die Transformanden eher dem virusinfiziertem Wildtyp als dem virusfreien. Die
Expression viraler Proteine kann Einfluss auf die Expression bestimmter Wirtsgene
nehmen, die mit Stressresistenz in Verbindung stehen. So wurde mittels einer
Transkriptionsanalyse festgestellt, dass nach einer Infektion mit FgV1 unter anderem
der osmotic stress transduction pathway signifikant herunter reguliert ist (Lee et al,
2014).

Auch die Resistenz gegen oxidativen Stress ist signifikant reduziert, allerdings sind die
P3-exprimierenden Transformanden nicht so anfallig wie der virusinfizierte Wildtyp.
Die Expression von P3 in Fg8/1 16st keine Reduktion der Stresstoleranz des Pilzes aus.
Da der Stamm sich sonst grofdtenteils wie FgPH1 verhalt, ist vermutlich die geringe
Expressionsrate ausschlaggebend fiir das Ausbleiben der morphologischen
Verdanderungen.

Bei Infektionsstudien auf Weizen mit den P3-exprimierenden Transformanden zeigt
sich, dass diese wie der infizierte Wildtyp nicht in der Lage sind, die Ahre iiber das
inokulierte Ahrchen hinaus zu infizieren. Lingsschnitte von inokulierten Ahrchen
(10 dpi) zeigen, dass der infizierte Wildtyp sowie die Transformanden in der Lage sind,
sich innerhalb dieser zu verbreiten und fiir ein Absterben des Gewebes (Bleiche) zu

sorgen. Auch der Bereich des Rachisknoten ist stark verbraunt, wie auch beim

129



Diskussion

virusfreien Wildtyp. Allerdings ist das Gewebe hinter dem Rachisknoten im Gegensatz
zu diesem nicht von der Bleiche betroffen, sondern dhnelt den mit H20 inokulierten
Kontrolldhrchen.

Solch ein Phénotyp ist bekannt von DON-defizienten Tri5-ko-Mutanten (Bai et al, 2002)
und Lipase-defizienten Fgl1-ko-Mutanten (Voigt et al., 2005). Daher wurde zunachst die
Fahigkeit der Transformanden und des infizierten Wildtyps getestet, auf Weizen das
Toxin Deoxinivalenol (DON) zu produzieren. Dabei stellte sich heraus, dass der infizierte
Wildtyp etwa die 8-fache Menge an DON synthetisiert, wahrend eine der P3-
exprimierenden Transformanden etwa das 12-fache und die andere etwa das 6-fache
synthetisiert. Die hochste Expression von Tri5 und damit verbunden die starkste
Synthese von DON ldsst sich am dritten Tag nach der Inokulation eines Weizenahrchens
mit Fusarium-Konidien feststellen (Savard et al., 2000). Dies ist in etwa der Zeitpunkt,
an dem das Myzel des Pilzes auf den Rachisknoten trifft (Voigt et al,, 2007). Um diesen
zu durchdringen, muss eine grofie Menge DON synthetisiert werden (Ilgen et al., 2009).
Bleibt die Infektion nun am Rachisknoten stecken, so bleibt die DON-Synthese, die nach
dem Uberwinden des Rachisknoten eigentlich wieder herunter reguliert wird, stets aktiv
und DON akkumuliert im inokulieren Ahrchen. Der gleiche Phinotyp wurde beobachtet,
wenn ein anderer Virulenzfaktor von Fusarium graminearum ausgeschaltet wird, die
Lipase FGL1. Die Infektion verbleibt im inokulierten Ahrchen und DON akkumuliert in
diesem (Voigt et al., 2007).

Im nachsten Schritt wurde also die Transkription von Fgl1 mittels qPCR untersucht und
es stellte sich heraus, dass im virusinfizierten FgPH1 die Fgl1-Transkripte auf 40 % der
im virusfreien FgPH1 vorkommenden Transkriptemenge reduziert ist, im infizierten
FgCh9 sind es sogar nur noch etwa 20 % im Vergleich zum mit niedrigem Virustiter
infizierten FgCh9. FGL1 nimmt Einfluss auf die Freisetzung von ungesattigten
Fettsduren, die wiederum die Callosesynthase inhibieren. Fehlen nun diese Fettsiauren,
kommt es zu einer vermehrten Synthese von Callose. Unter anderem verstarkt Callose
die Zellwande und blockiert die Siebzellen, was zu einem mechanischen Schutz der
Wirtspflanze fiihrt. Sie gewinnt so Zeit, weiterfithrende Verteidigungsmechanismen
gegen Pathogenangriffe einzuleiten (Bliimke et al., 2014).

Neben den hier beschriebenen Virulenzfaktoren DON und FGL1 gibt es wahrscheinlich

noch viele andere, zum Beispiel Sekundarmetabolite wie Butenolide oder Effektoren,
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und es kann nicht ausgeschlossen werden, dass weitere Faktoren an der frithen

Einddammung der Pilzinfektion in Weizen beteiligt sind.

Die Konidienproduktion ist in den P3-exprimierenden Transformanden fast um das
Doppelte im Vergleich zum Wildtyp erhoht, obwohl eine Infektion mit FgV-ch9 die
Konidienproduktion eigentlich stark reduziert (Darissa et al., 2011). Wenn das Gen
Cpst12-E1, ein Homolog des Transkriptionsfaktors Stel2, in Cryphonectria parasitica
ausgeschaltet ist, kommt es ebenfalls zu einer vermehrten Produktion von Konidien.
Wahrend einer Infektion mit CHV1-EP713, wahrend der das Gen herunter reguliert ist,
hingegen nicht (Deng et al., 2007). Es konnte sein, dass P3 alleine Einfluss auf ein oder
mehrere Gene von F. graminearum, vielleicht sogar auf ein Homolog von Stel2, nimmt,
die wahrend einer natirlichen Infektion mit allen Virusproteinen nicht im gleichen
Mafie beeinflusst werden.

In den P3-exprimierenden Transformanden sowie im virusinfizierten Wildtyp ist die
Keimungsrate der Konidien signifikant reduziert. Urayama et al. (2016) haben Konidien
von Magnaporthe oryzae mit dem heterolog in S. cerevisiae exprimierten Hiillprotein von
MoCV1-A, das auf ORF 4 kodiert ist und Homologien zu P3 aufweist, inokuliert und
ebenfalls eine starke Suppression der Keimung von Konidien beobachtet. Offenbar spielt
das Hiillprotein beider Viren eine entscheidende Rolle wadhrend der asexuellen

Fortpflanzung ihres Wirtes.

Die Bildung von Perithecien und Reife der Ascosporen erfolgt in den P3-exprimierenden
Transformanden sehr friih, bereits nach zwei Wochen treten die ersten Perithecien auf.
Nur die P4-exprimierenden Mutanten bilden noch friither Perithecien aus. Die ndhere

Betrachtung dieses Ergebnisses erfolgt in Kapitel 4.5.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Protein P3 mehr Einfluss auf die Virulenz
sowie die sexuelle und asexuelle Fortpflanzung hat, als alle weiteren Proteine von
FgV-ch9, und durchaus der Hauptausldser der Hypovirulenz sein konnte. Dies bestatigen
auch die Experimente von Urayama et al. (2012; 2014b). Zunachst wurde das P3-
Homolog von MoCV1-A, kodiert auf ORF 4, in S. cerevisiae exprimiert und sorgte dort fiir
cytologische Veranderungen, wie stark vergrofierte Vakuolen, und signifikante

Wachstumsbeschrankung (Urayama et al, 2012). Danach wurde das Protein im
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humanpathogenen Pilz Cryptococcus neoformans exprimiert und sorgte auch hier fiir
ausgepragte  Wachstumsbeschrankungen, Zellkerndegradation und reduzierte
Formierung der Kapsel, die eine der Hauptvirulenzfaktoren dieses Pilzes bildet
(Urayama et al,, 2014b).

Das Protein P3 von FgV-ch9 fiihrte in S. cerevisiae zwar zu keinem besonderen Phanotyp,
die Wirkung auf F. graminearum ist allerdings enorm. Daher kénnte es also nicht nur fiir
den Pflanzenschutz von Interesse sein, sondern auch fiir den medizinischen Bereich eine

gute Alternative zu herkdmmlichen Antimykotika darstellen.

4.5 Protein P4 ist ein Nichtstrukturprotein und involviert in

die frithzeitige Reife von Perithecien

Das Segment 4 von FgV-ch9 hat eine Grofde von 2746 bp und besitzt einen ORF, der fir
ein Protein (P4) mit einem berechneten Molekulargewicht von 91 kDa kodiert.
Sequenzanalysen der Proteinsequenz und Sequenzvergleiche zeigen keine Homologien
zu bekannten Proteinen oder Domanen. Die Funktion ist nicht bekannt (Darissa et al.,
2011). Es wurde ein Peptidantiserum gegen den N-terminalen Teil dieses Proteins

hergestellt, AK-P4N.

