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1.1 Fusarium spp.

Fusarium spp. ist ein Fadenpilz, der zu den echten Pilzen (Fungi) gehort. Die Eumycetes
sind zum einen durch den Chitingehalt in ihren Zellwdanden charakterisiert und zum
anderen dadurch, dass ihre Myzel durch Septen unterteilt sind (Miiller & Loeffler 1992).
Die Eumycetes werden in drei Klassen eingeteilt: Ascomycota, Basidiomycota und
Deuteromycota. Fusarium-Arten, deren teleomorphe Form bekannt ist, werden den
Ascomycota zugeordnet. Die Ascomycota besitzen ein gemeinsames Organ: den Ascus,
das Meiosporangium des Teleomorphs. Im Askus finden die Karyogamie, die Meiose und
die Askosporen Differenzierung statt (Miller & Loeffler 1992). Das
Teleomorphenstadium von vielen Fusarien ist Gibberella, bei manchen Arten ist es
Nectria (Gerlach et al. 1982).

Fusarium ist eine weltweit verbreitete Gattung. Die meisten Reprdsentanten dieser
Gattung sind harmlose Saprotrofen, allerdings sind manche Arten, wie z.B.
F. graminearum, F. culmorum und F. verticillioides, wichtige Pflanzen-Pathogene
(Bottalico 1998). Fusarium befallt Weizen (Triticium), Gerste (Hordeum), Reis (Oryza),
Hafer (Avena) und Mais (Zea). Dieser Pilz kann auch andere Pflanzen befallen, ohne
Symptome hervorzurufen (Goswami & Kistler 2004). Die Pilze dieser Gattung sind unter
anderem auch die wichtigsten und bekanntesten Mykotoxinproduzenten. Die
Reprdsentanten der Gattung Fusarium sind in der Lage, unter bestimmten
Umweltbedingungen folgende Toxine zu produzieren: Trichothecene, Fumonisine,
Moniliformin, Butenolid, Beauvericin, Enniatinund Zearalenone (Gutleb et al 2002,
Sharman et al. 1991; Tookey et al. 1972). Fusarium kann auch direkt Menschen
infizieren und verursacht dann lokalisierte nekrotische Krankheiten, besonders bei
Menschen mit immunsupressiven Vorerkrankungen (Dignani & Anaissie 2004; Chang et

al. 2006)

1.2 F. graminearum und FHB.

F. graminearum (Schwabe) wird folgendermafien systematisiert: Superkingdom:
Eucariota, Reich: Fungi, Abteilung: Ascomycota, Klasse: Sordariomycetes, Ordnung:

Hypocreales, Familie: Nectriaceae, Gattung: Fusarium, Art: Fusarium graminearum
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(Schwabe) (O’Donnell et al. 2013). Die systematische Einordnung des Pilzes erfolgte in
Absprache mit einem der fithrenden Fusarium-Taxonomen (K. O'Donnell, 2014 personal
communication).

Seit dem F. graminearum als eine Gruppe von verwandten Arten, die sich in der
geographischen Verteilung, Mykotoxin-Produktion und Pathogenitiat unterscheiden,
beschrieben wurde, handelt es sich bei F. graminearum um einen Spezies Komplex
(FGSG) (Somma et al. 2014). Nach den neuesten Berichten besteht FGSC aus 15
verschiedenen Arten: F. acaciaemearnsii F. aethiopicum, F. asiaticum, F.
austroamericanum, F. boothii, F. brasilicum, F. cortaderiae, F. gerlachii, F. graminearum
sensu stricto, F. louisianense, F. meridionale, F. mesoamericanum, F. nepalense, F.
ussurianum und F. vorosii (Sarver et al. 2011). Die Art F. graminearum sensu stricto ist
die haufigste und am weitesten verbreitete Art innerhalb des FGSC. Vor allem in Europa
ist die Art weit verbreitet (Yli-Mattila 2010). Das Genom des Stammes F. graminearum
sensu stricto PH1 wurde durch die ,Broad Institute’s Fungal Genome Initiative“
sequenziert, was die Voraussetzung fiir eine zielgerichtete genetische Modifikationen
des Pilzes darstellt (Cuomo et al. 2007; Gale et al. 2005). F. graminearum vermehrt sich
sexuell durch die Bildung von Ascosporen und vegetativ durch die Bildung von
mehrzelligen, sichelférmigen Konidien. Das vegetative Myzel ist einkernig. Das haploide
Genom hat eine Grofde von 36.45 Mb mit einem haploidem Satz von vier Chromosomen,
auf denen sich 11640 Gene und offene Leserahmen (ORF) befinden. Die Chromosomen
sind relativ grofd und haben untereinander eine vergleichbare Grofde. Bestimmte
Regionen der Chromosomen zeigen ein hoheres Mafd sowohl an Polymorphismus als
auch an Rekombinationen zwischen Stammen und Arten (Cuomo et al. 2007).

F. graminearum ist ein schnell wachsender Pilz, der Luftmyzel bildet. Der Pilz hat je nach
Wachstumsbedingungen unterschiedliche Pigmentierungen, von gelb bis dunkelbraun.
Sklerotien sind in frisch isolierten Kulturen vorhanden. Die Sklerotien sind klein, braun
oder rotlich. Die Sporenbildung ist oft gering. Konidiophoren stammen aus einzelnen
lateralen Phialiden von Hyphen und sind oft verzweigt. Es sind keine Mikrokonidien
vorhanden. Die Makrokonidien sind deutlich septiert, schwach sichelférmig mit
typischer Kopf- und Fufdzelle sowie relativ dicken Wanden (Miiller & Loeffler 1992;
Nelson et al. 1983).
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Abb.1: Fusarium graminearum Konidiophor (A), Konidien (B), auskeimende Chlamydospore (B).
Die Balken entsprechen jeweils 20 pm.

F. graminearum existiert in zwei getrennten Populationen: Gruppe 1 in Australien und
Kalifornien und Gruppe 2 im Osten der USA und in Europa. Die Isolate von Gruppe 2
sind homothallisch, die Isolate von Gruppe 1 sind dagegen heterothallisch. Die Isolate
der beiden Gruppen unterscheiden sich auch in dem Pflanzenteil, den sie bevorzugt
befallen. So verursachen Fusarium-Isolate der Gruppe 1 Faule an Stangeln und Blattern
von Gerste und Weizen. Die Isolate von Gruppe 2 verursachen dagegen Fusariosen an
den Ahren von Getreide (Nelson et al. 1983) F. graminearum Gruppe 1 wurde als F.
pseudograminearum sp. nov beschrieben (Aoki & O’Donnell 1999).

F. pseudograminearum kann von F. graminearum basierend auf Unterschieden im
Koloniewachstum, in Konidienbreite, in unterschiedlichen Reaktionen auf ultraviolettes
Licht und das Fehlen von homothallischer Perithezienproduktion getrennt werden.
(Aoki & O’Donnell 1999). Mittlerweile wurde nach der phylogenetischen Analyse der (3-
Tubulin Gen Sequenzen festgestellt, dass der gesamte F. graminearum Spezies Komplex
naher mit F. culmorum und F. cerealis verwandt ist, als mit F. pseudograminearum. Im
Jahr 1999 wurde eine neue Art von Gibberella - Gibberella coronicola, als Teleomorph
von F. pseudograminearum beschrieben (Aoki & O’Donnell 1999b). Die Gruppe 1 und
Gruppe 2, die zuvor innerhalb F. graminearum anerkannt waren,unterscheiden sich in
ihren anamorphen und teleomorphen Morphologien, 6kologischen Lebensraumen,
Pathogenitit, in der Art der sexuellen Fortpflanzung und ihren phylogenetischen

Beziehungen zu anderen nah verwanten Arten.

F. graminearum verursacht FHB (Fusarium head blight = Ahrenfusariosen,
Weifddhrigkeit). Eine erste Beschreibung von FHB wurde 1884 in England gemacht
(Goswami & Kistler 2004). Seit dem ist FHB an Pflanzen in Asien, Kanada, Europa und

Amerika beschrieben worden(Stack 2003). Der Befall von Weizen und Gerste fiihrt zu



Einfiihrung

erheblichen 6konomischen Verlusten. Zwischen 1998 und 2000 wurden diese in
Zentrale Teil der USA auf 2,7 Milliarden Dollar geschitzt (Nganje et al. 2002). Die
Symptome von FHB an Weizen, die durch F. graminearum verursacht wurden, sind den
Symptomen dhnlich, die bei einem F. culmorum-Befall entstehen: beim Weizen sind das
dunkelrote bis schwarze nekrotische Lasionen auf der Bliiten- oder Spelzen-Oberflache.
Beim Weizen verfirben sich bei Befall einzelner Ahrchen diese zunichst braun oder
dunkel rot und bleichen anschlieRend aus. Die in den befallenen Ahrchen angelegten
Samen entwickeln sich nicht weiter und verkiimmern. Geht die Infektion von den
befallenen Ahrchen auf die Ahrenspindel iiber, so wird der Teil der Ahre, der oberhalb
der Infektionstelle liegt nicht mehr mit Wasser versorgt und stirbt ebenfalls ab. Teile der
Ahren reifen damit frithzeitig ab und sind im Gegensatz zum griinen Rest der Ahre
weilich verfirbt. Das Absterben von Teilen der Ahre geht mit starken Ertragsverlusten
einher, da die Korner nicht mehr ausreichend gefiillt werden. Das beschriebene
Krankheitsbild war namensgebend fiir die Krankheit, die in der Deutschen Sprache als

»~Weifddhrigkeit“ bezeichnet wird.

Abb.2: Weif3dhrigkeit der Ahren von Weizen (Goswami et al. 2004, Bildrechtsinhaber: John Wiley
und Sohne, Lizenz zur Bildverwendung Nummer: 3551400226513, 17 Januar 2015). Das zweite
Ahrchen von unten zeigt typische Verfirbungen.

Im Unterschied zum Weizen zeigt Gerste auf dem Feld keine Infektionssymptome.
Infizierte Gerstenkorner weisen hell- bis dunkelbraune Verfarbungen auf (Guenther &
Trail 2005; Scherm et al. 2013). Neben einem Verlust an Kornmasse und -qualitat ist die
Ernte auch mit vom Pilz produzierten Toxinen kontaminiert, z.B. 8-Ketotrichothecene,

wie NIV und DON, Zealeron (Goswami et al. 2004; Lasztity & Woller 1974)

4
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Das urspriingliche Inokulum der Infektion stammt aus pflanzlichen Resten, in denen der
Pilz in Form von saprophytischem Myzelium iiberwintert. Im Friihling, wahrend der
Bliitezeit der Feldfriichte, werden von F. graminearum Makrokonidien und Askosporen
produziert, welche dann die Pflanzeninfizieren (Markell 2003).

Der erste Schritt bei der Infektion, die Adhasion, geschieht iiber die Konidien oder iiber
klebrige Askosporen, die durch Wind, Insekten oder Regen auf die Blattoberflaichender
Pflanze tiibertragen werden (Parry et al. 1993). Die einzelnen Pflanzenteile sind
unterschiedlich infizierbar. Bei der Bliite beispielsweise sind Staubbeutel und Stigma
besonders leicht infizierbar. Pilz-Sporen an oder in der Ahre initiieren den
Infektionsprozess. Die Auskeimung der Sporen hingt von Umweltfaktoren wie
Temperatur, Sporendichte und Luftfeuchtigkeit ab (Colhoun, Taylor, & Tomlinson 1968;
Sung & Cook 1981).

Das zweite Stadium der Infektion, die Penetration, kann auf zwei Wegengeschehen:
durch passive (iiber natiirliche Offnungen wie die Stomata) oder aktive Penetration
(Uber direkte Penetration) (Walter et al. 2010). Die direkte Penetration geschieht durch
kurze Infektions-Hyphen, welche die Kutikula und die epidermalen Zellwande
durchdringen (Wanjiru et al. 2002). Zunachst dringt der Pilz nicht durch die Epidermis,
sondern entwickelt seine Hyphen an der Bliiten- oder Spelzenoberflache (Goswami &
Kistler 2004). Hyphen kénnen auch im Raum zwischen der Kutikula und der Zellwand
der Epidermis zellen wachsen (Pritsch et al. 2000). Dieses subkutikulare Wachstum des
Pilzes auf Spelzen, Lemma und Palea ermdéglicht ihm eine schnellere Verbreitung und
fiihrt vermutlich zur direkten Penetration der epidermalen Zellen.

Die passive Penetration der Infektion dagegen geschieht iiber die Stomata, Staubbeutel
oder Narben und fiihrt anschliefdend zur Infektion des Parenchyms. So verbreitet sich
der Pilz auf einer Ahre von Bliite zu Bliite. Innerhalb einer Ahre wird der Pilz iiber
vaskulare Biindel in der Blattspindel und der Ahrenachse iibertragen (Parry et al. 1993;
Ribichich et al. 2000)

Die ersten Symptome nach der Infektion treten nach 4 bis5 Tagen auf (Guenther & Trail
2005). Sie verbreiten sich von der Ahre aus iiber den Stiel nach unten bis zur Wurzel
(Strausbaugh & Maloy 1986). F. graminearum verbreitet sich nach und nach iiber die
Xylem-Gefafde von der Rhachis zum Culmus. In der nachsten Stufe dieser vertikalen
Kolonisation durchdringt der Pilz das Diaphragma, das die Ahre vom Stiel trennt, und

erreicht so die Markhohle des Stiels. In der vertikalen Achse verbreitet sich der Pilz tiber

5
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die Gefafse. Nach zwei Wochen der vertikalen Verbreitung fangt der Pilz an, sich
radialem Gewebe zu verbreiten. F. graminearum verbreitet sich iiber den interzellularen
Raum zwischen dem Xylem und den Fasern des vaskuldren Biindels, aber auch iiber das
an die Markhohle angrenzende Parenchym. Danach beginnt der Pilz, sich intrazellular
tiber die Tipfel der Parenchymzellen zu verbreiten. Am Tag 18 nach der Infektion
erreicht der Pilz das Chlorenchyma. Langsam erreichen die Hyphen die Hohlrdume der
Sub-Stomata und fiillen diese mit Hyphen. Die Kolonisation der Blitter geschieht auf
ahnliche Weise. Sobald der Pilz die Stomata vom Blattinneren her erreicht, bildet er in
den natiirlichen Stomata-Offnungen des Halms und der Blitter Perithezien. Ein
wichtiger Faktor fiir die Bildung von Perithezien ist Licht. Daher kann der Pilz in
wirtsspezifischen Zellen wie den Stomata-Offnungen und den lichtdurchlissigen
Silikazellen Perithezien bilden (Tschanz et al. 1976; Guenther & Trail 2005). Nach dem
Austreten der Askosporen aus den Perithezien ist die Infektion weiterer Pflanzen
moglich. Bleiben Reste einer befallenen Pflanze im Feld liegen, kann der Pilz im nachsten

Friihling neue Pflanzen infizieren.

1.3 Genetik von F. graminearum

Im Jahr 2007 wurde das Genom des Stammes F. graminearum PH1 (= NRRL 31084) von
Cuomo und Kollegensequenziert und analysiert (Cuomo et al., 2007). Das Genom besteht
aus vier Chromosomen, enthdlt 11640 Gene und ist 36.1 Mb grofd. Die mit
F. graminearum verwandten Arten F. verticillioides, F. oxysporum und F. solani enthalten
9 bis 17 Chromosomen. Das F. graminearum-Genom enthalt eine Vielzahl von Genen fiir
manche Proteinkategorien, so z.B. Transkriptionsfaktoren, hydrolytische Enzyme und
transmembrane Transporter. Das F. graminearum-Genom hat mindestens um den
Faktor 15 weniger ,highidentity duplicated sequences“ als andereverwandte Pilzeein
schliefllich S. cerevisiae. Das konnte daran liegen, dass F. graminearum im Gegensatz zu
vielen anderen Mikromyzeten ein homothallischer Pilz ist, bei dem Kreuzungen eher
selten vorkommen (out-crosses). Dies limitiert die Moglichkeit der Aufnahme weiterer
Kopien von Genom teilen und die Anhdaufung von Repeats (Goswami & Kistler 2004). Bei
den Askomyzeten ist ein Abwehrsystem gegen ,duplicated sequences” bekannt - ein
Jrepeat induced point mutation” (RIP)-System. Dieses System identifiziert und dupliziert

Sequenzen und fiihrt wahrend des sexuellen Zyklus zu ,C:G zu T:A%
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Ubergangsmutationen in beiden Kopien. Das RIP ist in F. graminearum-Transposonen
beobachtet worden. Unterschiedliche Stimme des F. graminearum enthalten mehr als
10000 ,single-nucleotid polymorphisms“, die neben den Telomeren lokalisiert sind. Viele
»highly polymorphic regions“ enthalten Gene, die in eine Wirt-Pilz-Interaktion verwickelt
sind und sich als ungewohnlich divergent erwiesen sowiehdhere Rekombinationsraten
zeigten. Diese Regionen der Genom-Innovation kénnten durch Selektion wahrend der
Interaktionen zwischen demF. graminearum und der Pflanze entstanden sein (Cuomo et

al. 2007).

1.4 Virulenzfaktoren des F. graminearum

Die Infektion der Pflanze geschieht iiber mehrere Schritte, wie Adhésion, friihe
Erkennung der Pflanze durch den Pilz, Penetration, Schutz vor dem Immunsystem der
Pflanze und anschlief3end Verbreitung und Vermehrung des Pilzes in der Pflanze. Um
diesen langen Weg der Infektion durchzustehen, besitzt der Pilz eine Reihe von
Virulenzfaktoren. Wahrend des physikalischen Kontaktes, der Adhdsion und der
Auskeimung der Sporen, nutzt F. graminearum spezifische Rezeptor-Proteine wie z.B. G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren, FgFTL1 (F. graminearum transducin beta-like
protein)(Ding et al. 2009) und FgMGV1 (Hou et al. 2002), um die Umgebung
wahrzunehmen und die Signale weiter an seine Zellen zu iibertragen. Es ist bekannt,
dass das F. graminearum Genom 84 verschiedene putative G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren enthalt (Cuomo et al. 2007).

Wahrend der aktiven Penetration der pflanzlichen Gewebe dringt F. graminearum mit
Hilfe von Kutinasen (Cuomo et al. 2007) und Lipasen (FgFGL1) (Voigt et al. 2005), die
zur enzymatischen Hydrolyse fdhig sind, durch die Cutikula ein. Die Expression der
hydrolytischen Enzyme wird durch FgRAS2 GTPase und Gpmkl MAPK-Kaskaden
reguliert (Jenczmionka et al. 2003; Walter, Nicholson, & Doohan 2010; Urban et al
2003). Wahrend der Infektion werden die Zellwidnde und Membranen des Pilzes
verletzt, dieser ist aber in der Lage, sie durch Chitin-Synthasen (GzCHS5 und GzCHS7)
und Sphingolipid-Glucosylceramid-Synthase (FgGCS1) zu reparieren (Walter et al
2010).

Nach der Penetration verbreitet sich der Pilz subkutikular, substomatal und

interzelluldr, was im Pilz zu rasanten zytologischen Stoffwechselveranderungen fiihrt.
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Die Virulenzfaktoren von F. graminearum sind z.B. Trichothecene und andere
Mykotoxine (Harris et al. 1981), unter anderem Deoxynivalenol (DON), einem
Trichothecen-Mykotoxin, welches die eukaryotische Proteinbiosynthese inhibiert
(Walter et al. 2010). Anschlief3end hydrolisiert der Pilz die pflanzlichen Zellwdnde durch
Pektinasen, Hemicellulasen sowie Cellulasen, zerstort die pflanzlichen Zellmembranen
durch Lipasen und dringt in die Zellen rein. Uber die Freisetzung von Proteasen, Lipasen
und Karbohydrat-abbauenden Enzymen gelangt der Pilzen die fiir sein Wachstum
notwendigen Nahrstoffe wie Aminosduren (AS), Zucker und Fettsduren (Divon & Fluhr
2007; Lysge etal 2011).

Cuomo et al. (2007) suchten in Regionen mit erhohter SNP-Dichte (single-nucleotide
polymorphysm) nach vorherrschenden Virulenzfaktor-Sequenzen in Genombereichen, in
denen nach bioinformatischer Analyse sekretierte Proteine vorhergesagt worden waren.
Sie fanden im Genom vier Gene, die homolog zu Virulenzfaktoren sind, die aus anderen
Pilzarten bekannt sind, z.B. Gasl und GasZ in Magnaporthe grisea. Zweiundreifdig
weitere Gene wurden gefunden, die zu den bekannten Virulenzfaktoren homologe
Strukturen aufweisen. Darunter solche, die fiir Zellwand-degradierende Enzyme
kodieren, wie  z.B. Endoglucanase  und  Cutinase. Nebenanderen, yANl
bekanntenVirulenzfaktoren homologen Genen, fanden die Autoren auch eine

Hydrophobin-Sequenz (FG01831)

1.5 Hydrophobine

Hydrophobine sind relativ kleine Proteine mit Molekiilgréfien von ca. 10 kDa, die von
nahezu allen filamentdsen Pilzen produziert werden. Hydrophobin-Gensequenzen und -
Proteine wurden in Ascomycota, Basidiomycota und Zygomycota gefunden (de Vries et
al. 1993; Wessels 2000). Obwohl die AS-Sequenzen der Hydrophobine wenig
Ahnlichkeit untereinander haben, zeigen diese Proteine ein charakteristisches Muster
mit acht Cystein-Resten in konservierten Positionen, die miteinander vier Disulfid-
Briicken bilden (Schuren &Wessels 1990). Entsprechend ihrem hydrophoben AS-Muster
und ihrer Loslichkeit wurden die Hydrophobine in 2 Klassen unterteilt. Die
Hydrophobine der Klasse I wurden in Asko- und Basiomycota, die der Klasse II nur in
Ascomycota entdeckt (Wessels 1994). Die AS-Sequenzen der Klasse Il Hydrophobine
weisen untereinander eine 29-95%-ige Ahnlichkeit auf, wiahrend die AS-Sequenzender

Klasse I Hydrophobine untereinander variabler sind (Linder et al. 2005). Die Protein-
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Sequenz mancher Hydrophobine enthdlt auch eine Signal-Sequenz fiir die Sekretion des
Proteins iiber den ER-Golgi Signalweg (Whiteford & Spanu 2002). Die Hydrophobine
werden als Monomere an hydrophil-hydrophoben Grenzflachen sekretiert, wo sie nach
der Selbstanordnung der Molekiile amphipathische Filme bilden (Wosten et al. 1993,
1994, 1995).

1.5.1 Bildung von ,Rodlets”

Wie am Beispiel eines Hydrophobins des Gemeinen Spaltblattlings (Schizophyllum
commune Sc3) gezeigt wurde, bilden die Hydrophobine der Klasse 1 an hydrophil-
hydrophoben Grenzeflichen sowie an Hyphen-Oberflichen sogenannte ,Rodlets”
(Zylinder, Pellets) aus. Dabei handelt es sich um stdbchenférmige Strukturen mit einer
Grofde von 10x100-250nm, oder Amyloid-dhnliche Fibrillen, die man im Elektronen-
Mikroskop erkennen kann (Kwan et al. 2006; Wosten et al. 1993). Die Hydrophobine der
Klasse 2 bilden keine ,,Rodlets”, sondern zweidimensionale hexagonale Kristalle, die aus
vier Molekiilen Hydrophobin - stabile Supramolekiile bilden (Paananen et al. 2003;
Torkkeli et al. 2002). Die Selbstaggregation der Hydrophobine geschieht durch
Konformationsanderungen: Monomere der Hydrophobin-Klassen I und II enthalten
viele B-Faltblatt Strukturen, wobei die Klasse I der Hydrophobine mehr von diesen
Strukturen aufweist als die Klasse Il. Diese 3-Faltblatter lagern sich an der hydrophil-

hydrophoben Grenzflache zu a-Helix Strukturen um (de Vocht et al. 1998).

1.5.2 Membranbildung

Wahrend der Selbstaggregation bilden Hydrophobine der Klassen [ und Il
monomolekulare Membranen, die auf einer Seite hydrophob und auf der anderen Seite
hydrophil sind. Im Gegensatz zu den Membranen der Hydrophobine der Klasse II sind
die Membranen von Hydrophobinen der Klasse I sehr stabil und lassen sich nicht durch
Losungsmittel oder Druck auflésen. Die Membranen der Klasse I-Hydrophobine Sc3P
und Sc4p aus S. commune kénnen beispielsweise nur bei 100 °C in 2% SDS gelost
werden (de Vries et al. 1993), wahrend fiir die Auflésung von Membranen aus dem
Klasse Il Hydrophobin CU von Ophiostoma ulmi und aus dem Cryparin von Cryphonectria

parasitica bereits 60% Ethanol und 2% SDS ausreichen (Carpenter et al. 1992).
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1.5.3 Adhdsion an den Oberflachen

Uber die Bildung von Membranen und Rodlets hinaus kénnen die Hydrophobine
stabilen Schaum in karbonisierten Getranken bilden und zeigen dort eine starke
Oberflachenadhasion (Linder 2009). Eine der ersten Beobachtungen im Zusammenhang
mit den Hydrophobinen war deren Fahigkeit, an verschiedenen Oberflachen zu haften.
Das Protein SC3 beispielsweise bindet sich an Teflon und bildet dort eine extrem
unlésliche Schicht, die nur mit SDS gelost werden kann (Vocht et al. 2002). Wahrend die
Hydrophobine der Klasse I sehr stark haften, zeigen die Mitglieder der Klasse II eine
schwichere Adhdsion an Oberflaichen und haben einen anderen Bindungscharakter.
Interessanterweise koénnen die Hydrophobine von Klasse I und II auch gemischte

Membranen bilden (Askolin et al. 2006).

1.5.4 Funktionen der Hydrophobine in Pilzen

Pilze sind heterotrophe eukaryotische Organismen, die zwei Typen von Wachstum
zeigen: einzellige Hefen und mehrzellige filamentdse Pilze. Hefen haben eine hydrophile
Zelloberfliche und besitzen daher keine Hydrophobine. Die vegetativen Hyphen von
filamentdsen Pilzen, die in feuchten Substraten leben, sind ebenfalls hydrophil und
weisen an der Oberflache keine Hydrophobin-Rodlets auf. Dagegen sind die Hyphen des
Luftmyzels sowie die Vehrmehrungsstrukturen (z.B. Konidien) dieser Pilze hydrophob
und besitzen an den Oberflichen Hydrophobine (Bayry et al. 2012). Bei manchen Pilzen
mit feuchten Sporen, z.B. bei Conidiobolys obscurus, ist die Hydrophobinschicht so lange
mit einer schleimigen extrazelluldren Polysaccharid-Matrix beschichtet, bis die Spore
sich an den Wirt gebunden hat (Latge et al. 1986). Die Genome von filamentdsen Pilzen
enthalten meistens mehrere Hydrophobingene beider Klassen. Verschiedene
Hydrophobine kénnen manchmal, aber nicht immer, einander ergianzen, wenn sie zum
richtigen Zeitpunkt exprimiert werden (Linder et al. 2005). F. graminearum und F.
verticillioides enthalten biespielsweise in ihrem Genom fiinf verschiedene Hydrophobin-
Sequenzen (Fuchs et al. 2004; Sarlin et al. 2012). S. commune hat dagegen vier
Hydrophobine in seinem Genom (Wésten 2001), wahrend Phanerochaete chrysosporium

acht Hydrophobin-Gene enthalt (Linder et al. 2005).

1.5.4.1 Senkung der Oberflichenspannung des Wassers

Hydrophobine gehoren zu den Proteinen mit der hochsten Oberflachenaktivitat (Vries et

al. 1999; Lugones et al 1998; Lugones et al 1999). So kann eines der
10
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oberflachenaktivsten Proteine, das SC3 Hydrophobin von S. commune, bei 50pg/ml die
Wasseroberflichenspannung von 72 auf 24 m]/m? senken (Wdsten et al. 1999). Das
Senken der Oberflichenspannung von Wasser ermoglicht dem Pilz seinen Ubertritt aus
dem wassrigen Milieu (Substratmyzel) in die Luft und somit die Bildung von Luftmyzel.
Die Pilze produzieren Hydrophobine, die sich an der Wasser-Luft-Grenze anreichern.
Dadurch bildet sich auf der Zelloberfliche eine Membran aus Hydrophobinen, durch
welche die Oberflichenspannung des Wassers gesenkt wird. Die wachsenden und sich
ausdehnenden Pilz-Hyphen iiben einen Druck auf die Hydrophobin-Membranen aus und
dehnen diese. Gleichzeitig werden neue Hydrophobine produziert, die sich wiederum an
den Oberflichen sammeln. Die Hyphen bleiben so immer von Hydrophobinen bedeckt,
sodass nie ein direkter Kontakt zwischen Hyphen und Luft besteht. Mit Hydrophobinen
beschichtete Hyphen konnen die Hydrophobin-Schicht an der Wasser-Luft
Phasengrenze durchdringen und so einen Kontakt zur Luft erreichen. In der Erde sind
Hyphen fest verankert, sodass sie geniligend Turgordruck aufbauen kénnen, um an die
Erdoberflache zu gelangen.Im Wasser dagegen fehlt den Hyphen diese Verankerung,
weshalb sie die Hydrophobine brauchen (Wésten 2001).

Es wurde beobachtet, dass Mutanten mit fehlenden Hydrophobin-Genen wie ASC3 (S.
commune) oder ACU (C. ulmi) im Gegensatz zum entsprechenden Wildtyp-Stamm kein
Luftmyzel mehr bilden konnten (Bowden et al. 1996; Brasier et al. 1995; Lugones et al.
1998). Auch bei der Bildung von grofderen multizellularen Strukturen wie etwa
Fruchtkorper bei Basidiomyzeten, die in ihrem Inneren eine Beliiftung benétigen, sind
Hydrophobine wichtige Komponenten. In diesen Strukturen bedecken Hydrophobine
die Innenseite von Gaskandlen und verhindern durch ihre Hydrophobizitit das
Eindringen von Wasser. Stamme mit knock-out Mutationen in den Hydrophobin-Genen
SC4 in S. commune oder ABH1 in Agaricus bisporus bildeten Fruchtkorper, die leichter
nass wurden als die der jeweiligen Wildtypen (Lugones et al. 1999; van Wetter et al.

2000).

1.5.4.2 Anheftung an Oberflédchen

Die Hydrophobine spielen eine Rolle bei der Anheftung der Hyphen an
wasserabweisende Oberflaichen wie Teflon oder silanisiertes Glas. Das SC3-Hydrophobin
von S. commune befindet sich an der Zellwand-Teflon Grenzfliche, wo das Protein zur

Anheftung an extrem hydrophobe Oberflaichen dient (Wésten et al. 1994). HFBI und
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HFBII, Hydrophobine der Klasse II von T. reesei, sind ebenfalls in der Lage, sich an
silanisiertes Glas oder sinalisiertes Teflon anzuheften (Linder et al. 2002). Fiir die gut
erforschten Hydrophobine MPG1 (M. grisea) und DewA (A. fumigatus) sind dieselben
Anheftungsffahigkeiten beschrieben worden, welche allerdings von der Ausrichtung der

amphiphilen Molekiile abhdngig sind (Schmoll et al. 2010; Talbot et al. 1996).

1.5.4.3 Konidien-Verbreitung

Ihre Reproduktion und Verbreitung mit Hilfe von Sporen und Konidien sind zwei der
Eigenschaften, die Pilze von anderen, mit ihnen verwandten Organismen unterscheiden.
Durch diese Art der Verbreitungsichern sie ihr Uberleben sowie den Fortbestand ihrer
Art. Wind, Luftstromungen und Regentropfen sind die haufigsten Vektoren der
Sporen und Konidien (Whiteford & Spanu 2002). Aufgrund der wasserabweisenden
Oberflacheneigenschaft der Sporen werden diese durch die Luftfeuchtigkeit nicht
beschwert und koénnen sich so leichter und weiter verbreiten. Unterschiedliche
Hydrophobine haben wahrend der Sporulation unterschiedliche Auswirkungen auf die

Konidien und Sporen. Beispiele hierfiir sind in Tabelle 1 zu sehen.

Tabelle 1: Hydrophobin-Funktionen wihrend der Sporulation

Pilz Hydrophobin Wirkung auf Sporulation Quelle

Aspergillus fumigatus | RodAp Erhdht Hydrophilie der (Thau et al. 1994)
Konidien-Oberflache , positive
Wirkung auf Verbreitung der

Konidien

Asperygillus fumigatus | RodBp Kein Einfluss auf Bildung von (Paris et al. 2003)
Rodlets und somit auch nicht

auf die Verbreitung

Cladosporium fulvum | HCf-1 Bildet Rodlet-Schicht und fuhrt  (Whiteford et  al.

somit zu besserer Verteilung 2004)

der Sporen
Fusarium Hyd1 Kein Einfluss auf Sporulation (Fuchs et al. 2004)
verticillioides
Fusarium Hyd2 Kein Einfluss auf Sporulation (Fuchs et al. 2004)
verticillioides
Magnaporte grisea MHP1 Amhp1 bewirkt Senkung der (Kim et al. 2005)
Sporulation
Magnaporte grisea MPGI Ampg1-Stamm sporuliert (Talbot et al. 1996)

weniger als Wild Typ-Stamm

12
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Neurospora crassa EAS Bildet Rodlet-Schicht und fihrt  (Bell-Pedersen et al.
zu besserer Verteilung der 1992)
Sporen
Trichoderma SRHI srhl wird wahrend Sporulation  (Mufoz et al. 1997)
harzianum starkexprimiert
Trichoderma reesei HFBII Ahfb1-Stamm sporuliert (Askolin et al. 2005)
weniger als Wild Typ-Stamm
Verticillium dahliae VDHI Kein Einfluss auf Sporen (Klimes & Dobinson
2006)
Fusarium AfpA Bewirkt Verkirzung der (StUbner et al. 2010)
graminearum (oberflachenaktives Sporen
Protein, nicht
Hydrophobin)

1.5.4.4 Hydrophobine wdéhrend der Interaktion zwischen Pflanze und Pilz

Bereits im Jahr 1994 vermutete Wessels, dass Hydrophobine eine gewisse Rolle bei der
Interaktion zwischen Pflanze und Pilz spielen konnten (Wessels 1994). Inzwischen ist
bekannt, dass manche Hydrophobine wichtig fiir den Infektionsprozess sind, andere
dagegen nicht. Das bislang am besten erforschte Hydrophobin—das Mpg1 von M. grisea—
ist fiir eine erfolgreiche Infektion von Reispflanzen notwendig. Die Deletionsmutante
Ampg1 hatte eine verringerte Infektionsrate sowie eine reduzierte Appresorienbildung
gegeniiber dem Wildtyp-Stamm gezeigt. Anhand der Ergebnisse wurde folgende
Funktionsweise fiir das Protein vorgeschlagen: Das Mpgl Protein wird von den
auskeimenden Hyphen in einem infektiosen Topfchen sekretiert. AnschliefRend bildet
das Hydrophobin auf der hydrophoben Blattoberflache eine amphipathische Membran.
Diese Membran modifiziert die Hydrophobizitit der Blattoberfliche und erlaubt dem
Pilz, sich mithilfe von durch ihn freigesetzten klebrigen Schleim an die Blattoberflache
anzuheften. Zur einfacheren Anheftung des Pilzes befinden sich an den Oberflachen der
Pilze bestimmte Signalmolekiile, die wichtig sind fiir die Appressorienbildung sind in
Zusammenhang mit der Bildung von Hydrophobinenstehen (Talbot et al. 1993; Talbot et
al. 1996). Eine dhnliche Wirkungsweise des Hydrophobins wurde in dem Insekten-
pathogenen Pilz Metarhizium anisoppliae entdeckt. Wahrend der Appressorienbildung
wird das SsgA-Hydrophobin sekretiert und verhilft vermutlich dem Pilz dazu, sich auf
der hydrophoben Kutikula des Wirtes anzuheften (Bidochka et al. 1995; Bidochka et al.

2001). C. fulvum besitzt sechs Hydrophobine. Das Hydrophobin HCfl hat keine
13
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Auswirkungen auf die Pathogenitit des Pilzes, wiahrend das Hydrophobin HCf6 zur
Adhasion des Pilzes an seinen Wirt fiihrt und einen Anteil an der Pathogenese hat
(Spanu 1997; Whiteford & Spanu 2002; Whiteford et al. 2004). Der Mykoparasit T.
asperellum zeigte die Expression des TasHydl Hydrophobins und eine damit
verbundene Anheftung an den Wirt ab dem fiinften Tag nach der Infektion, wahrend bei
einer Mutante mit Deletion des kodierenden Gen sin vitro keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der mykoparasitischen Aktivitat festgestellt werden konnten
(Viterbo & Chet 2006). Hydrophobin-Deletionsmutanten von Botrytis cinerea zeigten
hinsichtlich der Infektion ebenfalls keinen Unterschied zum Wildtyp (Mosbach et al.
2011). Auch die Hydrophobine von Fusarium ssp wurden auf eine etwaige Beeinflussung
der Pathogenitdt hin untersucht. Fucks et al. (2004) zeigten, dass beim Keimlings-
Infektionstestauch bei den Hydrophobinen FvHyd1 bis 5 in Deletionsstdimmen von F.
verticillioides sowie bei einem Stamm von F. verticillioides, der die doppelte Deletion

hyd1Ahyd2A trug, hinsichtlich der Pathogenitat kein Unterschied zum Wildtyp auftrat.

1.5.4.5 Hydrophobine als Elicitoren (Ausléser)

Abgesehen von der Funktion der Hydrophobine als Adhesionsproteine (Mpgl) oder
Toxine (CU) sind noch weitere Funktionen vorgeschlagen worden. So haben Templeton
et al. (1994)vermutet, dass die Hydrophobine als Ausléser der pflanzlichen
Immunantwort  fungieren  konnten. Die  Annahme  basierte  teilweise
auf der Tatsache, dass verschiedene bekannte Ausloser von pflanzlichen
Abwehrreaktionen Kkleine, cysteinreiche Proteine sind, wie auch Hydrophobine sie
darstellen (Laugé & De Wit 1998).Es wurden mehrere Experimente durchgefiihrt, um
diese Funktionsweise der Hydrophobine zu beweisen.Eine Tomaten-Zellsuspension, die
sich als empfindlich gegeniiber einer Vielzahl von pilzlichen Elicitorener wies (Boller
1995), reagierte nicht auf die Behandlung mit Praparaten, die das C. fulvum-
Hydrophobin HCF -1 enthielten. Dariiber hinaus wurden verschiedene Solanum-Arten
mit einem Kartoffel-Virus Infiziert, das ein rekombinantes Hydrophobin enthielt
(PVX::HCf-1). Diese Untersuchungen zeigten keine spezifische Reaktion seitens der
Pflanze (Whiteford & Spanu 2002). Obwohl diese negativen Ergebnisse formal nicht
die Moglichkeit ausschlief3en, dass die Pflanzen die Hydrophobine als
Ausloser fiir eine Immunantwort nutzenkonnten, gibt es bisher keinen experimentellen

Beweis dafiir.
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1.5.5 Einfluss von unterschiedlichen Nahrstoffen auf die Hydrophobinproduktion

Nahrstoffe bewirken in pathogenen Pilzen unterschiedliche Arten von Gen-Expression.
So kann beispielsweise Stickstoff zu einer erhohten Pathogenitit von Pilzen fiihren
(Snoeijers et al. 2000). Manche Autoren haben einen Einfluss von Stickstoff und
Kohlenhydraten auf die Expression und Produktion von Hydrophobinen festgestellt.
Eine Generalisierung der Annahme, dass z.B. Zucker die Expression der Hydrophobine
erhoht, ist jedoch nicht méglich. Verschiedene Stoffe wirken sich unterschiedlich auf die
Produktion der Hydrophobine aus wie dies aus Tabelle 2hervorgeht.

Nahrstoffen auf die

Tabelle 2: Einfluss unterschiedlichen

Hydrophobinproduktion

von

Pilz

Hydrophobin

Wirkung der NS-Quelle

Literatur-Quelle

C. fulvum

HCH-4

Hohe Expression bei N- und C-
Mangel.