Das Protein P4 wurde in E. coli, S. cerevisiae und F. graminearum heterolog exprimiert.
Die Integration und Transkription in Fusarium wurde mittels PCR verifiziert und mittels
Southern Blot konnte ermittelt werden, dass die Mutante FgPH1-AlcA-P4.8 {iber drei
und die Mutante FgPH1-AlcA-P4.9 tliber zwei Integrationen von P2 verfiigt. Die von

Darissa (2011) beschriebenen tandem repeats konnten nicht bestétigt werden.

Es wurde eine Zeitreihe von Gesamtprotein aus infiziertem Myzel im Western Blot mit
dem Antiserum AK-P4N analysiert. In 3 Tage altem Myzel konnte deutlich ein Protein
mit einem Molekulargewicht von 91 kDa nachgewiesen werden, welches ebenfalls in der
Polysomenreinigung zu finden ist. In 6 Tage altem Myzel ist dieses Protein immer noch
in geringerer Menge vorhanden. In dlteren Kulturen sowie in gereinigtem Viruspartikel
hingegen nicht. Das Protein P4 ist also ein Nichtstrukturprotein und unterliegt keiner
offensichtlichen Prozessierung. Es wird in jungem Myzel synthetisiert und auch relativ

schnell wieder abgebaut. Zum Zeitpunkt des Abbaus ist auch die Prozessierung der
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Strukturproteine abgeschlossen. Das weist darauf hin, dass P4 als Protease fungieren
konnte. Ein Proteasetest fiir eine grofstmogliche Vielfalt an Proteasen (Protease Assay
Kit, Calbiochem, USA) wurde mit Rohextrakten aller Proteine von FgV-ch9 aus E. coli und
S. cerevisiae durchgefiihrt. Unter den verwendeten Bedingungen, Casein-Abbau bei
einem pH-Wert von 7,8, zeigte keines eine erh6hte Proteaseaktivitit. Allerdings konnte
das Optimum der Aktivitat verfehlt oder die Proteinmenge zu gering sein, sodass hier
ein falsch-negatives Ergebnis erzielt wurde. Spezifischere Protease-Tests und eine
native Aufreinigung der Proteinextrakte konnten eventuell eindeutigere Ergebnisse
liefern. Es sind jedoch auch weitere regulatorische Funktionen denkbar, so kénnte es

beispielsweise ein Kofaktor der Polymerase, eine RNA-Helikase oder eine Kinase sein.

Das heterolog in E. coli und S. cerevisiae exprimierte P4 verfiigt tiber zwei His-Tags und
einen S-Tag, sodass die erwartete Grofie bei etwa 97 kDa liegt. In E. coli konnte
allerdings nur eine spezifische Bande bei einem Molekulargewicht von etwa 110 kDa
und in S. cerevisiae eine spezifische Bande bei etwa 115 kDa nachgewiesen werden. Alle
anderen beobachteten Banden waren unspezifisch. Diese Diskrepanz zum erwarteten
Molekulargewicht ~ konnte  durch  posttranslationale = Modifikationen  oder
unterschiedliche Laufverhalten der verwendeten Extraktionspuffer zu erkldaren sein.
Auch scheinen His-Tags das Laufverhalten von Fusionsproteinen zu beeinflussen, sodass
das Protein bei einem hoheren Molekulargewicht lauft, als erwartet wurde (Tang et al.,

2000). Daher kann hier nicht von absoluten Gréfien gesprochen werden.

Bei der Expression des Fusionsproteins P4eGFP-N in S. cerevisiae konnte mit dem
Antiserum AK-P4N eine spezifische Bande mit einem Molekulargewicht von etwa 110
kDa detektiert werden. Damit hat diese allerdings ein deutlich niedrigeres
Molekulargewicht als die erwarteten 127 kDa. Da aber auch mit den Antiseren Anti-GFP
und S-Tag eine Bande auf gleicher Hohe gezeigt wurde, sind sowohl das N-terminale GFP
als auch der S-Tag vollstandig vorhanden. Das gleiche Ergebnis zeigte die Expression des
Fusionsproteins in E. coli.

Bei der Expression von P4eGFP-N in F- graminearum konnten bei der Detektion mit dem
Antiserum AK-P4N gleich mehrere Banden detektiert werden. Darunter auch eine Bande
mit einem Molekulargewicht von etwa 130 kDa, was dem erwarteten Molekulargewicht

entspricht. Die grofde Anzahl an Nebenbanden weist darauf hin, dass dieses Antiserum
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sehr unspezifisch bindet. Da bei einer Detektion mit dem Antiserum Anti-GFP einzig die
Bande bei etwa 130 kDa spezifisch war, kann davon ausgegangen werden, dass es sich
bei dieser um das Fusionsprotein handelt. Das Antiserum S-Tag hat wie erwartet nicht
gebunden. In F. graminearum konnte kein Protein mit diesem Antiserum detektiert
werden, da die Detektionsgrenze dieses Antiserums wahrscheinlich iiber der der
Expression liegt.

Diese Ergebnisse der Expression in allen drei Organismen zeigen, dass bei P4 wohl keine
Prozessierung am &dufdersten N-Terminus des Proteins stattfindet, wie er bei den

Strukturproteinen vermutet wird.

Bei der Charakterisierung der P4-exprimierenden FgPH1-Mutanten stellte sich heraus,
dass diese auf CM-Festmedium das gleiche radiale Wachstum zeigen wie der nicht
infizierte Wildtyp. Die Resistenz gegen osmotischen Stress ist signifikant reduziert, denn
bereits bei einem Salzgehalt von 1,2 M &hneln die Transformanden eher dem
virusinfizierten als dem virusfreien Wildtyp. Auch die Resistenz gegen oxidativen Stress
ist stark reduziert. Das Ausmaf} wie beim infizierten Wildtyp wird allerdings nicht
erreicht. Allgemein verhalten sich die P4-exprimierenden Transformanden unter Stress
wie die P3-exprimierenden Mutanten. Gegebenenfalls nimmt P4 Einfluss auf die

gleichen Stress-induzierten Signalwege wie P3.

Obwohl auf Spelzen weniger Infektionskissen gezahlt wurden, entspricht das Schadbild
auf Weizendhren, die von den P4-exprimierenden Transformanden infiziert wurden,
nahezu dem des Wildtyps. Mit einer durchschnittlichen Befallsrate der Ahrchen von
85 % ist zwar eine tendenzielle Verminderung der Virulenz zu sehen, diese ist aber nicht

signifikant.

Die Konidienproduktion ist in den P4-exprimierenden Transformanden stark erhoht. Es
werden fast doppelt so viele Konidien wie im Wildtyp gebildet. Auch hier ist die
Ahnlichkeit zu den P3-exprimierenden Transformanden zu erkennen, da diese im etwa
gleichen Mafle mehr Konidien produzieren. Da Konidien auch als Uberdauerungsform
dienen und bei Stress gebildet werden (Park & Yu, 2016), konnte dies auf die verstarkte

Anfalligkeit sowohl von P3 als auch von P4 auf beide hier untersuchten Stressfaktoren,
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oxdidativer und osmotischer Stress, zuriickzufiihren sein. Die Keimungsfdahigkeit ist

durch P4 allerdings nicht beeintrachtigt.

Die Bildung von Perithecien erfolgt bei den P4-exprimierenden Transformanden
aufdergewohnlich friih. Bereits nach 7 Tagen sind diese auf Weizennodien zu erkennen.
Damit treten sie kurz vor den Perithecien vom virusinfizierten Wildtyp, den P3-, und den
P5-exprimierenden Transformanden auf, die sich nach 10-14 Tagen bilden. Ihre geringe
Grofe ist wahrscheinlich auf die stark beschleunigte Bildung und Reife zuriickzufiihren.
Die herausgeschleuderten Ascosporen sind voll keimungsfahig.

Wahrend viele fakultativ sexuell reproduzierenden Organismen bei Stress zu fritherer
und verstarkter sexueller Fortpflanzung neigen (Bell, 1982), konnte dies nicht auf alle
Ascomyceten Uubertragen werden. Aspergillus nidulans beispielsweise bildet bei Stress
eher Konidien als Ascosporen (Schoustra et al, 2010). Die asexuell gebildeten Konidien
sind in den meisten Fallen besser gegen abiotische Stressfaktoren gewappnet und
bendétigen zur Bildung einen geringeren Energieaufwand (Adams et al., 1998; Park & Yu,
2016). Perithecien hingegen werden von F. graminearum bevorzugt bei einem warmen
und feuchten Klima gebildet, was den optimalen Lebensbedingungen dieses Pilzes

entspricht (Manstretta & Rossi, 2016).

Die vereinzelten Ascosporen des infizierten Wildtyps FgPH1 VI wachsen zu Kolonien
aus, die eher dem virusfreien Wildtyp dhneln. Auch konnten weder bei einer RNA-
Extraktion, noch mittels RT-PCR virale RNAs nachgewiesen werden. Aus den
Ascosporen sind also mindestens Hyphen mit einem sehr niedrigen Virustiter oder
sogar frei von Viren ausgewachsen. Dieses Phdanomen wurde schon haufig bei Viren
beobachtet, die sich im Zytoplasma befinden (Rawlinson et al, 1973; Day et al.,, 1977),
weshalb allgemein angenommen wird, dass die meisten Mykoviren sich vertikal tiber
Konidien verbreiten und nicht tiber Ascosporen (Coenen et al., 1997). Ausnahmen bilden
Viren, die in Organellen zu finden sind, wie zum Beispiel die dsRNA NB631 aus
Cryphonectria parasitica, die in den Mitochondrien auftritt (Polashock & Hillmann,
1994). Dieses ist das einzige Virus aus der Familie der Hypoviridae, das in erster Linie
liber Ascosporen verbreitet wird (Polashock et al., 1997).

Der Mechanismus zur Bildung von Ascosporen scheint eine Schliisselrolle bei der

Ubertragung von Viren auf die Sporen zu spielen. Das Zytoplasma in unreifen Asci wird
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durch spezielle Doppelmembranen auf die jeweilige Anzahl an Ascosporen aufgeteilt.
Dabei verbleibt der Grofdteil des Zytoplasmas aufderhalb der unreifen Ascosporen und
wird zu Material fiir die Zellwandsynthese der Sporen abgebaut. Nur ein sehr geringer
Teil des Zytoplasmas wird zusammen mit den Organellen der Zelle in die Sporen
aufgenommen. Erst im Inneren der Spore wird neues Zytoplasma, genannt Sporoplasma,
nachgebildet (Zopf, 1890; Read & Beckett, 1996). Auf diesem Wege gelangen kaum bis
gar keine Viren aus dem Zytoplasma in die neu gebildeten Ascosporen, die aus

Organellen hingegen schon.

Die schnelle Bildung von Ascosporen, die beim virusinfizierten Wildtyp sowie den P3-,
P4- und P5-exprimierenden Transformanden beobachtet werden konnte, kdonnte also
auch eine Reaktion des Pilzes auf das Virus sein, um eine Verbreitung einzuddmmen. Da
ein kompatibler Partner und sexuelle Rekombination bei homothallischen Pilzen, wie
F. graminearum, nicht zur Bildung von Ascosporen notig ist (Cavinder et al, 2012)
konnen virusfreie Ascosporen so relativ leicht erzeugt werden. Nun gibt es zwei Wege
diese Ergebnisse zu interpretieren. Zum einen kénnten Proteine von FgV-ch9, wie eben
P3, P4 oder PS5, eine Abwehrreaktion beim Wirt auslosen und dieser sichert sein
Uberleben durch das Erzeugen virusfreien Myzels. Zum anderen koénnte das Virus dies
aber auch ausnutzen, indem die Ressourcen des befallenen Myzels so weit wie mdglich
ausgeschopft werden und bei Kontakt das durch Ascosporen gebildete, virusfreie Myzel
infiziert wird. Die Ressourcenversorgung ware so langerfristig gewdhrleistet. Beide
Interpretationen sind gleichermaf3en denkbar.

In mit dem Hypovirus FgV1 infiziertem F. graminearum wird die Nukleosidase Hal2
herunter reguliert, was zu einer Verringerung sowohl der Akkumulation von viraler
dsRNA als auch der vertikalen Transmission des Virus iiber Konidien fiihrt. So treten
nach mehreren Generationen vertikaler Vermehrung virusfreie Isolate auf (Yu et al,

2015). Auch bei diesem Beispiel sind beide Interpretationen maoglich.

4.6 Protein P5 ist ein Nichtstrukturprotein und besitzt gene

silencing Suppressor-Funktion

Das Segment 5 von FgV-ch9 hat eine Grofde von 2928 bp und besitzt einen ORF, der fir
ein Protein (P5) mit einem berechneten Molekulargewicht von 96 kDa kodiert (4.1).

Sequenzanalysen zeigen, dass das Protein sechs CzHz-Zinkfinger-Doméadnen tragt,
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desweiteren aber keine Homologien zu bekannten Proteinen aufweist. Es wurde ein

Peptidantiserum gegen den N-terminalen Teil dieses Proteins hergestellt, AK-P5N.

Das Protein P5 wurde in E. coli, S. cerevisiae und F. graminearum heterolog exprimiert.
Die Integration und Transkription in Fusarium wurde mittels PCR verifiziert. Mittels
Southern Blot konnte ermittelt werden, dass die Mutanten FgPH1-AGluA-P5.6 und
FgPH1-AGluA-P5.8 iliber jeweils eine Integration von P5 an unterschiedlicher Position im

Genom verfiigen.

Es wurde eine Zeitreihe von Gesamtprotein aus infiziertem Myzel im Western Blot mit
dem Antiserum AK-P5N analysiert. In 3 Tage altem Myzel ist deutlich ein Protein mit
einem Molekulargewicht von 96 kDa zu erkennen, welches ebenfalls in der
Polysomenreinigung zu finden ist. Dariber hinaus kann in beiden Proben eine
Doppelbande bei knapp unter 130 kDa nachgewiesen werden. In 6 Tage altem Myzel ist
nur noch eine leichte Bande bei 96 kDa vorhanden, die Bande bei 130 kDa ist vollstandig
verschwunden. In dlteren Kulturen sowie in gereinigtem Viruspartikel ist keines der
Proteine vorhanden.

Das Protein P5 ist also ein Nichtstrukturprotein, das keine gréfderen Prozessierungen
aufweist, da das beobachtete Molekulargewicht dem berechneten entspricht, und
schnell abgebaut wird. Die Banden bei etwa 130 kDa sind wahrscheinlich durch
anormales Laufverhalten zu erkldren. Dieses Phinomen, ausgelost durch die grofde
Anzahl von Zinkfinger-Doméanen, wurde von lakoucheva et al. (2001) fiir Proteine mit

zahlreichen Zinkfinger-Doméanen beschrieben.

Das heterolog in E. coli und S. cerevisiae exprimierte P5 verfligt iiber einen His-Tag und
einen S-Tag am N-Terminus, sodass die erwartete Grofde bei etwa 102 kDa liegt. In
beiden Organismen konnte die zuvor beschriebene Bande mit einem Molekulargewicht
von etwa 130 kDa nachgewiesen werden. Dieser Effekt ist also unabhdngig vom Wirt
und tritt auch in anderen Organismen auf. Eine Zunahme des Molekulargewichtes durch
beispielsweise Glykolysierungen kann damit ausgeschlossen werden. Zusatzlich ist in
E. coli noch eine Bande bei etwa 110 kDa zu erkennen. Abweichungen vom berechneten

Molekulargewicht konnten durch die verwendeten Extraktionspuffer zu erklaren sein.
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Auch die verwendete Konzentration von Polyacrylamid kann zu Abweichungen bei den

Lauflangen von Proteinen fithren (Rath et al, 2013).

Bei der Charakterisierung der P5-exprimierenden FgPH1-Mutanten stellte sich heraus,
dass diese auf CM-Festmedium ein um etwa 10 % reduziertes Wachstum zeigen und die
Kolonien asymmetrisch wachsen. Sie sind aufderdem weniger resistent gegen oxidativen
Stress als der virusfreie Wildtyp. Dagegen ist die Resistenz gegen osmotischen Stress
erhoht.

Die Konidienbildung ist bei den P5-exprimierenden Mutanten extrem reduziert. Es
werden nur knapp 10 % der durchschnittlich beim virusfreien Wildtyp ermittelten
Konidienmenge gebildet. Die Keimungsrate der Konidien entspricht hingegen der des
virusfreien Wildtyps.

Ein virales Protein kann diverse Wirtsfaktoren beeinflussen, die wiederum zu einer
veranderten Stresstoleranz, vermindertem Wachstum oder einer Reduktion der
Konidienproduktion fithren kénnen (Liu et al,, 2013; Yu et al., 2015; Son et al., 2016).

Die Bildung von Perithecien und Reife der Ascosporen erfolgt in den P5-exprimierenden
Transformanden, wie bei P3 und P4, sehr frih, bereits nach zwei Wochen treten die
ersten Perithecien auf. Die ndhere Betrachtung dieses Ergebnisses erfolgte in Kapitel 4.5.
Alle weiteren betrachteten Faktoren, wie die Virulenz auf Weizen oder die Bildung von

Infektionskissen, unterscheiden sich nicht vom virusfreien Wildtyp.

Das Protein P5 verfiigt tiber sechs CzHz-Zinkfinger-Doméanen. Diese binden in erster
Linie dsRNA (Finery & Bass, 1997; Yang et al, 1999). Die Fahigkeit zur Bindung von
dsRNA fiihrte zu der Annahme, dass es sich bei P5 um einen gene silencing Suppressor
handeln koénnte (Valli et al,, 2008; Chiba et al, 2013b). Eine direkte Beteiligung von P5
bei der Replikation ist dagegen unwahrscheinlich, da dieses Protein nicht im Partikel

vorkommt, die virale dsRNA diesen allerdings auch nicht verlasst.