HCf5

Maximale Expression auf
Medien mit hohem C-Gehalt und
N-Mangel

(Segers et al. 1999)

Hypocrea atroviridis

Hfb-1c und
Hfb-6¢

Erhdhte Expression bei C-
Mangel

(Mikus et al. 2009)

M. grisea

MPG1

Hefe-Extrakt unterdriickt die

Expression von MPG1

C- und N-Stoff Limitation fUhrt
zu Aktivierung des MPG1-

Promoters

(Talbot et al. 1993)
(Donofrio et al. 2006)

Pisolithus tinctorius

hydPt3

C-und N-Konzentrationen
bewirken keine Gen-Expression

(Sorin et al. 2001)

T. asperellum

HFB1

Fehlen von Kohlenstoff
stimuliert die Expression von
HFB1

Stickstoff und Phosphate
hemmen die Expression von
HFB1

(Viterbo & Chet 2006)

T. atroviride

HFB, Klasse |

Glukose-Limitierung fiihrt zu
erhdhter Hydrophobin-

Expression

(Seidl-Seiboth et al.
2011)

T. reesei

Hfb2

Stérkere Expression bei N- und

C-Limitierung

(Nakari-Setéala et al.
1997)

Xanthoria parietina

XPH1

N-Mangel hat keinen Einfluss

(Scherrer et al. 2002)
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aufdiexph1-Expression

1.5.6 Hydrophobine in Flechten und Ektomykorrhizen

Die Hydrophobine spielen nicht nur bei den Pilzen eine wichtige Rolle, sondern auch bei
Flechten und Ektomykorrhizen. Flechten sind symbiotische Assoziationen zwischen
Pilzen (Mycobiont) und einzelligen Algen oder Cyanobakterien (Phycobiont). Die Pilze
erhalten von ihrem Phycobionten-Partnerfesten Kohlenstoff, der durch Photosynthese
gewonnen wird. Einer der Griinde, warum Flechten extreme Standorte besiedeln
konnen, ist ihre Fahigkeit, wiederholt Zyklen von Desikkation und Uberflutung zu
liberleben. Die Strukturen, die die Flechten bilden, sind sehr vielfiltig und reichen von
einfachen bis zu komplexen blattdhnlichen Flechtenkorpern mit differenzierten
vielzelligen Geweben und Fortpflanzungsorganen. Ihre inneren Hohlrdume sind mit
einer hydrophoben Membran ausgekleidet. Es wird angenommen, dass ein Beitrag des
Mykobionten in dieser symbiontischen Verbindung die Bildung von Hydrophobinen ist,
die durch den Mykobionten sezerniert werden. Scherrer et al. sequenzierten aus
mehreren Flechten die fiir Hydrophobine kodierenden Gene und konnten zwei davon
Askomyzeten-Arten (z.B. Xanthoria) und Basidiomyzeten (Dictyonema glabratum)
zuornen. Im Inneren der Flechten waren die Wande sowohl der Mykobionten als auch
der Photobionten mit einer Schicht aus typischen Hydrophobin-Rodlets bedeckt
(Scherrer et al. 2000, 2002; Trembley et al. 2002a ,2002b). Hierbei ist die Analogie zur
Lokalisierung und Funktion von SC4 im Fruchtkoérper von S. commune auffillig. Es
wurde daher vermutet, dass diese hydrophobe Membran sowohl bei den
Flechten als auch bei dem genannten Pilz dazu dient, im Fall von Uberschwemmungen
einen effizienten Gasaustausch zwischen den medulldren Schichten zu gewahrleisten.
Aufierdem sorgt diese Rodlet-Schicht fiir eine optimale Weiterleitung von Wasser und
gelosten Stoffen an diejenigen Strukturen, die mit Hydrophobin beschichtet sind (Dyer
2002). Ausgehend von dieser Annahme und da es moglich ist, dass die Flechten zu den
ersten Pflanzen gehoren, die an Land gewachsen sind, wurde vermutet, dass die
Hydrophobine vielleicht sogar mitverantwortlich dafiir waren, dass aquatische
Organismen auch an Land wachsen konnten (Wessels 2000; Whiteford & Spanu 2002).
Ectomycorrhizae sind mutualistische Symbiosen zwischen Pilzen (Ascomyceten,
Basidiomyceten und einigen Zygomyceten) und vielen Gymno-und Angiospermen. Sie

sind gekennzeichnet durch die Bildung von komplexen mehrzelligen Pilz-Geweben, die
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umgeben zwischen den Zellen der dufderen kortikalen und tieferen Schichten der
Pflanzenwurzeln liegen. Die Beteiligung von Hydrophobinen an der Bildung von
Mykorrhiza wurde erstmals fiir Pisolithus tinctorius vermutet. Es wurde dabei festgestellt,
dass drei Hydrophobin-Gene (HydPt-1, HydPt-2undHydPt-3) speziell wihrend der
Bildung von Mykorrhiza auf Eukalyptuspflanzenhochreguliert waren. Diese
Hydrophobine befanden sich innerhalb der Zellwande aller Pilzzellen in der Mykorrhiza
(Tagu et al. 2001). Die hochste Expression des Hydrophobins TTr-Hyd-1 wurde
wahrend der Ektomykorrhiza Bildung zwischen Tricholomaterreum und der Fichte
Pinus sylvestris festgestellt. Wenn der Pilz versucht, eine Nichtwirtspflanze zu infizieren,
fiihrt dies zu einer geringeren Hydrophobin-Expression (Mankel et al. 2000, 2002). Dies
zeigt, dass Hydrophobine moglicherweise eine Rolle bei der Bildung der Mykorrhiza

spielen.

1.5.7 Bildung von stabilem Schaum — Gushing

Als Gushing bezeichnet man das spontane Uberschdumen von karbonisierten Getranken.
Der Gushing-Effekt ist seit mehr als 400 Jahren bekannt. Die erste Beschreibung erfolgte
im 16. Jahrhundert von Alexander Nowell (Zapf 2006). Seitdem werden die Griinde
dieses Phanomens erforscht. Gushing ist das Resultat von zwei zusammenhdngenden
Mechanismen: Blasenbildung und Wachstum der Blasen (Sahu et al. 2006). In den 60er-
Jahren des 20. Jahrhunderts wurde festgestellt, dass Gushing mehrere Ursachen haben
kann. Im Hinblick auf diese Ursachen wurde Gushing in zwei Typen unterteilt: primares
und sekundares Gushing (Gjertsen et al. 1963; Gjertsen 1967). Sekundares Gushing
entsteht durch unabsichtliche und unerwiinschte Zugabe von unterschiedlichen
Partikeln zum Bier. Bekannte Partikel sind Kalzium Oxalat-Kristalle, Metall-lonen oder
Reste von Spiilmittel (Rammert & Pahl 1992).

Dagegen fiihrt eine schlechte Qualitdt von Rohstoffen, vor allem des Braumalzes, zu
Primdrem Gushing. Primdres Gushing tritt im Bier auf, wenn fiir dessen Produktion
Getreide benutzt worden ist, das mit Pilzen der Gattungen Fusarium, Trichoderma,
Nigrospora, Aspergillus, Penicillium oder Stemphylium infiziert war (Shokribousjein et al.
2011). Die Rohstoffe konnen dabei entweder schon im Feld wahrend der Lagerung oder
auch wahrend der Malzung infiziert worden sein. Wahrend ihres Wachstums
produzieren die Schimmelpilze unterschiedliche Metaboliten, die die Qualitiat des Malzes
beeinflussen, unter anderem Hydrophobine. Hydrophobine kénnen schon drei Wochen

nach der Aussaat in der Gerste gefunden werden sowie wahrend des gesamten
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Wachstums der Gerste (Shokribousjein et al. 2011). Hydrophobine entstehen auch im
Verlauf der Malzung, vor allem wahrend des Weichens und Keimens des Getreides.
Interessanterweise ist die Hydrophobin-Konzentration beim Malz zehnmal héher als bei
der Gerste. Die Konzentration, die notwendig ist, um Gushing zu verursachen, hangt vom
Pilz ab. Allerdings reicht meistens schon eine geringe Konzentration von 1 mg/l oder
weniger aus, um das Bier zum Uberschdumen zu bringen (Garbe et al. 2009; Sarlin et al.

2005; Shokribousjein et al. 2011).

1.6 Polycistronische mRNA in Eukaryoten

In Prokaryoten befinden sich Gene, die eine &dhnliche Funktion haben, haufig in
unmittelbarer raumlicher Nachbarschaft auf dem Chromosom angeordnet. Derartige
Gen-Clusterwerden in aller Regel ko-reguliert und auf einer polycistronischen mRNA
exprimiert. Normalerweiser ist ein einziger Promoter notwendig, um eine
polycistronische mRNA zu transkribieren. Trotz der gemeinsamen Transkription der
Gene wird jedoch jedes der kodierten Proteine unabhdngig von den anderen Proteinen
translatiert. Im Vergleich zu Prokaryoten werden die Gene bei Eukaryoten in der Regel
mit Hilfe einer monocistronischen mRNA exprimiert. Die Expression jedes einzelnen
Gens wird durch einen dazugehorigen Promoter reguliert. Die Translation der mRNA
wird dabei von einem eigenen AUG Start Kodon gestartet (Sachs et al. 1997). Allerdings
sind bei einigen Eukaryoten wie z.B. Trypanosomen und Nematoden auch Gene bekannt,
die auf einer polycistronischen mRNA kodiert sind (Blumenthal 1998; Matthews et al.
1994). Dartiiber hinaus wurden auch andere Beispiele fiir polycistronische mRNA und
Co-Transkription mehrerer Gene in hoheren Eukaryoten gefunden: in Mammalia (Gray
et al. 1999; Lee 1991; Sloan et al. 1999), Drosophila (Andrew et al. 1996), Seidenraupe
(Kanamori et al. 2010) und Tomaten (Garcia-Rios et al. 1997). Auch bei Hefen wurde
eine Expression polycistronischer mRNA sowohl wahrend der snRNA (snoRNA)
Expression als auch bei der Expression der argB und argC Gene im Rahmen der Arginin-
Biosynthese in S. cerevisiae gefunden (Chanfreau et al. 1998; Minet et al. 1979; Petfalski
et al. 1998). Als erstes Beispiel fiir eine dicistronische mRNA Expression bei
phytopatogenen filamentdsen Pilzen wurde das Phdnomen in Cercospora nicotianae
entdeckt. Bei diesem Pilz werden Cercosporin Toxin Resistenz Gene (CRG1) als

dicistronische mRNA exprimiert (Chung et al. 2003). Eine Erklarung fiir die Moglichkeit
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der Translation der polycistronischen mRNA in Eukaryoten liegt in dem so genannten
"context-dependet leaky-skanning mechanism". In diesem Fall existieren zwei
verschiedene Populationen von Ribosomen. Eine dieser Populationen von Ribosomen
erkennt das Start-Kodon des ersten Gens auf der polycistronischen mRNA nicht und
translatiert daher nur das zweite Gen der beiden polycistronischen mRNA Transkripte.
Die zweite Population der Ribosomen in dieser Zelle translatiert dagegen nur das erste
Gen auf der polycistronischen mRNA (Kozak 2002; Kanamori et al. 2010; Wall et al.
2005).

1.7 sGFP - Modifiziertes ,,green fluorescent protein“

GFP ist ein 238 Aminosauren grofdes Protein aus der Qualle Aequora victoria. Es wurde
1992 aus einer cDNA in Escherichia coli kloniert. Im Laufe der Zeit wurde dieses Gen
auch in Saugetieren(Pines 1995), Insekten (Drosophila) (Wang et al. 1993), Pflanzen
(Haseloff & Amos 1995) und filamentosen Pilzen (Spellig et al. 1996) exprimiert. Dieser
Erfolg ist einer einzigartigen Qualitdit des Proteins zu verdanken. Es hat ein
Molekulargewicht von 27 kDa, absorbiert Licht bei 395 und 475 nm und emittiert Licht
einer Wellenldnge von 508 nm als Fluoreszenz. Um zu fluoreszieren, benétigt das GFP
UV-Licht oder blaues Licht sowie Sauerstoff, solange das Protein sich noch nicht richtig
gefaltet hat (Lorang et al.,, 2001; Cormack, 1998). Das richtig gefaltete Protein ist gegen
viele Proteasen resistent und bei 65°C und pH5-11 in 1% Natriumdodecylsulfat oder 6M
Guanidiumchlorid stabil (Cubitt et al. 1995). GFP verliert seine Fluoreszenz auch nicht in
Gewebe, das mit Formaldehyd, Methanol oder Glutaraldehyd fixiert ist. Die beste
Fluoreszenz zeigt das Protein bei einem pH-Wert zwischen 7,2 und 8,0 (Lorang et al.
2001).

Durch konfokale Mikroskopie oder quantitative Bild-Analyse kann das GFP in Isolaten
von transformierten oder spezifischen Zellen aus einer Zell-Population (Cormack et al.
1996) verfolgt werden. Eine andere Moglichkeit ist seine Beobachtungwahrend einer
quantifizieren Genexpression in einzelnen Zellen aufierhalb des Organismus (Brand
1995). Man kann die Verteilung und Biomasse einiger Mikroorganismen auch in
komplexer Umwelt verfolgen, z.B. in Tieren oder in anderen Wirtsorganismen (Maor et
al. 1998), in Biofilmen (Sternberg et al. 1999) oder im Boden (Bae & Knudsen 2000).

Der Wildtyp des GFP aus Aequora victoria zeigt in vielen Organismen keine erkennbare

Fluoreszenz, weil das Gen nichteffizient translatiert wurde (Cormack 1998; Fernandez-
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Abalos et al. 1998). Aus diesem Grund wurde nach und nach eine optimierte Codon-
Nutzung fiir Hefe (Cormack et al. 1997), Pflanzen (Chiu et al. 1996) und Saugetiere(Haas
et al. 1996) entwickelt, um diesen Nachteil zu umgehen.

Das GFP wurde sowohl fiir die Genexpression und Protein-Lokalisierung als zur
zellbiologischen Untersuchung von Pilzen verwendet. Nukleus, ER und N-Terminus
verschiedener Pilze wurden dabei mit dem GFP markiert (Lorang et al. 2001). Der erste
Pilz in dem das GFP erfolgreich exprimiert werden konnte, war der Verursacher des
Maisbeulenbrands, Ustilago maydis (Cormack 1998). Danach folgten Aspergillus nidulans
(Fernandez-Abalos et al. 1998) und Aureobasidium pullulans (Vanden et al. 1997). Bis
zum Jahr 2001 wurde das GFP in 16 Pilz-Arten verschiedener Gattungen exprimiert,
darunter Colletotrichum, Mycosphaerella und Schizophyllum (Lorang et al. 2001). Im
Laufe der Zeit wurden auch GFP-Derivate entwickelt, die in anderen Bereichen des
Lichtspektrums fluoreszieren: EYFP (gelb), ECFP (blau), DsRed2 (rot) und RCFP
(dunkelrot) (Andrie et al.2005; Bourett et al. 2002; Nahalkova & Fatehi 2003). Auch
diese GFP-Derivate wurden mittlerweile erfolgreich in Pilzen exprimiert.

Das GFP wurde auch bei der Entwicklung von Fusionsproteinen benutzt, unter anderem
fiir Fusionen mit Hydrophobinen. So wurde ein HFB1-GFP ein Fusionsprotein von GFP
mit dem Hydrophobin HFB1 aus T. reesei entwickelt (Gutiérrez et al. 2013; Lienemann et
al. 2013). Auch fiir F. verticillioides wurden zwei Fusionsproteine mit Hyd1, Hyd2 und

monomerem GFP entwickelt (Fuchs et al. 2004)

1.8 Transformation von Pilzen mittels Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens ist ein gramnegatives Bodenbakterium, das haufig fiir die
Pflanzen-Transformation verwendet wird (Hansen & Chilton 2000). Bundock und
Hooykaasl (1996) beschrieben eine neue Methode fiir die Transformation von S.
cerevisiae mit Hilfe von Agrobacterium Zellen (Agrobacterium Mediated Transformation,
AMT), zunidchst nur im Zusammenhang mit der Pflanzen-Transformation. Zwei Jahre
spater beschrieben de Groot et al. (1998) als erste den Einsatz der Methode fiir die
Transformation eines filamentdsen Pilzes mit Hilfe von Agrobacterium. Inder Folge der
ersten Publikation wurden mit Hilfe von AMT viele verschiedene Pilze aus der Gruppe
der Askomyzeten, Basidiomyzeten, Oomyzeten und Zygomyzeten transformiert
(Michielse et al. 2005). A. tumefaciens kann Pflanzen-Protoplasten sowie -Gewebe und -

Blatter transformieren. Bei Pilzen kann dieses Bakterium Konidien und Hyphen direkt
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transformieren, ohne dass dafiir vorher Protoplasten hergestellt werden miissen. Der
zweite Vorteil dieser Methode ist die Integration von nur einer Kopie der DNA im
Chromosom, wodurch ein gutes Substrat fiir die homologe Rekombination entsteht. In
der Natur kann A. tumefaciens Tumore bei Pflanzen verursachen. Dieses Bakterium
besitzt die natiirliche Fahigkeit, ein DNA-Segment, das sich auf einem sog. Ti-Plasmid
(200kbp tumor inducing Plasmid) befindet, in die Pilzzelle zu libertragen, sodass das
DNA-Fragment in ein Chromosom integriert wird. Das zu iibertragende Segment wird
dazu am 5" und am 3" Ende mit kurzen (24 bp) Sequenzen, sogenannten left und right
borders, markiert. Die Integration der DNA hangt von der Aktivierung durch ein Set von
Virulenz genen (vir-Gene) ab, die sich auch auf dem Ti-Plasmid befinden. Diese Gene
werden in der Natur durch eine Mischung von Stoffen aktiviert, die der Wirt ausschiittet,
z.B. durch Acetosyringon (de Groot et al. 1998). Heutzutage wird ein sogenanntes
binares System benutzt, das aus zwei Vektoren besteht. Ein Vektor enthalt vir-Gene und
der andere die T-DNA. Der pTi-Vektor enthalt eine Region mit vir-Genen und T-DNA. Die
vir-Region enthalt acht Operons (vir A bis vir H), die die Proteine fiir die Verarbeitung
und den Transport der T-dann kodieren. Die T-DNA-Verarbeitung erfolgt durch die
Induktion der vir-Gene, welche die konstitutiven Gene virA und virG exprimieren. Das
virA-Gen wird durch die von den Pflanzen sekretierten Stoffe, z.B. Phenole, Zucker und
auch durch niedrigere pH-Werten, aktiviert. Das aktivierte virA transphosphoryliert das
virG, das wiederum zur Aktivierung der iibrigen Gene fiihrt (Gelvin 2003). Nachdem die
vir-Gene aktiviert wurden, wirdvirDZ2 exprimiert. Das ProteinvirDZbindet sich kovalent
an die T-DNA, welche vom VirE2 beschichtet wird. Es entsteht ein T-Komplex, der durch
einen aus VirB-Proteinen bestehenden Kanal in die Membran transportiert wird. Der T-
Komplex integriert sich dann in die Pflanzenzellen und anschlief3end in ein Chromosom
(Zupan et al. 2000). Wenn die T-DNA keine zum Chromosom homologen Sequenzen
enthadlt, wird sie in eine unbestimmte Stelle im Chromosom integriert. Wenn die T-DNA
aber eine homologe Sequenz aufweist, wird die T-DNA mittels homologer
Rekombination an einer bestimmten Stelle des Chromosoms in dieses aufgenommen
(siehe Abb.3). In 20% der Transformationen wird aber nicht nur die T-, sondern auch
die Vektor-Sequenz als einzelnes Fragment oder in Verbindung mit der T-DNA in das

Chromosom aufgenommen (Permyakova et al. 2009).
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Abb.3: Schematische Darstellung des genetischen Vorgangs in der A. tumefaciens-Zelle wahrend
der Fusarium-Transformation. Acetosyringon (AS).pH-Wert (pH). Phosphor(P). Vir Proteine (VirA,
VirG, VirC, VirD, VieE) .Left border und right border (LB und RB). Tumor inducing Plasmid (pTI).
DNA-Sequenz ( ===
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Zielsetzung

Der vorliegenden Dissertation lag die folgende Arbeitshypothese zu Grunde:

,Das Klasse II Hydrophobin FgHyd5p ist von Bedeutung fiir den Lebenszyklus und die
Virulenz des Getreidepathogens F. graminearum.”

Das Ziel der im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefiihrten Untersuchungen
war damit die Kldrung der Frage nach der natiirlichen Funktion des Klasse II
Hydrophobins FgHyd5p im Hinblick auf den Phdnotyp von F. graminearum, die
physiologischen und morphologischen Eigenschaften des Pilzes, seine Virulenz
gegeniiber Getreidepflanzen sowie auf sein Potential zur Auslésung von Gushing in Bier.
Die genannten Eigenschaften sollten mithilfe von Mutanten von F. graminearum
untersucht werden, die das fghyd5 Gen nicht exprimieren, bzw. dessen Expression durch

(Co)-Expression des GFP Proteins anzeigen und ggf. FgHyd5p lokalisieren helfen.

23



Materialen und Methoden

Materialen und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Mikroorganismen und Getreide
Der E. coli-StammDH5a (TMW 2.493) wurde fiir Herstellung von Plasmidkonstrukten
benutzt. Dieser Stamm weist eine endAl-Mutation auf, die die intrazelluliren

Endonukleasen inaktiviert. Das fiihrt zu einer erhohten Stabilitat des DNA Plasmids in

der Zelle.

Die F. graminearum-Stamme TMW4.0130, TMW 4.0139, TMW 4.0157, TMW 4.0154,
TMW 4.0449, TMW 4.0184, TMW 4.0133 und TMW 4.0173 wurden fur den Test auf

Antibiotika-Resistenz verwendet.

Der F. graminearum-Stamm (TMW 4.0157) ist ein Isolat aus Gerstenkdérnern (isoliert
von L. Niessen) und weist auf Medien mit einer Hygromycin B-Konzentration hoéher als
50 pg/ml eine erhohte Sporulation und keine Wachstum auf. Dieser Stamm ist bei CBS
mit der Nummer 136009 hinterlegt und ist 6ffentlich zuganglich. Dieser Stamm wurde
fir die Amplifikation genomischer DNA benutzt sowie fiir die Entwicklung der Knock-

out- und Reporterstimme.

Der A. tumefaciens-Stamm AGL1 (TMW2.1458) wurde fiir die homologe Integration von
Inserts in das F. graminearum Genom verwendet. Der AGL1-Stamm enthdlt ein
hypervirulentes Ti-helper-Plasmid pTiBo542AT mit einer deletierten ,border sequence”
(Hood et al. 1986; Komari et al. 1986) und einer Insert mutation in recA, dem
allgemeinen Rekombinations-Gen, welches das rekombinante Plasmid stabilisiert (Lazo

et al. 1991)
In Tabelle 3sind die E. coli-,A. tumefaciens- und F. graminearum-Stamme aufgelistet, die

nach den Transformationen entstanden sind. Die Inserts in die Plasmide sind in der

Tabelle 9 dargestellt.

24



Materialen und Methoden

Tabelle 3: In dieser Arbeit entstandene Stimme von E. coli, A. tumefaciens und
F. graminearum

Organismen Vektor, Resistenz

E. coli DH5a pHyd5-Int, amp’

E. coli DH5a pGFP, amp’

E. coliDH5q, pHGFP, amp’, TMW2.1479

E. coliDH5a pPHGFP, amp’, TMW2.1480

E. coli DH5a pPK2, hygB, kan'

E. coli DH5a pPK2-Thyd5, hygB', kan, TMW2.1481

E. coli DH5a pPK2-PHT, hygB,, kan’

E. coli DH5« pPK2-PHtaaT, hygB', kan’

E. coli DH5a pPK2PkoT, hygB, kan’, TMW2.1482

E. coli DH5a pPK2-PkosGT, hygB', kan’, TMW2.1483
E. coliDH5x pPK2-PHtaasGT, hygB', kan’

E. coli DH5a pPK2-PHsGT, hygB', kan’

E. coliDH5a pSK-379sgfp, hygB', kan'

A. tumefaciens pPK2-PkosGT, hygB', kan,TMW2.1483
A. tumefaciens pPK2-PHtaasGT, hygB', kan’, TMW 1.1528
A. tumefaciens pPK2-PHsGT, hygB, kan", TMW 1.1529
F. graminearum pPK2-PkosGT, hygB', TMW4.268

F. graminearum pPK2-PHtaasGT, hygB , TMW 4.2467

F. graminearum pPK2-PHSGT, hygB’, TMW 4.2468

Fir die Infektionsversuche wurden handelsiibliche Bio-Gerste und -Weizen benutzt.
Diese Weizen und Gerste waren nicht genotypisiert. Winter Gerste Sorte "Regina"
wurde freundlicherweise durch den Lehrstuhl fiir Brau- und Getranketechnologie, TU-
Miinchen  bereitgestellt. =~ Bio-Weizen @ wurde per Internet unter  bei

www.getreidemuehlen.de (Ursprung des Weizens: Deutschland, Werl) bestellt.

2.1.2 Chemikalien

Wenn nichts anderes angegeben ist, wurden Chemikalien von den folgenden Firmen
verwendet: Merck (Darmstadt, Deutschland), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland), Fluka Serva (Heidelberg, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland).
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2.1.3 Gerate
Tabelle 4: Gerate

Gerat

Model

Hersteller

Agarose Gel Kamera

Easy Cast

Owl Separation Systems, Portsmouth,

25 x 20 cm electrophoresis system NH, USA
Agarose Gel Kamera Easy Cast Owl Separation Systems, Portsmouth,
13.8x 12 cm electrophoresis system NH, USA
Autoklaven 2540 ELV Systec GmbH, Wettenberg,
Deutschland
Varioklav H + P Labortechnik, OberschleiBheim,
Deutschland
Brutschréanke Certomat BS-1 B. Braun Biotech International,
Melsungen, Deutschland
Hereaus B5042E Hereaus Instruments, Hanau,
Deutschland
Memmert INB series Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland
WiseCube®WIS-ML02 Witeg Labortechnik GmbH, Wertheim,
Deutschland
Zentrifugen Sigma 1 K 15 Sigma Labortechnik, Osterrode am
Harz, Deutschland
Sigma 6-16K Sigma Labortechnik, Osterrode am
Harz, Deutschland
J-6 Beckman, Palo alto, CA, USA
J-2 Beckman, Palo alto, CA, USA

Hermle Z383 K

Hermle Labortechnik, Wehningen,
Deutschland

Hermle Z382 K

Hermle Labortechnik, Wehningen,
Deutschland

Elektroporation System

Bio-Rad Gene pulser
device

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Sterilbank HERA safe Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

Microscope Axiolab Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Deutschland

Nanodrop Nanodrop1000 Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

PCR-Cycler Primus 96 plus MWG Biotech, AG, Ebersberg,

Deutschland

Mastercycler gradient

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

pH determination

InLab 412, pH 0-14

Mettler-Toledo, GieBen, Deutschland

(Elektrode)

pH determination Knick pH 761 Calimatic | Knick elektronische Gerate, Berlin,
(Messgerat) Deutschland

Photometer Novaspellq Pharmacia Biotech, Cambridge,

26

England



Materialen und Methoden

Pipetten Pipetman Gilson-Abomed, Langenfeld,
Deutschland
Stromversorgung MPP 2 x 3000 Power MWG Biotech AG, Ebersberg,
Supply Deutschland
Electroophoresis Power | Pharmacia Biotech, Cambridge,
Supply EPS 3000 England
2197 Supply PPS 200- MWG Biotech AG, Ebersberg,
1D Deutschland
Rein Wasser Euro 25 und RS 90- SG Wasseraufbereitung GmbH,
4/UF rein Wasser Barsbittel, Deutschland
System
Schittelgerat Certomat R B. Braun Biotech International,
Melsungen, Deutschland
Vortex 2 Genie Scientific Industries Inc., Bohemia, NY,
USA
Rihrer RCT-Basic Mettler-Toledo, GieBBen, Deutschland
Thermoblock Techne DRI-Block DB3 | Thermo-Dux Gesellschaft fiir

Laborgeratebau mbH, Wertheim,
Deutschland

Ultraschalwasserbad

Sonorex Super RK
103H

Bandelin electronic, Berlin,
Deutschland

Ultraschal UP 200S Dr. Hielscher GmbH, Teltow,

Deutschland
SONOPLUS/SH70G Bandelin electronic, Berlin,

Deutschland

UV Tisch Herolab UVT 28M Herlab GmbH Laborgerate, Wiesloch,
Deutschland

Wasserbad Lauda BD LAUDA Dr. D. Wobser GmbH & Co.,
Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

uv Lichtaus | Leuchtstofflampe 18W | Osram GmbH, Miinchen, Deutschland

Schwarzlichtréhre

Schwarzlicht L 18/73

Weislichtlampe

Leuchtstoffampe  18W
Weslichtlicht L 18/73

Osram GmbH, Miinchen, Deutschland

Turbidimeter

Loopamp LA-320C real-

EIKEN Chemical Co., LTD, Tokyo,

time Turbidimeter Japan

Muihle Labor-Scheibenmhle Bahler GmbH, Braunschweig,
DLFU Deutschland

Gefriertrokner FreeZone 2,5Plus, Labconco, Kansas City, USA

2.1.4 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide wurden bei Eurofins MWG-Operon (Ebersberg, Deutschland)

synthetisiert und bis auf 100 pmol/pl mit sterilem VE-Wasser verdiinnt. Primer fiir die

RT-LAMP- und die LAMP-Reaktionen wurden bis auf 50 pmol/ul verdiinnt. Die in dieser
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Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in den hier folgenden Tabelle 5 und Tabelle 6

aufgelistet.

Tabelle 5: Oligonukleotide fiir die Klonierungen

Name Sequenz5’ > 3’ Annealing
5' HydSall-2 GCGGTCGACATGAAGTTCTCACTCGCCGCCGTTGCCC 55°C
3' HydSall-2 CGCGTCGACTTAGTCCTGGACACCAGTAGGGGTA 55°C
5° PromHind-2 GCGAAGCTTGTGGAGATTTTCTTGATTCTG 62°C
3’PromHind-2 CGCAAGCTTGATGAATAGAGTGATTGGTTTAG 62°C
5 ThydHindllI GCGAAGCTTAGTGTCACGAGTTTGTGACCTTGTATAAT 64°C
3' ThydHindlll CGCAAGCTTTATCTCACTTTCACTCGGAAGCGCATGAGTG 64°C
5" PhydEcoRV-2 GCGGATATCGTGGAGATTTTCTTGATTCTGGGGCA 60°C
3 'Hyd5-Apa-EcoRV-2 | CGCGATATCGGGCCCTTAGTCCTGGACACCAGTAGGGG 55°C
3'Hyd5taa-AE-2 CGCGATATCGGGCCCGTCCTGGACACCAGTAGGGGTAT 55°C
3’Pknock out CGCGATATCGGGCCCATGAATAGAGTGATTGGTTT 62°C
5 sGFPApal-2 GCGGGGCCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTT 55°C
3' sGFPApal-2 CGCGGGCCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGT 55°C
5' 50bpminPhyd GAGAATCAAGAATCCCCAGATGTACATAGG 62°C
3' Schnittstellen GTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT 62°C
5'RevTtrpC CGTGTACTGTGTAAGCGCCCACTCCACATCTCCACTCGA 64°C
Tabelle 6: Oligonukleotide fiir die RT-LAMP

Name Sequence 5’ > 3’ Annealing
Hyd5-ID1-F3 CAGGCCTACATCCCTTGC

Hyd5-ID1-B3 CAGAGGATGCCTTGGTCAAG

Hyd5-ID1-FIP GAAGGGGGGTTTCCGCAGTCAGTGGCCTCTACGGCACTT

Hyd5-ID1-Bip TCTCCCACCGACGCCGACATGGGGAGGACACAGCAG

Hyd5-ID1- F2 AGTGGCCTCTACGGCACTT

Hyd5-ID1- Fic GAAGGGGGGTTTCCGCAGTC

Hyd5-1D1- B2 TGGGGAGGACACAGCAG

Hyd5-1D1- Bic TCTCCCACCGACGCCGACA

Hyd5-ID1- LoopF | CCAAGACATCAGTAGCACAG 68°C
Hyd5-ID1- LoopB ACTTCAGCGCTGTCTGCG

EF1-ID22-F3 ACCACTACCGGTCACTTGA

EF1-1D22-B3 GCGTCAATGACGGTGACAT

EF1-1D22-FIP AGGAACCCTTACCGAGCTCGG-CGGTGGTATCGACAAGCG
EF1-1D22-BIP CTTGACAAGCTCAAAGCCGAGCAGGAGTCTCGAACTTCCAGA
EF1-ID22-F2 CGGTGGTATCGACAAGCG
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EF1-1D22-B2 AGGAGTCTCGAACTTCCAGA

EF1-1D22-F1c AGGAACCCTTACCGAGCTCGG

EF1-1D22-B1c CTTGACAAGCTCAAAGCCGAGC

EFG1-ID22-Loop F | GCTTCCTTCTCGAACTTCTC

EFG1-1D22-LoopB | TCAAGTACGCCTGGGTT

BT -ID175-F3 GCTTTTCCGACCCGACAAC

BT -ID175-B3 GGTACCACCACCAAGAGAGT

BT-ID175-FIP TCAGCACCCTCGGTGTAATGACTTCGTTTTCGGTCAATCCGG
BT -ID175-BIP CCAAGTTCTCGATGTCGTCCGCGGGTGATTTGGAAACCCTGG
BT -ID175-LoopF CTTGGCCCAGTTGTTTCCG

BT -ID175-LoopB | GAGGGCTGTGACTGCCT

2.1.5 Restriktiosenzyme

Alle Restriktionsenzyme wurden bei der Firma MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot,

Deutschland) bestellt und gemafd der Bedienungsanleitung des Herstellers benutzt.

Wenn es moglich war, wurden Fastdigest®-Enzyme verwendet.

2.1.6 Puffer

Sofern nicht andersangegeben, wurden alle Komponenten fiir die Pufferindeionisiertem
Wasser gelost, wobei die Prozentwerte fiir die fliissigen Komponenten Volumenpro
Volumen(v /v)und fiir feste BestandteileGewicht pro Volumen(w/ v)entsprechen. Alle

Puffer, die in dieser Arbeit benutzt wurden, sind - mit Ausnahme der fertigen Kit-Puffer,

in Tablle 7 aufgelistet.

Tablle 7: Puffer

Agarose Gel Electrophoresis

Name

Zusammensetzung

TAE buffer

2,0 M Tris, 1,0 M Essigsaure, 0,1 M EDTA, pH 8,2

5x Loading dye

50 mM EDTA, 40% Saccharose, 0,001% Bromphenol blau

DNA Extraktion

Name

Zusammensetzung
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TES buffer 100 mM Tris, pH 8.0, 10 mM EDTA, 2% SDS
TE buffer 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0

. 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
Lysis buffer

8.0

PEG-mediated transformation

Name Zusammensetzung
STC buffer 0,8 M Sorbitol, 50 mM Tris—HCI, pH 8,0, 50 mM CacCl,
SPTC buffer STC Puffer, 40% Polyathylenglykol 4000

2.1.7 Medien

Alle Medien wurden 20min lang bei 121°C autoklaviert. Hitzesensible Stoffe und

Losungen wurden steril filtriert (Porenweite 0,2 um) und erst dann zu den Medien

gegeben, wenn diese auf ca. 55°C abgekiihlt waren. Fiir die Verfestigung wurde 1,5%

Agar (Difico) zugefiigt. Prozentangaben verstehen sich immer als Gewichtsprozent

bezogen auf 1 L. Medium (% w/v).

Tabelle 8: Nahrboden

Escherichia coli

Medium

Zusammensetzung

LB

1% SojaPepton, 0,5% Hefe-Extrakt, 0,5% NaCl, pH 7,5

F. graminearum

Medium

Zusammensetzung

CM

0,6%Hefeextrakt, 0,6% Kasein Hydrolysat; Nach dem Autoklavieren: 1%

Saccharose

Regeneration

0,1%Hefeextrakt, 0,1% Kasein Hydrolysat; Nach dem Autoklavieren: 0,1 M

Saccharose

Malz-Extrakt

3% Malz-Extrakt, 0,2% Soja Pepton, pH 6,5

Mungbohnen Griine Mungbohnen (Vigna radiata) (4% w/v) wurden 5min lang in Wasser
gekocht und anschlieBend filtriert, um die Bohnen vom Wasser zu trennen.
2% w/v Agar wurde zugefugt und das Medium wurde autoklaviert.

MMC Medium 0,3% KNO3, 6,25% M-100 Salz-Stammldsung

YPG 1% Pepton aus Casein, 5% Hefeextrakt, 2 % Glukose, 1,5% Agar
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YES 2% Hefeextrakt, 1,5 % Saccharose, 0,5 g/L MgSO, x 7H,0, 0,001 g/L ZnSO,
x 7H20, 0,005¢g/L CuSO, x 5H,0, 1,5% Agar, pH 6,5+/-0,1

SNA 1g/L KH,POy,, 1g/L KNO3, 0,5g/L KCI,0,5g/L MgSO,4 x 7H,0, 0,4 g/L
Glykose0,4 g/L Saccharose, 2 % Agar

PDA 200 g in Scheiben geschnittene Kartoffeln wurden 1h lang in 1 |

Wassergekocht. Das Wasser wurde durch ein Sieb gegeben, 2% Glucose,
1,5% Agar

Karotten-Agar

4009 Karotten wurden 20min lang in 500ml H,O gekocht, puriert, auf 1 L H20
aufgeflllt,1,5% Agar

OA

3% Haferflocken, 0,01g/L ZnSO,4 x 7H,0, 0,005g/L CuSO, x 5H,0

Agrobacterium tumefaciens

Stammlésung

Zusammensetzung

Salz fiir das
Inductionsmedium
(Hooykaas et al.
1979)

3,625 g/IKH,PQOy,, 5,125 g/l K;HPO,, 0,375 g/l NaCl, 1,250 g/IMgSO,4 x 7 H,0,
0,165 g/l CaCl; x 2 H,0, 0,0062 g/l FeSO,4 x 7 H,O und 1,250 g/l (NH,4)>SO,.

Die Salze wurden separat in Wasser geldst und autoklaviert.

MES

1 M MES, pH 5,3 MES wurde steril filtriert.

Acetosyringone

10 mM Acetosyringone, pH 8,0 Acetosyringon wurden sterilfiltriert

Mikroelemente fiir
dieM-100 Salze

60 mg/l H3BO3, 140 mg/I MnCl; x 4 H,O, 400 mg/l ZnCl,, 40 mg/|
Na,MoOQO, x 2 H,O, 100 mg/l FeCl; x 6 H,O, 400 mg/l CuSO, x 5 H,O

Salz fiir das M-100-
Medium

1,6% KH2POy4, 0,4% Na,SQOy4, 0,8% KClI, 0,2% MgSO, x H,0, 0,1% CaCl,,

0,8% Mikroelement-Lésung

Induktiosmedium

10 mM  Glukose (5mM flr 0,5% 40%
Salzstammldsung. Nach dem Autoklavieren wurden 40 mM MES und 200 uM

Agarplatten), Glycerin,

Acetosyringone hinzugefligt

M-100

1% Glukose, 0,3% KNOs3, 6,25% M-100 Salzstammldsung

2.1.8 Plasmide

Fir 14 Klonierungsschritte wurden mehrere DNA-Vektoren benutzt, diese sind in

Tabelle 9 aufgelistet. Die verwendeten Vektor-Karten sind in Kapitel 7.1 zu finden.

Tabelle 9: Vektoren

Name Inserts

pHyd5-Int hyd5ohne Introns amp’

pGFP Inventrogen, ngfp, amp’

pHGFP hyd5 ohne Intronen, ngfo, amp’

pPHGFP Phyd5, hyd5 ohne Intronen und ngfp, amp’
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pPK2 Covert et al. (Covert et al. 2001)

pPK2-Thyds Thya, kan', hygB

pPK2-PHT Thyds, kan', Phyd5, hyd5 ohne Intronen, hygB’

pPK2-PHtaaT Thyd5, kan', Phyd5, hyd5- ohne Intronen und stop Codon —taa, hygB’
pPK2PkoT Thyds, kan', Phyds, hygB'

I
OPK2-PkosGT Thyds, kan', Phyd5, sgfp, hygB’

I
oPK2-PHtaasGT Thyd5, kan', Phyd5, hyd5- ohne Intronen und stop Codon —taa, sgfo, hygB'

oPK2-PHSGT Thyd5, kan',Phyd5, hyd5ohne Intronen, sgfp, hygB’

pSK-379sgfp sgfo, hygB', kan

Plasmid pPK2 wurde fiir die F. graminearum-Transformation mittels Agrobacterium
tumefaciens benutzt. pPK2 enthalt den pBR322 Origin, der wiederum Ampicillin- und
Tetrazyklin-Resistenzgene sowie Kanamycin-Resistenzgene fiir die Replikation und
Selektion in E. coli und A. tumefaciens enthalt. Der pPK2-Vektor enthilt eine T-DNA. Die
Transfer DNA hat eine Hygromycin-Resistenzkassette (hygromycin B phosphotransferase
Gene), die unter der Kontrolle des Promoters PgpdA sowie des Terminators TtrpC von
Aspergillus nidulans liegt. Die T-DNA wurde mit Cloning Sites und zwei T-DNA Border
Regionen markiert. Die T-DNA Border Regionen sind fiir die Ubertragung des jeweiligen
Gens in das F. graminearum-Genom mittels A. tumefaciens verantwortlich (Covert et al.,
2001)

Plasmid pSK-379sgfp ist ein Derivat aus dem Plasmid pSK-379 und enthélt eine sgfp-
Sequenz unter der Kontrolle des PgpdA - Promoterssowie eine Pyrithiamin-

Resistenzkassette (Dirr et al. 2010; Wagener et al. 2008).

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Herstellung kompetenter Escherichia coli-Zellen (Calciumchlorid-Methode)

10 ml des LB Mediums wurden mit E.coli DH5ageimpft und UN bei 37°C und 180rpm bis
ODsg9o 0,5. inkubiert. Zellen wurden mittels Zentrifugierung (5.000xg, 5 min, 4°C)
gesammelt und in 5ml eiskalter100 mM CaClz-Losung resuspendiert. Das Prozedere
wurde zweimal wiederholt. Anschlieflend wurden die Zellen 30minlang auf Eis
inkubiert und in 1 ml eiskalter 100 mM CaClz-Lésung resuspendiert. Nach der Zugabe
von eiskaltem Glycerin (87% v/v) wurden die Zellen in 0,1 ml-Portionen aliquotiert und

bei -80°C eingefroren.
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2.2.2 Herstellung von elektrokompetenten Agrobacterium tumefaciens Zellen

Einzelne Kolonien von A. tumefaciens AGL1 wurden ausgewahlt und in 10 ml LB-
Medium mit 100 ug/ml Ampicillin (25°C, 180 rpm, UN) inkubiert. 500 pl der UN-Kultur
wurden in 100 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin angeimpft und bei 25°C und
180rpmbis auf ODeso0.7wachsen gelassen. Diese Kultur wurde 10min lang auf Eis
inkubiert und anschlief3end mittels Zentrifugation (4.000 rpm, 5min, 4°C) sedimentiert.
Das Pellet wurde in 15 ml eiskaltem 10% Glycerin resuspendiert und noch einmal
sedimentiert (4.000 rpm, 5min, 4°C). Es folgte ein weiterer Resuspensionsschritt in 4ml
10% Glycerin und noch eine Zentrifugierung (4.000 rpm, 5 min, 4°C). Das Pellet wurde
in 1.5ml 10% Glycerin resuspendiert und in 100 pl-Portionen aliquotiert. Die Zellen

wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert (Shen & Forde 1989).