RNA-induced gene silencing ist ein hoch konservierter Mechanismus, der in den meisten
eukaryotischen Systemen vorkommt (Cogoni, 2001; Hannon, 2002; Baulcombe, 2004)
und in Pilzen frither auch quelling genannt wurde (Romano & Macino, 1992). Neben der
Regulation der eigenen Genexpression (Chang et al.,, 2012) dient dieser auch der Abwehr

von fremder Nukleinsdure, insbesondere von Viren (Matzke et al., 2000).
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Auch F. graminearum verfiigt Uiber ein System zum gene silencing. Bei der Sequenzierung
des Genoms dieses Pilzes wurden zwei Dicer, zwei Argonaute-Proteine und fiinf RdRPs
identifiziert (Cuomo et al, 2007). Funktionsanalysen zeigten, dass das System
funktionsfahig ist. Anders als bei anderen Pilzen scheint hier allerdings nicht die
Regulation von Genexpressionen im Vordergrund zu stehen, sondern die Abwehr von

viraler RNA (Segers et al., 2007; Chen et al., 2015).

Um trotz gene silencing eine virale Infektion zu etablieren, sind einige Viren in der Lage,
gene silencing Suppressoren zu exprimieren. Diese konnen beispielsweise als Protease
wichtige Bestandteile des RISC abbauen (Suzuki et al., 1999; Varrelmann et al, 2007),
die Synthese oder Aktivitat von Dicer und Argonaute-Proteinen hemmen (Zhang et al,
2006; Haas et al,, 2008), die Umsetzung von dsRNA zu siRNA unterdriicken (Aliyari et
al,, 2008) oder die siRNA binden (Ye et al, 2003; Mérai et al., 2005). Auf Grund der
Menge an moglichen Interventionspunkten ist es nicht verwunderlich, dass sich die
einzelnen Suppressoren oftmals weder in ihrer Struktur noch in ihrer Sequenz dhneln

(Voinnet, 2005).

Um zu ermitteln, ob tatsachlich eines der Proteine von FgV-ch9 die Funktion hat, gene
silencing zu unterdriicken, wurden alle 5 ORFs in einem transient expression assay (Roth
et al., 2004) getestet. Dabei wurden konstitutiv eGFP exprimierende N. benthamiana mit
A. tumefaciens-Gemischen bestehend aus einem Stamm, der einen silencing inducer
exprimiert, und einem Stamm, der eines der viralen Proteine exprimiert, infiltriert. Als
inducer wurde das eGFP-Gen verwendet, da die Transkription eines zusatzlichen eGFPs
in Verbindung mit dem im Genom integrierten das sogenannte sense transgene-induced
post-transcriptional gene silencing (S-PTGS) auslost (Dalmay et al, 2000; Béclin et al,
2002). So kann dsRNA gebildet werden, ohne ein spezielles Konstrukt zu verwenden.
Der silencing-Effekt dufdert sich in diesem Assay so, dass im infiltrierten Bereich die
Fluoreszenz von eGFP abnimmt und dieser als dunkler Kreis auf den Blattern sichtbar
wird. Wird nun ein silencing Suppressor parallel exprimiert, so wird das gene silencing
unterdriickt, die Fluoreszenz bleibt bestehen und die infiltrierten Bereiche bilden keine
dunklen Kreise. Als bestatigter Suppressor in der Positivkontrolle dient das Protein P19
des Tomato bushy stunt virus (Ye et al., 2003). Es bindet siRNA mit einer Grofde von 21
Nukleotiden (Qu & Morris, 2002).
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Die Untersuchung der fiinf Proteine von FgV-ch9 ergab, das nur bei der parallelen
Expression von P5 die Fluoreszenz erhalten blieb, bei P1, P2, P3 und P4 zeigten sich die
durch silencing verdunkelten Bereiche. Dem entsprechend hat nur P5 eine Funktion als
Suppressor.

Um zu verifizieren, ob P5 auch im natiirlichen Wirt von FgV-ch9, F. graminearum, den
gleichen Effekt hat, wurde in den konstitutiv eGFP exprimierende Stamm FgPH1-GFP
zunachst ein silencing-Konstrukt eingebraucht, das konstitutiv dsRNA von eGFP
synthetisiert (FgPH1-SilentGFP). In einem weiteren Klon wurde zusatzlich P5 heterolog
in diesem Stamm exprimiert (FgPH1-SilentGFP-P5). Als Negativkontrolle wurde das
Protein bPAC, eine photoaktivierte Adenylatzyklase (Jansen et al, 2015), die keinerlei
Suppressor-Funktion besitzt, ebenfalls in dem Stamm exprimiert (FgPH1-SilentGFP-
bPac). Es zeigte sich, dass die Fluoreszenz in dem Stamm FgPH1-GFP deutlich zu
erkennen ist, wahrend die Fluoreszenz sowohl in FgPH1-SilentGFP als auch in FgPH1-
SilentGFP-bPAC um mehr als 50 % reduziert ist. Die Fluoreszenz in FgPH1-SilentGFP-P5
hingegen ist sogar um 20 % starker ausgepragt. Bei P5 handelt es sich also eindeutig um
einen gene silencing Suppressor, der auch in F. graminearum seine volle Wirkung
entfaltet.

Die beschriebene Steigerung der Fluoreszenz kann nicht nur in den F. graminearum-
Mutanten beobachtet werden, sondern auch bei den mit den Suppressoren P5 und P19
infiltrierten Blattern. Gegebenenfalls verstarken die Suppressoren die Fluoreszenz,
indem sie das eGFP stabilisieren, da beispielsweise spontanes silencing, wie es auch
schon durch ssRNA herbeigefiihrt werden kann (Martinez et al, 2002; Yu et al, 2012),

ebenfalls gehemmt wird.

Es wurde beschrieben, dass die Expression von gene silencing Suppressoren deutliche
phanotypische Veranderungen auslosen kann. So sorgt der Suppressor P29 aus CHV1
fir eine Reduktion der Pigmentierung und der asexuellen Sporenbildung in seinem Wirt
Cryphonectria parasitica (Craven et al., 1993). Es ist allerdings moéglich, dass dies nicht
zwangslaufig an der Funktion des Proteins als Suppressor liegt. In F. graminearum
wurde gezeigt, dass das Stilllegen des gene silencing Mechanismus keine Auswirkungen
auf Wachstum, Stressresistenz, sexuelle und asexuelle Fortpflanzung sowie Virulenz des
Pilzes hat. Dazu wurden jeweils die beiden Dicer- und Argonaute-Proteine ausgeschaltet

sowie Doppel-ko-Mutanten von beiden Dicer- und Argonaute-Proteinen erstellt. Keine
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dieser Mutanten zeigte einen Effekt auf die genannten Faktoren. Der gene silencing
Mechanismus wird also nicht zur Regulation der vegetativen Entwicklung oder
Pathogegene verwendet (Chen et al, 2015). Da bei den P5-exprimierenden
Transformanden aber durchaus Veranderungen in diesen Bereichen zu erkennen sind,
werden diese wahrscheinlich durch eine weitere Funktion, die das Protein hat,
ausgelost. Gerade bei gene silencing Suppressoren ist es nicht ungewdhnlich, dass sie
mehrere Aufgaben erfiillen. Beschriebene gene silencing Suppressoren von
Pflanzenviren fungierten auch als movement-Protein fiir die cell-to-cell Verbreitung iiber
Plasmodesmata oder auch fiir die long-distance Verbreitung uber das Phloem. Sie
konnen als Proteasen wahrend der Prozessierung auftreten oder spielen bei der RNA-
Amplifikation eine Rolle (Voinnet et al, 2000; Kasschau & Carrington, 2001; Park et al,
2004).

Auch bei einigen anderen Mykoviren konnte ein gene silencing Suppressor identifiziert
werden. Das Protein P29 des Hypovirus CHV1 (Segers et al., 2006) sowie das Protein
P32 des Rosellinia necatrix mycoreovirus 3 (RnMyRV3; Yaegashi et al, 2013) zeigen
gene silencing Funktion. Homologien zwischen diesen beiden Proteinen und P5 konnten

nicht festgestellt werden.

4.7 Fazit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die viralen Proteine P1-P5 von FgV-ch9 naher
untersucht. Dabei sollten Schliisse iiber deren Zeitpunkt der Synthese, Prozessierung,
Funktion und Wechselwirkung mit dem Wirt F. graminearum gezogen werden.

Zunachst wurden Abschnitte aller fiinf Segmente erneut sequenziert, wobei im nicht-
kodierenden C-terminalen Bereich von P2 und P3 sowie im kodierenden C-terminalen
Bereich von P5 Duplikationen der Sequenz ermittelt wurden. Diese neuen Sequenzen
wurden mit denen nahe verwandter Viren verglichen und es stellte sich heraus, dass

diese teilweise ebenfalls tiber Duplikationen in ihrem Genom verfiligen.