2.2.3 Transformation deschemisch kompetenten Escherichia coli

Zu den chemisch kompetenten, noch bei -80°C eingefrorenen E. coli-Zellen wurden
1005ulPlasmid (100png/ul) gegeben. Die Zellen wurden30min lang auf Eis inkubiert. Das
Gemisch aus E. coli-Zellen und Plasmid wurde fiir 90 s bei 45°C inkubiert und danach fiir
weitere 90 sauf Eis inkubiert. Die transformierten E. coli-Zellen wurden mit 1 ml LB
Medium gemischt und 1 h bei 37°C ohne Schiitteln inkubiert. Nach 1 h Inkubation
wurden die Zellen bei fiir 1min 2.300 x g. Das Pellet wurde resuspendiert und auf LB
Agar (mit Zusatz verschiedener Antibiotika, je nach Plasmid) ausplattiert. Die Platten
wurden fir 24 h bei 37°Cinkubiert. Die einzeln wachsenden Kolonien wurden mittels
PCR (siehe 2.3.1) und Gen-spezifischen Primern (siehe Tabelle 5) auf die richtige Insert-

Orientierung untersucht (Hanahan 1983).

2.2.4 Transformation des elektrokompetenten Agrobacterium tumefaciens

Elektrokompetente Zellen von Agrobacterium tumefaciens wurden auf Eis aufgetaut. Bis
zu 200 ng Plasmid-DNA von pPK2-PkosGT, pPK2-PHsGT oder pPK2-PHtaasGT (vgl.
Kapitel 2.3.5, 2.3.6 und 2.3.7) wurden zu 50ul-Zellen gegeben und in eine eiskalte
Elektroporatioskiivette libertragen. Nach 5-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die
Zellen mit dem GenePulser II Electroporation System von Bio-Rad (Hercules, USA) mit
folgenden Einstellungen gepulst: 25 pF, 400 Q und 2.5 kV. Sofort nach dem Pulsen
wurde 1 ml des LB-Mediums ohne Antibiotika zugegeben und die Zellen wurden fiir 3h

bei 30°Cohne Schiitteln inkubiert. Schlieflich wurden die Zellen auf LB-Platten mit
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50 pg/ml Kanamycin ausplatiert und fiir 3 d bei 30°C inkubiert. Die einzeln wachsenden
Kolonien wurden mittels PCR und einem Gen-spezifischen Primerpaar auf die richtige

Insert-Orientierung tiberpriift (Shen & Forde 1989).

2.2.5 Herstellung F. graminearum Sporen-Suspensionen

F. graminearum wurde auf MB-Platten eingeimpft und fiir 14 d bei RT und einer je 12-
stiindigen Photoperiode (Weifdlicht + UV aus Schwarzlichtrohre) inkubiert. Die Konidien
wurden durch Zugabe von3 ml sterilem Leitungswasser und Glasperlen (0,5 cm)
geerntet. Dann wurden sie mit einer Zahlkammer nach Thoma (Karl Hecht GmbH&Co
KG, Sondheim/Rhon, Deutschland) ausgezdhlt und die Konidien-Konzentration

(Konidien pro ml) nach der Standard-Methode berechnet.

2.2.6 Herstellung eines Extraktes aus den Konidien von F. graminearum

Wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben, wurden 20ml einer Konidiensuspension mit
5x10%Konidien/ml hergestellt. Die Sporen wurden fiir 10min bei 5000 x
gabzentrifugiert. Das Sediment wurde in fliissigem Stickstoff lange gemorsert, bis eine
homogene Masse entstand, die nach mikroskopischer Uberpriifung keine intakten
Konidien mehr enthielt. Die Suspension wurde in 1 ml sterilem H20 verdiinnt und direkt

in die Versuche eingesetzt.

2.2.7 Produktion von Perithezien (Gibberella zeae)

Der F. graminearum Wildtyp-Stamm sowie drei Transformanten-Stimme wurden auf
Karotten-Agar zur Produktion der Perithezien verwendet. Je Stamm wurden zwei
Myzelium-Fragmente auf zwei gegeniiberliegenden Seiten einer Petrischale auf dem
Karotten-Agar platziert und fiir 6 d bei Tageslicht und RT inkubiert. Nach der Inkubation
wurde das Luftmyzel entfernt und die Platten wurden mit 2,5% Tween 60 iiberschichtet,
um eine weitere Luftmyzel-Entwicklung zu vermeiden (Cavinder et al. 2012). Nach drei

Tagen weiterer Inkubation wurde die Perithezien-Zahl makroskopisch bestimmt.

2.2.8 Transformation von F. graminearum mittels ATMT

Eine ,Agrobacterium tumefaciens Mediated Transformation" wurde nach Schmidt-Heydt
et al. (2009)durchgefiihrt. Der A. tumefaciens-Stamm, der einen pPK2-PkosGT-, pPK2-
PHtaasGT- oder pPK2-PHsGT-Vektor enthielt, wurde in 7 ml des LB-Mediums
mit50 pg/ml Kanamycin eingeimpft und fiir20h bei 250 rpm und 29°C inkubiert. Nach
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der Inkubation wurden die Zellen mit dem Induktionsmedium unter Zugabe von 200 uM
Acetosyringone (AS) bis auf ODesso 0.15 verdinnt. Die Zellen wurden bei 29°C und
250 rpm weiter inkubiert, bis sie eine ODssovon 0.6 - 0.7 erreicht hatten. Eine
F. graminearum TMW 4.0157 Konidien-Suspension mit einer Konidienkonzentration
von 10°bis 106Konidien/ml wurde mit der A. tumefaciens-Zellsuspension gemischt. 100
ul dieser Suspension wurden auf den Induktionsmedium-Platten mit und ohne 200 pM
AS ausplattiert. Die Platten mit dem Induktionsmedium waren vorher mit zurechtge-
schnittenen sterilen Zelophanmembranen bedeckt worden. Nach 48h co-Kultivierungbei
30°C wurden die Zelophanmembranen auf M-100 Platten mit Zusatz von 300 pg/ml
Cefoxin und 150 pg/ml Hygromycin B libertragen und fiir 7 d bei RT inkubiert. Die
gewachsenen Transformanten wurden danach mittels PCR auf das Vorhandensein der

entsprechenden Inserts untersucht.

2.2.9 Single-Spore-Isolation

Die Konidien-Suspension der F.graminearum-Trasformanten wurde hergestellt, wie in
Kapitel 2.2.7 beschrieben. Mungbohnen-Medium wurde mit 150 pg/ml Hygromycin B
hergestellt. 100 pl der Konidien-Suspension mit einer Konzentration von 3 x
102Konidien/ml wurden ausplatiert und fiir 4h bei20°C inkubiert. Ausgekeimte
Konidien, die in ausreichend weitem Abstand zu anderen Konidien lagen, wurden unter
dem Mikroskop untersucht, ausgestochen und auf eine unbewachsene Platte mit

Mungbohnen-Medium tlibertragen.

2.2.10 Antibiotika-Resistenz von F. graminearum Stammen

Um die Antibiotika-Resistenz von F. graminearum-Stammen zu testen, wurden ein SNA-
Agar-Medien mit jeweils 50, 100, 150, 200, 250, 300 und 350pg/ml HygromycinB
hergestellt. Das Myzel der F. graminearum-Staimme TMW4.0130, TMW 4.0139, TMW
4.0157, TMW 4.0154, TMW 4.0449, TMW 4.0184, TMW 4.0133 und TMW 4.0173 wurde
zentral auf die Platten eingeimpft und fiir 7d bei RT inkubiert. Das Wachstum der
F. graminearum-Stamme wurde als positiv eingestuft, wenn die Kolonien in dieser Zeit

einen Durchmesser von mindestens 2-3 cm erreicht hatten.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die gDNA und cDNA wurden mittels PCR und Phusion® High-Fidelity TagDNA
Polymerase (NEB Inc.) amplifiziert. Fiir die Amplifikation wurde der Thermo Cycler
Primus96 plus (MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland) wund spezifische
Oligonukleotid-Primer(Kapitel 2.1.4) benutzt. Die PCR-Bedingungen wurden nach der
Gebrauchsanweisung der verwendeten Taq Polymerase gewahlt: ,Initial Denaturation”
98°C - 30 s, (Denaturierung 98°C - 10 s, Annealing 55-62°C - 15 s, Extension 72°C - 10-30
s) x 35 Zyklen, ,Final Extention“ 72°C - 5 min. Die optimale Annealing Temperatur
wurde fiir jedes Primer-Paar mit Hilfe eines Temperaturgradienten bestimmt (siehe

Tabelle 2.1.4). Als Lange der Extension wurden 15 s/Kbp errechnet.

2.3.2 Agarose Gel-Elektrophorese

Die DNA wurde in 1% Agarose-Gel (Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland) in
einem 1x TAE-Puffer mit Hilfe des “Easy Cast electrophoresis system” (Owl Separation
Systems, Portsmouth, NH, USA) aufgetrennt. Dafiir wurden die folgenden Einstellungen
verwendet: 120 V, 1h. Als Grof3enstandards wurden die 100 bp oder 1000 bp DNA-
Leitern (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) benutzt. Anschliefend wurden die Gele
in einem Dimidiumbromid-Bad gefarbt. DNA-Fragmente wurden mittels UV Strahlung
(Herolab UVT 28M, Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, Deutschland) visualisiert. Die
Gele wurden mittels einer Videokamera abfotografiert und mit Hilfe der Intas® GDS

Software als digitales Bild aufgenommen und verarbeitet.

2.3.3 DNA-Isolation aus F. graminearum TMW 4.0157

F. graminearum TMW 4.0157 wurde in 50 ml ME Medium bei RT und 180rpm fiir 2d
inkubiert. Das Myzel wurde mittels Filtration durch steriles Filterpapier (Munktel &
Filtrak GmbH, Bérenstein, Deutschland) gesammelt. Die DNA wurde aus dem
gewonnenen Myzel mit Hilfe desMasterPure™ Yeast DNA Purification Kit (Epicentre,
USA) entsprechend den Herstellerangab enextrahiert. Der DNA-Gehalt in pg/ul wurde
durch ein NanoDrop™ ND1000 Spektralphotometer (peqlab Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland) bestimmt.

36



Materialen und Methoden

2.3.4 Klonierung

Die Modifikation der DNA wurde nach Ausubel et al. 1993 durchgefiihrt. Die DNA wurde
mit dem QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)aus PCR Ansdtzen
isoliert oder durch das E.Z.N.A. gel extraction kit (Peqlab, Deutschland) aus dem
Agarosegel gereinigt. Plasmide wurden ausE. colimit Hilfe des Plasmid Mini Kit von
Qiagen (Hilden, Deutschland) isoliert. Fiir die Klonierungsarbeiten wurden
Restriktionsenzyme und T4-Ligasen der Firma Fermentas (MBI Fermentas GmbH, St.
Leon-Rot, Deutschland)verwendet. Die DNA- und RNA-Konzentrationen wurden mit
Hilfe eines NanoDrop™ ND1000 Spektralphotometers (peqlab Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland) bestimmt.

2.3.5 Entwicklung des pPK2-PkosGT-Vektors.

Mit dem Ziel, eine hyd5 Gen Deletionsmutante herzustellen, wurde ein pPK2-PkosGT-
Vektor entwickelt. Dazu wurde die genomische Sequenz des hyd5-Gensaus der
Genomsequens von F. graminearum PH1 verwendet (Accession N: XM_382007). Das
hyd5 Gen wurde durch die Firma Gene Art (Regensburg, Deutschland) unter Weglassung
der Intron-Sequenzen synthetisiert. Das Gen wurde von dem gelieferten Vektor pHyd5
mittels der Primer5’Hyd5Sall und 3’Hyd5Sallin einer PCR amplifiziert und nach
Reinigung des Fragmentes und Restriktion mit Sall in den ebenfalls mit Sall
geschnittenen pGFP-Vektor (Invitrogen, Deutschland) kloniert. Das in diesem Vektor
vorhandene gfp-Gen wird nicht in die weitere Klonierung einbezogen. Der so
entstandene Vektor erhielt die Bezeichnung pHG. Da die genaue Gréfie und Sequenz des
Promoter-Bereichs des F. graminearum hyd5-Gens unbekannt ist, wurde ein Bereich von
879 bp vor dem Startkodon des hyd5-Gensals ,Promoter Bereich“ Phyd5 angenommen.
Das Fragment Phyd5 wurde mit den Primern 5’PromHind2 und 3’PromHind2 bei
gleichzeitigem Einbau von zwei enstindigen Hindll Schnittstellen von der gDNA des
F. graminearum TMW 4.0157 als Template amplifiziert. Das Phyd5 Fragment wurde aus
dem Agarosegel gereinigt und nach Restriktion mit HindlIl in den ebenfalls mit HindIl
geschnittenen pHG Vektor kloniert. Der so entstandene Vektor erhielt die Bezeichnung
pPHG. In den spdteren Schritten wurde das phyd5-hyd5 Fragment von diesem Vektor
amplifiziert. Somit spielt das auf dem Vektor vorhandene gfp Gen keine weitere Rolle in
den anschlief3enden Klonierungsschritten. Als ,Terminator-Bereich“ fiir das hyd5-Gen

wurde ein Sequenzbereich von 1002pb nach dem Stopkodon deshyd5-Gensdefiniert. Das
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Fragment wurde von der genomischen DNA von F. graminearum TMW 4.0157 als
Template mit Hilfe der Primer 5 ThydHindIIl und 3'ThydHindIIlunter gleichzeitigem
Einbau von zwei HindllI-Schnittstellen amplifiziert. Das Fragment Thyd5 wurde nach
Reinigung aus dem Gel und Restriktion mit Hindlll in den zuvor mit Hindlll
geschnittenen pPK2-Vektorkloniert.Der so entstandene Vektor erhielt die Bezeichnung
pPK2-Thyd5. Das Promoter-Fragment Phyd5wurde bei gleichzeitigem Einbau von zwei
endstandigen EcoRV Schnittstellen mit den Primern 5° PhydEcoRV-2 und 3’Pknock out
von dem pPHG-Vektor als Template amplifiziert. Nach Reinigung des PCR-Fragmentes
aus dem Gel und Restriktion mit EcoRV wurde dieses in den zuvor mir EcoRV
geschnittenen Vektor pPK2-Thyd5 kloniert. Der so entstandene Vektor erhielt die
Bezeichnung pPK2-PkoT. In diesen Vektor wurde anschlief3end eine sgfp-Kassette fiir
die Expression des sGFP Fluoreszenzmarkers kloniert. Dazu wurde die gesamte Kassette
mit Hilfe der Primer 5’sGFPApal-2- und sGFPApal-2 in einer PCR mit dem Vektor
pSK379-sGFP als Template unter gleichzeitigem Einbau von zwei endstandigen Apal
Schnittstellen amplifiziert. Nach Reinigung des PCR-Fragmentes aus dem Gel und
Restriktion mit Apal wurde dieses in den zuvor mir Apal geschnittenen Vektor pPK2-
PkoT kloniert. Der so entstandene Vektor erhielt die Bezeichnung pPK2-PkosGT. Eine

schematische Ubersicht iiber die beschriebene Klonierungsstrategie findet sich in Abb.4.

2.3.6 Entwicklung des pPK2-PHsGT Vektors

Es wurde ein Vektor entwickelt, der zur Herstellung von F. graminearum
Transformanten verwendet wurden, bei denen eine translationale Koppulung des Hyd5-
Proteins an den sGFP Fluoreszenzindikator vorlag. Dazu wurde in einer PCR das Phyd5-
hyd5-Fragment des pPHG-Vektors als Template (siehe Kapitel 2.3.5) mit Hilfe der
Primer 5" PhydEcoRV-2 und 3'Hyd5-Apa-EcoRV-2 unter gleichzeitigem Einbau von zwei
enstandigen EcoRV-Schnittstellen amplifiziert. Nach Reinigung des PCR-Fragmentes aus
dem Gel und Restriktion mit EcoRV wurde dieses in den zuvor mit EcoRV geschnittenen
VektorpPK2-Thyd5 (siehe Kapitel 2.3.5) eingebaut. Der so entstandene Vektor erhielt
die Bezeichnung pPK2-PHT. In diesen Vektor wurde die sgfp-Sequenz kloniert. Die Sgfp-
Gensequenz wurde zuerst mit Hilfe der Primer 5'sGFPApal-2 und sGFPApal-2 in einer
PCR mit dem Vektor pSK379-sGFP als Template amplifiziert. Nach Reinigung des PCR-

Fragmentes aus dem Gel und Restriktion mit Apal wurde dieses in den zuvor mir Apal
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geschnittenen Vektor kloniert. Der so entstandene Vektor erhielt die BezeichnungpPK2-

PHsGT (siehe Abb.4).

2.3.7 Entwicklung des pPK2-PHtaasGT-Vektors.

Um den pPK2-PHtaasGT-Vektor zu entwickeln, der fiir die Bildung eines Fusions-
Proteins bestehend aus dem Hydrophobin Fghyd5p und dem sGFP Protein als
Fluoreszenzmarker verwendet werden sollte, wurde dasPhyd5-hyd5-taa-Fragment
(Promoter-Bereich mit dem hyd5-Gen ohne Stoppkodon TAA) als Template in einer PCR
mit den Primern5” PhydEcoRV-2 und 3'Hyd5taa-AE-2 unter gleichzeitigem Einbau von
zwei enstindigen EcoRV-Schnittstellen amplifiziert. Nach Reinigung des PCR-
Fragmentes aus dem Gel und Restriktion mit EcoRV wurde dieses in den zuvor mit
EcoRV geschnittenen Vektor pPK2-Thyd5 kloniert. Der so entstandene Vektor erhielt die
BezeichnungpPK2-PHtaaT. Anschlieffend wurde in diesen Vektor eine sgfp-Kassette fiir
die Expression des sGFP Fluoreszenzmarkers kloniert. Dazu wurde die gesamte Kassette
mit Hilfe der Primer 5’sGFPApal-2 und sGFPApal-2 in einer PCR mit dem Vektor
pSK379-sGFP als Template unter Einfligung zweier endstandiger Apal-Schnittstellen
amplifiziert. Nach Reinigung des PCR-Fragmentes aus dem Gel und Restriktion mit Apal
wurde dieses in den zuvor mir Apal geschnittenen Vektor kloniert. Der so entstandene

Vektor erhielt die Bezeichnung pPK2-PHtaasGT (siehe Abb.4).
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Abb.4: Schematische Darstellung des kompletten Kloniervorgangs.
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2.3.8 RNA-Isolation aus F. graminearum

RNA wurde aus Hyphen von F.graminearum isoliert, die innerhalb von 48h bei RT und
180 rpm in einem Malzextrakt-Medium gewachsen waren. Das Myzel wurde mittels
Filtration durch Filterpapier (Munktel & Filtrak GmbH, Barenstein, Deutschland)
gesammelt. 10 g Myzel wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und durch Moérsern
pulverisiert. Die RNA aus dem pulverisierten Myzel wurde mit dem RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben isoliert. Bei
Bedarf wurde mRNA mit DNAse verdaut (Kapitel 2.3.10). Die isolierte RNA wurde bei -
80°C gelagert.

2.3.9 RNA-Isolation aus infizierter Gerste und infiziertem Weizen.

Mit F. graminearum infizierte Gersten- und Weizenpflanzen wurden in fliissigem
Stickstoff eingefroren und durch Morsern pulverisiert. Anschliefend wurde aus den
gefrorenen, pulverisierten Pflanzen mit dem RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben die gesamte RNA isoliert. Bei Bedarf
wurde die gesamte RNA mit DNAse verdaut (Kapitel 2.3.10). Die isolierte RNA wurde bei
-80°C gelagert.

2.3.10 Reverse Transkription

Die isolierte mRNA wurde zuerst bei 37°C fiir 1h mit RQ1 RNAse-freier DNAse
(Promega, Freiburg, Deutschland) behandelt, um die DNA zu entfernen. Danach wurde
diese Reaktion mit 4pl Stop Solution (Promega) und durch Inkubation bei 65°C fiir
10 min gestoppt. Die Transkription der mRNA in cDNA wurde zuerst mit Hilfe von 0.5 U
M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) durchgefiihrt. Danach wurde sie mit 1 pl der
mRNA-Probe, 2ug oligo(dT)1s Primer (Promega), 40 uM dNTPs (Qiogene), 4 pl RT Puffer
(Promega), 0,5 U M-MLV Reverse Transcriptase(Promega), RNAse H Minus Point Mutant
(Promega) und 1.5pl Hz0 versetzt. Die Reaktion wurde entsprechend den

Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.3.11 LAMP

Die ,Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) wurde nach Denschlag et
al.(2012) in 25 pl Reaktionsvolumen durchgefiihrt. Die 25 pl des Reaktionsmixes
enthielten 2,5 pl 10xLAMP Puffer (200 mM MOPS, 100 mM KCl, 100 mM (NH4)2SO4, pH
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8,8 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), 2,6 pl Primer-Mischung (siehe unten),
1ul Bst2.0 (8U/ul, New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland); 3,5 ul dNTP Mischung
(10 mM von jedem Nukleotid, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland); 1 pl MgCl;
(200 mM); 5 pl DNA;1 plCalcein;8,4 ul H20). Die LAMP-Primer wurden mit dem Primer

Explorer V4 Software tool (Freeware auf http://primerexplorer.jp/e/, Eiken Chemical

Co., Ltd. / Tokyo, Japan) entworfen. Die Primer-Sequenzen sind in Kapitel 2.1.4
angegeben. Die Primer-Mischung enthielt:1,6 uM FIP; 1,6 uM BIP; 0,2 uM F3; 0,2 uM B3;
0,8 uM LoopF und 0,8 uM Loop B (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland). Die
Reaktionen wurden als positiv betrachtet, wenn innerhalb von 40min durch das Calcein

eine hellgriine Fluoreszenz und gleichzeitig eine Triibung der Ansatze auftrat.

2.3.12 RT-LAMP

Die RT-LAMP wurde in 25 pl des Reaktionsmixes durchgefiihrt. Dieser enthielt 2,5 pl
10xLAMP Puffer (200 mM MOPS, 100 mM KCIl, 100 mM (NH4).S04, pH 8,8 (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), 2,6 pl Primer Mischung, 1 pl Bst2.0 (8U/ul, New
England Biolabs, Frankfurt, Deutschland); 3,5 pul dNTP Mischung (10 mM von jedem
Nukleotid, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland); 1 pl MgCL2 (200 mM); 1ul DTT 25
mM; RNase Inhibitor 25 U (Promega GmbH, Mannheim); AMV reverse Transkriptase 5 U
(Promega GmbH, Mannheim, Deutschland); RNA 1 pl; 11,3 pl H20. Die Primermischung
enthielt:1,6 uM FIP; 1,6 uM BIP; 0,2 uM F3; 0,2 uM B3; 0,8 uM LoopF und 0,8 uM Loop B
(Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland). Wenn fiir den Nachweis der DNA-
Amplifikation wahrend der LAMP Calcein verwendet wurde, wurde 1 pl des
Wassersdurch Calcein ersetzt (Niessen & Vogel 2010). Die LAMP-Primer wurden mit

dem Primer Explorer V4 Software tool (Freeware auf http://primerexplorer.jp/e/,

Eiken Chemical Co., Ltd. (Tokyo, Japan)) entworfen. Die Primer fiir die hyd5- und Efla-
Gene wurden so in die Gensequenz platziert, dass die PrimerEf1-ID22-LoopF und Ef1-
ID22-B3 (fiir das Efla-Gen) und Hyd5-ID1-F1c (fiir das hyd5-Gen) die jeweils in der
gDNA Sequenz vorhandenen Introns liberbriickten. Dadurch wurde gewahrleistet, dass
nur die cDNA oder mRNA der betreffenden Gene und nicht deren gDNA-Sequenz
erkannt und amplifiziert wurde. Reaktionen wurden bis zu 40 min lang bei einer
konstanten Temperatur von 68°C im Loopamp LA-320C real-time Turbidimeter (EIKEN
Chemical Co., LTD, Tokyo, Japan) inkubiert. Zur Kontrolle des Fortschritts der
Reaktionen wurde das LA-320CE software package (EIKEN Chemical Co., LTD, Tokyo,
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Japan) benutzt. Die wahrend der Reaktion entstandene Triibung wurde bei einer

Wellenldnge von 650 nm gemessen.

2.3.13 Priifung der F.graminearum-Transformanten

Die Priifung der F.graminearum Transformanten wurde zunidchst mittels PCR mit 5 50
bpminPhyd und 3’sGFP-Primern oder mit 5 sGFPApa-2 und 3‘ sGFPApa-2 durchgefiihrt.
Die jenigen Transformanten, bei denen ein PCR Fragment der richtigen Grofie
festgestellt wurde, wurden mit den Primern 5’HydSall-2, 5’'RevTtrpC und 5’sGFPApa-2
sequenziert (GATC Biotech AG, Konstanz, Deutschland). Die Sequenzen wurden mit Hilfe

des Alignment Tool ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)

verglichen (sehe 7.3).

2.4 Malzung und Gushing-Tests

2.4.1 Malzherstellung

Malzungen wurden in Malzkdsten (160/130/196, Horlenblech-Schlitze 2mmx20mm)
mit 600 g Gerste oder Weizen je Kasten durchgefiihrt. Dazu wurden 600 g Getreide mit
180 ml Konidiensuspension der Transformanten und des Wild Typs (5x10%
Konidien/ml)infiziert. Als Negativkontrolle diente Gerste und Weizen, der jeweils mit
180 ml sterilem Wasser ohne Pilzkonidien behandelt wurde. Die Malzkasten wurden vor
Versuchsbeginn tariert und das Gewichtwurde vermerkt, sodass im Folgenden alle
Wassergehalte des Keimgutes durch Abwiegen bestimmt werden konnten. Die Malzung
wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:18 h bei einem Wassergehalt von 30% und
RT, anschliefdend weitere 42h bei einem Wassergehalt von 38% und RT, gefolgt von 6d
bei 48% Wassergehalt und 16°C zur Keimung. Das so hergestellte Griinmalz wurde
anschlieffend durch Darren haltbar gemacht. Der Darrprozess fand in einem
Trockenschrank (Memmert) statt. Das Griinmalz wurde 1h lang bei 45°C mit
mehrmaliger Wendung inkubiert. Danach erfolgten folgende Inkubationsschritte: 1h bei
55°C (ebenfalls mit mehrmaligem Wenden), 17h bei 65°C, 2h bei80°C, 2h bei 85°C (mit
einmaligem Wenden) und 1h bei 88°C. Das Malz wurde anschlief3end mit einer Miihle

(Biihler GmbH, Braunschweig, Deutschland) zu Grobschrot (200 um) vermahlen.
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2.4.2 Moaodifizierter Carlsberg-Test

Der Modifizierte Carlsberg-Test wurde mit Grobschrot durchgefiihrt. 100g Grobschrot
wurden bei RT mit 400ml Wasser flir 1min bei maximaler Geschwindigkeit mit einem
Haushalts-Handmixer suspendiert. Die Suspension wurde anschlief3end fiir 10min bei
3000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Kochen auf 190 ml reduziert und
mit Hilfe von Filterpapier (Munktel und Filtrak GmbH, Barenstein, Deutschland) filtriert.
Das Filtrat wurde mit frischem Wasser auf 200 ml aufgefiillt. Dann wurde eine
Spatelspitze Natriumacid hinzugefiigt, um das Filtrat haltbar zu machen. Von drei -
Bonaqua-Flaschen (0,33 1) wurden Kiihlung auf 0 °C im Eisbad und vorsichtiger Offnung
je 50 ml Wasser durch Filtrat ersetzt. Die Flaschen wurden mit neuen und sterilen
Kronkorken verschlossen und gewogen. Anschlieféend wurden sie fiir 3 d bei 70-80 rpm
RT horizontal geschiittelt. Nach dem Schiitteln wurden die Flaschen fiir 10min stehend
ruhen gelassen, anschlieffend dreimal innerhalb von 10s um die Liangsachse um 180°
gedreht und wieder fiir 30s stehend ruhen gelassen. Danach wurden die Flaschen

geoffnet. Es wurde die Uberschaummenge (g/Flasche) ermittelt (Pfenninger 1996).

2.5 Vergleich zwischen dem F.graminearum Wildtyp und seinen

Transformanten

2.5.1 Kolonien-Morphologie

Um Unterschiede in der Koloniemorphologie zwischen den F.graminearum-
Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 und dem Wildtyp zu bestimmen, wurden je 20 pl
5x104 Konidiensuspension (Kapitel 2.2.5) auf MEA-Platten eingeimpft. Die Stamme
wurden fiir 3 d bei RT inkubiert. Farbe, Existenz von Lyftmyzelien und Aussehen der

Kolonien wurden makroskopisch bestimmt.

2.5.2 Breite der Hyphen

Die Hyphen der fiir 3 d auf MEA-Platten gewachsenen F. graminearum-Transformanten
FgFP, FgTK, FgAhyd5 und dem Wildtyp wurden mikroskopiert. Die Hyphenbreite wurde
mit Hilfe der Software Axio Vision Rel. 4.7.2. (Carl Zeiss, Microimaging GmbH, Jena,
Deutschland) bestimmt. Pro Stamm wurden je 100 Messungen zur

Mittelwertsberechnung durchgefiihrt.
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2.5.3 Bestimmung der Biomasse

50 ml ME Medium wurden mit 20 pl 5x104Konidiensuspension (Kapitel 2.2.5) der
F.graminearum-Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 und des Wildtyps angeimpft und
fiir 3 d bei 25°C und 180rpm inkubiert. Anschlieflend wurden die Hyphen UN bei -80°C
gefriergetrocknet (Gefriertrokner FreeZone 2,5Plus,Labconco,Kansas City, USA) und

gewogen.

2.5.4 Untersuchung der Hydrophobizitat der Myzeloberflache

Um die Wirkung des Hydrophobins FgHyd5p auf die wasserabweisenden
Eigenschaftender F. graminearum-Hyphen zu  untersuchen, wurde ein
Hydrophobizititstest durchgefiihrt. SFA-Platten wurden jeweils mit einem der
Transformanten-Stimme FgFP, FgTK oder FgAhyd5 sowie mit dem Wildtyp inokuliert
und fiir 3 d bei 25°C inkubiert. Anschlief3end wurden von der Mitte bis zum Rand der
entstandenen Kolonieflinf bis sechs Tropfen von je 3 pl sterilem H20 aufgetragen. Nach
jeweils 1min, 1h und 5h wurden die Tropfen fotografiert und die Tropfen-
Kontaktwinkel wurden mit Hilfe der Software Axio Vision Rel. 4.7.2. (Carl Zeiss,
Microimaging GmbH, Jena, Deutschland) gemessen. Pro Stamm wurden je 30 Messungen

zur Mittelwertsberechnung durchgefiihrt.

2.5.5 Durchdringen der Wasser-Luft Grenzflache

Um die Fahigkeit der Hyphen der Transformanten FgFP, FgTK oder FgAhyd5 und des

F. graminearum Wildtyp-Stamms zur Durchdringung der Wasser-Luft Grenzfliche zu
liberpriifen, wurden mit diesen Hyphen bewachsene, bei -80 °C eingefrorene Leca®
Granula in ein 10 ml ME Medium angeimpft fiir 10 d ohne jegliche Bewegung bei RT
inkubiert. Nach 10 d des Wachstums wurde iiberpriift, ob Hyphen die Oberflache des

Mediums durchdrungen hatten.

2.5.6 Anzahl, Linge und Auskeimungpotential der Konidien und Zellzahl je Konidie
Um den Einfluss des Hydrophobins FgHyd5p auf die Sporulation zu tiberpriifen, wurden
die Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 und Wildtyp von F. graminearum auf MB-
Medium zur Sporulation gebracht (Kapitel 2.2.5). Nach 7d Inkubation bei RT und UV-
Licht wurden die Konidien mit 3 ml sterilem Wasser und Glasperlen von einer Platte
gesammelt. ProTransformant wurden je 3 Messungen zur Mittelwertsberechnung

durchgefiihrt. Die Konidienzahl wurde mit einer Thoma-Kamera bestimmt. Um die
45



Materialen und Methoden

Sporenlinge des Wildtyps und der Transformanten zu messen, wurde die Lange der
Konidien (Abstand zwischen Fufi und Kopfzelle) mit Hilfe des Softwarepakets
AxioVision 4.7 (Imaging Solution Softwehr, Zeiss, Deutschland) gemessen. Pro
Transformant wurden je 200 Messungen zur Mittelwertsberechnung durchgefiihrt. Bei
jedem Stamm wurde aufierdem das Auskeimungspotenzial gemessen. Dazu wurden
20pl einer Konidiensuspension (5x10% Konidien pro ml) von jedem Stamm in 20 ml ME-
Medium angeimpft und fiir 3h bei RT inkubiert. Anschlief}end wurde der Prozentsatz
der ausgekeimten Sporen bestimmt. Pro Stamm wurden 300 Sporen fiir die
Mittelwertsberechnung betrachtet. Fiir die Zellzahl pro Konidie wurden von jedem
Stamm 100 Konidien aus verschiedenen Gesichtsfeldern des Mikroskops ausgewahlt.
Flir jede dieser Konidien wurde die Zellzahl (die Kopf- und Fufizellen wurden

mitgezahlt) flir die Mittelwertsberechnung bestimmt.

2.5.7 Konidienfluoreszenz

Die Fluoreszenz der Konidien des F. graminearum Wildtyp Stammes und der
Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 wurde mit Hilfe des Softwarpakets AxioVision 4.7
(Imaging  Solution  Software, Zeiss, Deutschland) gemessen. Folgende
Kameraeinstellungen wurden dazu verwendet: Belichtungszeit 170ms; Cyan
0,59;Magneta 00; Gelb 30.Fluoreszenz Licht wurde mit folgendem Filterset betrachtet:
Exzitation BP 450-450, Bean Splitter Ft 510, Emission 515.

2.5.8 Wachstum der Stamme auf unterschiedlichen Medien

2.5.8.1 Wachstum der Stdmme und Aktivierung des hyd5-Promoters auf
unterschiedlichen Kohlenstoff-Quellen
Eine Konidiensuspension (10ul 5x10%) des F. graminearum Wildtyps und der
Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 wurde jeweils in die Mitte einer MMC-Platte
angeimpft, die jeweils unter Zugabe von Raffinose, Salizin, Saccharose, Glykose, Erytriol
oder Glycerol als C-Quelle hergestellt worden waren. Die C-Atom-Anzahl wurde
dquivalent zu Glukose (w/w 10g/L) berechnet (Miller &Greenhalgh 1985). Das tagliche
Wachstum wurde in mm gemessen. Die Fluoreszenz der Hyphen des Wildtyps und der
Transformanten wurde mit Hilfe des Softwarepakets AxioVision 4.7 (Imaging Solution

Software, Zeiss, Deutschland) gemessen. Folgende Kameraeinstellungen wurden dazu
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verwendet: Belichtungszeit 170ms; Cyan 0,59; Magenta 00; Gelb 30.Fluoreszenz Licht
wurde mit folgendem Filterset betrachtet: Exzitation BP 450-450, Bean Splitter Ft 510,

Emission 515.

2.5.8.2 Wachstum der Stimme und Aktivierung des hyd5-Promoters auf

unterschiedlichen Stickstoff-Quellen
Eine Konidiensuspension (10ul 5x104) des F. graminearum Wildtyps und der
Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 wurde jeweils in die Mitte einer M-100 Platten
angeimpft, die jeweils unter Zugabe von Natriumnitrat, Ammoniumchlorid oder
Ammoniumnitrat (1g/L) hergestellt worden waren. Das tdgliche Wachstum wurde in
mm gemessen. Die Fluoreszenz der Hyphen wurde mit Hilfe des Softwarepakets

AxioVision 4.7 (Imaging Solution Software, Zeiss, Deutschland) gemessen.

2.5.8.3 Aktivierung des hyd5-Promoters auf komplexen Medien

Konidiensuspensionen (10ul 5x10%4) des F. graminearum Wildtyp Stamms und der
Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 wurden jeweils in die Mitte eines SNA, OA, PDA,
YPG, MA, YES und Karrottenagars angeimpft und fiir 3 d bei RT inkubiert. Die
Fluoreszenz der Hyphen des Wildtyps und der Transformanten wurde mit Hilfe des
Softwarepakets AxioVision 4.7 (Imaging Solution Software, Zeiss, Deutschland)

gemessen.

2.5.8.4 Wachstum der Stimme und Aktivierung des hyd5-Promoters bei

unterschiedlichen pH Werten
Konidiensuspensionen (10ul 5x104) des F. graminearum Wildtyp Stamms und der
Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 wurden jeweils in die Mitte von M100-Platten mit
pH-Werten von 4-8 angeimpft und fiir 6d bei RT inkubiert. Das tdgliche Wachstum
wurde in mm gemessen. Die Fluoreszenz der Hyphen des Wildtyps und der
Transformanten wurde mit Hilfe des Softwarepakets AxioVision 4.7 (Imaging Solution

Software, Zeiss, Deutschland) gemessen.

2.5.8.5 Wachstum der Stdimme und Aktivierung des hyd5-Promoters auf
Pflanzenextrakt und pflanzlichen Zellresten

200g junge Gersten- oder Weizenpflanzen wurden Kkleingeschnitten und mit 50ml
Wasser gemischt. Die Pflanzenschnitte wurden mit einem Handmixer (Philips
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HR1365/00) homogenisiert. Der Zellextrakt wurde zweimal durch Filterpapier
(Munktel und Filtrak GmbH, Barenstein, Deutschland) filtriert und mit einem Nalgene
Rapid-Flow bottle top filter 0,2um (Thermo Fisher Scientific Inc.) steril filtriert. 10 ml
dieses Filtrats wurden mit 10 ml einer 3%-igen sterilen geschmolzenen Agar Losung
(55°C) gemischt und in eine Petrischale gegossen. Konidiensuspension (10ul 5x10%) des
F. graminearum Wildtyps und der Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 wurden in die
Platten angeimpft und fiir 4d bei RT inkubiert. Die Fluoreszenz der Hyphen des Wildtyps
und der Transformanten wurde mit Hilfe des Softwarepakets AxioVision 4.7 (Imaging
Solution Software Zeiss, Deutschland) gemessen. Die Zellreste (5-7g) wurden in sterile
Petrischalen gelegt und mit Konidiensuspension (10ul 5x104) des F. graminearum
Wildtyps und der Transformanten FgFP, FgTK, FGAhyd5 infiziert. Diese Petrischalen
wurden ebenfalls fiir 4 d bei RT inkubiert. Die Fluoreszenz der Hyphen des Wildtyps und
der Transformanten wurde mit Hilfe des Softwarepakets AxioVision 4.7 (Imaging

Solution Software Zeiss, Deutschland) gemessen.

2.5.8.6 Aktivierung des hyd5-Promoters auf wasserabweisender Oberfléiiche

Konidiensuspensionen (10ul 5x10%)des F. graminearum Wildtyp Stamms und der
Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 wurden jeweils mit 40 pl eines fliissigen PDA-
Mediumsgemischt und in der Mitte steriler Petrischalen aufgetropft. Die Platten wurden
fir 4 d ohne jegliche Bewegung bei RT inkubiert. Die Hyphen, die an der
Petrischalenoberflaiche gewachsen waren, wurden mikroskopiert. Die Fluoreszenz der
Hyphen des Wildtyps und der Transformanten wurde mit Hilfe des Softwarepakets

AxioVision 4.7 (Imaging Solution Software Zeiss, Deutschland) gemessen.

2.5.8.7 Fluoreszenzmessung — CTCF

Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe des Softwarepakets AxioVision 4.7 (Imaging Solution
Software Zeiss, Deutschland) gemessen und es wurde die CTCF (correct total cell

fluorescence) errechnet (Burgess et al. 2010; Gavet & Pines 2010).

2.5.9 Pathogenitatstests

Um Unterschiede zwischen der Pathogenitit des F. graminearum Wildtyps und der

Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 festzustellen, wurden mit Gerste und Weizen
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jeweils zwei unterschiedliche Pathogenititstests durchgefiihrt: 1. Blattinfektion, 2.

Keimlingsinfektion.

2.5.9.1 Blattinfektion von Gerste und Weizen

Samen von Gerste und Weizen wurden mit 70% Ethanol abgewaschen und mit einem
sterilen Papiertuch getrocknet. 100 Kérner wurden zwischen drei Papiertuch-Schichten
in eine grofde Petrischale gelegt und mit reichlich Wasser tbergossen. Die Korner
wurden fiir 3 d bei 22°C inkubiert. Am dritten Tag sollten 90-95% der Koérner
ausgekeimt sein. Die Keimlinge wurden mit15 ml Seramis (Seramis, Mars, Verden/Aller,
Deutschland) in 50ml-Zentrifugationsrohrchen eingepflanzt. Dann wurden sie mit 3 ml
0,5%-Diinger (“Vitalnahrung fiir Grinpflanzen”, N/P/K: 1,8/1,0/2,3, Seramis,
Verden/Aller, Deutschland) gegossen. Die Setzlinge wurden mit einer Photoperiode von
16 Stunden (5% UVB und 30% UVA zusammen mit Weifllicht) bis zum
Zweiblattstadium aufgezogen. Kondiensuspensionen des F. graminearum Wildtyps und
der Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 mit einer Sporenkonzentration von
jeweils1x10¢ wurden wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben hergestellt. Die Oberflache beider
Blatter einer Pflanze wurde mit Schleifpapierder Koérnung 320 (Lux-Tools,
Wermelskirchen, Deutschland) durch leichtes Abreiben verletzt. Dann wurden die
Pflanzen mit 20 ml der Konidiensuspension bespriiht fiir 1 d unter einer durchsichtigen
Plastiktiite gehalten, um ein Verdunsten des Wassers von der Blattoberfliche zu
vermeiden. Danach standen die Pflanzen fiir 6 d ohne Plastiktiite. Nach Bedarf wurden
sie mit1-2 ml des 0,5% igen Diingers (siehe oben) gegossen. Nach 7 d wurden die Blatter
analysiert. Flir die Handbonitur der Infektion wurden folgende Infektionsgrade
vergeben: 0 - Die Pflanze war gesund, 1 - Die Pflanze zeigte keine typischen Ldsionen an
der Oberflache, sah aber nicht gesund aus, 2-Die Pflanze zeigte an den Blattern die

typischen Lasionen.

2.5.9.2 Keimlingsinfektion von Gerste und Weizen

Um beziglich der Pathogenese die Unterschiede zwischen dem WildTyp von
F. graminearum und den Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 zu untersuchen, wurde
ein Wurzelfaule-Infektionstest mit Gerste und Weizen durchgefiihrt, wie bei Babaeizad
et al (2009) beschrieben ist. Weizen- und Gerstenkdérner wurden mit

Natriumhypochlorid (10% aktives Chlor) 15min lang sterilisiert und anschliefend 3-
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mal je 5min lang mit sterilem Wasser gewaschen. Die Samenkoérner wurden zwischen 3
Lagen von sterilem Filterpapier in eine grofde Glas-Petrischale gelegt, wo sie innerhalb
von 3 d bei RT auskeimten. Nach der Auskeimung wurden diejenigen Keimlinge, deren
Blattspross mindestens 1 cm lang war, flir 2h mit einer Konidiensuspension (5 x 104
Konidien pro ml in 0,02% Tween 20 (v/v) und 0,5% Gelatine (w/v) in sterilem Wasser)
des F. graminearum Wildtypsund der Transformanten FgFP, FgTK, FGAhyd5 inkubiert.
Als negative Kontrolle wurden die Sporen mit Wasser inkubiert. Nach der Infektion
wurden die Keimlinge mit 7ml Seramis (Seramis, Mars, Verden/Aller, Deutschland)in
15ml-Zentrifugationsréorchen eingepflanzt, mit 3 ml 0,5% Pflanzendiingung
(“Vitalnahrung fiir Grinpflanzen”, N/P/K: 1,8/1,0/2,3, Seramis, Verden/Aller,
Deutschland)gegossen. Anschliefend und wuchsen sie fiir 10 d bei 16h Beleuchtung
(5%UVB, 30% UVA) und RT. An Tag 10 wurde die Lange von Wurzeln und Blattern in

mm zur Mittelwertsberechnung gemessen.

2.5.9.3 Herstellung von mikroskopischen Schnittpréiparaten von infizierten Gersten-
und Weizen-Pflanzen
Infizierte und nicht-infizierte Gerste- und Weizen-Pflanzen (Kapitel 2.5.9.2) wurden an
Tag 10 nach der Infektion in 3-5mm lange Stiickchen geschnitten und fiir 24h 70% FPA
(Ethanol 90 w/v, Propionsaure 5 w/v, Formaldehyd 5 w/v) fixiert. Die Schnitte wurden
in einer Ethanolreihe dehydriert (70%,75%, 80%, 85%,90% 96% Ethanol, je 2 h).
Anschliefend wurden die Proben fiir 24 h in Solution A inkubiert (Historesin (Leica
Historesin, Heidelberg, Deutschland) 50w/v, Ethanol 99% 50 w/v), danach fiir 2h in
Solution B (aktiviertes Historesin 50w/v, Ethanol 99% 50 w/v). Anschliefend wurden
die Proben in aktiviertem Historesin fiir 48h bei 70 rpm geschiittelt. Die Proben wurden
in Solution C (4ml Solution C, 267 ul Historesin Hardener (Leica Historesin, Heidelberg,
Deutschland)) eingebettet. Nach 24h Trocknung bei RT wurden die in Historesin
eingelegten Proben auf Holzblocke geklebt und nach weiteren 12h Trocknung bei RT mit
einem Mikrotom (820 Spencer Microtome, American Optical Corporation, Southbridge,
USA) in 8 um diinne Scheiben geschnitten (Richards 1959; Ruzin 1999; Walter 1980).
Die Schnitte wurden auf einem Objekttrager bei 55°C fixiert und nach 24h
mikroskopiert. Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe des Softwarpakets AxioVision 4.7
(Imaging  Solution  Software, Zeiss, Deutschland) gemessen. Folgende

Kameraeinstellungen wurden dazu verwendet: Belichtungszeit 170ms; Cyan 0,59;
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Magneta 00; Gelb 30. Das Fluoreszenzlicht wurde mit folgendem Filterset betrachtet:
Exzitation BP 450-450, Bean Splitter Ft 510, Emission 515.

2.6 Oxidativer Stress bei Gerste und Weizen

Die Messung der Produktion von Reactiv Oxygen Species (ROS) wurde wie bei Gomez-
Gomez et al.(1999) mit folgenden Veranderungen durchgefiihrt: fiir die Reaktion
wurden3 mm? grofde Disks aus 10 Tage alten Gersten- oder Weizenblattern ausgestanzt
und in einer100 mM Loésung von Loiz (Luminol) inkubiert. Als Ausléser wurden die
Extrakte aus der in Kapitel 2.2.6 beschriebenen Konidiensuspension oder lyophilisierte
FcHyd5-Proteine (freundlicherweise iiberlassen durch Claudia Specker, Lehrstuhl fir
Technische Mikrobiologie, Freising, Deutschland) benutzt. Als positive Kontrolle wurde
eine Chitin- oder F12-Losung (Flagelin) (unbestimmte Konzentration) verwendet. Die
Lumineszenz wurde in Intervallen von 30 s gemessen (Tecan F 200 plate reader, Tecan

Trading AG, Mannedorf Switzerland).

2.7 Statistik

Die Signifikanz der Daten wurde mit dem ungepaarten t-Test iiberpriift. Als Tendenz
wurden Werte definiert, wenn P < 0,1, als gesicherter Unterschied im Falle von P < 0,05.
Alle Untersuchungen wurden zur Berechnung von Mittelwerten jeweils dreimal

durchgefiihrt.

2.8 GenBank accession numbers

Die Nukleotid-Sequenz des FgHyd5p ist in GenBankunter accession no.
XM_382007gespeichert (sehe 7.2). Die Sequenz befindet sich zwischen den Nukleotiden
nt 5963308 und nt 5963699 des Chromosom 1 von F. graminearum PH1. Die
vollstindige Chromosom 1 Sequenz ist unter NCBI Reference Sequence: NT_086521.1

hinterlegt.

51



Ergebnisse

Ergebnisse

3.1 Entwicklung und Prifung von F. graminearum Transformanten mit knock
out, translationaler Kopplung und Fusion des hyd5 Gens mit einem

Fluoreszenzmarker.

Ziel dieses Arbeitsabschnittes war es, die Funktionen des Hydrophobins FgHyd5p im
Lebenszyklus von F. graminearum zu untersuchen, um damit folgende Fragen zu
beantworten: Ist das Hydrophobin FgHyd5p an der Infektion von Pflanzen durch
F. graminearum beteiligt? Wann und wo genau in der Zelle wird das FgHyd5p
produziert? Wird die Bildung durch die Nahrstoffzusammensetzung des Substrats oder
durch abiotische Umweltfaktoren beeinflusst? Hierzu wurde der F. graminearum Wild
Typ Stamm so verdndert, dass die resultierenden Transformanten-Stimme einerseits
kein FgHyd5p mehr produzieren konnten (Deletionsmutante oder knock-out Mutante)
oder andererseits das Hydrophobin zusammen mit einem leicht detektierbaren
Markerfarbstoff produzierten. Bei der knock-out Mutante (FgAhyd5) wurde das hyd5
Gen durch das fiir sGFP kodierende sgfp-Gen ersetzt, so dass anstelle des Hydrophobins
das fluoreszierende Protein unter der Kontrolle des hyd5 Promoters produziert wurde.
Diese Mutation ermoglicht es einerseits zu untersuchen, wie sich das Fehlen des
Hydrophobins FgHyd5p auf die Mikro- und Makromorphologie sowie auf die
Infektionsfahigkeit des Pilzes auswirkt. Die gleichzeitig vorhandene sGFP-
Reporterfunktion dieses Konstruktes erlaubt zudem Zeitpunkt und die Bedingungen,
unter denen eine Aktivitit des hyd5-Promoters in F. graminearum auftritt, zu
identifizieren, damit diese spater untersucht werden kénnen. Neben der knock-out
Mutante wurden noch zwei weitere Transformanten des F. graminearum Wild Typs
hergestellt, die beide ein vollstindiges hyd5-Gen enthielten, aber zusatzlich mit einer
sGFP Reporterfunktion ausgestattet waren. Mittels zweier Transformanten, die sowohl
FgHyd5p als auch sGFP unter der Kontrolle des hyd5-Promoters kdnnen, sollte zum
einen das FgHyd5p in der Zelle lokalisiert und zum anderen seine Produktion unter
unterschiedlichen Bedingungen erforscht werden. FgFP enthielt schlief3lich als dritter
Mutantentyp ein gentechnisches Konstrukt, das zur Bildung eines FgHyd5p-sGFP
Fusionsproteins fiihrt. Da Hydrophobin 5 ein stark oberflachenaktives Protein ist und

sowohl hydrophobe als auch hydrophile Teile besitzt, wurde bereits bei der
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Konstruktion vermutet, dass die Funktionen von FgHyd5p und/oder des sGFP in einem
FgHyd5p-sGFP-Fusionsprotein infolge einer Fehlfaltung beeintrachtigt sein kénnte. Es
wurde deshalb eine weitere Transformante (FgTK) hergestellt, in der das hyd5-Gen und
das sgfp-Gen so auf einer polycistronischen mRNA kodiert sind, so dass beide Gene
unter der Kontrolle des hyd5-Promoters exprimiert werden. Durch die Konstruktion
werden jedoch beide Proteine getrennt voneinander synthetisiert, so dass die
Funktionalitdt beider Proteine angenommen werden kann.

Um die drei Transformanten FgAhyd5, FgTK und FgFP aus dem F. graminearum
Wildtyp-Stamm herzustellen, wurden eine Reihe von Klonierungen durchgefiihrt (siehe
Abb.4). In 14 einzelnen Klonierungsschritten wurden drei Vektoren auf der Basis des
pPK2-Plasmids (Covert et al. 2001) hergestellt. Jeder enthielt sowohl einen Promoter-
und einen Terminator-Bereich des hyd5-Gens und der sgfp-Sequenz als auch eine
Hygromycin-Resistenz-Kassette (hygromycin B phosphotransferase Gen), die unter der
Kontrolle des Promoters PgpdA und des Terminators TtrpC von Aspergillus nidulans
stand. Das Plasmid pPK2-PkosGT enthielt keine hyd5-Sequenz und wurde fir die
Herstellung des hyd5 knock out-Stammes verwendet. pPK2-PHsGT und pPK2-PHtaasGT
enthielten sowohl eine hyd5-als auch eine sgfp-Gen Sequenz, die beide unter der
Kontrolle des Phyd5 Promoters standen. In dem mit dem pPK2-PHsGT-Vektor
transformierten F. graminearum Stamm sollten beide Proteine, FgHyd5p und sGFP,
unabhdngig voneinander nach der Aktivierung des hyd5-Promoters produziert werden
(translationelle Kopplung). In dem mit dem pPK2-PHtaaGT-Vektor transformierten
F. graminearum Stamm sollte dagegen das Fusionsprotein FgHyd5p-sGFP produziert
werden. Zum besseren Verstindnis ist in Abb.5 die Lage und Verkniipfung der
Sequenzelemente in den verschiedenen Transformanten schematisch dargestellt. Das
Schema der verschieden durchgefiihrten Klonierungsexperimente ist in Abb.4
dargestellt. Alle Klonierungsschritte wurden in E. coli DH5a nach klassischen
mollekularbiologichen =~ Methoden (Kapitel 2.3) durchgefiihrt. Nach jedem
Klonierungsschritt wurden die Inserts durch PCR-Screening sowie durch
Sequenzierungen lberprift. Der direkte Nachweis des Einbaus der T-DNA in das Genom
des Pilzes wurde iiber die Transfer-DNA flankierenden Primer 5'50bpminPhyd
(genomischer Genotypisierungsprimer) durchgefiihrt. Der Primer 5'

50bpminPhydbindet 50 bp upstream von der Transfer-DNA.
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3‘Schnittstellen 3‘ Hyd5Sall-2 (—| 3' sGFPApal-2 €—
_[[ Phyd5 (s79 bp) hyd5-sgfp (1056bp) PgpdA-hph-TtrpC Thyd5 (1026bp) )—
P> 5' 50bpminPhyd 5‘HydSall-2
T-DNA
3‘Schnittstellen 3’ Hyd5Sall-2 (—l 3 SGFPApal-2 €—
—[[ Phyd5 (879 bp) hyd5 (315) I safp (738 PgpdA-hph-TtrpC Thyd5 (1026bp) }-
P 5' 50bpminPhyd 5‘ HydSall-2
T-DNA
B

3‘sGFPApal-2 €—

—[[ Phyd5 (879 bp) I sgfp (738) PgpdA-hph-TtrpC Thyd5 (1026bp) —

> 5' 50bpminPhyd

T-DNA

Abb.5: Schematische Darstellung der Chromosom-1-Sequenzder drei Transformanten FgFP (A),
FgTK (B) und FgAhyd5 (C) nach der Transformation mit den Vektoren pPK2-PHtaasGT (A), pPK2-
PHsGT (B) und pPK2-PkosGT (C). In der Abbildung ist auch die Lokalisation der fiir das PCR-
Screening der F. graminearum-Transformanten benutzten Primer dargestellt. Die Grenzen der
Transfer-DNA sind mit einer roten Linie markiert.

Die Vektoren wurden mittels Elektroporation in Agrobacterium tumifaciensis
transformiert (Kapitel 2.2.4). Von jeder Transformation wurden je 10 Kanamycin-
resistente Kolonien durch ein PCR-Screening mit den Primern5’sGFPApal-2 und
sGFPApal-2 (55°C) uberpriift.

Bevor ein bestimmter F. graminearum-Stamm fiir die ATMT ausgesucht wurde, wurden
acht F. graminearum-Stamme auf eine mogliche Hygromycin B-Resistenz getestet. Der
Test wurde auf SFA-Platten mit einer Hygromycin B-Konzentration von 50-350 pg/ml
mit folgenden F. graminearum-Stammen durchgefiihrt: TMW4.0130, TMW 4.0139, TMW
4.0157, TMW 4.0154, TMW 4.0449, TMW 4.0184, TMW 4.0133 und TMW 4.0173. Die
F. graminearum-Stamme 4.0157, 4.0154 und 4.0133 wiesen keine Hygromycin B-
Resistenz auf. Da der Stamm 4.0157 bereits in fritheren Arbeiten (Stiibner 2011)
mehrfach fur die Transformation verwendet worden ist, wurde dieser Stamm auch fir

die vorliegende Arbeit gewahlt.
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Tabelle 10: Hygromycin B-Resistenz der acht F. graminearum-Stamme

Hygromycin-Konzentration, pg/mi

Position in | TMW Nr. 50 100 150 200 250 300 350
Abb. 7

1 4.0130 T - - - _ ; :
2 4.0139 + + - - - - -
3 4.0157 + - - - - - -
4 4.0154 - ; ; ; ; ; -
5 4.0449 + N - ; 3 3 ;
6 4.0184 + - ; ; ; ; -
7 4.0133 - ; ; ; ; ; -
8 4.0173 + N - ; 3 3 ;

Abb.6: Hygromycin B Resistenz der acht F. graminearum-Stamme auf SFA-Platten mit
unterschiedlichen HygromycinB Konzenztationen. Die Nummer der jeweiligen Probe entspricht
jeweils der Nummer des zugehorigen Stammes in Tabelle 10.

Anschlieffend wurde eine Transformation von F. graminearum-TMW 4.0157 mittels
ATMT durchgefiihrt. Die Transformationsraten waren 2,2x10-15 fiir die Transformation
mit pPK2-PkosGT, 1,5x10-14fiir die Transformation mit pPK2-PHsGT und 6,6x10-14 fiir
die Transformation mitpPK2-PHtaasGT. Jeweils ein Hygromycin B-resistenter Klon der
Transformanten FgTK, FgFP und FgAhyd5 wurde durch PCR mit folgenden Primer-
Paaren tuberpriift: 5' 50bpminPhyd- und 3'- Schnittstellen (62°C); 5 HydSall-2 und 3‘
sGFPApal-2 (55°C);5° HydSall-2 und 3° HydSall-2 (55°C). Tabelle 11 =zeigt die

theoretische Grof3e der jeweils zu erwartenden Amplifikate.
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Tabelle 11: Gr6f3e der Amplifikate nach den PCR Screenings der Transformanten

FgAhyd5 FgFP FgTK FgWT
5' - 953bp 953 bp
50bpminPhyd3’
Schnittstellen
5' 1667 1979 bp 1982 bp
50bpminPhyd3‘
sGFPApal-2
5‘ HydSall-2 - 315 bp 315 bp 393 bp
3‘ HydSall-2

o % o
R ﬁ:ﬁé‘iﬁ%@b ﬁfﬁ%ié{* fc‘fb ﬁqﬁﬁﬁ&ﬁf\f

3000
3500
2000

1500

1000
750

500

250 A B C

Abb.7: PCR Screeningder F. graminearum-Transformanten. 1% Agarose-Gel mit darauf
aufgetragenen PCR-Produkten von den PCR-Reaktionen mit folgenden Primern:5’'
50bpminPhydund3’ Schnittstellen (A), 5° HydSall-2 und 3‘ HydSall-2 (B), 5' 50bpminPhyd und3‘
sGFPApal-2 (C). Als Template wurde gDNA von FgWT und der Transformanten FgTK, FgFP und
FgAhyd5 verwendet.

Abb.7 zeigt ein Agarose-Gel mit aufgetragenen PCR-Amplifikaten, die mit gDNA des
Wildtypstammes sowie der verschiedenen Transformaten erhalten wurden. Der 5'
50bpminPhyd Primer bindet sich upstream der Transfer-DNA. Damit wurde gezeigt,
dass T-DNA in das Genom gerichtet und homolog eingebaut wurde. Nachdem die PCR-
Amplifikate die richtige Grof3e gezeigt hatten, wurde die gDNA der Transformanten zur
Sequenzierung geschickt. Alle drei Transformanten wurden mit den Primern5'
50bpminPhyd, 5 HydSall-2 und 3‘ sGFPApal-2 sequenziert. Die Sequenzen zeigten, dass

die Transformanten die richtige Sequenz von Phyd5, hyd5 und sgfp aufwiesen.
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3.2 Vergleich der Morphologie der Transformanten mit der F. graminearum

Wild Typs.

Hydrophobine konnen im Laufe des Lebenszyklus eines Pilzes mehrere Aufgaben haben.
Unter anderem beeinflussen sie die Morphologie des Pilzes. Hydrophobin-
Deletionsmutanten wiesen in verschiedenen Untersuchungen unterschiedlich starke
Abweichungen ihrer Morphologie vom Wild Typ auf: Die Bandbreite reichte dabei von
der schlichten Abwesenheit des Luftmyzels bis hin zur vollkommenen morphologischen
Ubereinstimmung von Transformanten und Wild Typ (Whiteford & Spanu 2001; Fuchs
et al. 2004; Kim et al. 2005; Izumitsu et al. 2010; Mosbach et al. 2011). Im folgenden Teil
der Arbeit wurden die morphologischen Merkmale der hier hergestellten

Transformanten sowie der Wild Typ-Stdmme miteinander verglichen.

3.2.1 Morphologie der Kolonien und der Hyphen.

Sowohl der Wild Typ von F. graminearum als auch die Transformanten FgFP, FgTK und
FgAhyd5 wurden hinsichtlich ihrer Unterschiede beim Wachstum der Kolonien sowie
hinsichtlich der morphologischen Merkmale ihrer Hyphen untersucht. Die Stamme
wurden auf MM-Agar eingeimpft und fiir 3 d bei RT inkubiert. Anschlief3end wurden die
Kolonien makroskopisch und die Hyphen mikroskopisch untersucht. Dabei zeigte sich,
dass die Transformanten FgAhyd5 (Abb.8, 2D) und FgTK (Abb.8, 2B)die gleiche Menge
an Luftmyzel bildeten, wie FgWT (Abb.8, 2A). Die beiden Stamme unterschieden sich
weder in Farbe des Myzels, noch in der Form der Kolonien. Die TransformanteFgFP
(Abb.8, 2C) wuchs genauso schnell wie der Wild Typ, produziert jedoch deutlich weniger
Luftmyzel und hat eine rétliche Farbung (vgl. Abb.8).
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Abb.8: Morphologie der Hyphen (1) und Kolonien (2) des F. graminearum Wild Typs (A) sowie der
Transformanten FgTK (B), FgFP (C) und FgAhyd5 (D) auf MM-Agar. Die Balken entsprechen 20pm
in Reihe 1 bzw. 1 cm in Reihe 2.

Die Hyphen von allen drei Transformanten waren im Vergleich zu FgWT in ihrer
Morphologie verandert. Am starksten war diese Veranderung beim FgTK (1B) zu sehen.
Die Hyphen des FgTK waren kiirzer, verkriimmter und wuchsen sehr dicht gedrangt
nebeneinander. Die Hyphen von FgAhyd5 (Abb. 8, 1D) und FgFP (Abb. 8, 1C) wiesen

verdickte Stellen auf, in denen viele Vesikel zu sehen waren (vergl. Abb.8).

3.2.2 Vergleich des Hyphendurchmessers des F. graminearum-Wild Typs und der
Transformanten

Bei ersten Untersuchungen erschienen die Hyphen der Transformanten im
mikroskopischen Bild breiter als die des Wild Typs. Um diesen Unterschied zu
verifizieren wurde die Breite von je 100 Hyphen der drei Transformanten sowie des

Wild Typs in Kulturen gemessen, die fiir 3 d bei RT auf MM-Agar gewachsen waren.
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Abb.9: Durchmesser der Hyphendes F. graminearium Wild Typs FgWT sowie der drei
Transformanten FgTK, FgFP und FgAhyd5. Es wurde ein Mittelwert iiber 100 gemessene Hyphen
ermittelt. Die Fehlerbalken zeigen die jeweiligen Standartabweichungen. Der Stern zeigt einen
signifikanten Unterschied des Hyphendurchmessers der Transfomante FgFP gegeniiber FgWT,
FgTK und FgAhyd5 (P < 0.05). Der Unterschied zwischen FgWT, FgTK und FgAhyd5 untereinander
war nicht signifikant.

Die Messung der Hyphen-Durchmesser ergab, dass weder die Deletionsmutante
FgAhyd5 (3,48 pm #1,5) noch die Transformante FgTK (3,27 um #1,13) hinsichtlich des
Hyphendurchmessers signifikante Unterschiede zum Wild Typ FgWT (3,39 um *1,27)
aufweisen. Im Gegensatz dazu besaf der Klon FgFP (4,25 um #1,23) im Vergleich zum
Wild Typ FgTK und zur Deletionsmutante FgAhyd5 signifikant breitere Hyphen (vergl.
Abb.9).

3.2.3 Biomasseproduktion des F. graminearum Wild Typs und der Transformanten
Um die Wirkung des Hydrophbins FgHyd5p auf die quantitative Entwicklung der
Hyphen zu untersuchen, wurde die Produktion der Biomasse aller drei Transformanten
mit der des F.graminearum Wild Typs verglichen. Dazu wurden Konidien jeweils in 50
ml eines Malzextrakt-Mediums angeimpft und fiir 3 d bei 25°C inkubiert. Anschlief3end
wurden die Hyphen bei -80°C gefriergetrocknet und anschliefiend gewogen. Im
Vergleich zum Wild Typ FgWT, der 0,66+0,08g Myzel produzierte, unterschieden sich
die Transformanten FgFP mit 0,62+0,13g, FgAhyd5 mit 0,67+0,11 sowie FgTK mit
0,68+0,08g von diesem kaum. Die festgestellten Unterschiede in der Biomasse-

Produktion waren statistisch nicht signifikant (vgl. Abb.10).
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Abb.10: Produktion der Biomasse des F. graminearum-Wild Typs (FgWT) sowie der
Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 innerhalb von drei Tagen bei RT in Malzextrakt-
Medium. Die Balken zeigen Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten. Die Fehlerbalken
zeigen die jeweilige Standartabweichung. Die Unterschiede waren in allen Fillen nicht signifikant.

3.2.4 Untersuchung der Hydrophobizitdt der Kolonieoberflache

Um die Wirkung von FgHyd5p auf die wasserabweisenden Eigenschaften des
F. graminearum zu untersuchen, wurde ein Hydrophobizitats-Test durchgefiihrt. SFA-
Platten wurden mit je einem Stamm (FgWT, FgFP, FgTK oder FgAhyd5) inokuliert und
fir 3 d bei 25°C inkubiert. Anschlief3end wurden jeweils fiinf bis sechs Tropfen von 3 pl
H>0 auf die Oberflache der Kulturen aufgetragen.

Der Hydrophobizititstest ergab, dass die Hyphen der beiden Stamme FgFP und FgTK
weniger wasserabweisend waren als der Wild Typ Stamm FgWT. Die Tropfenhatten eine
flachere Form und einen grof3eren Kontaktwinkel. Aufderdem war auch zwischen FgWT
und FgAhyd5 ein Unterschied bzgl. die Hydrophobizitét der dlteren Hyphen zuerkennen:
Im Zentrum der Kolonie der hyd5 Deletionsmutante FgAhyd5, in dem sich die altesten
Hyphen befanden, wurden die Wassertropfeninnerhalb von drei Sekunden durch das
Myzel aufgesaugt. Dagegen dauerte das Verschwinden des Wassertropfens in den
dlteren Hyphen im Zentrum der Kolonie beim FgWT mehr als drei Minuten. Der
Wassertropfen auf den 2 Tage alten Hyphen weiter auf3erhalb des Koloniezentrums war
bei der Deletionsmutant FgAhyd5 flacher und hatte einen grofieren Kontaktwinkel als
der entsprechende Tropfen beim Wild Typ FgWT. Da es schwierig war, mit blofem Auge
den Unterschied zwischen den Kontaktwinkeln zu erkennen, wurden die Kontaktwikel

mit dem Programm Image] gemessen. Daflir wurden je 50 Messungen durchgefiihrt. Die
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Untersuchung der Kontaktwikel zeigte einen deutlichen und signifikanten Unterschied
zwischen den allen Transformanten und dem Wild Typ: So lage in Tropfen auf dem
Myzel des FgWT durchschnittlich mit einem Winkel von 142,82+9,76° auf. Die
Transformanten verfiigten liber eine deutlich geringere Hydrophobizitat, was sich durch
die geringeren Winkel zeigt: 76,65%£9,96° beim FgTK, 67,98+9,69° bei FgFP und
105,16+12,54° beim FgAhyd5 (vgl. Abb.11).
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Abb.11: Kontaktwinkel der Wassertropfen auf dem Myzel von Kulturen des F. graminearum Wild
Typs FgWT (A) und der Transformanten FgFP (B), FgTK (C) und FgAhyd5 (D). Die Kontaktwinkel
wurden jeweils mit Hilfe des Programms Image]J gemessen. Die Balken zeigen Mittelwert von drei
unabhingigen Experimenten mit je 30 Messungen. Die Fehlerbalken zeigen die jeweilige
Standartabweichung. Die Sterne zeigen signifikante Unterschiede des Kontaktwinkels der
Transformanten FgFP und FgTK gegeniiber FgWT sowie gegeniiber FgAhyd5. Der Kreis zeigt
signifikante Unterschiede der Kontaktwinkel von FgAhyd5 gegeniiber FgWT, FgFP und FgTK
(P < 0.05). Der Unterschied zwischen FgFP und FgTK war nicht signifikant.

3.2.5 Uberwindung der Wasseroberflichenspannung

Da die Hydrophobizitit der Hyphen der Transformanten beeintrachtigt war (siehe
3.2.4), wurde vermutet, dass auch die Fahigkeit der Hyphen, die Oberflaichenspannung
von Wasser zu senken, beeintrachtigt war. Eine Absenkung der Oberflaichenspannung ist
notig, damit Hyphen die Grenzflache zwischen dem wadssrigen Medium und der Luft
durchbrechen kénnen. Um zu tberpriifen, ob die Transformanten die Fahigkeit zur
Absenkung der Oberflichenspannung besitzen, wurden bei -80°C eingefrorene Leca®
Granula in ein mit 10 ml ME-Medium gefiilltes Kulturréhrchen tiberfiihrt und dort fiir 10
d ohne jegliche Bewegung bei RT inkubiert. Es wurden eingefrorene Leca® Granula
verwendet, um sicherzugehen, dass sich an der Oberflache der Granula keine lebenden

Hyphen oder Konidien befinden, die eventuell abgewischt werden und an der
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Oberflache des Mediums auskeimen konnten. Die Untersuchung ergab, dass es entgegen
der Vermutung keinen Unterschied bzgl. der Penetration der Wasseroberflache
zwischen dem F.graminearum Wild Typ und den Trasformanten FgFP, FgTK und
FgAhyd5 gab. Auch bei der Zugabe von lyophilisiertem FcHyd5p (gereinigtes
Hydrophobin 5 von F. culmorum) zum Medium des FgAhyd5-Stammeskonnte
diesbeziiglich kein Unterschied festgestellt werden. Alle vier Stimme waren in der Lage

die Wasseroberflachenspannung senken, um Luftmyzel zu bilden (vgl. Abb.12).
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Abb.12: Penetration der Wasseroberfliche und Bildung von Luftmyzel durch den F. graminearum
Wild Typ, der drei Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5, sowie der Deletionsmutante FgAhyd5
in ME-Medium nach Zugabe von reinem Hydrophobin FcHyd5p.

3.3 Vergleich der Konidien des F.graminearum Wild Typs und der

Transformanten

Hydrophobine zeigen bei manchen Pilzen Auswirkungen auf die Produktion,
Dissemination und Auskeimung der Konidien oder Sporen (Talbot et al. 1996; Whiteford
et al. 2004; Askolin et al. 2005). In diesem Kapitelwurde die Wirkung des Hydrophobins
FgHyd5p auf verschiedene Aspekte der Konidien untersucht.

3.3.1 Konidienbildung

Um den Einfluss des Hydrophobin 5 auf die Sporulation zu tberprifen, wurden die
Transformanten FgFP, FgTK, FgAhyd5 sowie der F.graminearum Wild Typ FgWT auf
MB-Agar zur Sporulation gebracht. Nach 7 d Inkubation bei RT und UV-Licht wurden die
Konidien mit 1 ml sterilem Wasser und Glasperlen von der Platte gesammelt. Die
Sporenzahl wurde mit Hilfe einer Thoma-Kamera bestimmt. Alle drei Transformanten
bildeten statistisch signifikant mehr Konidien pro ml als der F. graminearum Wild Typ.
Der FgWT bildete nach 7 d Wachstum 6,09x10°+2,1x105 Konidien, wihrend in derselben
Zeitspanne die Transformante FgFP 7,23x106+5,21x105, die Transformante FgTK
3,69x100+3x10° und die Deletionsmutante FgAhyd5 4,76x106+1,93x10¢ Konidien pro
ml bildeten (vgl. Abb.13).
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Abb.13: Zahl der Konidien pro ml. Es wurde sowohl die Sporenzahl pro ml des F. graminearum-
Wild Typs FgWT als auch die der Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 auf MB-Agar
berechnet. Die Balken zeigen Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten mit je 30
Messungen. Die Fehlerbalken zeigen die jeweilige Standartabweichung. Die Sterne zeigen
signifikante Unterschieden der Zahl der Konidien zwischen FgFP, FgTK und FgAhyd5 gegeniiber
FgWT (P < 0,05). FgAhyd5 zeigte keinen signifikanten Unterschied zu FgFP (P>0,05). FgAhyd5 zeigt
keinen signifikanten Unterschied zu FgTK (P> 0,05).

3.3.2 Lange der Konidien

Es wurde sowohl die Linge der Konidien des F.graminearumWild Typsals auch der
Transformanten gemessen. Die Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 sowieder
Wild Typ FgWT wurden auf MB-Agar zur Sporulation gebracht. Nach 7d Inkubation bei
RT und UV-Licht wurden die Konidienmit 3 ml sterilem Wasser und Glasperlen von den
Platten gesammelt. Die Lange der Konidien wurde mit Hilfe des Prgramms AxioVision
4.7 gemessen. Die Messung zeigte signifikante Unterschied hinsichtlich der
Konidienldnge sowohl zwischen demWild Typ FgWT (47,33um % 5,89 um) und der
Deletionsmutanten FgAhyd5 (39,20um+7,10 pm) als auch im Vergleich zur
Transformanten FgFP (33,46um+7,76 um). Die Konidienldnge der Transformante FgTK
(43,27pum+7,08 pm) unterschied sich dagegen nicht auf signifikante Weise von der des
Wild Typs (vgl. Abb.14). Der festgestellte Unterschied zwischen FgTK und FgWT war
nicht signifikant wohingegen der Unterschied zwischen FgFP und FgAhyd5 sowie
zwischen FgFP und FgTK, FgTK und FgAhyd5 signifikant waren(P < 0.05).
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Abb.14: Konidienlange des F. graminearum-Wild Typs FgWT und der drei Mutanten FgFP, FgTK
und FgAhyd5 auf dem MB-Medium nach 7 d Wachstum bei RT. Es wurde jeweils der Abstand
zwischen der Fuf3- und der Kopfzelle gemessen. Die Balken zeigen Mittelwerte von drei
unabhingigen Experimenten mit je 200 Messungen pro Experiment und Transformante. Die
Fehlerbalken zeigen die jeweilige Standartabweichung. Die Sterne zeigen signifikante
Unterschiede in der Konidienlinge zwischen FgFP und FgAhyd5 gegeniiberFgWT (P < 0.05). Der
Unterschied zwischen FgTK und FgWT war nicht signifikant.

3.3.3 Zahl der Zellen pro Konidie

Da die Konidien der hyd5 Deletionsmutante von F. graminearum signifikant kleiner
waren als die Konidien des Wild Typs, wurde die Zellzahl pro Konidie gemessen. Die
Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 sowie der Wild Typ FgWT wurden auf MB-
Agar zur Sporulation gebracht. Nach sieben-tagiger Inkubation bei RT und UV-Licht
wurden die Konidien mit 3 ml sterilem Wasser und Glasperlen von einer Plate
gesammelt und es wurde die Zahl der Zellen, inklusive Kopf- und Fufdzelle, pro Konidie
gezahlt.

Die Sporen des FgWT-Stammes hatten 5,87+0,67 Zellen, wahrend fiir die
Transformanten FgFP 4,05+0,80 Zellen pro Konidie, FgTK 5,50+0,619 Zellen pro
Konidie und FgAhyd5 4,48+1,2 Zellen pro Konidie gezdhlt wurden (vgl. Abb.15). Die
Messung zeigte signifikante Unterschiede zwischen FgFP und FgAhyd5 Transformanten
zudem Wild Typ, sowie zwischen FgFP und FgTK. Der Unterschied zwischen FgWT und
FgTK war hingegen nicht signifikant.
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Abb.15: Zahl der Zellen pro Konidie beim F. graminearum-Wild Typ sowie bei den drei
Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 auf dem MB-Medium nach 7d Wachstum bei RT. Fiir die
Berechnung wurden 100 Konidien pro Stamm zufillig ausgesucht, bei denen jeweils die Zellen
gezahlt wurden. Die Balken zeigen Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten mit je 50
Messungen. Die Fehlerbalken zeigen die jeweilige Standartabweichung. Die Sterne zeigen
signifikante Unterschiede in der Zahl der Zellen pro Konidie zwischen FgFP und FgAhyd5
gegeniiber FgWT (P < 0.05). Die Unterschiede zwischen FgWT und FgTK sowie zwischen FgFP und
FgAhyd5 waren nicht signifikant.

3.3.4 Auskeimungspotenzial der Konidien

Es wurde die Vitalitit der Konidien des F. graminearum-Wild Typs sowie der drei
Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 miteinander verglichen. Die
Konidiensuspensionen wurden hergestellt wie im Kapitel 2.2.5 beschrieben.
Anschlief3end wurde von jedem Stamm 20pl Konidiensuspension (5x10% Konidien) in 20
ml ME-Medium angeimpft und fiir 3h bei RT inkubiert. Anschliefend wurde der
Prozentsatz an ausgekeimten Konidien bestimmt. Pro Stamm wurden je 300 Konidien
betrachtet. Die Untersuchung des Auskeimungspotenzials der Konidien zeigte beim
Vergleich der Stamme keinen deutlichen Unterschied bzgl. der Vitalitit der
Sporenzwischen Transformanten und dem Wild Typ. Der Unterschied zwischen FgFP
und FgTK sowie zwischen FgFP und FgAhyd5 waren nicht signifikant. Demgegeniiber
war der Unterschied zwischen FgTK und FgAhyd5 statistisch signifikant. Beim Wild Typ
FgWT keimten 70,26%13,9% der Konidien, beim Stamm FgAhyd5 83,65+1,7%, beim
Stamm FgFP 72,69+7,42 % und beim Stamm FgTK 60,59+2,20% (vgl. Abb.16).
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Abb.16: Auskeimunspotenzial der Konidien des F. graminearum-Wild Typs (FgWT) so wieder drei
Transformanten FgFP, FgTK und FGAhyd5. Die Sporen wurden fiir 3h bei RT in ME-Medium
inkubiert. AnschlieRend wurde der prozentuale Anteil der auskeimenden Konidien errechnet. Die
Balken zeigen Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten mit je 100 Messungen. Die
Fehlerbalken zeigen die jeweilige Standartabweichung. Unterschiede zwischen den
Transformanten und dem Wild Typ sind nicht signifikant. Unterschiede zwischen FgFP und FgTK,
sowie zwischen FgFP und FgAhyd5 sind nicht signifikant. Der Unterschied zwischen FgTK und
FgAhyd5 ist statistisch signifikant (Sternchen).

3.3.5 Aktivierung der hyd5 Gen-Promoters in den Konidien

In allen drei Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5wurde unter der Kontrolle des
hyd5 Gen-Promoters ein sgfp-Gen kloniert, um auf diese Weise die Produktion und
Lokalisierung des FgHyd5p verfolgen zu konnen (FgFP, FgTK) oder um die Aktivitat des
hyd5 Promoters zu beobachten (FgAhyd5). Mit dem Stamm FgFP, (FgHyd5p-sGFP
Fusionsprotein) kann das FgHyd5p in der Zelle lokalisiert werden. Mit den Stammen
FgTK (translationelle Kopplung, fiihrt zur gleichzeitigen Produktion von FgHyd5p und
sGFP) und FgAhyd5 (Deletionsmutante mit sGFP als Reporterprotein fir
Promoteraktivitat) kann der Moment der FgHyd5p-Produktion ermittelt werden. Es
wurde untersucht, ob in den Konidien FgHyd5p produziert wird. Die
Konidiensuspensionen der Transformanten wurden hergestellt wie in Kapitel 2.2.5
beschrieben. Die Konidien wurden unter Fluoreszenzmikroskopiert. Die Konidien des
Wild Typ Stammes zeigten keine Fluoreszenz (Abb.17A). In manchen der Konidien der
beiden Transformanten FgFP und FgAhyd5 wurden griin leuchtende Kopfzellen
beobachtet (vergl. Abb.17 B,D). Bei allen Transformanten trat eine griine Fluoreszenz

der Septen auf.
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B

Abb.17: Fluoreszenz der Konidiendes F. graminearum-Wild Typ-Stammes (A) und der drei
Transformanten FgFP (B), FgTK (C) und FgAhyd5 (D). Es ist deutlich zu sehen, dass die Kopfzellen
des FgFP und des FgAhyd5 griinleuchten. Bei Transformanten FgFP (B), FgTK (C) und FgAhyd5 (D)
sind leuchtende Septen zu sehen. Die Balken haben eine Lange von 20 pm.

3.3.6 Bildung der Perithezien

Um den Einfluss des Hydrophobins 5 auf die Bildung von Perithezien und somit auf die
Askosporenbildung (Teleomorph Gibberella zeae) zu iberpriifen, wurden die
Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 sowie der F. graminearum Wild Typ FgWT auf
einem Karotten-Agar zur Perithezienbildung gebracht. Nach 7d Wachstum wurde die
Zahl der Perithezien pro Petrischale ermittelt. Die zwei Transformanten bildeten
statistisch signifikant mehr Perithezien als der F. graminearum-Wild Typ. So bildete
FgWT 88,33%£41,68 Perithezien pro Petrischale, FgFP 475,10+111,80 und FgAhyd5
150,33+74,28. Der Unterschied in der Perithezienbildung zwischen der Transformante

FgTK (30,33+14,86) und FgWT war statistisch nicht signifikant (vgl. Abb.18).
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Abb.18: Perithezienzahl pro Petrischale. Diese wurde fiir den F.graminearum Wild Typ FgWT
sowie fiir die Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 auf Karottenagar ermittelt. Die Balken
zeigen die jeweiligen Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten in denen je 5 Petrischalen
ausgezihlt wurden. Die Fehlerbalken zeigen die Standartabweichung. Die Sterne zeigen
signifikante Unterschiede in der Zahl der Perithezien zwischen FgFP und FgAhyd5 gegeniiber dem
F. graminearum Wild Typ FgWT (P < 0.05). Der Unterschied zwischen FgWT und FgTK war nicht
signifikant. Unterschiede zwischen FgTK zum FgFP und FgAhyd5 waren signifikant.