Mittels Zeitreihen von infiziertem Myzel, analysiert mit spezifischen Antiseren, konnten

Expressions- und Prozessierungszeitraume der viralen Proteine ermittelt werden.
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Durch die Expression von viralen Proteinen in E. coli, S. cerevisiae und F. graminearum
konnten Riickschliisse liber deren Prozessierung gezogen werden. Es konnte ermittelt
werden, dass das Protein P2 C-terminal durch wirtseigene Proteasen prozessiert wird,
wahrend die C-terminale Prozessierung beim Protein P3 von weiteren viralen Proteinen
abhangig ist. Autoproteolytische Prozesse konnten in beiden Fallen ausgeschlossen
werden. Dariiber hinaus wurde deutlich, dass auch am N-Terminus von P3 und ggf. P1
einzelne Aminosduren abgebaut werden. Die genauen Prozessierungs-Schnittstellen
konnten allerdings in keinem dieser Fille identifiziert werden. Bei P4 und P5 treten

keine offensichtlichen Prozessierungen auf.

Die Charakterisierung der F. graminearum-Expressionsmutanten fiihrte zu
Erkenntnissen tliber die Wirkung der viralen Proteine auf ihren Wirt. Es wurde das
Wachstum auf Festmedium, die Stressresistenz, die Virulenz auf der Wirtspflanze, sowie
die sexuelle und asexuelle Sporulation analysiert. Daraus lief3en sich Schlussfolgerungen
tiber die Funktion der einzelnen viralen Proteine ziehen.

Die Funktion von P1 als RARP war bereits bekannt. Bei P2 handelt es sich vermutlich um
ein Strukturprotein, das eine Aufgabe im Inneren des Partikels erfiillt. Bei P3 handelt es
sich um das Hiillprotein, welches den Hauptausléser der Hypovirulenz darstellt. Das
Protein P4 nimmt starken Einfluss auf die sexuelle und asexuelle Sporulation, die genaue
Funktion konnte allerdings nicht ermittelt werden. Das Protein P5 fungiert als gene
silencing Suppressor. Die auf diesem Protein vorhandenen Zinkfinger-Domanen legen
nahe, dass dies durch Binden von siRNA geschieht. Ein Nachweis der Abnahme von

siRNA in den Suppressor-exprimierenden Mutanten konnte nicht erbracht werden.
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5 Zusammenfassung

Fusarium graminearum ist ein weltweit vorkommendes Graserpathogen, welches
erheblichen wirtschaftlichen Schaden verursacht. Die Bekdmpfung mit Fungiziden ist
schwierig und resistente Sorten nicht erhaltlich. Eine alternative Bekdmpfung koénnte
durch Hypovirulenz induzierende Viren etabliert werden. Ein solches Virus ist Fusarium
graminearum Virus-China 9 (FgV-ch9). Von diesem Virus waren bisher lediglich die
Sequenz und die Ausbildung von Hypovirulenz beschrieben worden. Seine
Replikationsstrategie, die Expression und Prozessierung seiner Proteine sowie deren

Funktion und Einfluss auf den Wirt wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Das Segment 1 und das darauf kodierte Protein P1 zeigten weder Besonderheiten auf
Nukleinsaure- noch auf der Proteinebene. Wie schon vorher bekannt war, kodiert es fiir
die viruseigene RARP und ist Bestandteil des Partikels. Die Expression in Bakterien und
Hefen zeigte ein Protein mit dem errechneten Molekulargewicht. Durch Expression im
natiirlichen Wirt F. graminearum wurden Kkeine signifikanten phanotypischen

Veranderungen hervorgerufen.

Die Segmente 2 und 3 zeigen einzigartige nicht-kodierende head-to-tail Duplikationen
des extremen 3° Endes mit unbekannter Funktion. Ein Sequenz-Artefakt kann
ausgeschlossen werden, da nach eingehender Analyse ebenfalls dhnliche Duplikationen
in nahe verwandten Viren gefunden wurden. Die Proteine, die von den beiden
Segmenten translatiert werden, sind jeweils Bestandteil des Partikels und werden
wahrend der Morphogenese prozessiert. Diese Prozessierung ist bei P2 auf eine
Protease des Wirtes zurtlickzufiihren. Bei P3 ist die Prozessierung durch andere virale
Proteine wahrscheinlich, jedoch konnte eine Autoproteolyse ausgeschlossen werden.
Diese Interpretation ist auf Western-Blot-Analysen nach Expression in verschiedenen
Wirtsorganismen begriindet. Wahrend dem Protein P2 lediglich ein starker Einfluss auf
die Konidienproduktion zugeschrieben werden kann, hat das Protein P3 einen zentralen
Einfluss auf die Biologie des Wirtes. Die Expression von P3 im natiirlichen Wirt
F. graminearum war nur moglich, wenn ein schwacher bzw. ein induzierbarer Promoter
verwendet wurde. Selbst bei einer schwachen Expression war das radiale Wachstum der

Mutanten eingeschrankt und sie wiesen eine signifikant geringere Toleranz gegeniiber
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Stress auf. Genau wie der virusinfizierte Wildtyp zeigten die P3 exprimierenden
Mutanten Hypovirulenz. Diese ist in beiden Fillen darauf zurtckzufiihren, dass das
Myzel den Rachisknoten nicht liberwinden kann. Wie bei einer Infektion mit dem
virusfreien Wildtyp von F. graminearum werden in beiden Fillen Infektionsstrukturen
und das Mykotoxin DON auf der Wirtspflanze gebildet. Der Gehalt an DON ist in den
infizierten Ahrchen sogar stark erhoht, was durch anhaltende Induktion der
Toxinbiosynthese durch den Rachisknoten erklart werden kann. Die Expression eines
weiteren Virulenzfaktors, der Lipase FGL1, ist hingegen deutlich reduziert. Dies kdnnte

unter anderem der Grund fiir das Feststecken der Infektion im Rachisknoten sein.

Die beiden Nichtstruktur Proteine P4 und P5 sind nicht, bzw. nicht auffallig, prozessiert.
Die Funktion von P4 ist vollig ratselhaft. Lediglich eine Beteiligung an Stressreaktionen,
eine stark erhohte Produktion von Konidien sowie eine starke Beschleunigung der
Ascosporenbildung konnten diesem Protein zugeschrieben werden. Eine regulatorische
Funktion in frithen Phasen der Infektion, die allerdings in einer Einzel-Expression des
Proteins im Wirt nicht sichtbar sein muss, ist wahrscheinlich, da es nur in diesen frithen
Stadien nachgewiesen werden konnte.

Das Protein P5 hat durch eine Duplikation im kodierenden Bereich ein um 16 kDa
erhohtes Molekulargewicht. Dieses erh6hte Molekulargewicht fiel beim Nachweis des P5
in infiziertem Myzel mittels Western-Blots auf und wurde durch Expression und
Sequenzierung bestatigt. Im nahe verwandten Virus FgV2 konnte solch eine Duplikation
allerdings nicht nachgewiesen werden. Die Duplikation resultiert in einer Verdoppelung
der urspriinglich drei nachgewiesenen Zink-Finger Motive. Diese Zink-Finger-Domanen
konnen Nukleinsdure binden, was beispielsweise Auswirkungen auf den Mechanismus
des gene silencing haben konnte. Tatsachlich konnte im heterologen System Tabak
ausschliefdlich fir P5 eine gene silencing Suppressor Funktion nachgewiesen und im

natiirlichen Wirt F. graminearum bestatigt werden.

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnten Erkenntnisse {iber die
Replikationsstrategie, die Expression und Prozessierung der Proteine von FgV-ch9
sowie deren Funktion und Einfluss auf den Wirt zusammengetragen werden. Diese
konnen eine Grundlage fiir die Anwendung des Virus als nachhaltiges und 6kologisch

vertretbares Pflanzenschutzmittel bilden.
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6 Summary

The necrotrophic ascomycete Fusarium graminearum is a globally occurring pathogen of
grasses and cereals, which causes severe economic damage. The use of fungicides is
difficult and until now there are no relevant resistant cultivars available. Hypovirulence
inducing viruses could be used as an alternative biocontrol agent. Fusarium
graminearum virus-china 9 (FgV-ch9) is such a hypovirulence inducing virus. So far only
the sequences of its segments and the ability to induce hypovirulence are known about
this virus. Its replication strategy, the expression and processing of its proteins as well

as their function and influence on the host were investigated in this thesis.