3.4 Wachstum des F.graminearum-Wild Typs und der Transformanten auf

unterschiedlichen Medien

Die Expression der unterschiedlichen Hydrophobin-Gene wird durch Nahrstoffe wie
Stickstoff, Kohlenstoff, Phosphat oder auch durch komplexe Nahrstoffquellen wie
Hefeextrakt beeinflusst (Nakari-Setdla et al. 1997; Nielsen et al. 2001; Askolin et al.
2005; Kim et al. 2005). In diesem Kapitel wird beschrieben, wie sich unterschiedliche
Medien und Substrate auf das Wachstum des F. graminearum Wild Typs sowie der
Transformanten auswirken und welchen Einfluss diese auf die Aktivierung des hyd5

Promoters haben.

3.4.1 Wachstum der Stamme auf unterschiedlichen Kohlenstoffquellen

Um die Wirkung der C-Quellen auf das Wachstum und die Aktivierung der hyd5-
Promotersvon F. graminearum zu untersuchen, wurden FgWT, FgFP, FgTK und FgAhyd5
auf MM-Medium mit Zusatz unterschiedlicher Kohlenstoffquellen (Raffinose C18, Salizin
C13, Saccharose C12, Glukose C6 oder Glycerin C3) fiir 5 d bei RT inkubiert. Taglich
wurde das Wachstum der Kolonie gemessen (Koloniedurchmesser). Am fiinften Tag

wurden die Hyphen mikroskopiert und die Fluoreszenz betrachtet.
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Keine der ausgewdhlten C-Quellen hemmteoder férdertedas Wachstum der Stamme
(Abb.19). Der Vergleich des Wachstums der verschiedenen Stimme untereinander
zeigte, dass auch die Deletionsmutante FgAhyd5 keine deutlichen Unterschiede im

Vergleich zum Wild Typ FgWT aufwies. Dagegen zeigten die Transformanten FgFP und
FgTK ein etwas geringeres Wachstum als der Wild Typ Stamm.
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Abb.19: Durchmesser der Kolonien des F. graminearum-Wild Typs (FgWT) und der
Transformanten FgFP, FgTK wund FgAhyd5 auf MM-Medien mit unterschiedlichen
Kohlenstoffquellen. Das Wachstum der Kolonien wurde alle 24 Stunden gemessen. Die Balken
zeigen die jeweiligen Mittelwerte von drei unabhiangigen Experimenten mit je 3 Messungen. Die

Fehlerbalken zeigen die jeweiligen Standartabweichung. Die Signifikanz der Ergebnisse ist in
Tabelle 12 zusammengefasst.

3.4.2 Wachstum der Stamme auf unterschiedlichen Stickstoffquellen

Um die Wirkung verschiedener N-Quellen auf das Wachstum und die Aktivierung des
hyd5-Promotersvon F. graminearum zu untersuchen, wurden FgWT, FgFP, FgTK und
FgAhyd5 auf MM-Medium mit Stickstoffquellen (Natriumnitrat, Ammoniumchlorid und
Ammoniumnitrat) fiir 96h lang bei RT inkubiert. Das Wachstum der Kolonie wurde

taglich gemessen. Am filinften Tag wurden die Hyphen mikroskopiert und die

Fluoreszenz betrachtet.
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Abb.20: Durchmesser der Kolonien des F.graminearum-Wild Typs (FgWT) und der
Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 auf MM-Medien mit unterschiedlichen Stickstoffquellen.
Das Wachstumder Kolonien wurde alle 24 Stunden gemessen.Die Balken zeigen die jeweiligen
Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten mit je 3 Messungen. Die Fehlerbalken zeigen die
jeweiligen Standartabweichungen. Die Signifikanz der Ergebnisse ist in Tabelle 12
zusammengefasst.

Keine der ausgewdhlten N-Quellen hemmte oder forderte das Wachstum der
Transformanten in Vergleich zum Wild Typ (Abb.20). Interessanterweise zeigt die
Deletionsmutante FgAhyd5 diesbeziiglich keinen signifikanten Unterschied im Vergleich
zum Wild Typ FgWT. Im Gegensatz dazu wuchsen die Transformanten FgFP und FgTK
auf MM-Medien mit Natriumnitrat und Ammoniumnitrat signifikant schlechter als der

wild Typ.

3.4.3 Aktivierung der hyd5 Gen-Promotersdurch komplexe und definierte Medien,
so wie auf unterschiedlichen Kohlenstoff- und Schtickstoffquellen
Um Auswirkung verschiedener Zusitze auf die Aktivierung der hyd5 Gen-Promoters zu
untersuchen, wurden 10pl Konidiensuspensionen (5 x 104 Konidien) des
F. graminearum Wild Typs sowie der drei Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5
jeweils in die Mitte der komplexen Agarmedien OA, PDA, YPG, MA, YES und
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Karrottenagar als auch in die Mitte der definierten Medien SNA und SFA oder
Wasseragar angeimpft und fiir 3 d bei RT inkubiert. Dann wurde die Fluoreszenz der
Hyphen des Wild Typs und der Transformanten mit Hilfe des Programms AxioVision 4.7
(Imaging Solution Softwehr, Zeiss, Deutschland) gemessen. Auf den komplexen Medien
konnte eine Fluoreszenz sowohl beim F. graminearum Wild Typ als auch bei allen drei
Transformanten festgestellt werden. Da das Myzel des F. graminearum Wild Typs eine
griinliche Autofluoreszenz zeigte, konnte weder auf einem der Medien OA, PDA, YPG,
MA, YES oder Karottenagar noch auf den definierten Medien SNA und SFA eine
eindeutige Aktivierung des hyd5Gen-Promoters festgestellt werden.

Nach 96 h Wachstum auf dem MM-Medium mit unterschiedlichen C-oder N-Quellen
wurden die Hyphen mikroskopiert und es wurde ihre Fluoreszenz betrachtet. Dabei
wurde eine Autofluoreszenz bei den Hyphen des FgWT festgestellt. Zwischen der
Fluoreszenz des FgWT und der Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 konnte kein
Unterschied festgestellt werden. Es wurde weder auf einem der MM-Medien mit
Raffinose, Salizin, Saccharose, Glukose oder Glycerin, noch auf MM-Medien mit
Natriumnitrat, Ammoniumchlorid oder Ammoniumnitrat ein Unterschied zwischen der
Fluoreszenz des FgWT und der der Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5

festgestellt (Daten nicht gezeigt).

3.4.4 Aktivierung des hyd5 Gen-Promoters durch Gerste- und Weizen-Zellextrakt

Zellextrakt von 200 g jungen Gersten- und Weizenpflanzen wurde isoliert wie in Kapitel
2.5.8.5 beschrieben und mit Agar gemischt zu einem Festmedium verarbeitet. Der
F. graminearum Wild Typ Stamm und die drei Transformanten Stimme wurden auf die
Platten eingeimpft und fiir 4d bei RT inkubiert. Danach wurden die Hyphen
mikroskopiert und hinsichtlich ihrer Fluoreszenz betrachtet. Dabei konnte beim
F. graminearum Wild Typ sowie bei allen drei Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5
eine vergleichbar schwache Fluoreszenz der Hyphen festgestellt werden. Ebenfalls kein
Unterschied beziiglich der Fluoreszenz konnte zwischen den Hyphen festgestellt
werden, die auf Weizenextrakt und denjenigen, die auf Gerstenextrakt gewachsen waren
(Daten nicht gezeigt). Die Autofluoreszenz wurde wie bei den anderen, weiter oben

beschriebenen Medien ermittelt.
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3.5 Aktivierung des hyd5 Gen-Promoters wahrend des Wachstums des
F. graminearum-Wild Typs und der drei Transformanten auf

wasserabweisender Oberflache

Bei vielen Pilzarten haben Hydrophobine eine wichtige Funktion beim Anhaften der
Zellen an wasserabweisende Oberflachen, etwa von Blattern (Wésten 2001). Um die
Aktivierung des hyd5 Gen-Promoters auf wasserabweisenden Oberflichen zu
liberpriifen, wurden Konidiensuspensionen des F. graminearum Wild Typs sowie der
Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 mit einem fliissigen PDA-Medium gemischt
und fiir 4d ohne jegliche Bewegung bei RT inkubiert. Die Hyphen, die nun an der
Oberflache der Petrischale gewachsen waren, wurden mikroskopiert. Dort zeigten die
Hyphen des F. graminearum Wild Typs keine Fluoreszenz. Die Hyphen von allen drei
Transformanten dagegen zeigten eine deutliche Fluoreszenz. In Abb.21 ist deutlich zu
erkennen, dass derjenigen Hyphen, die sich im direkten Kontakt mit der
wasserabweisenden Oberflache befanden, starker fluoreszierten, als diejenigen Hyphen,

die keinen Kontakt hatten.
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Abb.21: Fluoreszenz des F.graminearum Wild Typs (A) sowie der Transformanten FgFP (B), FgTK
(C) und FgAhyd5 (D) auf der wasserabweisenden Oberfliche einer Petrischale. Die Fluoreszenz
war nur in denjenigen Hyphen zu sehen, die direkt an der Oberfliche der Petrischale gewachsen
waren. Die Balken stellen eine Linge von 40 pm dar.

3.6 Infektion von Gerste und Weizen mit dem F. graminearum-Wild Typ und

den drei Transformanten

Es ist bekannt, dass manche Hydrophobine Auswirkungen auf die Pathogenitat der Pilze
haben (Talbot et al. 1993; Whiteford et al. 2004; Kim et al. 2005; Viterbo & Chet 2006).
Um die Wirkung des FgHyd5p auf die Pathogenitit von F. graminearum zu iiberpriifen,
wurden mit Gerste und Weizen jeweils zwei Pathogenititstests durgefiihrt: eine

Keimlingsinfektion und eine Blattinfektion.

3.6.1 Infektion der Keimlinge von Gerste und Weizen

Keimlinge von Weizen und Gerste wurden entweder mit der Konidiensuspension des
F.graminearum Wild Typs oder mit der Konidiensuspension einer der drei
Transformanten infiziert wie in Kapitel 2.5.9.2 beschrieben. Die Liange der infizierten
Keimlinge sowie von nicht-infizierten Keimlingen als Kontrolle wurden nach 10 tagigem

Wachstum gemessen. Die Messung zeigte, dass alle Weizenpflanzen, die mit den
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Transformantenstdmmen infiziert wurden oder unbehandelt blieben, signifikant langer
waren als die des mit FgWT infizierten Weizens. Die mit dem FgWT infizierten
Weizenkeimlinge hatten eine Lange von 7,00+5,86 cm, wahrend die mit dem FgTK
infizierten Keimlinge nur 15,39+6,07 cm langwaren. Die mit FgFP infizierten Keimlinge
waren nur 9,52+7,38 cm lang und die mit FgAhyd5 infizierten Keimlinge mafien nur
9,7+7,70 cm. Alle infizierten Keimlinge waren signifikant kiirzer als die nicht infizierten
Kontrollkeimlinge, welche eine durchschnittliche Grofde von 18,41+6,06 cm hatten. Die
Messung der nicht-infizierten Gerstenkeimlinge ergab, dass auch diese Pflanzen
signifikant langer waren als die mit FgWT infizierten Gerstekeimlinge. Die mit FgWT
infizierten Gerstenkeimlinge waren 9,73+6,91 cm lang, wahrend die mit FgTK infizierten
Keimlinge 14,09+8,26 cm lang. Die mit FgFP infizierten Keimlinge der Gerste hatten eine
Lange von13,48+7,07 cm und die mit FgAhyd5 infizierten mafden 13,98+6,24 cm. Alle
infizierten Keimlinge waren signifikant kleiner als die nicht infizierten Keimlinge, die
durchschnittlich 18,18+6,63 cm grofd waren. Die Abbildung Abb.22 zeigt, dass sowohl
die mit den Transformanten infizierten Gerstenkeimlinge als auch die mit den selben
Stammen infizierten Weizenkeimlinge signifikant langer waren als die jeweils mit dem

Wild Typ infizierten Keimlinge.
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Abb.22: Linge von Weizen- und Gerstenkeimlingen nach der Keimlingsinfektion mit einer
Konidiensuspension des F. graminearum Wild Typs bzw. der Transformanten FgFP, FgTK und
FgAhyd5 nach 10 tigigem Wachstum. Die Balken zeigen Mittelwerte von je 300 Messungen aus 3
unabhingigen Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen die jeweilige Standartabweichung. Die
Unterschiede zwischen infizierten und nicht infizierten Keimlingen waren in allen Fillen
signifikant (P < 0.05). Unterschiede zwischen mit den Transformanten FgTK, FgFP und FgAhyd5
infizierten Keimlingen und mit dem FgWT infizierten Keimlingen (sowohl Gerste wie Weizen)

74



Ergebnisse

waren statistisch signifikant. Die Unterschiede in der Lange der Gerste, die mit der
Transformanten FgFP infiziert wurde zur Gerste, die mit der Transformante FgAhyd5 infiziert
wurde, waren nicht signifikant. Unterschied in der Liange der Weizenpflanze, die mit der
Transformante FgFP infiziert wurden zum Weizen, der mit der Transformante FgAhyd5 infiziert
wurde, waren signifikan. Unterschiede in Linge der Pflanzen (Gerste und Weizen), die mit FgTK
infiziert waren zur Linger der Pflanzen (Gerste und Weizen), die mit FgAhyd5 infiziert wurden,
war nicht signifikant. Unterschied zwischen Gerste, die mit FgFP und FgTK infiziert wurde war
nicht signifikant. Unterschied zwischen Weizenpflanzen, die mit FgFP und FgTK infiziert wurden,
war signifikant.

3.6.2 Blattinfektion von Gerste und Weizen

10 Tage alte Pflanzen von Gerste und Weizen wurden im Zweiblattstadium mit einer
Konidiensuspension des F. graminearum Wild Typs sowie der Transformanten FgFP,
FgTK und FgAhyd5 infiziert wie im Kapitel 2.5.9.1 beschrieben. Nach 7d Wachstum
wurden die Blatter hinsichtlich der Starke der Pilzinfektion analysiert. Folgende Grade
wurden fiir die Bewertung vergeben: 0- Die Pflanze ist gesund, 1-Die Pflanze zeigt keine
typischen Lasionen an der Blattoberflache, sieht aber nicht gesund aus, 2- Die Pflanze

zeigt die typischen Lasionen an den Blattern.

Abb.23: Typische Liasionen an den Blittern von Gerste (A) und Weizen (B) nach Infektion mit
F. graminearum Wild Typ.

Es wurden drei unabhéngige Experimente, jeweils mit Gerste und Weizen durchgefiihrt.
Je 50 Pflanzen beider Getreidearten wurden mit jeder der F. graminearum
Transformanten sowie mit dem F. graminearum Wild Typ infiziert. Mit sterilem Wasser
behandelt Pflanzen dienten jeweils als Negativkontrollen. Fiir die Auswertung wurde
aus den Messungsergebnissen der drei unabhdngigen Experimente eine Verteilung
berechnet, die in Abb.24 dargestellt ist. Die berechneten x2 Werte (X-squared = 34.6568,
df = 6, p-value = 5.022e-06) zeigten, dass es keine signifikanten Unterschiede im

Krankheitsbild der mit FgWT infizierten Gerste und solcher Gerste gab, die mit
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Transformanten FgFP und FgTK infiziert wurden. Es zeigten sich jedoch signifikante
Unterschiede im Krankheitsbild zwischen nicht infizierten Gartenpflanzen und solchen
Gerstenpflanzen, die mit dem F. graminearum Wild Typ sowie mit den drei
Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5 infiziert wurden. Zusatzlich gab es einen
signifikanten Unterschied im Krankheitsbild zwischen Gerstenpflanzen, die mit FgWT
und FgAhyd5 infiziert wurden. Die Ergebnisse der Versuche zur Blattinfektion von

Gerste sind in Abb.24 zu sehen.

Blattinfektion von Gerste

160 -
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Anzahl der Pflanzen

Nicht FgWT FgFP FgTK FgAhyd5
infeziert

Abb.24: Grad der Gesundheit der mit dem F. graminearum Wild Typ bzw. den drei Transformanten
FgFP, FgTK und FgAhyd5 infizierten Gerstenpflanzen am 7. Tag nach der Infektion. 0- Die Pflanze
ist gesund, 1- Die Pflanze zeigt keine typischen Lisionen an der Blattoberfliche, sieht aber nicht
gesund aus, 2- Die Pflanze zeigt die typischen Lisionen an den Blattern. Es gab keinen
signifikanten Unterschied im Krankheitsbild der mit FgWT infizierten Gerste und Gerste, die mit
FgFP oder FgTK infiziert wurden. Der Unterschied im Krankheitsbild zwischen nicht infizierter
Gerste und Gerste, die mit dem F. graminearum Wild Typ oder den drei Transformanten FgFP,
FgTK und FgAhyd5 infiziert wurden, war signifikant. Der Unterschied im Krankheitsbild zwischen
Gerste die mit FgWT oder FgAhyd5 infiziert wurde, ist signifikant.

Somit zeigten die Gerstenpflanzen, die mit der FgAhyd5 Deletionsmutante infiziert
waren deutlich weniger Symptome als Gerstenpflanzen, die mit anderen

Transformanten oder dem F. graminearum Wild Typ infiziert wurden.

Die berechneten x2? Werte (X-squared = 98.7453, df = 6, p-value< 2.2e-16) fiir Weizen
zeigten, dass es einen signifikanten Unterschied im Krankheitsbild zwischen nicht
infizierten Weizenpflanzen und solchen Weizenpflanzen gab, die mit dem F.

graminearum Wild Typ sowie mit den drei Transformanten FgFP, FgTK und FgAhyd5
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infiziert worden waren. Es zeigten sich signifikante Unterschiede im Krankheitsbild
zwischen den FgWT zum FgFP, FgTK und FgAhyd5, zwischen FgFP zum FgWT und
FgAhyd5, sowie ein signifikanter Unterschied zwischen FgTK zum FgWT und FgAhyd5.
Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen FgRP und FgTK. Die Ergebnisse von

den Versuchen zur Blattinfektion von Weizen sind in Abb.25 zu sehen.
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Abb.25: Grad der Gesundheit der mit dem F. graminearum Wild Typ bzw. den drei Transformanten
FgFP, FgTK und FgAhydS5 infizierten Weizenpflanzen am 7. Tag nach der Infektion. 0- Die Pflanze
ist gesund, 1- Die Pflanze zeigt keine typischen Lisionen an der Blattoberfliche, sieht aber nicht
gesund aus, 2- Die Pflanze zeigt die typischen Lasionen an den Blittern. Es gab einen signifikanten
Unterschied im Krankheitsbild zwischen nicht infizierten Weizenpflanzen und Weizenpflanzen,
die mit dem F. graminearum Wild Typ sowie mit den drei Transformanten FgFP, FgTK und
FgAhyd5 infiziert wurden. Es gab signifikante Unterschiede im Krankheitsbild zwischen den
FgWT zum FgFP, FgTK und FgAhyd5, zwischen FgFP zum FgWT und FgAhyd5, sowie ein
signifikanter Unterschied zwischen FgTK zum FgWT und FgAhyd5. Es gab Kkeinen signifikanten
Unterschied zwischen FgFP und FgTK.

Somit zeigten auch die Weizenpflanzen, die mit der FgAhyd5 Deletionsmutante infiziert
waren deutlich weniger Symptome als Weizenpflanzen, die mit anderen
Transformanten oder dem F. graminearum Wild Typ infiziert wurden. Aauch die
Weizenpflanzen, die mit FgFP und FgTK infiziert waren zeigten weniger Symptome als

Weizenpflanzen, die mit dem F. graminearum Wild Typ infiziert wurden.

3.6.3 Aktivierung des hyd5 Gen-Promoters an Tag 10 der Infektion von Gersten-

und Weizenblattern

Um die Aktivierung des hyd5 Gen-Promoters wahrend der Blattinfektion zu

untersuchen, wurden mit dem F. graminearum Wild Typ und der Transformante
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FgAhyd5 infizierte Gersten- und Weizenpflanzen sowie nicht infizierte Pflanzen als
Kontrolle in 8 pm diinne Stiicke geschnitten (siehe Kapitel 2.5.9.3). Im Gewebe der
gesunden Gersten- und Weizenpflanzen sowie in dem Gewebe derjenigen Pflanzen, die
mit dem F. graminearum Wild Typ infiziert worden waren, konnte keine Fluoreszenz
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Fluoreszenz zeigte sich jedoch in den
Gerstenblattern, die mit dem FgAhyd5 Stamm infiziert worden waren, und zwar im
Bereich des Parenchyms (Abb.26.2) und in den Gefiflen (Abb.26.1). Bei den
Weizenblattern wurde die Fluoreszenz im Bereich der Epidermis festgestellt. Die

Langsschnitte zeigten die Fluoreszenz auch im Bereich der Gefdf3e (Daten nicht gezeigt).

Abb.26: Fluoreszenz der Hyphen im Gewebe von Gerste, die mit der F. graminearum
Transformante FgAhyd5 infiziert wurde. 1-transverser Schnitt, der Balken stellt eine Linge von
200 pm dar. 2- longitudinaler Schnitt, der Balken stellt eine Linge von 40 pm dar. In Historesin
eingebettete Gewebeproben, in 8um diinne Stiicke geschnitten.

3.7 Oxydativer Stress bei Weizen und Gerste

Die erste Reaktion einer Pflanze nach der Erkennung eines Pathogens oder eines mit
dem Pathogen verbundenen Elicitors ist die Bildung von Reaktiven Sauerstoff-Spezies
(Dixon & Harrison 1994). Da unterschiedliche Molekiile des Pilzes als Ausloser (Elicitor)
fir diese Reaktion eine Rolle spielen konnen, wurde vermutet, dass moglicherweise
auch das Hydrophobin FgHyd5p als kleines Proteinmolekiil hierbei beteiligt sein kénnte.
Um dies zu tberpriifen, wurde eine Reihe von Experimenten durchgefiihrt, mit denen
die Wirkung des FgHyd5p auf die Bildung von ROS untersucht wurde. Um die Wirkung
von FgHyd5p im Vergleich zwischen F. graminearum Wild Typ und der
Deletionsmutante FgAhyd5 zeigen zu konnen, wurden diese Experimente nur mit diesen

beiden Stimmen durchgefiihrt.
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3.7.1 Bildung der ROS nach dem Kontakt von Weizen-bzw. Gersteblattern mit
Konidienextrakten von FgWT und FgAhyd5
Um mogliche Unterschiede in der Starke des durch den F. graminearum Wild Typ bzw.
die hyd5 Deletionsmutante verursachten oxidativen Stresses aufzuzeigen, wurden zwei
Sporensuspensionsextraktionen durchgefiihrt wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben. Diese
wurden als Ausloser fiir die Stressreaktion verwendet. Aus 10 Tage alten, nicht
infizierten Gersten- bzw. Weizenblattern wurden 3-4 mm? grofie Stiicke gestanzt und
auf einer 96 Well-Platte flir 12h bei RT in Wasser inkubiert. Nach der Inkubation wurde
das Wasser durch einen Reaktionsmix ersetzt (2.6) und es wurden 20ul des jeweils zu
testenden Konidienextrakts direkt auf die Blattfragmente gegeben. Es wurden fiir jede
Versuchsvariante je sechs Proben parallel untersucht. Nach zwei Stunden Messzeit war
kein signifikanter Unterschied zwischen der durch FgWT und der durch FgAhyd5
verursachten ROS-Bildung festzustellen (Daten nicht gezeigt). Es wurden auch
unterschiedliche Konzentrationen der Sporen-Suspensionen (102, 5x10%, 103, 5x103,
104Konidien/ml) in Bezug auf die ROS-Bildungsreaktion getestet. Allerdings zeigten die
durchgefiihrten Messungen keinen signifikanten Unterschied zwischen FgWT und

FgAhyd5 bei der ROS-Bildung (vgl. Abb.27).
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Abb.27: Produktion der Reactive Oxygen Species (H:0:), induziert durch einen Konidienextrakt in
unterschiedlichen Konzentrationen (102, 5x102, 103, 5x103, 104 Konidien/ml) des F. graminearum
Wild Typs (A) und der Deletionsmutante FgAhyd5 (B). Sie wurde mit Hilfe des Luminol L012 Assay
an Fragmenten (Durchmesser 3 mm) von Weizen- (1) und Gerstenblittern (2) untersucht. RLU =
relative light units.

3.7.2 Bildung der ROS nach dem Kontakt der Weizen-bzw. Gersteblatter mit
lyophilisiertem FcHyd5p
FcHyd5p ist das homologe Protein zum Hydrophobin FgHyd5p in Fusarium culmorum.
Die Proteinsequenz des FcHyd5p ist der Proteinsequenz des FgHyd5p identisch.
FcHyd5p wurde kiirzlich heterolog in P. pastoris exprimiert (Stiibner et al., 2010) und
stand als gefriergetrocknete Praparation fiir die Untersuchungen zur Verfiigung (Dank
an C. Specker). Um festzustellen, ob FcHyd5p ein Ausléser von oxydativem Stress sein
kann, wurde die Bildung von ROS nach Applikation auf Weizen- und Gerstenblattern
untersucht. Als negative Kontrolle wurde ein Lyophylisat des Kulturtiiberstandes des
Wild Typ Stammes X33 von P. pastoris verwendet (erhalten von C. Specker). Die

Reaktion wurde durchgefiihrt wie in Kapitel 2.6 beschrieben. Es konnte gezeigt werden,
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dass die Zugabe des lyophilisierten Proteins FcHyd5p sowie von X33 nicht zu einer

Bildung von ROS fiihrte (vgl. Abb.28).

1 Weizen: 2 Gerste:
m Fusarium graminearum WT m  Fusarium graminearum WT

® FgWT ® FgWT

16000 * FgWT ] FGWT
w Hyd5, FgWT Mt ¥ Hyd5, FgWT
Hyd5, FgWT . o 30000 Hyd5, FgWT
140004 < Hyds, FgWT N ", < Hyd5, FgWT
X33, FgWT : 1 X33, FgWT
12000 ® X33 FgwT . { 25000 : X33, FgWT

* X33, FgWT X33, FgWT 4

10000 20000 4

Cl (rlu)

8000

Cl (rlu)

15000

6000
10000
4000

2000 4 ; 5000 |

e WA T - 04
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 -0 0 10 20 30 40 50 60 70 80 SO 100 110 120 130

time (min) time (min)

Abb.28: Produktion der Reactive Oxygen Species (H:0:), induziert durch lyophylisiertes
Hydrophobin FcHyd5p und lyophilisierten Zellkulturiiberstand von P.pastoris X33. RLU = relative
light units.

3.8 Gushing

In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, ob die Deletion des hyd5 Gens eine

Auswirkung auf das Auftreten von Gushing hat.

3.8.1 Gushing bei Weizen-Malz

Drei parallele Mailzungsansatze fiir jeden der untersuchten Stimme wurden in
Malzkasten mit Weizen durchfiihrt. Je 600 g des Getreides wurden mit 180 ml
5x104Konidien pro ml Konidiensuspension je eines der Transformanten FgTK, FgFP und
FgAhyd5 bzw. mit dem F.graminearum Wild Typ infiziert. Die Negativkontrolle wurde
mit 180 ml Wasser behandelt. Das Malzen wurde durchgefiihrt wie in Kapitel 2.4.1
beschrieben ist. Der Befall des Getreides mit F. graminearum war bei den verschiedenen
Stdimmen unterschiedlich hoch. Visuell waren die Griinmalzproben am stiarksten mit
FgWT befallen, danach folgten FgAhyd5 und FgFP. Am wenigsten waren die
Griinmalzproben mit FgTK befallen (Abb. 29)
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Abb. 29: Mit dem F. graminearum-Wild Typ (A), dem FgFP(B), dem FgTK (C) und dem FgAhyd5 (D)
infiziertes bzw. nicht infiziertes (E) Weizen-Malz nach 4 Keimtagen bei 16°C und 48%
Wassergehalt.

Das Grinmalz wurde nach dem in Kapitel 2.4.1 beschriebenen Schema hergestellt.
Nachdem das Malz getrocknet und gedarrt war, wurde es zu Grobschrot zermahlen und
fir einen modifizierten Carlsberg-Test verwendet. Dieser wurde nach MEBACK
(Pfenninger 1996) durchgefiihrt. Als negative Kontrolle fiir den modifizierten Carlsberg-
Test wurden unbehandelte ungedffnete Flaschen mit karbonisiertem Wasser benutzt.
Das Malzen, das Darren und der Gushing-Test wurden fiir jeden Stamm dreimal
unabhingig wiederholt. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Uberschdumvolumina des mit FgWT infizierten Malzes (99 +26,55ml), des mit FgAhyd5
infizierten Malzes (111,5+51,67ml) und des mit FgFP infizierten Malzes (83,12 *
53,30ml) festgestellt werden. Dagegen war das Gushing bei Verwendung des mit FgTK
infizierten Malzes signifikant geringer 16,62+10,50ml als bei dem Malz, das mit dem
F. graminearum-Wild Typ infiziert worden war. Alle infizierten Malzproben wiesen
signifikant mehr Gushing auf als das nicht infizierte Malz. Das als negative Kontrolle

verwendete Wasser zeigte keinerlei Gushing (Abb.30).
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Abb.30: Beeinflussung des Gushings durch Weizen-Malz, welches mit unterschiedlichen
Transformanten bzw. mit dem F.graminearum Wild Typ infiziert wurde. Als negative Kontrolle
wurden unbehandelte ungedffnete Flaschen mit karbonisiertem Wasser verwendet sowie zur
Kontrolle nicht infiziertes Weizenmalz. Die Balken zeigen die jeweiligen Mittelwerte von drei
unabhingigen Experimenten mit je 4 Messungen. Die Fehlerbalken zeigen die jeweilige
Standartabweichung. Die Sterne zeigen signifikante Unterschiede im Uberschiumvolumen
zwischen FgTK und dem F. graminearum Wild Typ FgWT. Die Unterschiede zwischen FgWT und
FgFP sowie zwischen FgWT und FgAhyd5warennicht signifikant. Unterschiede zwischen FgWT,
FgFP, FgTK und FgAhyd5 gegeniiber Kontrolle und Negativkontrolle warensignifikant. Der
Unterschied zwischen FgTK und FgAhyd5 war signifikant.

3.8.2 Gushing bei Gerstenmalz

Die Gerste wurde dreimal in Malzkidsten mit je 600g Geste gemadlzt. 600 g Getreide
wurden mit 180ml 5x10% Konidiensuspension pro ml der F.graminearum
Transformanten FgTK, FgFP und FgAhyd5 und des Wild Typs infiziert. Als Kontrolle
wurde Getreide vermalzt, welches mit 180 ml Wasserbehandelt worden war. Das
Mailzen wurde durchgefiihrt wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben. Das Malz wurde
anschliefdend getrocknet und gedarrt. Das Griinmalz wurde nach dem in Kapitel 2.4.1
beschriebenen Schema hergestellt. Nachdem das Malz gedarrt und getrocknet war,
wurde es zu Grobschrot gemahlen und fiir einen modifizierten Carlsberg-Test benutzt.
Der modifizierte Carlsberg-Test wurde nach MEBACK (Pfenninger 1996) durchgefiihrt.
Fir die negative Kontrolle fiir den modifizierten Carlsberg-Test wurden unbehandelte,
ungeoffnete Flaschen mit karbonisiertem Wasser verwendet. Das Malzen, das Darren
und der Gushing-Test wurden fiir jeden Stamm und die Kontrolle dreimal unabhangig

wiederholt. Beim Gushing-Test mit dem Gerstenmalz konnte kein signifikanter
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Unterschied zwischen dem Gushing des mit FgWT infizierten Malzes (24,12+23,05ml),
dem Gushing des mit FgAhyd5 infizierten Malzes (8,5+7,66ml) und des mit FgTK
infizierten Malzes (26,12+24,83ml) festgestellt werden. Das Malz, das mit der
Transformante FgFP infiziert worden war, zeigte dagegen signifikant mehrGushing
(57,75+£54,37ml) als das Malz, das mit dem F. graminearum-Wild Typ infiziert worden
war. Alle infizierten Malze wiesen signifikant mehr Gushing auf als nicht infiziertes Malz.

Das als Negativkontrolle benutzte Wasser fiihrte zu keinerlei Gushing (Abb.31).
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Abb.31: Beeinflussung des Gushing durch mit unterschiedlichen F.graminearum-Transformanten
bzw. mit dem F. graminearum Wild Typ infiziertes Gerstenmalz. Als negative Kontrolle wurden
unbehandelte ungeoéffnete Flaschen mit karbonisiertem Wasser verwendet sowie nicht infiziertes
Gerstenmalz. Die Balken zeigen die jeweiligen Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten
mit je 4 Messungen. Die Fehlerbalken zeigen die jeweilig Standartabweichung. Die Sterne zeigen
signifikante Unterschiede im Uberschiumvolumen zwischen FgFP und dem F. graminearum Wild
Typ FgWT. Die Unterschiede zwischen FgWT und FgTK sowie zwischen FgWT und FgAhyd5 waren
nicht signifikant. Unterschiede zwischen FgWT, FgFP, FgTK und FgAhyd5 gegeniiber Kontrolle und
Negativkontrolle warensignifikant.

3.9 Tabellarischer Uberblick iiber die Unterschiede zwischen F.graminearum

Transformanten-Stammen und dem Wildtyp.

Tabelle 12: Uberblick iiber die Unterschiede zwischen F. graminearum
Transformanten-Staimmen und dem Wildtyp

Untersuchung Stdmme
FQWT FgTK FgFP  FgAhyd5
Morphologie der Kolonien und der Hyphen FQWT + + +
FgTK + - -
FgFP + - -
FgAhyd5 + - -
Hyphendurchmesser FQWT FgTK FgFP  FgAhyd5
FgWT - + -
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FgTK
FgFP
FgAhyd5

+

Biomasseproduktion

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

Hydrophobizitat der Kolonieoberflache

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5
+
+
+

Uberwindung der Wasseroberflachenspannung

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

Konidienbildung

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5
+

+

Konidienlange

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5
+
+
+

Zahl der Zellen pro Konidie

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5
+
+

Auskeimungspotenzial der Konidien

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

+

Bildung der Perithezien

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5
+
+
+

Wachstum der Stamme auf Inulin®

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

+

Wachstum der Stdmme auf Raffinose*

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

+

Wachstum der Stamme auf Salicin*

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

+

Wachstum der Stdamme auf Sucrose*
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FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

+

Wachstum der Stamme auf Glucose*

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

+

Wachstum der Stamme auf Glycerol*

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

+

Wachstum der Stdmme auf Natriumnitrat *

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

+

Wachstum der Stdmme auf Ammoniumchlorid *

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

Wachstum der Stdmme auf Ammoniumnitrat *

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

Gushing bei Weizen-Malz

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

+
+

Gushing bei Gerste-Malz

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5

+

Blattinfektion von Gerste

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5
+
+
+

Blattinfektion von Weizen

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5
+
+
+

Keimlinge Infektion von Gerste

FgWT
FgTK
FgFP
FgAhyd5

FgAhyd5
+

Keimlinge Infektion von Weizen

FgWT
FgTK
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FgFP + + +
FgAhyd5 + - +
+= Signifikanter Unterschied, - = kein signifikanter Unterschied, * = Es wurden statistische

Unterschiede zwischen Transformanten nach drei Tagen Wachstum untersucht
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3.10 Entwicklung und Anwendung eines neuen Verfahrens zum schnellen

Nachweis der spezifischen Genexpression in F. graminearum

Die Reverse Transcription Loop-mediated Isothermal Amplification (RT-LAMP) ist eine
relativ neue Methode, die den Nachweis von Gen-Expression in Viren und in Protozoen
in situ ermoglicht. In dieser Arbeit wird erstmalig die Verwendung dieser Methode fiir
den Nachweiseiner spezifischen Genexpression in einem pilzlichen Organismus
(F. graminearum) beschrieben. Der Nachweis gelang sowohl in vivo als auch in planta.
Die beschriebene Methode wurde als Vorabveroffentlichung von Teilen der

vorliegenden Arbeit publiziert (Minenko et al. 2014)

3.10.1 Primer-Entwicklung

Die Primer fiir die Efla Gene wurden so auf die chromosomale Sequenz gelegt, dass die
PrimerEf1-ID22-LoopF und -B3 das im Gen vorhandene Intron tberbriickten (Abb.32).
So wurde gewahrleistet, dass nur die cDNA und keine gDNA durch die Primer erkannt
wird. Als die positive Kontrolle zu den RT-LAMP und LAMP-Reaktionen wurde ein
House Keeping Gen, B-Tubulin, gewahlt, da dieses kein Intron besitzt und somit sowohl
mit gDNA als auch mit cDNA eine Reaktion ergeben sollte. Die Primer aus dem Set $Tub-
ID175 binden sich sowohl an die cDNA als auch an die gDNA (Abb.33). Die Primer

wurden mithilfe des Primer Explorer V4-Software-Tools ausgewihlt.
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CACCTTAACGTCGTCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGGCAAGTCGACCACTGTGAGTACC
CACCTTAACGTCGTCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGGCAAGTCG DaCCACﬂ- ————————

R R R R SRS EEEE SRR RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS SR

EF1-ID22-F3
ACCGCATCCCAACCCCGCCGACACTTGGCGGGGTAGTTTCAAATTTCCAATGTGCTGACA

TACTTTGATAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAACCATCG
——————————— ACCGGTCACTTGATCTACCAGTECGGTGGTATCGACAAGESAACCATCG
EIEE T e e e I i i i i i i e o R R T I e e e T T i e i o
EF1-ID22-FIP, - F2
AGAAGTTCGAGAAGGTTGGTCTCATTTTCCTCGATCGCGCGCCCTTTCCCTTTCGARATA
AGTTCGAGAAG-— == === === === === ===

L e e e

TCATTCGAATCGCCCTCACACGACGACTCGATACGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGGTCARA

——————————————————————— -|GAAGCCGG@CTCGGTAAGGGTTCCT FCAAGTAC‘

kk Ak hk ok kAKX FFFERAFFFERLFFFF XK FFFE

EF1-1D22-Loopf EF1-1D22-F1c|EF1-1D22
|GCCTGGGTTETTGACAAGCTCAAAGCCGAGCGTIGABS6TGGTATCACCATTGATATCGCC
GCCTGGGTTETTGACAAGCTCARAGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCC
IR R EEEEEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEESES
-LoopB EF1-1D22-Blc
CEETCGAAGTTCGAGACTCCYCGCTACTATGTCACCGTCATTGETATGTTGTCACCACTG
CTCTGGAAGTTCGAGACTCCYCGCTACTATGTCACCGTCAT TG —————————————==—
R S SRR S R RS S SRS SRS EE S S S SRR SR ESEEEEEEEE SR

EF1-ID22BIP,-B3
CTGTCATCACATTCTCATACTAACATGGCTATCAGACGCTCCCGGTCACCGTGATTTCAT
——————————————————————————————————— [RCGCTCCCGETCACCGTGATTTCAT

R R R I A I e L

EF1-ID22-B3
CAAGAACATGATCACTGGTACTTCCCAG
CAAGAACATGATCACTGGTACTTCCCAG

dodk ok ok ok k ok ke ko ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ok

Abb.32: Anordnung der Oligonukleotide. Der EF1-ID22-LoopF-Primer iiberbriickt das Intron.
Chromosomale Sequenz von F. graminearum (NCBI reference sequence: NT_086558.3 nt 193949-
194697) (obere Reihe) und cDNA Sequenz des Efia-Gensvon F. graminearum(NCBI reference
sequence: XM_388987.1, nt 21-327) (untere Reihe). Die Pfeile illustrieren die Linge und Richtung
des jeweiligen Oligonukleotids. *** = Ubereinstimmung zwischen chromosomaler- und cDNA-
Sequenz. --- = kKeine Ubereinstimmung zwischen chromosomaler- und cDNA-Sequenz.
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ACAGCTTTTCCGACCCGACAACTTCGTTTTCGGTCAATCCGGCGCCGGAAACAACTGGGC
ACAGCTTTTCCGACCCG@ACTTCGTTTTCGGTCAAMCGCC@@AACAACTGGGC

bk e 4 PR S I S I O O S I S I S I R e e 1 EIE I IO S S I S I T I S I R S i i S o e S 3 i T I I S S I S S 3 3

BTub-ID175-F3 BTub-ID175-FIP, -F2 BTub-ID175-Lo
CAAGGGTCATTACACCGAGGGTGCTGAACTTGTCGACCAAGTTCTCGATGTCGTCCGCCG
EAAGGGTCATTACACCGAGGGTGCTGAACTTGTCGA@&EEEETCTCGATGTCGTCCGCCG

hhkpPrhhhh kb dr bk hkhkhkhhkhkhk kbbb dh bk hkdrhdr kT I FFEFEET LT T LT XX A XX X KX

opF RTub-ID175-Blc
TGAGGCCGAGGGCTGTGACTGCCTCCAGGGTTTCCAAATCACCCACTCTCTTGGTGGTGG
TGAGGCCEAGGGCTGTGACT GCERTAGGGTTTCCARATCACAGACTICTCTTGGTGGTGG
L b b b i F IR R I I I I I R i b b IR I i S I R I I IR I R b i b o I I I I S I I I 3
BTub-ID175-LoopB RTub-ID175—FOP, -B2 BTub-ID175=

A GEOGCCEE T AT GG TACCCTET T AT T CAAGATCOETGACEARTTOOCCEACTE
[PACCGIECGCCGGTATGGGTACCCTGTTGATCTCCAAGATCCGTGAGGAATTCCCCGACCG

R S i i e i i i S i i i i i i S i e S e e S e i i i e e i i e i i i i i S i i S i i i S S i e i i 4

-B3

Abb.33: Anordnung der Oligonukleotide des Tub-ID175 Primer Sets im der Sequenz des Efla-
Gensvon F. graminearum Chromosom 4-(NCBI reference sequence: CM000577.1 nt 52023-52204)
(obere Reihe) und Nukleotid-Sequenz des Eflia-Gensvon F. graminearum ohne Introns (NCBI
reference sequence: AY303689.1, nt 553-779) (untere Reihe). Die Pfeile illustrieren die Linge und
Richtung des jeweiligen Oligonukleotids. *** = Ubereinstimmung zwischen chromosomaler- und
cDNA-Sequenz. --- = Keine Ubereinstimmung zwischen chromosomaler- und cDNA-Sequenz.