Segment 1 and the protein P1, encoded thereon, neither showed any peculiarities on the
nucleic acid nor on the protein level. As already known, it encodes the viral RdRp and is
part of the particle. During the expression in bacteria and yeast a protein of the
calculated molecular weight was detected. When it is expressed in the natural host

F. graminearum, no significant phenotypical changes occurred.

The segments 2 and 3 show unique head-to-tail duplications at their extreme
3’-terminus with unknown function. A sequence artefact can be excluded because
similar duplications could also be found in closely related viruses. The proteins
translated from these segments are part of the particle and get processed during
morphogenesis. The processing of P2 requires a host protease, while the processing of
P3 seems to depend on other viral proteins. Autoproteolysis can be ruled out. This
interpretation is based on Western blot analysis after expression in different organisms.
While P2 has only a significant influence on the conidia production, the protein P3 has a
major impact on the biology of the host. The expression of P3 in the natural host
F. graminearum was only possible with a weak or inducible promoter. Even a low level
of protein expression leads to reduced radial growth and reduced tolerance against
stress. The P3 mutants, like the virus-infected wildtype, showed hypovirulence. In both
cases the hypovirulence is causes by the inability of the fungus to pass the rachis node.
Like the virus-free wildtype, both hypovirulent strains form infection structures and
produce the mycotoxin DON while infecting the host plant. The amount of DON in

infected spikelets is strongly increased, which can be explained by the continuing
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induction of the toxin biosynthesis by the rachis node. However, the expression of
another virulence factor, the lipase FGL1, is significantly reduced. This could be one of

the reasons why the fungus is not able to grow through the rachis node.

The non-structural proteins P4 and P5 are not, or not significantly, processed. The
function of P4 is a total mystery. Only a participation in stress reactions, a strongly
increased production of conidia and a high acceleration of ascospore formation is
attributed to this protein. A regulatory function during the early stages of infection,
which however does not have to be visible in an expression of the protein alone in the
host, is likely, since it could only be detected in these stages.

Because of a duplication in the coding region, the molecular weight of protein P5 is
increased by 16 kDa. This increased molecular weight was observed during the
detection of P5 in infected mycelia by Western blots and confirmed by expression and
sequencing. However, a duplication like this could not be detected in the closely related
virus FgV2. The duplication results in a doubling of the originally three detected zinc
finger motifs. These zinc finger domains can bind nucleic acid, which could have, for
example, an effect on the mechanism of gene silencing. In fact, in the heterologous
system tobacco a gene silencing suppressor function could be detected exclusively for

P5 and confirmed in the natural host F. graminearum.

The results of this study led to new understanding of the replication strategy, the
proteins’ expression and processing in FgV-ch9 as well as their function and impact on
the host. This can provide the basis for the application of the virus as a sustainable and

ecologically acceptable agent of biocontrol.
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Anhang

8 Anhang

Anhang 1: Sequenzen von Segment 2, 3 und 5 mit Duplikationen

Die duplizierte Sequenz ist unterstrichen und die Duplikation selbst ist mit einer

Plinktchen-Linie unterstrichen. Start- und Stopp-Codon sind fett dargestellt. Zusatzliche

nicht-homologe Nukleotide sind durch eine Box markiert.

Anhang 1A: Sequenz von Segment 2 aus FgV-ch9

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

GCAAAAAAGA
TGGCAAATTT
ACCGCTCATC
GGTCTTTGCA
GGTGTGTCAA
CACCGGATTC
GTGGTGACAT
AATGTCACGT
AGAACTGAGC
CTTAAGAATG
CTGGTGGCGC
CGGCGCGCGA
GCACGCATTG
GATGTCGTGT
GCCGCCGAGT
TGGGCCTTCC
GTATACTCAA
ATGAAAAGCG
AACAATCCTG
CAAGAGGCGT
GCTACATTAC
CGCGAGACTG
GCCCCGATTA
GTCAAGAACT
CCTAGTTCCT
GACTTGGAGT
CGCGCCTACA
GCTTATGCTC
GTAGCGAGCA
ACGTTCGAAA
CACTGGGAGG
CACATAACGC
GCTCATCTGA
GCATTGACGC
GTAGCCGAAA
GGAACAAAGC
GAAGTTAGTG
ACAGATGACA
CCGCCGCGTG
ACGCCATCGC
AGTGTGAGTA
CGTGGCGCAA
GCTGAGCTAG
GCGGGTAAAC
CCAGACGTTG

GAATAAAGCC
GCACCCTTGT
TTGAGCAACA
GTTACAGTGT
CAGTCGAATC
CAAGGGATGT
TTGATGTGAG
ACAAGCAGCA
TTCAATTCTT
CGCTGACTGT
AATCGCACGC
TCGCGAACCA
TGCTACACTC
CGACAGTTGA
TGCAGCAGCG
TGGCAATGGC
GGCTAGTGTC
GGGAGAACAC
AGAAATGCCT
CATCAGTCCT
CGTACAAAGC
CTGAGGACAT
TCGCGGGCGC
CGCTAAATGT
GCAGGAGCAC
GGCTACTACC
GGGATTGCGG
CAGCATTTAG
GACCGTATCT
ACGAATCTTT
CCGTAATTCA
CAACCCCCGT
GCGAACGGTG
TGAGTCCACC
CTCTGCGCAC
CGCACAATAT
ATTCTGAGAG
CGGCCAGTGC
GCCGGTCCGT
TGGCGGAACG
GTAGTCGTGG
GTGAGTCGAG
GCGAACATAT
GTGACTACAG
GCGATTGGAC

ATTTGTGCAC
TCTAACATAC
AGCCGTGGCA
CCCAACTCCA
TGGCGCAGGC
GGCGCTGACG
TGAGCGGGGA
ATACAATTTC
CCCCGTCCGT
GCATGAAGTG
GTCGCCAGGC
GGCCATAAAT
GTTCACTGCA
TGTTAGGACG
GGCGTTCGTG
AATGCTGGGC
GGTGTCAGAG
ACCGGCCAAC
CTCATTCTAT
GCGCCAAGTT
ACGCGAGAAC
TCGATTGATG
TGTTAAGGCA
GCCCTCCATA
AATGTCAGCG
ATTCACAGAA
GTGGCTTATC
TACGGGTGTG
CGAGTCACTG
GGATGGACCA
ATGGGATGCT
CTCACCGAAA
GCAAAAATCG
ATCGGCTGCA
ACACACGCGC
GCCATGGCCA
TACAACCACC
TGCTACGGTA
TACACCTATA
GCTGAAGTCA
TCGTGCGACG
TGAGATAGCA
TGTCACGAGC
TGATGTAGTG
GGGGACGAGT

165

ATAGGTGCGC GGGGAGAAAC TTTCGAACCG
ATCATGTCAG GACAATTGAA CATTCGTTCA

CCGGATCAAT
AGCATCACAC
AGCGCTGACA
TCACTGCGCG
CCGACGCAGC
ATCGACGTGG
CCACCTGTTG
GTGAAGCCTC
CTCCCGTTGT
GATGATTATG
CAAGCAGCCG
ATGTTTGTGG
TATGTGGATG
ATAAACACTA
TTGCGCGGCG
ATCAGCCAAA
AACGCCTATG
GCGGTGATGC
CCCAAAGCTG
TACAATAGCG
GGTGTGGCAG
CTCGCAGCTA
GTGTTGTGCT
GGAGTGGATA
ACGACTTACA
GATATGCGCA
ATCGCGCTGT
ACACTGCAAC
TACTCACCAG
CAGGCCCGGC
AAGCGCACGC
GCACGCAGCG
TCAATGTCAG
GTACAGGCGG
CGAGTAACGC
GTTCAGACTG
GGTACGACTG
CCATTCCGTC
AGCGACACTA
CTAATACGGA
GACGGGCGAA
CGGGACCTAT
AAGAATGGTG

ATCGTGCCGG
GCCGTGTGCA
AATTAGAGTC
CCGGAACAAT
CCCTCACCAA
GCGTGAGCGC
ATAACACGAA
TCAAACTACA
ACAGTGATTT
GCATGAGATT
GTTTATCACA
CTGAAACGTA
ATGACATTAG
ATGTGGGTAA
GTCAGCAGCT
ATGCTTGCGC
CGCAATCATT
CATTCATGTT
ACGCATACGT
TTGAGACTCT
CGATATCTAT
TCAAAGAGAT
CATACGGTGG
TAGCCATGGA
ACGACTTGTC
ATGCACAATT
CGACTCAAGG
GTGCCGCCAG
GCGAAGGCGT
CTTTCGAGAC
TGAGCGGTAA
AAGCAACAAA
TCAAACCCAA
CAGCCTCAGT
GGGCGAATTC
CCCCACCCGG
TGGATTTGAG
ACCAACGTGT
ACATGGGCCA
AGACGAAGCC
TTGAGCTTAT
TACCAGGCGG
AACAACGCAA