3.10.2 Uberpriifung der Primer auf Kreuzreaktionen und Erkennung von gDNA,
c¢cDNA und mRNA

Zunachst wurde das Primer-Set BTub-ID175 durch konventionelle LAMP auf die
optimale Anlagerungstemperatur hingetestet. Fiir die Priifung des fTub-ID175 Primer-
Sets wurde die gDNA (100pg/ul) von F. graminearum TMW 4.0157 benutzt. Die LAMP-
Reaktion zeigte, dass die optimale Anlagerungstemperatur fiir das fTub-ID175 Primer-
Set bei 68°C lag (vgl. Abb.34.2). Das Primer-Set EF1-ID22 konnte nur mit der cDNA
getestet werden, weshalb diese aus dem Myzelium von F. graminearum TMW 4.0157
extrahiert wurde, wie es in den Kapiteln 2.3.8 und 2.3.10 beschrieben wurde.
Anschlief3end wurde eine LAMP mit ansteigender Inkubationstemperatur durchgefiihrt,
um die optimale Anlagerungstemperatur zu ermitteln und um sicherzustellen, dass
dieses Primer-Set funktional ist. Die optimale Reaktionstemperatur fiir das EF1-ID22

Primer-Set lag, genau wie bei dem 3Tub-ID175 Primer-Set, bei 68°C (vgl. Abb.34.1).
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61— 61,2~ 61,7 62,67 63,5 65" G6Es 1670, 60 Tl TLI 72,2

¢

VIV I VI Y ¥

61 61,2 61,7 626 638 651 665 679 09,18 IRRE S5O @59

Abb.34: 1. Konventionelle LAMP-Reaktion bei ansteigender Inkubationstemperatur (°C) mit
Calcein, dem BTub-ID175Primer-Set und der gDNA (10pg/ul) des F. graminearum-Wild Typs als
Template. 2. Konventionelle LAMP-Reaktion bei ansteigender Inkubationstemperatur (°C) mit
Calcein, dem EF1-ID22 Primer-Set und der cDNA (1pg/pl) des F. graminearum-Wild Typs als
Template. Die LAMP-Reaktion wurde fiir 20min bei einem Temperaturgradienten zwischen 61 °C
und 71,9 °C in 25 pl Reaktionsmix durchgefiihrt.

Im nachsten Schritt wurden alle zwei Primer-Sets auf die Reaktion mit gDNA getestet.
Diese konventionelle LAMP-Reaktion wurde mit 10ug/ul (Endkonzentration) gDNA von
F. graminearum TMW 4.157 durchgefiihrt. Die Reaktion zeigte, dass sich das EF1-ID22
Primer-Set nicht an die gDNA binden konnte und daher in der LAMP-Reaktion zu
keinem positiven Signal fiihrte. Das fTub-ID175 Primer-Set erzeugte dagegen unter den
selben Bedingungen ein positives Signal in der LAMP-Reaktion. Zwei RT-LAMP-
Reaktionen wurden mit gDNA als Template und mit beiden Primer-Sets durchgefiihrt.
Die RT-LAMP-Reaktion mit dem fTub-ID175 Primer-Set und der gDNA fiihrte zu einem
positiven Signal, wahrend dagegen die gleiche Reaktion mit dem EF1-ID22 Primer-Set
kein Signal lieferte (vgl. Tabelle 13). Es wurde festgestellt, dass sich in der LAMP und in
der RT-LAMP die Tub-ID175 Primer-Sets an die gDNA binden, die EF1-ID22 Primer-
Sets dagegen nicht.

Um die RT-LAMP fiir den Nachweis der mRNA der Pilze anwenden zu konnen, wurde die
mRNA aus dem Myzelium von F. graminearum TMW 4.157 (gewachsen auf MM-Agar)
isoliert und mit DNAse (Promega GmbH; Mannheim, Deutschland) entsprechend den
Herstellerangaben behandelt. Diese mRNA wurde in einer RT-LAMP-Reaktion mit den
EF1-ID22 bzw. Tub-ID175 Primer-Sets eingesetzt wie in Kapitel 2.3.12 beschrieben.
Nach 20-minttiger Inkubation bei 68°Czeigte die RT-LAMP, dass beide Primer-Sets die

mRNA erkennen und ein positives Signal bei der Reaktion ergeben. Als Kontrolle
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wurden konventionelle LAMPs mit den gleichen Primer-Sets und mit der mit DNAse
behandelten mRNA aus F. graminearum TMW 4.0157 durchgefiihrt. Die beiden Primer-
Sets waren nicht in der Lage, sich an die mRNA zu binden, weshalb keine der beiden
konventionellen LAMP-Reaktionen mit der mRNA zu einem positiven Signalfiihrte (vgl.
Tabelle 13).

Um die Vorbereitung der Proben zu beschleunigen, wurde im nachsten Schritt zur RT-
LAMP ein mRNA Extrakt zugesetzt, der keiner zusatzlichen DNAse-Behandlung
unterzogen wurde. Dabei waren die RT-LAMP-Reaktion sowie die Bedingungen
identisch mit denen der oben beschriebenen Reaktion. Die RT-LAMP-Reaktion mit der
nicht mit DNAse vorbehandelten mRNA ergab dabei ein positives Signal mit beiden
eingesetzten Primersets, d.h. sowohl mit dem Primerset Tub-ID175 als auch mit dem
Primerset EF1-ID22. Dabei amplifiziert das Primerset fTub-ID175 wegen des fehlenden
Intron-Bridging sowohl gDNA als auch cDNA Templates. Die konventionelle LAMP-
Reaktion mit der unbehandelten mRNA fiihrte dagegen zu keinem positiven Signal mit
dem EF1-ID22 Primer-Set, dafiir aber mit dem BTub-ID175 Primer-Set. Unter den
Bedingungen der konventionellen LAMP kommt es zu keiner Bereitstellung von cDNA
templates, so dass nur von der vorhandenen gDNA amplifiziert werden kann. Dabei
binden die BTub-ID175 Primer an die vorhandene gDNA (vgl. Tabelle 13). Da das EF1-
ID22 Primer-Set wegen des Intron-Bridging jedoch nicht an die gDNA in der Probe
binden kann, erfolgt hier keine Amplifikation widhrend der konventionellen LAMP-
Reaktion. Dies zeigt, dass Primersets, die mit Intron-Bridging konstruiert wurden,
selektiv cDNA templates erkennen und amplifizieren und dass vorhandene gDNA dabei
von solchen Primern ignoriert wird. Auf eine aufwindige DNAse Behandlung von
Proben im Rahmen der Probenvorbereitung kann also bei Verwendung von Intron-
Bridging Primern wie EF1-ID22 verzichtet werden. Kommen jedoch Primer in der RT-
LAMP zum Einsatz, die nicht auf diese Weise konstruiert wurden, so ist eine DNAse
Behandlung der Proben unbedingt erforderlich, um die Amplifikation von genomischen
Templates zu verhindern.

Um Zeit zu sparen, wurde der Schritt der mRNA-Isolation ausgelassen. Das Myzelium
wurde zum einen direkt (ohne jegliche Behandlung, ~1mm3) und zum anderen nach
einfachem Zellaufschluss (0,1 g Myzelium mit 1ml Wasser und 3-5 Glasperlen 1min lang
gevorgetext) eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen blieben dabei gleich. Die RT-LAMP-

Reaktionen mit den EF1-ID22 und den BTub-ID175 Primer-Sets waren positiv. Als
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Kontrolle wurden auch konventionelle LAMPs mit den gleichen Primer-Sets und mit
dem Myzelium des F. graminearum (unbehandelt sowie mit Wasser und
Glasperlenbehandelt) durchgefiihrt. Da die Ef1-ID22-LoopF und -B3-Primer sich nicht
an die gDNA binden konnten, ergab auch die konventionelle LAMP kein positives Signal.
Wahrend alle Primer des3Tub-ID175Sets die gDNA erkennen konnten, ergaben diese in
der konventionellen LAMP ein positives Signal (vgl. Tabelle 13).

Die Uberpriiffung der Primer ergab, dass die EF1-ID22 Primer-Sets keine
Kreuzreaktionen mit gDNA zeigten. Dieses Primer-Set bindet sich nur an isolierte cDNA
oder an diejenige cDNA, die wahrend der Reverse-Transkription-LAMP entsteht. Das als
positive Kontrolle ausgewahlte BTub-ID175 Primer-Sets erkannte in beiden LAMP- und
RT-LAMP-Reaktionen sowohl die gDNA als auch die cDNA. Fiir die Durchfiihrung der
RT-LAMP-Reaktion war filir die Untersuchung von Reinkulturen keine vorherige

Extraktion der mRNA aus dem Myzelium von F. graminearum notwendig.

3.10.3 Uberpriifung der Sensibilitit der RT-LAMP im Vergleich zur konventionellen
RT-PCR
Da die RT-PCR eine weit verbreitete und gangige Methode ist und da aus der Literatur
bekannt ist, dass die LAMP-Reaktion in aller Regel sensibler ist als die PCR, wurde in
dieser Arbeit die Sensivitit der RT-LAMP tiberpriift. Die mRNA wurde aus dem Myzel
von F. graminearum TMW 4.0157 isoliert (2.3.8) und entweder fiir die in vitro cDNA-
Produktion verwendet, die dann isoliert und in die RT-PCR eingesetzt wurde (2.3.10)
oder direkt in die RT-LAMP eingesetzt. Fiir die RT-LAMP und die RT-PCR wurden
folgende mRNA-Konzentrationen: 6, 3, 1,5, 0,75, 0,37, 0,18, 0,9, 6x10-2, 6x10-3, 6x10-4,
6x10-> und 6x10-°ng/Reaktion und EF1-ID22-F3/EF1-ID22-B3 Primerset fiir RT-PCR
benutzt. Die Ergebnisse zeigten, dass die RT-LAMP tatsachlich deutlich sensibler war als
die RT-PCR. So fiihrte die RT-LAMP zu einem positiven Signal bei einer mRNA-
Konzentration von 6x10-4ng/Reaktion, wiahrend die RT-PCR nur bis 0,9 ng/Reaktion zu

einem Signal fiihrte.
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ng of template per reaction
6 3 1.5 075 037 018 0.9 6x10% 6x10°7 6x10* 6x10°  6x10°

RT-LAMP + + + + + + + + + o+ - -
300 bp

RT-PCR 2000 g . -

Abb.35: Vergleich der Sensitivitit von RT-LAMP und RT-PCR. Als Template wurde aus dem Myzel
von F. graminearum TMW 4.0157 isolierte mRNA bzw. daraus hergestellte cDNA verwendet. Fiir
die RT-PCR wurden dufieren Primer EF1-ID22-F3/EF1-ID22-B3 aus dem EF1-ID22 Primerset
verwendet. Theoretische Grof3e des PCR-Produktes = 218bp.

3.10.4 Untersuchung von infiziertem Pflanzenmaterial mit Hilfe der RT-LAMP

Da die RT-LAMP bei F. graminearum TMW4.0157 tatsdchlich einen schnelleren
Nachweis der Gen-Expression in vivo ermdoglichte, wurde angenommen, dass die
Methode auch fiir die Untersuchung von infizierten Pflanzen einsetzbar sein kdnnte.

Gerste und Weizen wurden daher wie in Kapitel 2.5.9.2 beschrieben mit F. graminearum
TMW 4.0157, infiziert. Nach 10 Tagen Wachstum wurde die mRNA der kompletten
infizierten Pflanzen isoliert (2.3.9) und mit DNAse verdaut. Als Kontrolle wurden 10
Tage alte nicht infizierte Gerste- und Weizenpflanzenverwendet. Fiir die RT-LAMP-
Reaktionen wurde die mit DNAse behandelte mRNA sowohl aus infizierten als auch aus
nicht infizierten  Geste-bzw.  Weizenpflanzen = verwendet  (2.3.12);  die
Inkubationsbedingungen fiir die RT-LAMP Reaktionen blieben gleich: 20 min bei 68°C.
Diese Untersuchung ergab, dass die RT-LAMP bei der mit DNAse behandelten isolierten
mRNA aus infizierten Gerste- und Weizenpflanzen mit beiden Primer-Sets (EF1-ID22
und BTub-ID175) zu positiven Signalen fiihrte. Dagegen entstand kein positives Signal
wahrend der RT-LAMP mit der mit DNAse behandelten mRNA aus gesunden Gerste- und
Weizenpflanzen. Folglich kann man mit Hilfe der RT-LAMP die Gen-Expression von
F. graminearum in Gerste und Weizen nachgewiesen werden, wenn als Template
isolierte, mit DNAse behandelte mRNA benutzt wird. Die RT-LAMP mit isolierter mRNA
ohne DNAse-Behandlung fiihrte zu denselben Reaktionsergebnissen: Die RT-LAMP mit
mRNA aus infizierten Gersten- und Weizenpflanzen sowie mit beiden Primer-Sets (EF1-
ID22 und BTub-ID175) fiihrte zu positiven Signalen. Dagegen entstand kein positives
Signal wahrend der RT-LAMP mit der mit DNAse behandelten mRNA aus gesunden
Gerste- und Weizenpflanzen. Als Kontrolle wurde die RT-LAMP mit gDNA durchgefiihrt,

die aus infizierten und nicht-infizierten Pflanzen isoliert worden war. Die RT-LAMP mit
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dem EF1-ID22 Primer-Set und mit gDNA aus infizierten und gesunden Gersten- und
Weizenpflanzenergab kein positives Signal, wahrend die RT-LAMP mit dem Tub-ID175
Primer-Set und mit gDNA aus infizierten Weizen- und Gerstenpflanzen zu einem
positiven Signal flihrte. Die RT-LAMP mit dem BTub-ID175 Primer-Set und gDNA aus
gesunden Pflanzen fiihrte in keinem Fall zu einem positiven Signal (vgl. Tabelle 13). Als
positive Kontrolle wurden konventionelle LAMP-Reaktionen sowie reverse-
transkription PCR mit aus infizierten und gesunden Gersten- und
Weizenpflanzenhergestellter cDNA sowie mit cDNA aus F. graminearum Myzel
durchgefiihrt. Die RT-PCR und die RT-LAMP fiihrten zu denselben Ergebnissen. In
gesunden Pflanzen gelang weder der Nachweis der Expression des EF1a-Gens mit Hilfe
des EF1-ID22 Primer-Setsnoch der des fTubulins unter Verwendung des Tub-ID175
Primer-Sets. Dagegen war der Nachweis der Genexpression in infizierten Gersten- und

Weizenpflanzenmit dem entwickelten System moglich (vgl. Abb.36; Tabelle 13.)

1 2 3 & 5 6 1 2 3 4 5 6

Abb.36: 1% Agarose-Gel mit aufgetragenen PCR-Amplifikaten, die unter Verwendung von cDNA
aus F. graminearum TMW 4.0157 bzw. aus mit F. graminearum infizierten Gersten- und
Weizenpflanzen erhalten wurden. A: reverse-transkription-PCR mit den PrimernEF1-ID22-
F3/EF1-ID22-B3 (Gréfe 218bp). B: reverse-transkription-PCR mit den PrimernfTub-ID175-
F3/BTub-ID175-B3. Spur 1 Gene Ruler™ 100bp Plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, Deutschland). Spur 2: cDNA von nicht infiziertem Weizen. Spur 3: cDNA von nicht
infizierter Gerste. Spur 4: cDNA von mit F. graminearum TMW 4.0157 infiziertem Weizen. Spur 5:
cDNA von mit F. graminearum TMW 4.0157 infizierter Gerste. Spur 6: cDNA aus F. graminearum-
Myzelium. Die Bande in Héhe von 100bp wurde von in der Reaktion nicht verwendeten
Oligonukleotiden verursacht.

Um bei der Untersuchung die Probenvorbereitung zu vereinfachen, wurden Stiickchen
(~2mm?, jeweils von unterschiedlichen Pflanzenteilen) von infizierten und gesunden
Gersten- und Weizenpflanzen direkt in den RT-LAMP Master Mix mit den Primer-Sets
EF1-ID22 bzw. fTub-ID175 zugegeben und 20min lang bei 68°C inkubiert. Keine der
Reaktionen fiihrte zu einem positiven Signal. Es wurde deshalb vermutet, dass bei der

Reaktion nicht genligend mRNA aus den Zellen extrahiert wird. Daher wurden die
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Pflanzenteile (1g) in 1ml Wasser mit 3-4 Glaskuglenlmin lang gevortext. 5ul dieses
Pflanzenextrakts wurden dann wahrend der RT-LAMP als Template zugegeben. Keine
der durchgefiihrten Reaktionen mit infizierten oder gesunden Gersten- und
Weizenpflanzenfiihrte jedoch zu einem positiven Signal (vgl. Tabelle 13). Es war
demnach nicht mdéglich, ohne die vorherige Isolation von mRNA aus infizierten Gersten-

und Weizenpflanzen die Gen-Expression in F. graminearum nachzuweisen.
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Tabelle 13: Einfluss der Probenbehandlung auf die Ergebnisse der reverse-
transcription-LAMP Reaktion und der konventionellenLAMP-Reaktionen mit den
Primer-Sets EF1-ID22, 3Tub-ID175 und Hyd5-ID1

Probenbehandlung
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Mit der neu entwickelten reverse transkription LAMP war es moglich, die Genexpression
in F. graminearum in vivo ohne vorherige mRNA Isolation direkt im Myzel
nachzuweisen. Ebenso war es mit der Methode mdglich, die Genexpression in
F. graminearum auch in planta nachzuweisen. Dazu war jedoch die vorherige Extraktion
von mRNA-Extraktion notwendig, die dann allerdings ohne vorheriges Umschreiben in

cDNA direkt in die RT-LAMP eingesetzt werden konnte.

3.10.5 Anwendung der neu entwickelten RT-LAMP fiir den Nachweis der hyd5 Gen-
Expression

Da es eines der Ziele der vorliegenden Arbeit war, die Expression des fghyd5-Gens zu

untersuchen, wurde die neue Methode der RT-LAMP fiir diesen Nachweis herangezogen.

Als erstes wurde ein neues Primer-Set ausgewahlt, bei dem der Hyd5-ID1-F1c-Primer

das im 5°-Bereich der Gensequenz befindliche von zwei Introns tliberbriickte, sodass

dieses Primer-Set nur die cDNA des Gens erkennen sollte und nicht seine genomische

Sequenz.
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ATGAAGTTCTCACTCGCCGCCGTTGCCCTCCTTGGAGCCGTTGTCTCTGCCCTTCCCGCC
ATGAAGTTCTCACTCGCCGCCGTTGCCCTCCTTGGAGCCGTTGTCTCTGCCCTTCCCGCC

R B b B o Lt & B R R R e e

AACGAGAAGCGACAGGCCTACATCCCTTGCAGTGGCCTCTACGGCACTTCTCAGTGCTGT
AACGAGAAGCGACAGGCCTACATCCCTERAAGTGGCCTCTACGGCACPTCTCAGTGS
R ] R R e R R R R
Hyd5-ID1-F3 Hyd5-ID1-F2,-FIP
GCTACTGATGTCTTGGGTGTTGCCGACCTCGACTGCGGARACCGTAAGTCATCGAGCCTT
FCTACTGATGTCTTGEETGTTGCCGACCTGEACTGCGGARACCH————————mmmm ===~
R P e R T R T B R S e s
Hyd5-ID1-LoopkF|
TCGATAAGAGACCAAGCTAACATGAACAGCCCCTTCGTCTCCCACCGACGCCGACAACTT
———————————————————————————— {ccceTTdarCTCCCACCGACGCCGASRRCTT
D ke S L L LT
Hyd5-ID1-Flc| |Hyd5-1D5-Blc
CAGCECTOTC T GG e GAGAT TELE CAGEEABCTCEC TGUIGTEICCTECCCATUGTEAG
CAGCGCTGTCTERSCCGAGATTGGCCAGCGAGCTCGRIGCTGTGTCCTCCCCATC————-
R L R S S Y T E R E E ]
Hyd5-ID1- LoopB Hyd5-ID1-B2,-BIH
TTTGCCTTTGGTATTGATGATTAATATAATAAAATCTCTTTAGCTTGACCAAGGCATCCT
—————————————————————————————————————————— <CTTGACCAAGGCATCCT
R R

Hyd5-ID1

CTGCAATACCCCTACTGGTGTCCAGGACTAA
CTGCAATACCCCTACTGGTGTCCAGGACTAA

B B o b b S S S S e S e

-B3

Abb.37: Anordnung der Oligonukleotide des Hyd5-ID1-Primer-Sets. Reverses Komplement der
chromosomalen Sequenz des Fghyd5-Gens(NCBI reference sequence: NT_086558.3 nt14496 -
14105) (obere Reihe) und cDNA-Sequenz des Fghyd5-Gens (NCBI reference sequence:
XP_382007.1) (untere Reihe). Die Pfeile illustrieren die Linge und Richtung der Oligonukleotide.
*#¥# =  [bereinstimmung zwischen chromosomaler- und cDNA-Sequenz. --- = Keine
Ubereinstimmung zwischen chromosomaler- und cDNA-Sequenz.

Fir die Bestimmung der optimalen Anlagerungstemperatur fiir das Hyd5-ID1 Primer-
Set, wurde eine konventionelle LAMP-Reaktion mit Calcein und gDNA (10ng/ul,
Endkonzentration) aus der Transformante FgFP durchgefiihrt, da in diesem Klon das
hyd5-Gen ohne Introns vorliegt (Abb.5). Die LAMP mit Calcein wurde wie bei Denschlag
et al.(2012) beschrieben durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass wie bei den Primer-Sets EF1-
ID22und BTub-ID175 die optimale Inkubationstemperatur fiir die LAMP-Reaktion bei
68°C lag. Die Reaktion war nach 20min durch hellgriine Fluoreszenz nachweisbar.

Die Primer wurden zuerst auf etwaige Kreuzreaktionen mit der gDNA in der
konventionellen LAMP mit Calcein getestet. Die LAMP mit Calcein wurde wie bei

Denschlag et al.(2012) beschrieben durchgefiihrt. Die LAMP-Reaktionen wurden mit der
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gDNA aus den Transformantenstaimmen FgWT, FgAhyd5 und FgFP durchgefiihrt. Durch
die LAMP-Reaktion mit der gDNA aus der FgAhyd5-Transformanten werden mogliche
Kreuzreaktionen mit der mRNA gezeigt, da diese Deletionsmutante keine hyd5-mRNA
bilden kann. gDNA aus dem FgFP wurde als positive Kontrolle fiir die LAMP benutzt, da
im Genom dieser Transformanten die hyd5 Gen-Sequenz ohne Introns vorliegt. Die

LAMP-Reaktionen mit gDNA aus dem Stamm FgWT und FgAhyd5 fiihrten zu keinen

positiven Signalen.

Abb.38: Konventionelle LAMP-Reaktion mit Calcein, dem Hyd5-ID1 Primer-Set und gDNA aus dem
F. graminearum Wild Typ Stamm TMW 4.0157 (FgWT), den Transformanten FgAhyd5 und FgFP
sowie mit dem Vektor pHyd5 (10pg/pl) als Template. Die LAMP-Reaktion wurde 25min lang bei
68°C in 25 pl des Reaktionsmixes inkubiert. Die stirkste Fluoreszenz und somit g/cDNA-
Amplifikation wurde bei den Reaktionen mit dem FgFP und dem pHyd5 beobachtet.

In Kapitel 3.4 wurde gezeigt, dass im Myzelium von F. graminearum nach Wachstum auf
komplexen und definierten Medien kein Hydrophobin FgHyd5p gebildet wurde. Dies
wurde mittels RT-LAMP tiberpriift (vgl.Tabelle 13).Tatsachlich fiihrte die RT-LAMP mit
dem Myzelium (1mm?, drei Tage lang auf MM-Agar gewachsen) als Template und mit
dem Hyd5-ID1 Primer-Set zu keinem positiven Signal. Als positive Kontrolle wurden die
EF1-ID22 und BTub-ID175Primer-Sets verwendet. Die Reaktionen mit EF1-ID22 bzw.
fTub-ID175 und Myzelium als Template fiihrten zu positiven Signalen. Es wurden auch
RT-LAMP mit isolierter und anschliefiend mit DNAse verdauter mRNA bzw. mit
unbehandelter mRNA aus auf ME-Agar gewachsenem F. graminearum-Wild Typ-
Myzelium als Template mit dem Hyd5-ID1 Primer-Set durchgefiihrt. Diese RT-LAMP-
Reaktionen fiihrten jedoch zu keinem positiven Signal. Als positive Kontrolle wurden
wiederum die RT-LAMP Reaktionen mit den gleichen Templates auch mit den EF1-ID22
und BTub-ID175 Primer-Sets unter denselben Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Alle

Kontrollreaktionen flihrten zu positiven Signalen (vgl. Tabelle 13). Als negative
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Kontrolle wurden RT-LAMP mit isolierter und mit DNAse verdauter mRNA sowie mit

unbehandelter mRNA aus der Transformanten FgAhyd5 durchgefiihrt. Diese
Transformante ist eine hyd5-Gen Deletionsmutante und produziert somit keine hyd5-
mRNA. Die Wachstumsbedingungen fiir diese Transformante waren identisch mit
denjenigen des F. graminearum Wild Typ Stammes. Weder die RT-LAMP Reaktionen mit
dem Hyd5-ID1 Primer-Set noch die mit der von der DNAse verdauten mRNA noch die
Reaktion mit der unbehandelten mRNA aus der Transformante FgAhyd5 ergaben hier
ein positives Signal. Somit wurde bestatigt, dass im Myzelium, das auf komplexen
Medien wachst, keine hyd5-mRNA exprimiert wird.

Mit Hilfe des Reporterstammes FgAhyd5 konnte im vorhergehenden Kapitel (3.6.3)
gezeigt werden, dass wahrend der Infektion durch F. graminearum der fiir die
Expression des Fghyd5-Gens zustandige Promoter aktiviert wird, was im Wild Typ des
Pilzes eine Bildung des HydrophobinsFgHyd5p zur Folge hat. Dieses Ergebnis wurde
ebenfalls durch eine RT-LAMP iiberpriift. Da die RT-LAMP mit direkter Zugabe von
infiziertem Pflanzenmaterial nicht funktioniert hatte (vgl. Kapitel 3.10.4, Tabelle 13),
wurde zuerst mRNA aus mit dem F. graminearum Wild Typ FgWT oder mit dem
FgAhyd5 Stamm infizierten Gersten- oder Weizenpflanzen isoliert (2.5.9.2 und 2.3.9).
Diese mRNA wurde in RT-LAMP-Reaktionen mit den Primer-Sets EF1-ID22, fTub-ID175
undHyd5-ID1 getestet. Die RT-LAMP-Reaktionen mit allen drei Primer-Sets zeigten
jeweils immer dann positive Signale, wenn mit dem FgWT-Stamm infizierte Gersten-
und Weizenpflanzen getestet wurden. Dagegen gab es in der Reaktion mit dem Hyd5-
ID1-Primer kein positives Signal bei Gerste und Weizen, wenn diese mit dem FgAhyd5

infiziert waren. Gesunde Gersten- und Weizenpflanzen zeigten in keiner der Reaktionen

ein positives Signal (vgl. Tabelle 14).

Tabelle 14: Ergebnisse der RT-LAMP Reaktionen mit mRNA aus mit dem
F. graminearum Wild Typ FgWT bzw. FgAhy5-Stamm infizierten sowie aus
gesunden Gersten- (G) und Weizenpflanzen (W).

RT-LAMP
G-FgWT G-FgAahyd5 | G-Gesund | W-FgWT W-FgAhyd5 | W-Gesund
Hyd5-ID1 + - - + - -
EF1-ID22 + + - + + -
BTub-ID175 + + - + + -
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Als Kontrolle wurde eine klassische Reverse-transkription-PCR mit den Primern Hyd5-
ID1-F3 und Hyd5-ID1-B3 durchgefiihrt. Als Template wurde cDNA aus F. graminearum
TMW 4.0157 bzw. aus mit F. graminearum infizierten Gersten- und Weizenpflanzen
verwendet. Als positive Kontrolle wurde Vektor-DNA pHyd5 (enthalt hyd5-Sequenz
ohne Introns) benutzt. Dank dieser RT-PCR wurde bestitigt, dass das hyd5-Gen in
infizierten Gerste und Weizen exprimiert wird. Die RT-PCR ergab ein negatives Signal in
der Reaktion mit cDNA aus gesunden Gersten- und Weizenpflanzen und ein positives
Signal in den Reaktionen mit cDNA aus infizierten Gersten- und Weizenpflanzen. Auch
mit gDNA von F. graminearum TMW 4.0157 und der Vektor DNA pHyd5 wurde ein
positives Signal in dieser RT-PCR erhalten, da die Primer ID1-F3 und Hyd5-ID1-B3 kein
Intron-Bridging enthalten (vgl. Abb.39)

Abb.39: 1% Agarose-Gel mit aufgetragenen PCR-Amplifikaten, die unter Verwendung von cDNA
aus F. graminearum TMW 4.0157 bzw. aus mit F. graminearum infizierten Gersten- und
Weizenpflanzen erhalten wurden. Reverse-transkription-PCR mit den Primern Hyd5-ID1-F3 und
Hyd5-ID1-B3 (theoretische GrofRe = 197bp). Ladder: Gene Ruler™ 100bp Plus DNA ladder (Thermo
Fisher Scientific Inc.,, Schwerte, Deutschland). Folgende Templates wurden verwendet. Spur 1:
cDNA von nicht infiziertem Weizen. Spur 2: cDNA von nicht infizierter Gerste. Spur 3: cDNA von mit
F. graminearum TMW 4.0157 infiziertem Weizen. Spur 4: cDNA von mit F. graminearum TMW
4.0157 infizierter Gerste. Spur 5: gDNA aus Myzel von F. graminearum TMW 4.0157 (theoretische
Grofde = 292pb). Spur 6: DNA von pHyd5 Vektor (enthalt hyd5-Sequenz ohne Introns).

Das Sensitivitat der der RT-LAMP mit dem Hyd5-ID1 Primerset wurde im Vergleich zur
konventionellen RT-PCR tberpriift. Die mRNA wurde aus mit F. graminearum TMW
4.0157 infizierter Gerste isoliert (2.3.9) und entweder fiir die in vitro cDNA-Produktion
verwendet, die dann isoliert und in die RT-PCR eingesetzt wurde (2.3.10) oder direkt in
die RT-LAMP eingesetzt. Fiir die RT-LAMP und die RT-PCR wurden folgende mRNA-
Konzentrationen benutzt: 6,4; 3,2; 1,6; 0,8; 8x10-2; 8x10-3; 8x104 8x10-; 8x10-

bng/Reaktion. Die Ergebnisse zeigten, dass die RT-LAMP tatsachlich deutlich sensibler
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war als die RT-PCR. So fiihrte die RT-LAMP zu einem positiven Signal bei einer mRNA-
Konzentration von 8 x 10® ng/Reaktion, wahrend die RT-PCR nur bis 8 x 10
“ng/Reaktion zu einem Signal fiihrte.

ng von Template pro Reaktion
6,4 3,2 1,6 0,8 8x102  8x10° 8x10* 8x10° 8x10° s8x107

RE-LAME + + + + + + + + + -

RT-PCR

Abb.40: Vergleich der Sensitivitit von RT-LAMP und RT-PCR wihrend der Nutzung des Hyd5-ID1
Primersets. Fiir RT-PCR wurden die Primer Hyd5-ID1-F3 und Hyd5-ID1-B3 benutzt. Als Templates
wurde mRNA aus mit F. graminearum TMW 4.0157 infizierter Gerste verwendet.

Die Ergebnisse zeigen, dass das hyd5-Gen tatsachlich im Verlauf der Infektion von Gerste
und Weizen und nicht in dem auf komplexen Medien wachsenden Myzelium exprimiert
wird. Des Weiteren ist festzustellen, dass die reverse transkription LAMP zum
Nachweisder Genexpression von F. graminearum in vivo und in planta verwendet

werden kann.
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Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Klasse Il Hydrophobins FgHyd5p auf
die Morphologie, das Wachstum und die Virulenz von F. graminearum untersucht.

Mit Hilfe von drei Transformantentypen, unter anderem auch einer hyd5-Gen-
Deletionsmutanten und eines sGFP-Reporter-Stammes, wurden Hinweise darauf
gefunden, dass FgHyd5p verschiedene Funktionen im Lebemszyklus von F.
graminearum haben kénnte. Im Rahmen der Arbeiten konnte weder einen Einfluss von
FgHyd5p auf die Kolonie-Morphologie noch auf die Hyphen-Morphologie oder
Biomasse-Produktion von F. graminearum festgestellt werden. Demgegeniiber scheint
es jedoch die Hydrophobizitit der Hyphen positiv zu beeinflussen. Die in der
vorliegenden Arbeit aus dem Vergleich von hyd5-Deletionsmutante und Wildtyp
erhaltenen Daten lassen den Schluss zu, dass die Fahigkeit zur Bildung des
Hydrophobins FgHyd5p mit einer grofieren durchschnittlichen Sporenldnge und einer
hoheren Zellzahl pro Sporepositiv korreliert ist. Dies wiirde auch den beobacheten
Anstieg der Sporenzahl in der Deletionmutante erkldaren, die auf diese Weise die
beobachtete Verringerung der Zellzahl pro Konidie ausgleichen konnte. Die
Keimfahigkeit der Sporen blieb durch den Knockout des Gens unbeeinflusst. Die
Hyphothese, nach der FgHyd5p in den ruhenden und auskeimenden Sporen produziert
wird, wurde durch die vorliegenden Ergebnisse nicht gestiizt. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass unterschiedliche Kohlen- und Stickstoffquellendie Produktion von
FgHyd5p offenbar nicht beeinflussen. Ebenso hatte der pH-Wert weder einen
stimulierenden noch hemmenden Einfluss auf die FgHyd5p-Produktion. Die durch
Infektionsversuche an Gerste und Weizen erhaltenen Daten deuten darauf hin, dass
FgHyd5p eine mogliche Rolle als Virulenzfaktor von F.graminearum spielt, der
zusammen mit anderen Faktoren die Pathogenitdt des Pilzes bestimmt. Die hier
erhaltenen Ergebnisse zur GFP-Induktion bei Wachstum der Deletionsmutante auf
hydrophoben Oberflachen lassen dabei vermuten, dass FgHyd5p eine Funktion bei der
Anheftung der Hyphen an wasserabweisende Oberflichen haben kénnte. Da auch die
Oberflache von Getreideblattern hydrophob ist, ware hier ein Zusammenhang mit dem

Infektionsmechanismus von F. graminearum naheliegend.
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4.1 Entwicklung von Transformanten fiir die Untersuchung der Rolle des

hyd5 Gens in F. graminearum

Die Mutationsanalyse der vorhergesagten Gene mittels gezielter Mutagenese ist in
filamentdsen Pilzen dennoch schwieriger als z.B. bei der S. cerevisiae (Michielse et al.
2005). Fiir eine gezielte Mutagenese in Pilzen bendétigt man ,gene disruption cassettes”,
die sehr lange (bis zu 1000bp) Regionen enthalten, die die homologe DNA flankieren,
damit eine Integration durch doppeltes cross over gelingen kann (Michielse et al. 2005).
Solche langen Konstruktefiihren nur in 0,5-30% der Fille zu einer homologen
Rekombination (Asch & Kinsey 1990; Hynes 1996). In dieser Arbeit wurden fiir die
gezielte homologe Transformation jeweils die als Promoter-Region und Terminator-
Region bezeichneten flankierenden Regionen ausgewahlt. Bis heute ist die genaue Lange
und Lokalisation des hyd5-Promotersim Genom von F. graminearum nicht bekannt.
Kummar et al. (2010) konnten zeigen, dass in den von ihnen untersuchten Pilzgenomen
73 verschiedene als ,conserved elements“ bezeichnete Sequenzen in Promoterbereichen
gefunden werden koénnen. Die Autoren berechneten, dass solche Elemente in einer
Entfernung von bis zu 600 bp vor dem Start-Codon liegen kénnen (Kumar et al. 2010).
Fir die vorliegende Arbeit wurde ein Bereich von 900 bp vor der hyd5-Gen Sequenz in F.
graminearum auf die Anwesenheit solcher konservierten Elemente untersucht. In
diesem Bereich wurden 15 solcher Elemente gefunden (siehe Abb.41), weshalb als
Promoter-Region fiir die homologe Rekombination in F. graminearum ein Bereich von
879 bp upstream der kodierenden hyd5-Gensequenz gewahlt wurde. Als
Terminatorbereich wurde ein Bereich von 1026 bp Downstream des hyd5-Gens gewahlt.
Durch diese relativ grofden Promoter- und Terminatorbereiche wurde sichergestellt,

dass die Fusarium-Transformation zielgerichtet und homolog sein wiirde.
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TTCATGGAATCTTCGCAAGAGTACCCATAAGGAGATTTTCTTGATTICTGGGGCATTGGATCCATGATCAGCGAT
AAGCGACCTCGCGAAAATCATGATATAGAGTCAAGTTGCCTTGTACGGAAGGATTAGTCCGCACTTTAAGACA
GCCACTTACATCTTITCTCAACAAATAACTTAGTGTCTGGEGTTGGAACAAGTAATCTGCAGGTACAGTGTGAT
GTATGGATAGGCTCAGATGAGCTGAGAGACAAGCAGAAACAGGAACAAAGCGGACATCCCGGGACGATATT
ATGACGATCAAGCAGTACCTITTCAGCGAATCAACCAACTCAATEGTGACATTCCAGCAAACAATGACATCGGECC
CAGCAGCAGCAGTCCCAAATTAGTCCTTAACAAAGTCCACTATAATTGGATGAAACGTCGACAGCTCATATAAC
TTGCTGTGGCGATTTCGGCAGTCTGGCATCCCTTTCAGCGATACCTCCGACGACCCAACCAATTAAAAGGTTCA
ATTAGCTTGGATCGTCGAAACG CGTTAATGCGTTGCTATCCCCTGTCCGGECTGECGTACCTCGTTGTTGCGACG
CTACAACAGGTTITCGAGGCTCCATTTAAGCTGCGATATAGACCGGGATGGTAGGTTTCAAAACGTCAACGGCT
TTAACATGATTTCTATCATTGTTGAGTGGCAATAGGTCATTGAGAGATGACGACAAGAAATTGCTTATGCTCAT
CTTATTAAAAATGGACTTGTGTGGACG GCGAGTTGTATAAATACAGAGGCGTTGTGACCGGAAATCACTTITG
AAATCCTCATTCACATCCTCAAAGCACATCCAATACAGTAATCTACATCTITACTCTCCTAAACCAATCACTCTAT
TCATCATG

Abb.41: Vorhergesagter Promoterbereich fiir das hyd5 Gen in F. graminearum. Die konservierten
Bereiche sind gelb markiert. ATG = Startkodon fiir den kodierenden Bereich.

In allen drei genetischen Konstrukten wurde der Hyd5 Terminator hinter der
Hygromycinresistenzkassette inklusive Ttrpc Terminator kloniert um eine homologe
Rekombination zu ermoéglichen. Obwohl die HygB-Resistenzkassette eine Lange von
3,9Kbp aufweist (Covert et al. 2001), wurde im Rahmen der vorliegenden Abrieten auf
einen zusatzlichen Terminator hinter dem hyd5-sgfp Leserahmen verzichtet, um die das
T-DNA Konstrukt so klein wie méglich zu halten. Nach Gelvin (2003) hat die Gréf3e von
T-DNA  Konstrukten einen  deutlichen Einfluss auf die resultierende
Transformationsrate, wo diese mit steigender Konstrukgréfie abnimmt. Mehrere andere
Autoren verzichten ebenfalls auf Terminatoren in unmittelbarer Umgebung der
Leserahmen. So verzichten Schmid-Heydt et al. (2009) analog zu der vorliegenden
Arbeit auf einen Terminator unmittelbar hinter dem zsgfp-Leseramen auf den in dem
genannten Produkt ebenfalls unmittelbar der Leserahmen fiir das hygB-Gen folgt.
Abwesenheit eines speziellen sGFP-Terminators sowie das Vorliegen einer mehrere
Tausend Basenpaare langen HygB-Resistenzkassete hinter dem sgfp Gens hatte in
diesem Falle keinen Einfluss auf die Expression von sGFP in Penicillium nordicum
(Schmidt-Heydt et al. 2009). Freitag er al. (2001) untersuchte in seinen Arbeiten
explizit die Frage, ob die Ab- oder Anwesenheit des nos-Terminators direkt nach dem
egfp-Gen einen Einfluss auf die egfp Expression hat. Es konnte gezeigt werden, dass die
Abwesenheit des nos-Terminators die Expression des egfp in Neurospora crassa nicht

beeinflusst.
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In allen drei genetischen Konstrukten sollte ein Fluoreszenz-Protein integriert werden.
Heutzutage ist das GFP (green fluorescent protein) das bekannteste Fluoreszenz-Protein.
Es wurde 1992 durch Prasher et al. aus cDNA geklont (Prasher et al. 1992). Der Wild-
Typ des GFP Proteins aus der Qualle Aequora victoria fihrt in vielen Pilzen zu keiner
messbaren Fluoreszenz, da das Gen nichteffizient translatiert wird (Cormack 1998;
Fernandez-Abalos et al. 1998). Deswegen wurde ein sGFP mit optimierter ,Codon
Usage" fiir Hefe (Cormack et al. 1997) und filamentdse Pilze entwickelt (Cormack 1998).
Diese Sequenz wurde daher auch in der vorliegenden Arbeit fiir die Entwickling der
Reporter-Stimmeausgewahlt.