CGCTGTGGCT
CTACAACGCA
GTTCTACCAC
TAAGCATGAT
CCAGATTGTT
AGCCATAGTC
GCTGAACCTA
ACTTCCCAAG
CGAGCCACTG
GTCACACATG
CGCGGCTTCA
CCAGATGAGC
TGAAGAATAC
TACGCGCACC
ATACTACGTG
GTCGGTATTG
AGGTTTAGCA
TACTAAGAAC
GTACTTGCTC
GGTATATCAA
GTCGTACCGT
CCTCGCTGAC
TATCACGGCC
TGCATGCGTG
GTGCCTGGGT
CGGTTACGAC
TTTACCGTGG
GGACGTGGTG
AAGCGTGGCC
AGAGCCAAAC
CGGCCTTAAA
AACGGCATCA
CCCGGCACCC
ACCATCTGGC
AGTTGCATCA
CGTGACAAGC
CCGTGAACCA
TAGATCACGC
AATGCTGGAC
AAAGGACGTG
AACGCAATTG
TGTAGGTACC
TATCACAACG
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2701
2761
2821
2881

Anhang 1B: Sequenz von Segment 3 aus FgV-ch9

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

CTCATGAATG TGAACAAGTG ATTTGGTTCG GAAATGCTTG TATAATTGTA TTACAGTTAT
ACGAGGCCGG ATAGGCAAGC TAGCAGCAGT TCGGTACTAC CGTGGTGTTG CAAACCGCAT

AAGGTATTAA AGTCATGGGA CTTTAATGGC

CCGTGGTGTT GCAAACCGCA TAAGGTATTA

GCAAAAAAGA
TTCAAACCGT
TTGTTCGACA
GGGCGCACCG
GAGATGAACC
TCGGGGAAGC
CTGGCCACAG
CTACCTGATA
CAGGTCGAAC
TACAAAGCTC
TTGCACTACA
GTGAATTCCT
CGTGGACCGG
GGTGGAGCAC
TCGGTGTCAC
TCAGACGCCC
CTTGGCGCCG
TATAGCGGCG
GCGCAGCTAG
AGTCGTGCTT
CGCCTGCACT
CAGGTGCCTC
AATGGGTATG
TTGCGCATCA
CTCAAAACTG
GACTACAGGC
CACAATCTCT
TTACGCATGC
CGTGCGGAGT
AGCTTATGCC
ACCGATTGCC
GATATGCGCA
GTAACACACC
GACAAGGAGC
CGTGAGGTAA
ACAAAAGCGC
GATGATGTAC
AGCGGTGAAA
CACCCCAACC
GCACCTGTGG
GGCAGAGTAG
GCCGCACTGG
TTCGGAGGCA
GAAGGTCAAG
AGCGTGTTTG
GGTATTACCG

AAAGAAGGGT
GGCAAATTTG
GACGTGGTGG
TTAAGCCAGC
CAAACATGGG
AGCAAGCAAA
ACGCATCAGC
ACCCCAATGA
CCGTCAACCA
CTTCAGTGGG
AGGCGAGCGC
ATTCCCGGAC
ATATGCTGGG
GTGTGGAGCT
CCCTGGATGA
TCGACCCTCT
CATCTCCGTG
CACTAAACCC
CCGGGCAGAT
ACAGCATTGC
GCGGTAGGCA
AAATGTGTTG
CGAACGCAGA
GGGACCGCGA
TGCAGCAACG
ATTATGTTAA
CGCTCGGCCG
CAAGTGAAGC
CAGAAGCAAA
AGAGTGTAGA
GTTATTACAT
TAAAGTACAA
AGCGTGATGA
TAGCAGATGA
TGCAGATGCG
CGCCGGTTCG
GCCAATCTGT
ATCTGCTGTG
ACATAACAGT
ATGATGACTC
CTAATCGGCA
CATACAGCGC
ATCACTGGGA
ATGCAGGTAC
AGAAGACCGT
GTTAGTCTAT

AAGAGTACCT
CACAAACCAT
TGGTGAGCAA
ATTCCAGGGG
TGTAAACGAC
CCCCGGCCTA
CTGGGTCGTG
TGACACAGCG
GCGAGCTGAT
CGATGGTACA
AGCTACAGCG
TGGCATCTCC
TGTGTTCACG
CGGCATAAAC
AGCTGACGCA
AGCATACCGG
GGTCAACAGA
GGGACCGTAC
TGTCAACATT
ATTCTCTCTT
GACACTGTTC
GGCCCTCGGT
GTACATGCGC
CGCTGTCCGA
TTTTGAGGAA
GCATGGCATC
TGCTGTGCCG
AGAACTGGCG
TGCGTGGCTC
TGAGGCCATA
GGGCATGGAT
CAGGCCGCTC
TCAACTGCGT
CAAAGCTGAC
CGGCACTCGC
GTACCACGAT
GGTCCAACTA
TGGTGCTCAT
GGAACAGTTG
GGAATTGCGG
CGGGTATAAT
AACAGAGCTG
AGGTCCGGTC
GCCAGCGGTA

GAACCGTCGA

GATAGGCAAG

CTAGCAGCAG

TTCGGTACTA

CAACCGCACA
ATTTGATTTA
GGTGTTAGTG
GATGATTTCT
ATGATGCTTG
GTGGGATGGC
CGCAAGGAAA
AGACTGGAGA
CGGTCACACC
GTCATCCAGT
TCGTCGGCCG
GGTGACATGG
GTGATGTGGC
GCGAATGATA
ATGAAGGCAG
CTGCTATACA
TATCGCTGGC
ATGCAAGCAT
GCGAACACGT
TACGGTGATC
CATGAAATCA
AGTTACCAGC
GACCTGTGTC
CGGGCCGTTG
GGACAGCAAC
CGACGCGCCT
GCAGCGATCA
GACACCGACG
ATAAATGAAC
CCACGATCTG
CTACAATACA
AACTTTGTGT
GAACCAAGTG
GACACTGTTG
ACGTCAACGT
AGTGACGTTT
GCCCAAGAAG
GCGATACAGA
GAGGATGAGC
AGTGCAAACA
CTGACAGTCG
GTCGGTGCAC
CGGCAAGGTA
GAAGCGGCAC

TAGGTGCGCG

GGGAGAAATT

CAAATATGGC ATCGAACGCA

GCAACAACGG
TTGGAATAGC
TTGGTCGGGA
AGCACGATAT
TACGAGACCT
CCGTGGTCAC
GACGCGATGT
TCGCTAAATC
CTATAGGGTA
GCCTGGCAAT
TGTTGCAACT
TGCGCGTGCT
TGCCCGGCAT
CTGCAACGCA
CAACCACACC
TCAATGGTAG
ATGACCTGCG
GTTGTGTGAA
GTAATGGGCA
TGCCTATGGC
GTTCTACGAT
ACCAAATCGA
TAACGGATGC
GGGTCGTTCG
GCGGCTCAGC
TGCTGGCGTA
TGATACGAAA
GCGCAACAGC
AGATTGTTGG
ATGCACCTAC
CGCTACCGAT
TGACCCCGGA
GGTTCAGGGG
TGACCGTGAC
GTGGTGGTCC
TGGCGCTAGA
TGCGCACTGC
ATTTCACGGC
TGACAGGACA
CCCACCTTGT
AGCGTCATGC
GGGCCCGGTC

AAGTTCTGCG
TTCTGCGCTG
TAAGCTAATG
GCAGCGCAAC
GGCTGGCCTC
GTTCACATAC
GGCTGTGCAA
CACCAAAGAG
TGCTCAGCAG
GGAAGTTGGT
TGATGTGGCG
GGTGCCATCA
CAGGCTACAT
CCGGTCAGCC
GCTAACTGTG
GCCTGCAGCT
TGACACGTGC
CAGGAATTTC
GAGCAAAGCA
GGCAAAGTTC
AACTGCTGGC
TGTGCATGCC
ATTGCCAATA
AGGCATCTTG
AGTTAAACAA
TGGGAAGGAG
CGGTGGTACT
AGTGTTGCAC
ATTCGGTAAT
ACCCACAATG
GACTGTGGTA
AGATATACTG
GAAACCACCC
AGCTGCCCGT
TGGACCCACC
ATTCGCAGGT
CGTGCTCGAT
AGACCAATTG
AGGCAAAGGT
TGTGTTCAAC
AATACGAGTA
CCAGCGTGGC

CGTTAAATCA CAAACAATAA ATAGTTAATT

TGCCAAATTG

GCGCCAGTAG

CAACACACTC

GCACGCTACG

CCACAGTCTG

TACAGCACTG

CTGCCCAGAA

TGTCGCCAAA

TTAGGTATTT

AAGGAGAACC

CTTAAATGGC
CGGTTAGTCT

GACGTTAAAT

CACAAACAAT

AAATAGTTAA TTGGTATTAC
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Anhang 1C: Sequenz von Segment 5 aus FgV-ch9

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881

GCAAAAAAGA
CAGCTAATTA
GCACAACGCG
TCAAACTTTA
AATGGTGTGG
GGGCCAGGGT
GCTGGGTTGG
TCGACCACGA
GCTTCGAGTA
AGTTATGACG
ACCCAGTACC
CATTCTGCTG
ACTGAGCCAG
ACCCCAATTT
CCCTTTGTTT
CTTGAGTATC
GTTAACATGA
AGGCACGGTG
GCATGCCCGA
TCATCGCACC
GCTGACTTTG
TGCGATTACA
TGCACAGTGT
CATGCTGGAA
AATGAGCATA
GACAAGAACG
GTAGGCTGCG
GATCAATACC
CATGCGGCAT
AATTACGCGT
TCCCGGATGC

GAAAAAGCCA
GCATAACATA
CAGCTGTTTG
CCGACGTGGC
CATCTAGGGA
ATGACCTGGT
CAGAGCCACG
GCGCTAGACA
CTAACGGAGA
ATGATGCACG
AGCATGAGCT
CACTCACCCG
CTATTGAAGC
ATCCAGGACC
GCCATAAACC
AGCTAGAATT
TCAAGCTCGA
AGAACCAAGT
TTTGCTTCGA
CTAAACAAGT
CTTTCCATAT
CTACACGCAG
GTGGGCTGCT
AGTGGTCCTG
ATCAGGATGT
AACTACTGGA
CGTTCCGCAC
CATTGTCGTT
CAAGTCATGA
GTGAAAGTTG
ACAAGCAGGT

CAAACCGCAC
CCAGCAATTC
GGCGCAACAA
ACTGGGCACA
AAATCATGCT
TAACCGCTTC
CACAACGCAC
TTCGTTATTT
GAGCGACGAT
CTCGGCAGGC
GCACGAAGAG
GTCCACACCC
CCGGTACGAC
AGGTGCAACA
CCTGACCCAG
GCAAGTCGCT
ACGATCAAGC
TGCTGAAGCA
GCCACAACGT
ATGTGGTCAG
GGATGAAGAA
CAGCCAACTA
AAGTGCCAAC
TTCACTGTGC
GCACTTTACC
CCACTGCCAT
ATTTGAACCA
CTTCGTGGTG
GATGGCAGCG
TGACGCTTGG
AGAGCAGAAT

ATAGGTGCGC GGGGAGAAAT TTTCTAACTG
GCCGATATGT ATTCGCACTC AAGTTCAAGT

CAGCGAACCG
CCACGCCATA
CAGCAGTGGT
GAGATGATTG
TATGGTGAGG
AGCGTGCAAC
GATGGAGGCT
GATGACACCT
AACCTGCTTG
CCGCTCTGGT
GTTTATTACG
CTGCACGAAG
CCAGCACCGA
GCTATGGCAG
AGCCCCGCAT
TCTGGTCACA
TCGCGACGTT
GCGCACTGCA
CACCCTGTCT
CACTGGACTC
CTCGCAGCGG
AACGAGCCCT
TGCTGCACTC
GATGTTCACC
CCGGAGCTAG
AAGTTGCAAT
CTACATTACA
TGCCACAGCC
CTGCGAGAAC

TGGCCTTTAC
CCATGGTGGC
CTGATGAGCG
CAGACCGTGA
GCGCTGCTAG
CTCAAAGCAC
ATGACTACGA
TGTATAACAT
ATGAGGCAGA
TAGCCGACAC
ATCAGTACCA
ATTTGGTGCT
TCGCGTCTCG
CGGGGGACAC
CACCACAGGA
GACACCCTCT
CACTTGCCGC
GCTACACTAC
TAGGGTGTGA
ATATGGTTGG
CTGCTGATCA
TCGAGGACGC
AATGTGAAGC
CGTACTTACG
CAGCACACCA
GCCCTGACCT
ACACTCACTT
ACACTGCCCT
AGCCCGCACT

GGCCCATCAA
TCAGCCCCGG
GATTCCAACT
GCTTGAGCGT
TTCGGCAAGT
CACTGGTTGT
GAGCGATAGT
GCGTGCACAC
TGATTACATC
CTACCCGATA
CAGTGTAACC
TGACGCCCGG
TACTGGGTCA
GGATTTGGTC
TCGGCAGTCT
GCCGGACCTG
CCACCGGAGC
TGACGTGCCG
TTCAACAGGC
GCACCTGAGT
CATTCGCGAA
GTTCAGCCTT
CATTGTAAGA
GTGTCGTGAA
TGATTGGCAT
CGGTTGCACT
GCAGAAACCG
AATCAGGCAC
CCAACAAGCA

CCTGCAACGG

CGTCTGGCGA

TGTGTGCAAA

TGTCCACATT

GTGCGTTCAC

GAGTAAGTCA

AAAGTTGAAT

GGCAAGATCA

TATCAACATC

AATCACCGTT

CATCCCAACA

TCTAGCATTA

CCTTGTAGCT

TATGCGGCAA

GGTGTTCACT

GGCGTGAATG

CGGTCCGGAA

ACATCACTGT

CACAAACGTG

ATTGGCATGA

TAAACCGCAC

CGTTGTGGTA

AATGTAATGC

ACGATTTGGT

CAGTCTCGCG

ACCTAGAGCG

CCATAAAGCG

ACACATGAGG

CAGCTAGGCC

CCGACACCAA

TGTCAGGTTT

GCCACGAAAC

ATTCGCGCGG

CTGGACCATT

TGCAACGCCA

CGTTAGACGG

GGATGCACAA

GCAGGTAGAG,

CAGAATCTGC

GAGAACAGCC

TGCACTCCAA

CACTGTCACA

AACGTGATTG

GGCATACTTG TGGTATTACC GCAGTACTTG CCACCCTAAT TTGGGATE@C TGCTAGCAAT

GCATGAGTAC CAGTAACATA CTGCCGGACA CAACAGCCAA ACACCTGTTT TGGCACCAGG
CAGTATGGTA ATTAATAATT ATTTAGGCTT GGCCTACCCC TAAATGGC

167



Anhang

Anhang 2: Vektorkarten der fiir diese Arbeit erstellten Konstrukte

pBluescript Sk- ORF

Anhang 2A: pBluescript Sk- mit integriertem Anhang 2B: pQE-32 mit integriertem ORF von
ORF (Segment 2 oder 5) Segment 3

pET-ORF pET-pET-ORF

Anhang 2C: pET-30a mit integriertem ORF (Segment 2, Anhang 2D: pET-30a mit integriertem ORF (Segment 2,
3,4 oder 5) 3 oder 4), der mit den Primern pET_hin und pET riick
aus pET-ORF amplifiziert wurde
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Anhang

O O
Ny

pSilent-deltaGIluA-ORF

pSilent-AlcA-ORF

Anhang 2E: pSilent-AlcA mit integriertem ORF (Segment Anhang 2F: pSilent-AGluA mit integriertem ORF
1, 2, 3, 4, 3eGFP-C oder 4eGFP-N) (Segment 3 oder 5)

pYES-ORF p7 355-ORF

Anhang 2G: pYES-A mit integriertem ORF Anhang 2H: p7 35S mit integriertem ORF
(Segment 1, 2, 3, 4, 5, 3eGFP-C oder 4eGFP-N) (Segment 1, 2, 3, 4 oder 5)
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Anhang

pET-P3eGFP-C pET-P4eGFP-N

Anhang 2I: pET-30a mit integriertem ORF von Segment =~ Anhang 2]J: pET-30a mit integriertem ORF von Segment

3 und C-terminal fusioniertem eGFP 4 und N-terminal fusioniertem eGFP

pSilent-deltaGIuA-P5-NAT

Anhang 2K: pSilent-AGluA mit integriertem ORF von

Segment 5 und zusatzlicher NAT-Resistenz
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Anhang

Anhang 3: Zusammenfassung der Molekulargewichte der viralen Proteine von

FgV-cho.

Angegeben sind die berechneten und die im Partikel detektierten sowie die in

Gesamtextrakten der Expressionsmutanten von E. coli, S. cerevisiae und F. graminearum

mit den spezifischen Peptidantiseren nachgewiesenen Molekulargewichte.

Tabelle Anhang 3: Zusammenfasuung der Molekulargewichte der viralen Proteine von FgV-ch9, detektiert mit den

spezifischen Peptidantiseren

Fusion mit in in in
Protein | berechnet | prozessiert
His-/S-Tag E. coli S. cerevisiae | F. graminearum
P1 127 kDa - 129 kDa 129 kDa 130 kDa -
100 kDa 120 kDa
115 kDa
110 kDa
100 kDa
50 kDa
P2 94 kDa 62 kDa 102 kDa 85 kDa 85 kDa 110 kDa
68 kDa 70 kDa
57 kDa 60 kDa
50 kDa
P3 93 kDa 70 kDa 101 kDa 110 kDa 120 kDa 110 kDa
P4 91 kDa - 97 kDa 110 kDa 115 kDa -
85 kDa
72 kDa
70 kDa
60 kDa
55 kDa
P5 96 kDa - 102 kDa 130 kDa 130 kDa 130 kDa
128 kDa 128 kDa 115 kDa
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