Fliir die Entwicklung der Fusarium-Transformanten sind nicht nur homologe
flankierende Regionen und die richtigen GFP-Sequenzen wichtig, sondern auch ein
stabiles und effizientes Transformationssystem. Fiir die genetische Transformation von
Pilzen sind, wie in Abb.42 schematisch dargestellt, mehrere Systeme bekannt. Es
existieren drei Richtungen bei der Pilz-Transformation: die ATMT (de Groot et al. 1998;
Bundock & Hooykaas 1996), die PEG-Transformation (Maier et al. 2005) und die
Elektroporation (Richey et al. 1989). Die Elektroporation kann wiederum in drei Sub-
Methoden einteilt werden, die sich hinsichtlich des Transfromationsziels unterscheiden.
Entweder werden nach der Destabilisierung der Zellwand die Zellen elektroporiert
(Ruiz-Diez 2002), oder es werden Protoplasten oder keimende Sporenelektroporiert

(Richey et al. 1989; Sanchez & Aguirre 1996).

Transformation

Elektroporation

Direkte
Zellwand- Protoplastierun Elektroporation
Destabilisatoren P & der ausgekeimten

Konidien

Abb.42: Pilz-Transformationsmethoden.
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Alle drei Methoden wurden in dieser Arbeit fiir die Transformation des F. graminearum
Stammes TMW 4.0157 (CBS 136009) angewendet. Dagegen war der Verwendung der
Stamme TMW 4.0154, TMW 4.0148 und TMW 4.0133 mit keiner der Methoden
erfolgreich. Es wurde auch nicht mit dem Genom-sequenzierten Stamm F. graminearum
PH1 gearbeitet, da er in vorherigen Untersuchungen eine deutliche Hygromycin B
Resistenz gezeigt hatte (L. Niessen, pers. Komm.). Im Rahmen der hier durchgefiihrten
Versuche war lediglich die Agrobacterium tumefaciens-Mediated-Transformation mit
extrem niedrigen Transformationsraten und nur bei dem Stamm TMW 4.0157
erfolgreich. Fiir die niedrigen Transformationsraten wahrend der ATMT koénnen
verschiedene mogliche Griinde genannt werden. So weist jeder Pilzstamm insofern
eigene Besonderheiten auf, als er ein bestimmtes Transformationsmaterial bevorzugt.
Bei manchen Pilzestimmen erhdlt man mehr Transformanten, wenn die Protoplasten
transformiert werden, bei anderen Staimmen dagegen muss man dafiir die intakten
Zellen transformieren. Das Alter der Kultur, die AS-Konzentration sowie die Co-
Kultivationsbedingungen spielen ebenfalls eine Rolle (Michielse et al. 2005). Aufderdem
beeinflusst die Grofde des Plasmids und des Inserts die Transformationsrate. Es ist
moglich, ein Insert mit einer Grofde zwischen 40 und 200 kb in der Pflanze mittels ATMT
zu transformieren, dabei ist aber wichtig, dass die vir-Gene iiberexprimiert werden
(Gelvin 2003). Vermutlich haben zu den niedrigen Transformationsraten bei der
durchgefiihrten F. graminearum-Transformation mehrere der oben beschriebenen
Griinde beigetragen, die nur im Zusammenspiel diese Wirkung erzielt haben.

Im Verlauf der hier durchgefiihrten ATMT entstanden vier FgFP-, sieben FgTK- und eine
FgAhyd5-Transformante. Leide konnte nach mehreren Versuchen nur eine FgAhyd5-
Transformante hergestellt werden. Deswegen war es nicht moglich, eine zweite
unabhdngige Transformante zu untersuchen, um mogliche spontan auftretende
Phanotypen auszuschliefden. Da fiir die Fusarium Transformation zwei sehr grofie
homologe Sequenzen benutzt wurden, ist davon auszugehen, dass die T-DNA mittels
homologer Rekombination zwischen Promoter und Terminator Bereich des hyd5 Gens
aufgenommen wurde. Da die ATMT eine viel hohere Rate der Integration von einzelnen
Kopien der T-DNA in die Chromosomen der Pilze zeigt (Fanga et al. 2004; Permyakova
et al. 2009; Zhong et al. 2007) und die PCR-Analyse mittels Transfer-DNA flankierenden
Primern gezeigt haben, dass das Insert in der richtigen Position inseriert war, wurde auf

weitere Untersuchungen, wie Southern Blot odr qPCR, verzichtet. Daher kann trotz der
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vorliegenden PCR-Ergebnisse das Vorhandensein einer zusdtzlichen ektopischen
Insertion der T-DNA im Genom der untersuchten Transformante nicht ganzlich
ausgeschlosen werden. Nach den Ergebnissen dieser Untersuchungen wurde je eine
Transformante mit der richtigen Sequenz fiir die im Folgenden diskutierten

Untersuchungen verwendet.

4.2 Vergleich der Morphologie von Transformanten und F. graminearum

Wild Typ

Die Hydrophobin-Deletionsmutanten von Asco- und Basidiomyceten wiesen in fritheren
Untersuchungen Unterschiede hinsichtlich der Koloniemorphologie auf. Die
beschriebenen Unterschiede reichen dabei von der kompletten Abwesenheit des
Luftmyzels bis zur vollkommenen Ubereinstimmung zwischen den Transformanten und
dem Wild Typ (Whiteford & Spanu 2001; Fuchs et al. 2004; Kim et al. 2005; Izumitsu et
al. 2010; Mosbach et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit konnte weder eine
Beeinflussung der Kolonie- noch der Hyphen-Morphologie oder der Biomasse-
Produktion durch die Deletion des hyd5-Gens festgestellt werden. Ahnliche Ergebnisse
konnten auch fiir die gezielte Mutagenese in Klasse I Hydrophobin-Genen bei
Ascomyceten wie hcf1 und hcf2 in Cladosporium fulvum (Whiteford & Spanu 2001), oder
bchpb1 in Botrytis cinerea (Izumitsu et al. 2010) festgehalten werden. Auch bei diesen
Untersuchungen ergaben sich keine Unterschiede in der Morphologie der Kolonien
zwischen den Wild Typ Stdmmen und den knock-out Mutanten. Auch bei F. verticillioides
konnte in Transformanten, in denen eines der fiinf Hydrophobin-Gene fvhydI1-fvhyd5
durch knock-out deletiert worden war, im Vergleich zum F. verticillioides Wild Typ keine
Verdanderung in der Morphologie der Kolonien und Hyphen festgestellt werden(Fuchs et
al. 2004). Interessanterweise zeigte jedoch die Transformante FgFP (FgHyd5p-sGFP
Fusionsprotein) eine Veranderung in der Hyphen- und Kolonie-Morphologie gegeniiber
dem Wild Typ. Der Stamm bildete deutlich weniger Luftmyzel als der Wild Typ.
Mikroskopisch waren auch die Hyphen breiter und stirker gekriimmt. Ahnlich wie bei
den Fusionsproteinen des DsRed2-Tetramers (Campbell et al. 2002) ergaben die in silico

untersuchten (http://swissmodel.expasy.org/) vier Faltungsvarianten des FgHyd5p-

sGFP-Fusionsproteins kein funktionsfihiges Fusionsprotein. Ob dies jedoch zu den

beobachteten Verdnderungen der Morphologie in Stamm FgFP fiihrte, kann anhand der
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Daten nicht abschliefdend beurteilt werden. Méglicherweise fiihrt die Fehlfaltung des
Fusionsproteins (Abb.43) zu einer Situation, in der die Proteinmaschinerie der Pilzzelle
mehr damit beschaftigt ist, die fehlgefalteten Proteine wiederabzubauen, als eine

normale Proteinproduktion durchzufiihren. Dies hat méglicherweise die beobachteten

morphologischen Abweichungen zur Folge.

Abb.43: Theoretische 3D-Modelle des Fusionsproteins FgHyd5-sGFP. Gelb: Sequenz des sGFP, rosa:
Sequenz des FgHyd5p.

Zusammenfassend gibt es keine Hinweise darauf, dass FgHyd5 einen Einfluss auf die
Morphologie der Kolonie und der Hyphen haben kdnnte.

Der erste Schritt bei der Luftmyzel-Bildung ist der Austritt der individuellen Hyphe aus
dem feuchten Substrat in die Luft. Als eine wichtige Funktion der Hydrophobin-
Sekretion wurde die Senkung der Oberflaichenspannung des Substratwassers postuliert,
die den Pilzhyphen ein Durchdringen der Grenzflaiche Wasser/Luft und damit der
Bildung von Luftmyzel erst ermoglicht (Wosten 2001). Gereinigte Hydrophobine der
Klassen I und II wie das HFB1 und das HFBII von T.reesei oder das SC3 und das SC4 von
S. commune sind in der Lage, die Wasser-Oberflichenspannung deutlich zu senken
(Askolin et al. 2005; Askolin et al. 2006). Die Untersuchung der drei in der vorliegenden
Arbeit hergestellten Transformanten ergab jedoch, dass die vorgenommenen
Verdanderungen (knock out, Fusion mit sgfp sowie translationelle Kopplung) keinen
Einfluss auf die Fahigkeit der Hyphen haben, die Wasser/Luft Grenzfliche zu
durchdringen. Dagegen konnte bei der Untersuchung der Hydrophobizitit der
Kolonieoberfliche eine deutliche Senkung der Hydrophobizitit bei allen
Transformanten beobachtet werden. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen fiihrte weder
die Deletion jedes einzelnen Hydrophobin Gens (fvhyd1-5) in F. verticillioides noch die
doppelte Deletion (fvhydIgleichzeitig mit fvhyd2) zu einer Veranderung bzgl. der
wasserabweisenden Eigenschaften der Hyphen (Fuchs et al. 2004). Schlussfolgernd hat
das Hydrophobin FgHyd5p selber keine unmittelbare Wirkung auf die Senkung der

Wasser-Oberflichenspannung. Es tragt aber anscheinend zu den Wasser-abweisenden
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Eigenschaften bei, die bei Agarkulturen von F. graminearum beobachtet werden.
Wahrscheinlich spielt in diesem Prozess nicht nur das FgHyd5p, sondern auch eines der

vier anderen Hydrophobine eine Rolle.

4.3 Vergleich der Sporen des F. graminearum Wild Typs und der

Transformanten

Hydrophobine beeinflussen die Sporulation der Pilze. Ascolin et al. konnten zeigen, dass
der Stamm Ahfb2 von T.reesei, der eine Deletion des hfb2 Gens tragt, eine um 50%
verringerte Konidienbildung zeigte als der entsprechende Wild Typ Stamm (Askolin et
al. 2005). Auch die Deletion des MPG1-Hydrophobinsin M. grisea hatte einen dhnlich
starken Effekt auf die Sporulation (Talbot et al. 1996). Bei der Untersuchung der hyd5-
Mutanten wurde in der vorliegenden Arbeit festgestellt, dass zwei Transformanten
(FgFP und FgAhyd5) signifikant mehr Konidien produzierten als der Wild Typ und dass
die Konidien der Transformanten FgFP und FgAhyd5 signifikant kiirzer waren und
gleichzeitig weniger Zellen enthielten als die Konidien des FgWT. Gleichzeitig war
jedoch beziiglich der Fitness der Konidien kein Unterschied zwischen den
Transformanten und dem Wild Typ erkennbar. Aus diesen Erkenntnissen kann
geschlossen werden, dass das hyd5 Gen in F. graminearum einen Einfluss auf die
Konidien-morphologie und -anzahl besitzt ohne jedoch die Keimfahigkeit der Konidien
zu beeinflussen. Vermutlich gleicht der Pilz die signifikante Abnahme der Zellzahl pro
Konidie bei gleicher Keimfahigkeit durch eine Erhéhung der Konidienzahl aus, um so
sein reproduktives Potenzial unverandert bei zu behalten.

Hydrophobine der Klassen I und II sind oft in Sporen zu finden (Kershaw et al. 1998).
Viterbo und Chet (2006) fanden heraus, dass das Hydrophobin TasHyd1 in sehr jungen
Hyphen und auskeimenden Sporen von T.reesei exprimiert wird. In etwas alteren
Hyphen sinkt das Level an TasHyd1 sehr schnell ab. Die Hydrophobine der Klasse II, wie
z.B. das HCf-6 in C. fulvum und das Cryparin in C. parasitica, haben das gleiche
Expressionsprofil wie TasHyd1 von T.reesei (Kazmierczak et al. 2005; Nielsen et al.
2001). Bei F. verticillioides wurde eine erhohte Konzentration von des Hydrophobins
Hyd2 im basalen Teil der Konidiophoren und in den Kontaktstellen zwischen einzeligen
kettenformigen Mikrokonidien festgestellt (Fuchs et al. 2004). Da alle im Rahmen der
vorliegenden Arbeit hergestellten Transformanten in ihren Genomen das sGFP unter der

Kontrolle des hyd5-Promoters hatten, wurden die Sporen der drei Transformanten
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(FgFP, FgTK und FgAhyd5) auf ihre Fluoreszenz hin untersucht. Bei allen drei
Transformanten wurden etwas stirker leuchtende Septen gefunden. Bei den
Transformanten FgFP und der Deletionsmutante FgAhyd5 lief3 sich eine starke hellgriine
Fluoreszenz in den Fufdzellen mancher Konidien beobachten. Vermutlich handelt es sich
um Autofluoreszenz, da im Falle einer Ansammlung von Fghyd5p im Bereich der
Konidiensepten oder in der Fuf3- oder Kopf-Zelle die Fluoreszenz dort nur bei den
Transformanten mit Fusionsprotein zu sehen sein sollte, wahrend bei der
Deletionsmutante und bei der translationelle Kopplung der Transformanten das sGFP

gleichmaflig in den Zellen der Sporen verteilt sein sollte, die griin fluoresziert hatten.

4.4 Wachstum und Aktivierung des hyd5 Gen-Promoters der

F. graminearum-Stamme auf unterschiedlichen Medien

Es ist bekannt, dass unterschiedliche Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie
physikochemische Faktoren wie der pH-Wert bei manchen Pilzen zur Hemmung oder
auch zur Uberexpression der Hydrophobine fiihren. Bei dem Pilz T. reesei wurde
dashfb1-Gen (Hydrophobin-Klasse II) auf einem Medium mit Glukose oder Sorbit
verstarkt exprimiert. Dagegen hemmten Laktose und komplexe Polysacharide, wie z.B.
Zellulose, die Expression des hfb1-Gens (Nakari-Setdld et al. 1997). Gleichzeitig
aktivierten Sorbitol, Cellulose und Laktose die Expression der Hydrophobin Gene hfb2
und hfb3 T. reesei (Hydrophobin -Klasse II) (Askolin et al. 2005). Bei T.asperellum wurde
bei Stickstoff-Mangel das Tashyd1-Gennicht exprimiert (Viterbo & Chet 2006). Beim Pilz
C. fulvum hatten auch verschiedene C- und N-Quellen Auswirkungen auf die Expression
von Hydrophobin-Genen. So fiihrte ein Mangel an Kohlenstoffquellen bei C. fulvum zu
verstarkter Expression der fiir Hydrophobine der Klasse I kodierenden Genehcf1, hcf2,
hcf3 und hcf4. Zudem fiihrte ein gleichzeitiger Mangel an Kohlenstoff und Stickstoff zu
einer starkeren Expression allervier fiir Hydrophobine der Klasse I kodierenden Gene
sowie des hcf5-Gens fiir ein Hydrophobin der Klasse II (Segers et al. 1999). Stickstoff hat
im C. fulvum keinen Einfluss auf die Expression des hcf6-Gens (Nielsen et al. 2001).
Expressionsanalysen bei M. grisea zeigten, dass Kohlenstoffquellen dort keinen Einfluss
auf die Expression des mhp1-Gens (Klasse II) hatten (Kazmierczak et al. 2005). Im
Gegensatz dazu wurde das mpg1-Gen (Klasse I) unter N-Mangel stiarker exprimiert als
bei normaler Stickstoff-Versorgung (Talbot et al. 1993). In der vorliegenden Arbeit

wurde mit Hilfe von sGFP-Reporterstimmen (FgFP, FgTK und FgAhyd5) Hinweise
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darauf gefunden, dass Kohlenstoffquellen wie Raffinose, Salizin, Saccharose, Glukose
und Glycerin sowie Stickstoffquellen wie Natriumnitrat, Ammoniumchlorid und
Ammoniumnitrat weder die Produktion des FgHyd5p im F. graminearum noch das
Wachstum des Pilzes beeinflussen. Ebenso wenig haben komplexe und definierte
Medien oder Zellextrakte aus Gerste und Weizen einen Einfluss auf die Produktion des
FgHyd5p. . Um diese Daten zu unterschtiitzen waren weitere, von Transformanten
unabhangige Untersuchungen, z.B. auf der Ebene der Transkription von grofiem
Interesse. Derartige Untersuchungen hatten jedoch den (zeitlichen) Rahmen der
vorliegenden Arbeit liberschritten. Ein lediglich minimaler Einfluss eines pH6 auf das
Wachstum der hyd5-Gen Deletionsmutante konnte festgestellt werden. pH 4-5 und pH7-
8 zeigten dagegen keinen Einfluss auf das Wachstum oder die hyd5 Gen-Promoter-
Aktivierung. Tetlow und Farrar (1993) haben gezeigt, dass das apoplastische pH Level
bei Gerste mit gesundem Gewebe bei pH5,6-6,6 liegt und bei Gerste mit krankem
Gewebe bei pH7,3. Das hier festgestellte schwache Wachstum der Deletionsmutante bei
einem pH-Wert, wie er im gesunden Gerstengewebe vorliegt, kdnnte hier auch eine

Erklarung fiir die festgestellte reduzierte Infektiositat des Stammes darstellen.

4.5 Aktivierung des hyd5-Gen Promoters auf wasserabweisenden

Oberflachen

Um zu liberpriifen, ob der Kontakt mit dem Tragermaterial bzw. mit einer hydrophoben
Oberflache den hyd5-GenPromoter beeinflusst, wurden die Transformanten FgFP, FgTK
und FgAhyd5, die auch als sGFP-Reporterstimme dienen, verwendet. Das Myzel der
Transformanten wurde auf einer hydrophoben Oberflache (Polystyrol) zum Wachstum
gebracht, um den Einfluss des Kontaktes zur Wasser abweisenden Oberflache (WAO) auf
den hyd5-GenPromoter zu untersuchen. Es wurden Hinweise darauf gefunden, dass der
Promoter, der fiir die Regulation der Expression des F. graminearum-Hydrophobins
FgHyd5p (Klasse II) verantwortlich ist, nur in denjenigen Hyphen aktiviert wird, die
direkten Kontakt mit der WAO haben. Beziiglich Morphologie und Anhaften der Hyphen
konnte kein Unterschied zwischen den Transformanten- und den Wild Typ-Stdmmen
festgestellt werden. Es kann demnach der Schluss gezogen werden, dass das
Hydrophobin FgHyd5p als Mediator zwischen der hydrophilen Zelloberflache und der
hydrophoben Substratoberfliche, wie z.B. einer Blattoberfliche, dienen koénnte. Es
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konnten aber auch die anderen vier Hydrophobinedes F. graminearum diese Funktion
libernehmen, da kein Unterschied zwischen dem Myzel der knock-out Transformanten
und dem des Wild Typs in Bezug auf die Anheftung an die WAO festgestellt werden
konnte. Wie das FgHyd5p von F. graminearum, so sind auch die Hydrophobine von
anderen Pilzen bei der Anheftung an hydrophobe Oberflachen beteiligt (Wdsten 2001).
So wurde beispielsweise fiir das SC3-Hydrophobin von S. commune beobachtet, dass es
sich an der Grenzflache von Zellwand und einer Teflonoberflache anreichert, wo das
Protein die Anheftung der Hyphen an die extrem hydrophobe Oberfliche ermoglicht
(Wosten et al. 1994). Zudem sind auch HFBI und HFBII als Hydrophobine der Klasse II in
T. reesei in der Lage, sich an silanisiertes Glas und Teflon anzuheften (Linder et al. 2002).
Auch fiir die gut erforschten Hydrophobine MPG1 (M. grisea) und DewA (A. fumigatus)
sind solche Anheftungsfahigkeiten beschrieben worden, wobei diese von der
Orientierung der amphiphilen Molekiile abhdngig sind (Schmoll et al. 2010; Talbot et al.
1996).

4.6 Vergleich der Virulenz der Transformanten und des F. graminearum Wild

Typs
Die meisten der erforschten Hydrophobine spielen eine Rolle bei der Pathogenese der
sie bildenden Pilze. Die Expression des TasHyd1,eines hydrophobin-dhnlichen Gens im T.
asperellum, konnte innerhalb der ersten fiinf Tage nach der Wurzelinfektion
nachgewiesen werden (Viterbo & Chet 2006). Auch die beiden fiir M. grisea erforschten
Hydrophobine spielten eine wichtige Rolle bei der Infektion von Reispflanzen. Talbot et
al. (1993;1996) konnten zeigen, dass das MPGI-Hydrophobin sowohl fiir die
infektionsbezogene Entwicklung der Hyphen von M. grisea notwendig ist als auch fiir die
Appresorien-Entwicklung wahrend der Pathogenese des Pilzes. Ein anderes
Hydrophobin-Gen von M. grisea, das mhpl, wurde wahrend der Infektion stark
exprimiert (Kim et al. 2005). Auch bei dem Insektenpathogen Metarhizium anisopliae
spielen Hydrophobin eine wichtige Rolle bei der Besiedelung ihres Substrates (Leger et
al. 1998). In welchem Ausmafi das CU (Hydrophobin von O. novo-ulmi) zur
Ulmenkrankheit (Dutch elm disease) beitragt, ist bis heute nicht genau definiert worden.

Im Jahr 1996 wurde mit Hilfe eine cu-Deletionsmutante nachgewiesen, dass beziiglich
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der Pathogenitdt keinen Unterschied zwischen der Transformanten und dem Wild Typ
bestand. Daher wurde im Jahre 1997 postuliert, dass das Hydrophobin CU die
Gesundheit der befallenen Baume wahrend der Infektion nicht beeintrachtigt. Im Jahr
2000 wurde allerdings doch eine Korrelation zwischen dem CU und der Pathogenese
von 0. novo-ulmige funden (Bowden et al. 1996; Temple et al. 1997; Temple & Horgen
2000). Es gibt aber auch Hydrophobine, die keine Auswirkung auf die Virulenz der Pilze
haben. So wirkte sich z.B. bei Tomaten keines der drei Hydrophobine Bhpl-III von B.
cinerea auf die Pathogenitdt des Pilzes aus (Mosbach et al. 2011). Obwohl wahrend der
Invasion der Pflanze das HCf-6, ein Hydrophobin von C. fulvum durch den Pilzsekretiert
wurde (Whiteford et al. 2004), hat das andere durch den selben Pilz gebildete
HydrophobinHCf1, keinerlei Auswirkungen auf die Pathogenese (Spanu 1998). Weder
das Hydrophobin VDH1 von V. dahliae noch das Cryparin von C. parasitica waren jeweils
fiir die Pathogenitat der betreffenden Pilze notwendig (Kazmierczak et al. 2005; Klimes
& Dobinson 2006). Im Gegensatz zu F. verticillioides, dessen fiinf verschiedene
Hydrophobine keinen Einfluss auf die Pathogenitat hatten (Fuchs et al. 2004), wurde in
der vorliegenden Arbeit ein signifikanter Unterschied bzgl. der Pathogenitiat der
FgHyd5p-Diletionsmutante und des F. graminearum Wild Typs festgestellt. Die Infektion
der Gersten- und Weizenkeimlinge mit den drei Transformanten und dem
F. graminearum Wild Typ zeigte, dass mit dem FgAhyd5 Transformant infizierten
Pflanzen signifikant langer waren als die jenigen Pflanzen, die mit dem Wild Typ infiziert
worden waren. Aufderdem waren sowohl beider Gerste als auch beim Weizendie Blatter
der mit dem FgAhyd5 Transformant infizierten Pflanzen signifikant geslinder als die
Blatter der mit dem Wild Typ infizierten Pflanzen. Die Pflanzen, die mit zwei anderen
Transformanten (FgFP und FgTK) infiziert waren, waren nicht signifikant langer, als
diejenigen Pflanzen, die mit dem Wild Typ infiziert worden waren. Interessanterweise
zeigten die Gerstenblatter, die mit FgFP, FgWT oder FgTK infiziert waren weniger stark
ausgepragte Sympome eines F. graminearum Befalls im im Vergleich der
unterschiedlichen Behandlungen. Anderseits zeigten die Weizenblatter, die mit den
beiden Transformanten FgFP und FgTK infiziert waren eine etwas hohere Fitness als
diejenigen, die mit dem Wild Typ infiziert wurden. Ihre Fitness war jedoch geringer als
die von Weizen, der mit der Delationsmutante infiziert worden war. Diese Unterschiede
konnten durch die vorliegenden Daten nicht eindeutig erklart werde, es kann vermutet

werden, dass die benutzte Weizensorte weniger resistent gegeniiber F. graminearum
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war als die eingesetzten Gerstesorten. Eine explizite Betrachtung der
Sortenunterschiede wiirde jedoch den Rahmen der vorliegenden Arbeit sprengen. Die
Abwesenheit eines Unterschiedes in der Fitness von Gerstenbldttern, die mit FgWT,
FgFP oder FgTK behandelt wurden sowie das vorliegen eines signifikanten
Unterschiedes zwischen den Behandlungen mit FgFP und FgTK einerseits und der
Deletionsmutante FgAhyd5 andererseits konnten darauf hinweisen, dass die
Transformanten funktionsfdhiges FgHyd5p Protein produzieren kénnen. Daraus ldsst
sich insgesamt schlief3en, dass FgHyd5p einer der Virulenzfaktoren von F. graminearum
sein konnte und damit einen wichtigen Faktor bei der Pathogenese des Pilzes an
Getreide darstellt. Dass es allerdings nicht der einzige Faktor bei der Pathogenese ist
zeigt sich daran, dass alle infizierten Gersten- und Weizenpflanzen signifikant weniger
gesund waren als die nicht infizierten Pflanzen.

Wie oben beschrieben, werden manche Hydrophobine wahrend der Infektion
produziert. Cuomo et al.(2007) suchten in den fiir das Genom von F. graminearum
ausgewiesenen ,predicted secreted proteins“ nach solchen Sequenzen, die Ahnlichkeiten
mit Sequenzen typischer pilzlicher Virulenzfaktoren hatten. Die Suche erstreckte sich
insbesondere auf Regionen mit hoher SNP-Dichte (single-nucleotide polymorphysm).
Neben anderen Homologen zu den vermeintlichen Virulenzfaktoren wurde dabei auch
eine Hydrophobinsequenz (FG01831=Fghyd5) gefunden. Die Hypothese von der Rollle
des Hydrophobins als Virulenzfaktor wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch
die Verwendung von hyd5-sgfp-Reporterstimmen unterstiitzt, denn es wurden
Hinweise darauf gefunden, dass FgHyd5p wahrend der Infektion von Gerste und Weizen
in den F. graminearum Transformanten produziert wird. Durch eine konfokale
Fluoreszenz-Mikroskopie wurden die in Historesin eingebetteten Schnitte von
infizierten Pflanzenteilen untersucht. In den Phloem- und Xylem-Gefifien sowie im
Parenchym der mit den Transformanten FgFP und FgAhyd5 infizierten Gerste war eine
deutliche sGFP-Fluoreszenz zu sehen. Dies entspricht der Erwartung, da sich der Pilz in
den ersten zwei Wochen vertikal und danach horizontal liber die Gefafde verbreitet
(Guenther & Trail 2005). Das Ergebnis bestitigt auflerdem die bioinformatischen

Untersuchungen von Cuomo et al. (2007).
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4.7 Hydrophobin als Ausloser von oxidativem Stress

Die erste pflanzliche Immunantwort nach der Pflanzen-Pathogen-Erkennung ist die
Bildung von ROS und der damit in der Pflanze ausgeldste Oxidative Stress (OS) (Dixon &
Harrison 1994). Eine Besiedelung durch pflanzenpathogene Pilze wie Phytophthora
megasperma, Verticillium dahliae und C. fulvum verursachen bei den Wirtspflanzen OS
(Davis et al. 1993; Vera-Estrella et al. 1992; Lindner et al. 1988). Auch F. graminearum
ist in der Lage, bei Gerste und Weizen wahrend der Ahreninfektion OS zu verursachen
(Golkari et al. 2007; Zhou et al. 2005). Da die hier vorliegenden Ergebnissen weisen
darauf hin, dass das Hydrophobin 5 von F. graminearum einer der Virulenzfaktoren bei
der Infektion ist und auch manche andere Zellwandkomponenten von Pilzen zur
Produktion von ROS fiihren kénnen (Wojtaszek 1997), wurde vermutet, dass das
FgHyd5p ein Ausloser fiir OS in Gerste- und Weizenbldttern sein kann. Laut dieser
Hypothese sollte der Kontakt mit den hyd5-Deletionsmutantenvon F. graminearum
(FgAhyd5) zu einer geringeren ROS-Produktion fiihren als mit Komponenten des Wild
Typs. Um die Reaktion von Gersten- und Weizenbliattern auf den Kontakt mit
entsprechenden Konidienextrakten zu testen, wurde eine Luminoloiz2-Analyse
Konidienextrakten und Konidiensuspensionen des F. graminearum Wild Typs bzw. der
hyd5-Deletionsmutante durchgefiihrt. Es zeigte sich jedoch, das auch nach dreimaliger
Wiederholung der Versuche kein Unterschied in der ROS-(H20:) Bildung festgestellt
werden. Es wurde daher vermutet, dass die Hydrophobin-Konzentration in der
Konidiensuspension nicht hoch genug war (in vorherigen Konidienuntersuchungen
konnte keine FgHyd5p-Expression nachgewiesen werden). Deshalb wurde fiir die
Reaktion ein lyophylisiertes Hydrophobin 5 von F. culmorum (unbestimmte
Konzentration) sowie als negative Kontrolle ein lyophilisierter Zelliiberstand von Pichia
pastoris verwendet. Die H202-bildenden Reaktionen wurden in der Loiz2-Analyse durch
das FcHyd5p- und das P. pastoris-Zelliiberstand-Lyophylisat gechemmt. Wahrscheinlich
befinden sich in den Lyophylisat von P. pastoris Stoffe, die Peroxidasen hemmen und
dadurch die Reaktion insgesamt. Es gibt drei mogliche Griinde dafiir, dass sich die ROS-
Produktion bei dem Wild Typ und der Deletionsmutante nicht unterschied: 1. In dieser
Arbeit konnte keine Hydrophobin-Produktion in den Konidien nachgewiesen werden.
Aufgrund der Abwesenheit von Hydrophobin 5 in den Konidien blieb das Ausmaf$ der
ROS-Produktion in den Gersten- und Weizenbldattern gleich. 2. Hydrophobine sind
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oberflachenaktive Proteine, die hydrophobe und hydrophile Bereiche haben (Wessels
2000). Diese hydrophob-hydrophilen Bereiche sind in der Lage, den Kontakt zwischen
Rezeptor und Ausléser zu verhindern. Somit kann das Hydrophobin nicht als guter
Ausloser dienen. 3. Die Messung wurde innerhalb von zwei Stunden durchgefiihrt, es
konnte demnach sein, dass das Hydrophobin erst zu einem spateren Zeitpunkt der
Infektion als Elicitor teilnimmt, z.B. wahrend der Invasion oder der Appresorien-
Bildung. Wenn dies der Fall ist, hat die Messung in den ersten zwei Stunden einen

eventuellen Unterschied bei der ROS-Bildung nicht detektieren konnen.

4.8 Gushing

Ein bekanntes und vieldiskutiertes Phdnomen in der Brauindustrie ist das Gushing des
Bieres. Als Gushing wird das spontane Uberschiumen von karbonisierten Getrinken,
wie z.B. Bier, Sekt oder Saftschorle (Burkert 2006; Christian et al. 2011) bezeichnet. Seit
1965 ist bekannt, dass ein Grund fiir das Auftreten von Gushing die Verwendung von
Malz sein kann, welches aus mit Fusarium ssp. infiziertem Getreide hergestellt wurde
(Gjertsen et al. 1965). Wahrend der Infektion produzieren Fusarium-Arten eine Reihe
von Metaboliten, die die normale Korn-Proteolyse storen und somit die Qualitat des
Malzes und des Bieres beeintrachtigen konnen (Harris et al. 1999; Oliveira et al. 2012;
Oliveira et al. 2013). Die Hydrophobine, die auch wahrend der Infektion produziert
werden, konnen primares Gushing verursachen. Es wurde nachgewiesen, dass
Hydrophobine von F. poae und des F. culmorum Gushing in Bier verursachen (Haikara et
al. 2005; Sarlin et al. 2005; Zapf et al. 2006).

Der Vergleich der AS-Sequenz des Hydrophobin 5 von F. culmorum (NCBI: ABE27986.1)
mit dem vorhergesagten Protein von F. graminearum (NCBI: XM_382007.1, predicted
protein sequence) zeigt nur eine 54%-ige Ahnlichkeit zwischen den beiden Proteinen,
wenn die Proteinsequenz zusammen mit dem Sekretionspeptid verglichen wird (Zapf et
al. 2006). Die durch F. culmorum und F. graminearum sekretierten Hyd5p Proteine sind
dagegen 100 % homolog. Da Zapf et al. bereits zeigen konnten, dass FcHyd5p Gushing
auslost, wurde vermutet, dass auch das homologe FgHyd5p aus F. graminearum eine
dhnliche Wirkung haben sollte (Zapf et al. 2006). Ein modifizierter Carlsberg-Test mit
dem Malz von mit dem F. graminearum Wild Typ bzw. der F. graminearum-hyd5-
Deletionsmutante infizierten Geste- und Weizenpflanzen zeigte keinen signifikanten

Unterschied im Gushing-Volumen von Kkarbonisiertem Wasser. Wahrend der
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Durchfithrung des modifizierten Carlsberg-Tests fiel jedoch auf, dass in denjenigen
Flaschen, die mit dem FgTK-infizierten Malz behandelt worden waren, ein sehr geringes
Gushing-Volumen aufwiesen. Ein moglicher Grund dafiir kénnte der niedrige
Infektionsgrad der Gerste durch den FgTK-Stamm wahrend des Malzens sein. Wahrend
des Malzens war deutlich zu erkennen, dass der Befall der Weizenkérner mit FgTK
geringer war als der Befall der Kérner mit anderen Stammen. In fritheren Arbeiten war
die Wirkung von Hydrophobinen auf das Gushing mittels direkter Zugabe von in Wasser
gelosten Hydrophobinen gezeigt worden. Dagegen wurde bei dem oben beschriebenen
Experiment das gesamte infizierte Korn verwendet (Lutterschmid et al. 2010;
Lutterschmid et al. 2011). Dies fiihrt zu einer Senkung der FgHyd5p-Konzentration im
gesamten Volumen und zur Zugabe von anderen, sekundaren, Gushing-Faktoren, die die
Reinheit des Experiments beeintrachtigt haben konnten. Andererseits ist Folgendes
bekannt: Wenn das Malz in Gushingstests wie dem Donhauser-oder dem Carlsberg-
Testpositiv reagiert, heifst dies nicht, dass auch ein daraus hergestelltes
Bierzwangslaufig tiberschaumen wird (Christian et al. 2011). Aus diesen Griinden
konnte eine Auswirkung einer Deletion des fghyd5-Gens auf das Gushing nicht belegt

werden.

4.9 Vergleich der Transformanten mit dem F. graminearum Wild Typ sowie

die Frage nach der Funktionalitat der FgTK Transformante

Um die Funktion des Hydrophobins FgHyd5p im Lebenszyklus von F. graminearum zu
untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit drei F. graminearum Transformanten
hergestellt: bei der knock-out Mutante (FgAhyd5) wurde das hyd5 Gen durch das fiir
sGFP kodierende sgfp-Gen ersetzt, so dass anstelle des Hydrophobins das
fluoreszierende Protein unter der Kontrolle des hyd5 Promoters produziert wurde. Zwei
weitere Transformanten des F. graminearum Wild Typs enthielten ein vollstindiges
hyd5-Gen, waren aber zusatzlich mit einer sGFP Reporterfunktion ausgestattet. FgFP
enthielt schliefdlich als zweiter Mutantentyp ein gentechnisches Konstrukt, das zur
Bildung eines FgHyd5p-sGFP Fusionsproteins fiihrt. Da Hydrophobin 5 ein stark
oberflachenaktives Protein ist und sowohl hydrophobe als auch hydrophile Teile besitzt,
wurde bereits bei der Konstruktion vermutet, dass die Funktionen von FgHyd5p

und/oder des sGFP in einem FgHyd5p-sGFP-Fusionsprotein infolge einer Fehlfaltung
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beeintrachtigt sein kdénnten. Es wurde deshalb eine weitere Transformante (FgTK)
hergestellt, in der das hyd5-Gen und das sgfp-Gen so auf einer bicistronischen mRNA
kodiert sind, so dass beide Gene unter der Kontrolle des hyd5-Promoters exprimiert
werden. Durch die Konstruktion sollten jedoch beide Proteine getrennt voneinander
synthetisiert werden, so dass der Erhalt der Funktionalitit beider Proteine
angenommen werden kann. Es gibt Hinweise darauf, dass kernkodierte polycistronische
mRNA auch in Eukaryoten translatiert werden kann (Chanfreau et al. 1998; Chung et al.
2003; Minet et al. 1979; Petfalski et al. 1998). Eine Translation dicistronischer mRNA in
Eukaryoten ohne den Einbau der IRES-(Blumenthal 2004) oder 2A-Protein-Sequenzen
(Unkles et al. 2014) im genetischen Konstrukt ist nur dann méglich, wenn ein Eukaryont
dank "context-dependent leaky scanning mechanism" polycistronische mRNA ablesen
kann (Wall et al. 2005). Bis heute ist es nicht bekannt, ob dieser Mechanismus bei F.
graminearum vorkommt. Fiir den Fall, dass dieser Mechanismus in dem Pilz existieren
sollte, wiirde sich die Transformante FgTK in unterschiedlichen Experimenten so
verhalten, wie der F. graminearum Wildtyp. Tatsachlich zeigte diese Transformante
keinen Unterschied zum Wildtyp in der Morphologie der Kolonie sowie in der
Hyphenbreite, der Konidienlange und -zahl, in der Perithezienbildung, in der Vitalitat
der Sporen sowie in der Biomasseproduktion (Uberblick iiber die Ergebnisse in
tabellarischen Form: siehe Tabelle 12). Es gab auch keine Unterschiede im Uberwinden
der Oberflaichenspannung von Wasser, der Infektiositit und des Hervorrufens von
Gushing in Bier. In allen untersuchten Parametern verhalt sich diese Transformante wie
der Wildtyp, was darauf hindeutet, dass das hyd5-Gen von der dizistronische mRNA
richtig translatiert worden sein konnte. Das Auftreten einer Fluoreszenz der Hyphen bei
Wachstum auf einer wasserabweisenden Oberfliche deutet darauf hin, dass auch das
zweite Gen des bicistronischen mRNA Konstruktes richtig translatiert wird.
Andererseits zeigt die FgTK Transformante hydrophobe Hyphen und eine gegeniiber
den Wildtyp abgeschwachte Virulenz gegeniiber Getreidepflanzen. Diese Fahigkeiten
zeigte auch die Delationsmutante. Vermutlich wird in beiden Fallen zu wenig
Hydrophobin 5 produziert, um eine mit dem Wildtyp vergleichbare Hydrophobizitat
und Virulenz zu erreichen. Es wurde daher vermutet, dass in dem Fall von FgTK ein
"context-dependet leaky scanning mechanism" vorliegt, aber Hydrophobin 5 und sGFP
werden jeweils in kleineren Konzentration produziert, was fiir die Unterschiede

zwischen den Transformanten verantwortlich sein kénnte. Weitere Untersuchungen
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(z.B. Nothern Blot) kénnten hier ggf. kldren, ob in F. graminearum einen "context-
dependet leaky scanning mechanism" existiert. Diese weiterfiihrenden Untersuchungen
konnten jedoch aus Zeitgriinden im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr
durchgefiihrt werden.

Interessanterweise verhdlt sich die FgFP Transformante ahnlicher wie die
Deletionsmutante als wie der Wildtyp. So hat diese Transformante hydrophilere Hyphen
und bildet dhnlich viele Konidien und Perithezien wie die Deletionsmutante FgAhyd5.
Die Zellzahl pro Konidie ist, ahnlich wie bei FgAhyd5. Gegentliber dem Wildtyp erhoht.
FgFP besitzt jedoch im Gegensatz zur Deletionsmutante FgAhyd5 keine veradnderte
Virulenz. Moglicherweise fiihrt eine Fehlfaltung des Fusionsproteins zu einer Situation,
in der die Proteinmaschinerie der Pilzzelle mehr damit beschaftigt ist, die fehlgefalteten
Proteine wieder abzubauen, als eine normale Proteinproduktion durchzufiihren. Dies
hat moglicherweise die beobachteten Abweichungen zur Folge. Als einzige
Transformanteruft FgFP verstarktes Gushing im Beer hervor. Ein méglicher Grund dafiir
konnte sein, dass die infizierten Getreidekorner einen starkeren Befall durch FgFP
gezeigt haben, was zu einer Erh6hung des Gushing Volumens in den Analysen gefiihrt

haben konnte.

4.10 Entwicklung einer reverse transcription loop-mediated isotermal

amplification Methode fiir die Untersuchung der Genexpression in Pilzen

Die loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ist eine relativ neue Methode, die
eine Synthese von grofieren DNA-Mengen in kiirzester Zeit und bei gleichbleibender
Temperatur erlaubt (Notomi et al. 2000). Im Verlauf der letzten 13 Jahre wurden
mehrere Anwendungen fiir diese Methode entwickelt, unter anderem die Amplifikation
von mRNA nach in vitro reverser Transkription in cDNA, die anschlieflend als
Amplifikations-Template eingesetzt wurde (Niessen et al. 2013). In der vorliegenden
Arbeit wurde eine Methode entwickelt, bei der mRNA nach Isolation aus Pilzen oder
infizierten Pflanzen ohne vorherige in vitro Umschreibung in cDNA direkt als
Amplifikationstemplate in eine LAMP eingesetzt wurde. Das Verfahren wurde als
Reverse-Transkription Loop-Mediated Isotermal Amplification (RT-LAMP) im Rahmen
einer Vorabpublikation von Ergebnissen der vorliegenden Arbeit veroffentlicht
(Minenko et al.,, 2014). Die RT-LAMP konnte dariiber hinaus auch fiir den Nachweis der
121



Diskussion

Gen-Expression direkt im Myzel einer Reinkultur von F. graminearum ohne vorherige
mRNA Extraktion angewendet werden. Durch eine Kombination der LAMP-Reaktion
und der reversen Transkription von mRNA in einer einzigen Reaktion sowie durch die
Nutzung von hoch aktiver Bst2.0-Polymerase sowie aufgrund der Moglichkeit, das Myzel
ohne jegliche Praparation direkt dem Reaktionsmix zuzugeben, konnte die Gen-
Expression inklusive der Proben-Vorbereitung mit der entwickelten Methode innerhalb
von nur 40 Minuten nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur klassischen Reverse
Transkription PCR (RT-PCR) oder einem Microarray benétigt man fiir die RT-LAMP
keine teuren RNA-Praparations Kits, da keine mRNA-Isolierung notig ist, wenn mit dem
Myzel von Reinkulturen gearbeitet wird (Espy et al. 2006; Rosa et al. 2006). Dank des
einfachen Handlings und der viel schnelleren Durchfiihrung des Experiments sinken
auch die Personalkosten: So bendétigt beispielsweise ein real-time PCR Assay in einem
real-time PCR Gerat wie etwa dem LightCycler (LightCycler Strep-A, Roche Diagnostics
Corporation) 1,9 Vollzeitdquivalente, wahrend man fiir die RT-LAMP nur 0,01 braucht
(Espy et al. 2006). Deswegen kann die hier beschriebene neue Anwendung der RT-LAMP
fiir wichtige Vorversuche in de Expressionsanalyse pilzlicher Gene eingesetzt werden,
um schnell und kostengiinstig die tatsachliche Dauer der Gen-Expressionen zu erfahren.
Solche Vorversuche zur genauen Definition des Zeitraums, in dem die Expression der
untersuchten Gene stattfindet, sollten immer dann durchgefiihrt werden, wenn die Zahl
der mit einer klassischen Gen-Expressionsanalyse zu untersuchenden Probenaus
Kostengriinden moglichst gering gehalten werden soll. Die RT-LAMP kann auch in
Studien benutzt werden, in denen die Wirkung unterschiedlicher 6kologischer Faktoren
auf die An- oder Abwesenheit sekundirer Metabolite, z.B. von Mykotoxinen, auf der
Ebene der mRNA untersucht werden soll, wie von Schmidt-Heydt et al.(2011)
dargestellt. Die neu entwickelte RT-LAMP kann auch verwendet werden, um schnell die
Anwesenheit von mRNA im Myzelium festzustellen und dabei auf komplizierte, teure
und zeitaufwendige Methoden zu verzichten. In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der neu
entwickelten RT-LAMP die Expression des hyd5-Gensim Myzel des F. graminearum
untersucht. Durch die RT-LAMP wurde bestatigt, dass in Myzel nach Wachstum in Malz-
Extrakt-Medium kein Expression des hyd5-Gens stattfindet. Eine Expression dieses Gens
konnte mit der Methode jedoch wahrend bei der Infektion von Gerste oder Weizen
detektiert werden. Durch diese Experimente konnte bestatigt werden, dass das hyd5-

Gen fiir die Infektion von Getreidepflanzen bedeutsam ist. Dariiber hinaus zeigten diese
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Experimente, dass die hier entwickelte RT-LAMP Methode auch bei anderen als den in
der Publikation von Minenko et al. (2014) verwendeten Housekeeping-Genen
angewendet werden kann. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass es mit Hilfe der RT-LAMP
auch moglich ist, nach mRNA-Extraktion aus infizierten Pflanzendie Expression der
F. graminearum-Genenachzuweisen. Somit wurde mit der RT-LAMP eine neue, dufderst
schnelle, prazise und kostengiinstige Methode entwickelt, welche den spezifischen

Nachweis der Gen-Expression im Myzel und in infizierten Pflanzen erlaubt.
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Zusammenfassung

5.1 English Summary

Hydrophobins are a group of small secreted proteins ubiquitously found in filamentous
fungi. Some hydrophobins were shown to have functions in fungal development, while
others seem to lack known function. Hydrophobins play an important role in
plantcolonisation, formation of microsclerota and conidia. The hydrophobins are also
virulence factors and they are able to influence the pathogenesis of fungi.
Bioinformational analysis showed that F. graminearum harbours five different
hydrophobin genes. Four of them code for class I und one for class II hydrophobins. The
hydrophobin 5 class II from F. graminearum is a homolgue to the hydrophobin 5 from F.
culmorum. Cellular functions of FgHyd5p are still unknown. FgHyd5p, the
F. graminearum homologue to FcHyd5p (F. culmorum), is a small secreted protein
typified by the presence of 8 cysteine residues at conserved positions. FgHyd5p is
characterized by formation of low stability aggregates and solubility in organic solvents.
The aim of the study was to investigate the influence of Hydrophobin 5 on the
morphology, growing and virulence of F. graminearum.

The results obtained do not support the hypothesis according to which FgHyd5p has an
effect on the morphology of F. graminearum since no differences in colony morphology
and growth rate, hyphal length and diameter or biomass productionoccurred between
any of the transformants and the F. graminearum wild type. Knockout of the fghyd5 gene
appears to cause a reduction of spore length and an increase in spore numbers. The
results obtained after using an F. graminearum reporter strain expressing sGFP under
the control of the Phyd5 promoter suggest that FcHyd5p was not expressed in media
with different carbon (raffinose, salicin, sucrose, glycose and glycerin) or nitrogen
(sodium nitrate, ammonium chloride and ammonium nitrate) sources, respectively.
Moreover, results did not suggest any pH dependent fghyd5 gene expression. FgHyd5p
appears to have an effect on the hydrophobicity of hyphae resulting in an easy wettable
phenotype of transformants. It was shown that FgHyd5pis produced on the surfaces of
hyphae and probably leads to the adhesion of mycelia tohydrophobic surfaces. Results
of studies also indicate that FgHyd5p appears to have an effect on the virulence of F.
graminearum. Wheat and barley plants infected with spores from an Fgdhyd5 knockout

strain at EC 0-9 were significantly longer in EC 12 as compared to plants that were
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infected with the F. graminearum parent strain. Using the F. graminearum sGFP reporter
strain and histological analysis first evidence was proviede that the gene is expressed
during plant infection and may thus play a role as a virulence factor during the infection
of cereals.

A novel application for reverse transcription loop-mediated isothermal amplification
(RT-LAMP) was developed which enables rapid, accurate and inexpensive analysis of
gene expression directly in pure culture mycelia and in infected plant tissue after mRNA
isolation. Our results demonstrate that RT-LAMP facilitates the direct amplification of
mRNA of F. graminearum extracted from pure fungal mycelia and from infected plants
without previous in vitro transcription to cDNA. The RT-LAMP can thus be applied to
detect the expression of genes in F. graminearum from hyphae and infected plant
materials. This method can be applied in experiments quick without careful mRNA
extraction and following cDNA synthesis. Due to inclusion of two reactions, the LAMP
reaction and the reverse transcription of mRNA in one assay as well as the use of the
highly active Bst 2.0 DNA polymerase, gene expression can be detected within 40 min.
Compared to real-time PCR and microarrays, RT-LAMP needs no expensive equipment
and a minimum of pre and post experimental handling. We propose to use RT-LAMP as a
faster, less expensive and highly accurate method for the qualitative expression analysis

of fungal genes in pure cultures and infected plants.
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5.2 Deutsche Zusammenfassung

Fusarium spp. ist ein Fadenpilz, der zu den echten Pilzen (Eumycetes) gehort. Die
meisten Reprasentanten dieser weltweit verbreiteten Gattung sind harmlose
Saprotroph, Manche Arten, wie z.B. F. graminearum, F. culmorum und F. verticillioides
sind wichtige Pflanzen-Pathogene. F. graminearum befdllt fiir die Lebensmittelindustrie
relevante Getreidesorten, wie Weizen und Gerste und verursacht FHB. Um die Pflanzen
zu befallen besitzt der Pilz eine Reihe von Virulenzfaktoren: Mykotoxine, G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, Kutinasen und Lipasen. Ein moéglicher Virulenz Faktor von
F. graminearum konnten Hydrophobine sein. Die natiirlichen Funktionen des Klasse Il
Hydrophobins FgHyd5p im Hinblick auf den Phdnotyp von F. graminearum, die
physiologischen und morphologischen Eigenschaften des Pilzes sowie auf sein Potential
zur Auslosung von Gushing in Bier sind bisher nicht bekannt.

Hydrophobine sind eine Gruppe von kleinen, nur aus Fadenpilzen sekretierbaren
Proteinen. Manche Hydrophobine haben lebenswichtige Funktionen innerhalb des
Lebenszyklus des Pilzes. Die Hydrophobine spielen auch eine wichtige Rolle bei der
Kolonisation des Wirtes, bei der Bildung von Fruchtkorper, Mikrosclerotia und
Konidien. Die Hydrophobine sind Virulenzfaktoren und somit bewirken sie die
Pathogenese. Unterschiedliche Nahrungsquellen, wie z.B. Kohlenstoff und Stickstoff,
beeinflussen die Produktion der Hydrophobine in den Pilzen. Aber es gibt Pilze, bei
denen die Funktion der Hydrophobine bis heute ungeklart ist. Es wurde bioinformatisch
nachgewiesen, dass das F. graminearum fiinf Hydrophobin-Gene im Genom hat. Vier
Gene kodieren das Hydrophobin der Klasse I und eines das Hydrophobin der Klasse II.
Das Hydrophobin 5 der Klasse II des F. graminearum ist ein Homolog zu dem F.
culmorum-Hydrophobin 5, welches in der Lage ist, Gushing zu verursachen. Die
Funktionen des Hydrophobin 5 des F. graminearum (FgHyd5p) sind noch nicht
erforscht. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des FgHyd5-Proteins auf die
Morphologie, das Wachstum und die Virulenz von des F. graminearum zu untersuchen.
Durch die Herstellung von drei Transformanten, unter anderem auch eines hyd5-Gen-
Deletionsmutanten und eines sGFP - Reporter-Stammes, wurden Hinweise erarbeitet,
dass das FgHyd5 verschiedene Funktionen im Lebenszyklus des F. graminearum hat.
Zwar hat das FgHyd5p weder einen Einfluss auf die Kolonie noch auf die Hyphen-

Morphologie oder Biomasse-Produktion, aber es tragt anscheinend zur Hydrophobizitat
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der Hyphen bei. Die Hyphen des hyd5-Gen-Deletionsmutanten erwiesen sich
hydrophiler als die Hyphen es F. graminearum Wild Typs. Aus den erhaltenen Daten
kann abgeleitet werden, dass das FgHyd5p zum Anstieg der Sporenzahl, zur Verkiirzung
der Sporen und zur Senkung der Zellzahl pro Konidien fiihrt. Die Keimfahigkeit der
Konidien bleibt jedoch unbeeinflusst. Die Untersuchungen des Reporter-Stammes, durch
den GFP unter der Kontrolle des hyd5-Gen-Promoters produziert wird, unterstiitzen
nicht die Hypothese, nach der FgHyd5p in den ruhenden und auskeimenden Sporen
produziert wird. Dariiber hinaus wird die Produktion des FgHyd5p anscheinend nicht
durch Raffinose, Salizin, Saccharose, Glukose, Glycerin, Natriumnitrat,
Ammoniumchlorid oder Ammoniumnitrat stimuliert. Die Ergebnisse weisen darauf hin,
dass der pH-Wert ebenso wenig einen stimulierenden oder hemmenden Einfluss auf die
FgHyd5p-Produktion hat. Manche Hydrophobine tragen zur Anheftung der Hyphen an
wasserabweisende Oberflaichen (WAO) bei. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass das FgHyd5p in denjenigen Hyphen produziert wird, die im Kontakt mit
der WAO wachsen. Schlussfolgernd konnte festgestellt werden, dass das FgHyd5p
wahrscheinlich eine Funktion bei der Anheftung der Hyphen an die WAO hat. Die
Ergebnisse zweier unterschiedlicher Infektionsveruche auf Gerste und Weizen (Blatt-
und Keimlingsinfektion) deuten darauf hin, dass das FgHyd5p einer der
Virulenzfaktoren des F.graminearum sein konnte und einen Einfluss auf die
Pathogenitidt des Pilzes haben konnte. Experimente, die mit einem sGFP-Reporter-
Stamm durchgefiihrt wurden, férdern die Hypothese, nach der FgHyd5p wahrend der
Infektion von Gerste und Weizen produziert wird.

Da das F. graminearum vier Hydrophobin Gene besitzt, ware es von wissenschaftlichem
Interesse, vier der anderen Hydrophobine aus den Chromosomen zu eliminieren und so
doppelte knock out-Transformanten herzustellen, um die genauen Funktionen und das
Zusammenwirken vier anderer Hydrophobine zu erforschen. Da Hydrophobine nicht
der einzige Faktor beim Gushing sind, ware es auch sinnvoll, Gerste und Weizen mit den
F. graminearum-Hydrophobin-Transformanten zu infizieren und aus ihren Koérnern
Malz herzustellen, um dieses zu brauen und zu untersuchen, in welchem Mafie das
infizierte Malz auch ohne Hydrophobine das Gushing beeinflusst.

Es wurde eine neue Anwendung fiir eine Reverse transcription loop-mediated
isothermal amplification (RT-LAMP) fiir die Pilze entwickelt. Diese Methode erlaubt

nach der RNA Isolation eine schnellere, exakte und billige Analyse von Genexpression
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direkt im Mycelium des Pilzes und in infiziertem pflanzlichen Gewebe. Aufierdem
ermoglicht sie eine direkte mRNA-Amplifikation ohne vorherige Umschreibung der
mRNA auf die cDNA. Die RT -LAMP kann angewendet werden, um eine Gen-Expression
im F. graminearum bei Hyphen und infiziertem Pflanzenmaterial nachzuweisen. Dieses
Verfahren kann nicht nur in Experimenten wie von Schmidt-Heydt et al. (2011)
angewendet werden, sondern immer dann, wenn aus Zeitgriinden auf eine sorgfaltige
mRNA-Extraktion und eine folgende cDNA -Synthese verzichtet werden soll. Durch den
gleichzeitige Ablauf von zwei Reaktionen in einer einzigen Analyse, der LAMP-Reaktion
und der reverse Transkription der mRNA, sowie durch die Verwendung der hochaktiven
Bst 2.0 DNA-Polymerase kann die Genexpression innerhalb von 40min nachgewiesen
werden. Im Vergleich zu real-time PCR und Microarrays braucht man fiir die RT-LAMP
keine teure Ausriistung und nur ein Minimum am Pre-und Post experimentellem
Umgang. Wir schlagen vor, die RT -LAMP als schnellere, preiswertere und sehr genaue
Methode zur qualitativen Analyse der Expression von Pilzgenen in Reinkulturen und

infizierten Pflanzen zu verwenden.
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pSK-379-sGFP
8153 bp

7.2 Sequenzen

7.2.1 FgHyd5 - genomische Sequenz (FG01831.1)

ATGAAGTTCTCACTCGCCGCCGTTGCCCTCCTTGGAGCCGTTGTCTCTGCCCTTCCCGCCAACGAGAA
GCGACAGGCCTACATCCCTTGCAGTGGCCTCTACGGCACTTCTCAGTGCTGTGCTACTGATGTCTTGG
GTGTTGCCGACCTCGACTGCGGAAACCGTAAGTCATCGAGCCTTTCGATAAGAGACCAAGCTAACAT
GAACAGCCCCTTCGTCTCCCACCGACGCCGACAACTTCAGCGCTGTCTGCGCCGAGATTGGCCAGCG
AGCTCGCTGCTGTGTCCTCCCCATCGTGAGTTTGCCTTTGGTATTGATGATTAATATAATAAAATCTCT
TTAGCTTGACCAAGGCATCCTCTGCAATACCCCTACTGGTGTCCAGGACTAA

7.2.2 FgHyd5 - Sequenz ohne Intronen

ATGAAGTTCTCACTCGCCGCCGTTGCCCTCCTTGGAGCCGTTGTCTCTGCCCTTCCCGCCAACGAGAA
GCGACAGGCCTACATCCCTTGCAGTGGCCTCTACGGCACTTCTCAGTGCTGTGCTACTGATGTCTTGG
GTGTTGCCGACCTCGACTGCGGAAACCCCCCTTCGTCTCCCACCGACGCCGACAACTTCAGCGCTGTC
TGCGCCGAGATTGGCCAGCGAGCTCGCTGCTGTGTCCTCCCCATCCTTGACCAAGGCATCCTCTGCAA
TACCCCTACTGGTGTCCAGGACTAA

7.2.3 FgHyd5 vorhergesagter Promoter-Bereich

GTGGAGATTTTCTTGATTCTGGGGCATTGGATCCATGATCAGCGATAAGCGACCTCGCGAAAATCAT
GATATAGAGTCAAGTTGCCTTGTACGGAAGGATTAGTCCGCACTTTAAGACAGCCACTTACATCTTTT
CTCAACAAATAACTTAGTGTCTGGGGTTGGAACAAGTAATCTGCAGGTACAGTGTGATGTATGGATA
GGCTCAGATGAGCTGAGAGACAAGCAGAAACAGGAACAAAGCGGACATCCCGGGACGATATTATG
ACGATCAAGCAGTACCTTTTCAGCGAATCAACCAACTCAATGTGACATTCCAGCAAACAATGACATCG
GCCCAGCAGCAGCAGTCCCAAATTAGTCCTTAACAAAGTCCACTATAATTGGATGAAACGTCGACAG
CTCATATAACTTGCTGTGGCGATTTCGGCAGTCTGGCATCCCTTTCAGCGATACCTCCGACGACCCAA
CCAATTAAAAGGTTCAATTAGCTTGGATCGTCGAAACGCGTTAATGCGTTGCTATCCCCTGTCCGGCT
GGCGTACCTCGTTGTTGCGACGCTACAACAGGTTTCGAGGCTCCATTTAAGCTGCGATATAGACCGG
GATGGTAGGTTTCAAAACGTCAACGGCTTTAACATGATTTCTATCATTGTTGAGTGGCAATAGGTCAT
TGAGAGATGACGACAAGAAATTGCTTATGCTCATCTTATTAAAAATGGACTTGTGTGGACGGCGAGT
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TGTATAAATACAGAGGCGTTGTGACCGGAAATCACTTTTGAAATCCTCATTCACATCCTCAAAGCACA
TCCAATACAGTAATCTACATCTTTACTCTCCTAAACCAATCACTCTATTCATC

7.2.4 FgHyd5 vorhergesagter Terminatorbereich

AGTGTCACGAGTTTGTGACCTTGTATAATGCGAATACGATATTGGAATTGATTGATGGATTATATAAA
CCGAGTTCTGACTTTGTTATAATATTAGTTCTAACAAGTTACATATTTGAATCAACCTCTTAATTCGTCT
TTACTGCGGGATCTTGTGTTTTGCCCATCTACGGATCCCACAAAATGCATGTACCTTGTAAGTATGCTT
ATCTTAAACTCGATGGCATGTGCATTGTAGTATGGCATCCTTAATTAAACCCCACGATGGAACTGTTC
AGCCGGATGCACCTACAAAGGCTTGGTATTTTGGCTTGATAGCACTGGATCGAATACGAGTATGGTT
TTGTAGTTCCGAGCCTATTTGACAGATCCGTCCACTTAATTCCGTCCGGAAATATACACAAGCCCAAT
GAAACAAAGCACCCCCACACACAGTTGTACGCTATGATACCCGTTAAGATTGTTTCAATTCTTACAAC
CTAGAGCTTGGAGCTCTTTCTCCGATGCTCCCTGTTCTCTACTTGAACAATTTCTAAATCAGCATCCTT
GTCGTCCCCAGGCCAACTCTTCACAAGGCCACCATCCTGGCCAAACACAGGGTCACACTTGGGCTTTC
GAACCCTCCACGATTTGCCATAGTCGCCACCACGCTTGACAAAATCCCAGTTTCCACCATTGTAAGCT
CCCATCATGGTATATCCCGACAATTCAACCTCTCCCAGGGCCTGCCGTGGGTCATCAGCTTCGATGCC
GTGTCCAACACCGGGTGATAGGAGCTTGAACTCTGCTTCGGGTTTGGTGTTGTGTGTTTTGTGTGCTA
CGCCTGCTGGGATGACAAAAACATCTCCCGCTTCAGCTTGAAGCTCAATGCCGCCATTCTCCCAAGAC
GAGCCATAGGTGTTTTCTTGAAGGTCGTCTGATGTATCACCTGCACCGAAGCGAATAGTTGCGGTTC
CTGAAAGGACTGCCATGCACTCATGCGCTTCCGAGTGAAAGTGAGATA

7.2.5 sGFP-Sequenz

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGA
CGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGAC
CCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCACCT
ACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCAT
GCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGC
CGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA
GGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGC
CGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGT
GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAAC
CACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGC
TGGAGTTCGTGACCGCAGCCGGGATCACTCACGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA

7.2.6 Verwendete Teilsequenz des Chromosom 1 von F. graminearum PH1

GCTTCTACGTGGCACATAATTTATTGGGAATTCATGCGCATTAATCGATTCGGTGGACGTCCGATGCC
CAGGTAAATAACGGTCAACGTTTACGATCCCAGCTTCGAAACACCAAACTCTGGGCATCGCGATCGC

ATGATTTCTCGAGAATCAAGAATCCCCAGATGTACATAGGTAATACGTTAACCATATTCTTCATGGAA
TCTTCGCAAGAGTACCCATAAG
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ATGAAGTTCTCACTCGCCGCCGTTGCCCTCCTTGGAGCCGTTGTCTCTGCCCTTCCCGCCAACGA
GAAGCGACAGGCCTACATCCCTTGCAGTGGCCTCTACGGCACTTCTCAGTGCTGTGCTACTGATGTCT
TGGGTGTTGCCGACCTCGACTGCGGAAACCGTAAGTCATCGAGCCTTTCGATAAGAGACCAAGCTAA
CATGAACAGCCCCTTCGTCTCCCACCGACGCCGACAACTTCAGCGCTGTCTGCGCCGAGATTGGCCA
GCGAGCTCGCTGCTGTGTCCTCCCCATCGTGAGTTTGCCTTTGGTATTGATGATTAATATAACTAAAA
TCTCTTTAGCTTGACCAAGGCATCCTCTGCAATACCCCTACTGGTGTCCAGGACTAAAGTGTCACGAG
TTTGTGACCTTGTATAATGCGAATACGATATTGGAATTGATTGATGGATTATATAAACCGAGTTCTGA
CTTTGTTATAATATTAGTTCTAACAAGTTACATATTTGAATCAACCTCTTAATTCGTCTTTACTGCGGG
ATCTTGTGTTTTGCCCATCTACGGATCCCACAAAATGCATGTACCTTGTAAGTATGCTTATCTTAAACT
CGATGGCATGTGCATTGTAGTATGGCATCCTTAATTAAACCCCACGATGGAACTGTTCAGCCGGATG
CACCTACAAAGGCTTGGTATTTTGGCTTGATAGCACTGGATCGAATACGAGTATGGTTTTGTAGTTCC
GAGCCTATTTGACAGATCCGTCCACTTAATTCCGTCCGGAAATATACACAAGCCCAATGAAACAAAG
CACCCCCACACACAGTTGTACGCTATGATACCCGTTAAGATTGTTTCAATTCTTACAACCTAGAGCTTG
GAGCTCTTTCTCCGATGCTCCCTGTTCTCTACTTGAACAATTTCTAAATCAGCATCCTTGTCGTCCCCA
GGCCAACTCTTCACAAGGCCACCATCCTGGCCAAACACAGGGTCACACTTGGGCTTTCGAACCCTCCA
CGATTTGCCATAGTCGCCACCACGCTTGACAAAATCCCAGTTTCCACCATTGTAAGCTCCCATCATGG
TATATCCCGACAATTCAACCTCTCCCAGGGCCTGCCGTGGGTCATCAGCTTCGATGCCGTGTCCAACA
CCGGGTGATAGGAGCTTGAACTCTGCTTCGGGTTTGGTGTTGTGTGTTTTGTGTGCTACGCCTGCTG
GGATGACAAAAACATCTCCCGCTTCAGCTTGAAGCTCAATGCCGCCATTCTCCCAAGACGAGCCATA
GGTGTTTTCTTGAAGGTCGTCTGATGTATCACCTGCACCGAAGCGAATAGTTGCGGTTCCTGAAAGG
ACTGCCATGCACTCATGCGCTTCCGAGTGAAAGTGAGATAATTGGGTTTGGGGATATCGAAAGATCC
ATTCCACGTCCCATCCGTTCTTGGTGAACGTTTCCCAAACTTCAACGGGGTCGCAATGCGTGGTGCCT
GGTCGTTTAGCTAACACATTTTTATAGTGCAGAAGTGGTCTTGGTGAATTTGGAACGAGATCTGTGG
GGAGGAGATAGTATTCCTTGATGTTGGACATGATTGGTATGGAAATATGTACAATAATTTATGATGG
ATAGATATGTGACTTATTATGACAATGAGTGTTCCCCGCAGCATCCGGGGTTGATATAAATAAGCGA
A

Teilsequenz von Chromosome 1 (NCBI Reference Sequence: NT_086521.1.) von F. graminearum
(Nukleotide 61366-64209) Unterschtrichen - Sequenz des 5'bp50minPhyd Primers. Orange -
Sequenz von Phyd5. Blau - Sequenz von hyd>5. Rot - Sequenz desTerminatorshyd5.

7.3 Fusarium Transformanten Sequenzierungen

7.3.1 FgTK
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—
ATGRAGTTCTCACTCGCCGCCET TGCCCTCCTIGEAGCCGTTGTCICTIGCCCTICCCGT

ARCGAGARGCGACAGGCCTACAT CCCTIGCAGT GGCCT CTACGGCACTTCTCAGIGCTGT
HACGAGAAGCGRCAGGCCTRACATCCCTIGCAGT GECCTCTACGGCACTICTCAGT GCTGN

AEEEREFEFRRAERERRE AR A IS ISR R I AT EF RIS AR AR YA AT AR

GCIACTGATGICITGEGTIGT IGCCERCCTCGACTGEGEGAARCCCCCCTTCGTCTCCCACC
GCTACTGATGTCITGGGTGT TGCCGACCTCGACTGCGGAARCCCCCCTICGTICTCCCACC

e R R R e b A R e e e Rt e R R ]

GACGCCGACARCTTCAGCGCTGICTGUGCCGAGAT TGECCAGCGAGCTCECTGCTIGIGIC
GRACGCCGACARCTTCAGCGCTGICTGCGCCGAGAT TGECCAGCGAGCTCECTGCTGIGIC

EE S L S R R RS AR s A 2 R A R R R E A R R R R RS R R R R R R R R TR

CICCCCATCCTITGRACCARGGCAT CCTCTGCAATACCCCTACTGGIGT CCAGGACT AR
CICCCCATCCTIGACCARGGCATCCTCTGCAATACCCCTACTGETGTCCAGGACT AN

e e R R R e A R s s e e Rt R ]

GEIGAGCARGGECEAGGAGCTGT TCACCGLGETGETGOCCATCCTGEICGAGCTG
GETGAGCARGGEIGAGGAGCT G TCACCGEGETGETGCCCATCCTGETCGAGCTG

EE S L SRR R A s At R R RS R R R RS R RS R R R R R R R TR

GRCGGCGACGTARMCGGCCACARGT TCAGCGT GT CCGECGAGEECGAGEFEOGATFCCACC
GACGGCGACGTARACGGCCACARGT TCAGCGT GT CCEEGAGEECGAGEECGATGCCACC

e s R R R b A R s e e e Rt R R ]

TACGGCARGCTGACCCTGARGT ICATCTGCACCACCEEEAAGCTGCCCGTROCCTGECCC
TACGGCAAGCTGACCCIGARGTICATCTGCACCACCEECAAGCTGCCCGTROCCTGECCC

EE S A S R RS s s A 2 R R R R s R R R R RS RS R R R R R R ]

ACCCTCGIGACCACCTICACCTACGECGTGCAGT GCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATG
ACCCTCGIGACCACCTICACCTACGECGTGCAGT GCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATG

e E S s R s R e R A s e e e R e R ]

ARGCAGCACGACTTCTICARGTCCGCCATGCCCGRAAGECTACGTCCAGGAGOGCACCATC
ARAGCAGCACGACTICTICARGTCCGCCATGCCCGRAGECTACGT CCAGGRGCGCACCATC

EE S L SRR R A s E ARt R R R RS R R R RS R R R R R R R R R TR

TTCTITCARAGERCGACGGCRARCTACARGACCCGOGCCGAGETGRAGT TCGAGEEFCGRCACC
TICTTCAAGGRCGACGGCARCTACARGACCCGCGCCEGAGETGRAGT TCGAGEECGACACC

e E S R R R R e R A R s e R e e R e R R ]

CIGGTGAACCGCATCGAGCT GRAGEECATCGACT TCAAGGAGGACGECARCATCCTGEEGE
CIGGIGAACCGCATCGAGCT GRAGGECAT CGACT TCARGEAGEACGECARCATCCTGEEGE

EE LSS SRR R RS SRR R R R R R RS EE S R R RS R R R SRR R R R T

CRCARGCIGGAGTACARCTACARCAGCCACARCGTCTATATCATGGCCGACARGCRAGRAG
CACRRGCTGEAGTACARACTACRACAGICRCARCGTCTATATCATGECCGACARGCAGAAG

LR S L A R R R EE S R S R S S AR R R R R RS R R R R A R A R R R R R R R R R AR R R R R R R LR

AACGGCATCAAGGTGARCT ICRRGATCCGCCACRACATCG-AGGACGECAGC-GIGCAG-
ARCGGCATCRAAGGTGARCTICAAGATCCGCCACRACATCGGAGGACGECAGNCGIGCAGE

EE R LSS SRR E SRS S SRR R AR RS RS R R R R RS RS EE SRR R SRS LSS FEE Ak E

CICGCC-GACCACTACCAGC -AGRRCACCCCC-ATCGROG-ACGECCCCETGCTIGCTECC
CICGHCCGACCACTACCANNCAGRACRCCCCCCATCGECNGACGECCCCNN-——TGCT —--

kkdkdk & Ah kbbb EEEEd EEEsEEEdEEES SEdddd LE S 2 S S 2 B R

FgTK Transformanten Sequenzuerung: gDNA der Transformante FgTK wurde mit Primer 5°
HydSall-2 sequenziert. Obere Reihe: Sequenz deshyd5 Gens ohne Introns und dessgfp Gens
(Nukleotide 1-597). Untere Reihe Sequenz der Transformante FgTK. Roter Pfeil - Anfang des hyd5
Gens. Schwarzer Pfeil -Anfang dessgfp Gens. Schwarzer Kasten - Schnittstelle Apal zwischen hyd5-
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Gen und sgfp Gen. *** = Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen
Sequenz. ---= Kkeine Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und dertheoretischen
Sequenz.

éEEFEGGTGi A GCGCCAGGAECTETICACCEEeETAETEOCRTCCTGETCRAGCTE
------------------------------------------- TCCTEETORAGCTE

LR R R R R Y

GRCEECERCETARRCFFCCACARGT TCAGCET P I CCRRCERGEECERAGEEEGAT GLCACT
ERCFECEACE L ARRC U CACARG T TCAGCE T G I CCEECEAEElEAGEEUGAT GCCACT

LA R RS SRR RLRERE Rl R RN R R

TG ARG T GO TGAAGT I CAT CIGCACCACCGECANGCTGOCCETGOCCTEE0CC
TACGECRRGCTGACCCI GARGT TCATCTGCACCACCEECARGCTGCCCETGOCCTGEOCT

e AR R RS R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R S PR R R R S ]

RCCCTCGEIGROCACCT TCRCCT ROEECETECRALTGCT TCREGCCGCTACCCCEGRCCRCRIG
RCCCTCGTRRCCRCCTTCRCCTRCEECATGCRRTECT TCRAGECGCTRCCCCGRCCACRTG

I E R R R ]

ARG CRGCRCGRC T T ICAAG I OO AT G CCRRRGECTACG I CCAGERGEGCACCATC
ARG ARG R CGACT I T ARG T OO AT L CCGRAAGGCTACG ICCAGGRGCGCACCATC

AR A RS RS R R R R ER R R ERERERER SRR SRR R EREEEEEEEEE R EE R

T TCARGERCEROFECARC T ACRACACCCGOECCERAGETGRRG T TCERGEECEACACT
TICT TCRRGERCGROGECARCTACAACACCCGOECCERGETGRRG T TCGREGEECEACACE

(e s R e R R R R R R R R R R R R R R R R R e R R R e R e R R PR RS S R R R SRR

CIGETeRRCCECRTCGRGC T EAREEECRATCERCTTCARGERGERCEECRRCATCCT GREE
CIGETGRRCCGCRTICGRGCTGARGEECATCERCTTCARGERGERCGECRRCATCCTGRGE

HEFEEFAERR SRR R R R R R R R R

CACRAGCTGERG T ACRACTACARCAGCCACAACG I CTATAT CATGECCGACARGTAGRRG
ARG T GEA G T AR T AR CAGCCACAACG T CTATAT CAT GECCEACARGTAGRAG

(A i ds S R Rl Rt R R R Rt sl RS LY

RRCEERTCRRGET GRRCT TCARGAT CCCCCACARCAT CERGERCEGECRGEGTECRECTC
RRCGECRTICRRGGTGRRCT ICARGATCOGCCACRRACAT CERGERCEECAGCGTIGCRECTC

R R L s R R R R R R R R R R R R E R R R R R R R s R RS R

EoCGACCRCTRCC RGO RGARACACCCCCAT CEELERCEECCCCRTECT GET GOCCGACARC
B CGRCCRCTRCC RGO AGRACAC CCCCAT CGGLGACGECCCCRIGET GETGOCCEACART

aEFRAETRFAAE RO R REAREREREERRERRRRRARE R AR AR AR R R

A A T A A O O A T OO GO GRAGCAR R GAC T O AR CGAGARGCGIGAT CACAT
CRCTRCCTERECR OO CAGT OGO CAGCARRGRCCOCRR CGRGARGCGCERTCACATE

AR R AR AR R Rl R S Rl Rl il il it s il il s bty til]

GTCCTGCTGERAGT ICGTGRCCECRGCCEEEATCACT CACGECAT GERCGAGCTGTACRAG
ETCCT GCTEER e T IO T C R OO O AT CRCTCACCECATEERCEAGCTETACARSE

(AR R RN R R RS RN EE SRR RE IR IR

Y i o g ) (PR
TAAE [ECHHA
Ll

LR ]

FgTK Transformanten Sequenzuerung: gDNA der Transformante FgTK gDNA wurde mit Primer 5°
sGFPApal-2 sequenziert. Obere Reihe: Sequenz dessgfp Gens mit Apal Snittstellen. Untere Reihe:
Sequenz derTransformante FgTK. Schwarzer Pfeil - Anfang dessgfp Gens. Schwarzer Kasten - Apal
Schnittstelle. *** = Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen
Sequenz. ---= Kkeine Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen
Sequenz.
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—
------- ATGARGTTCICACTCGCCGCCGTTGCCCTCCT TGGAGCCGTTGTCICTGCCCT
GGTCGACATGAAGTTCTCACTCGCCGCCGTTGCCCTCCTTGEAGCCATIGTCTICTGOCCT

EE s e s S E R R R AR R R R R R AR R R R AR E R SR S R

CCCGCCAACGRGARGCGACAGECCTACATCCCTTIGCAGT GGCCTCTACGECACTICTICA
CCCGCCAACGRGAAGCGACAGGCCTACATCCCTIGCAGT GEGCCTCTACGEGCACTICTCA

e 2 s R s st s e e e e R e A R R R R S R R R R RS AL R R R

GIGECTGIGCTACTGATGTCT TG I GT IGCCEGACCTCOGACTGOGGARACCCCCCTTOGIC
GIGCTGTGCTACTGATGTCT IGGETGT IGCCGACCTOGACT GUGGARACCCCCCTTOGIC

R E 2R E s S R R R R RS R R R R R R R S R R R R R R R R R R R R R R R R Y R

TCCCACCRACGCCEACRACT TCAGCGCTGICTGCGUCGAGAT TGECCAGCGAGCTCGCTE
TCCCACCEACGCCGACRACT TCAGCGCTGTCIGCGCCGAGAT TEECCAGCGAGCTCGCTG

S R s R st R e e i e e e e e R R e R R R LR R R L R R R R

CIGIGICCTICCCCATCCTITEACCARGGCATCCTCTGUARTACCCCTACT GGTGTCCAGGA
CIGTH T O OO N T O T G AR —— e e e

FhkEkk FAAAREAERED FREF FEFEEREE

CIAR

FgTK Transformanten Sequenzuerung: gDNA der Transformante FgTK gDNA wurde mit Primer 3°
HydSall-2 sequenziert. Obere Reihe: Sequenz deshyd5 Gens ohne Introns. Untere Reihe: Sequenz
derTransformante FgTK. Schwarzer Pfeil - Anfang dessgfp Gens. *** = Ubereinstimmung zwischen
chromosomaler DNA und der theoretischen Sequenz. ---= keine Ubereinstimmung zwischen

chromosomaler DNA und der theoretischen Sequenz.
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7.3.2 FgFP

—>
ATGRRGT ICTCACTCECCEOCGTTGCCCICCT TGEAGCCGTIGICTICTGOCCTTOCCRCC
e ——————————— e e = DO T GOC T TECC -GG

HERREE wREE B W

RACCGREARGCERCAGEOCTRCATCOCT TECAGTGECCTCTRCEGECACTTCICRGIGCTGT
ARCGAGARGCGACAGECTANATCCCT IGCAGTGHNC I CTACGGCANT INT CAGT GCTIGT

FERAER AR SRR R R AR AR R R R FEEEEEERRE Ah EeREREEEE R

GCTACTGATRICTIGEEIGI IGCOGACCTCEACTGCEEARACCCCOCTTCGTCICCCACE
M TACT GRTGTCT IGEETGT T GCOERCCT CERCT GOGERARRCCCCCNTTOGTCT CCCRCC

LA AR R RS AR R R R AR ERRERERERER R ERRR R R LRSS LR

GACGCCGR AR LT TCAGCG T G I CT GO GCCGAGAT TGECCAGCGAGCTCGITGCIGIGIC
GRCGCCERCRACT ICAGCECT I CI GOGCCEREAT IGECCABCERBCTCECTECTEIGIC

L R R R R R R R e e e R

CTfCCIlICETTEAEEIAEGCATCETCTGCE&TAEEEEThETEGTETCChEGA#EEizZE
CICOCCATCCT TG CCARGECATCCT CIGCAATACCCCTACTGETGICCAGGRT

AR RS R R R AR R R R R R R R R R R R R R R L R R R -

TEETCAECARGEGCGREERECT ET TCACCEGEETGETGCCCATCCT GETCEAGITIE
CCCAIGEIGAGCAAGEGLGAGGRGCTGI TCACCEEGEIGETGECCATCCTGEICGAGCIG

LA R R R R R R R R R R R R R R R ]

GACGEC AT AR RGO AR T TCAGCET ST COGECEAGRECEARGEOGRTI GCCACT
GRCGECGRCETRARCEECCRCARGT TCRECETGT COGGLERAGEECEREEECCATECCRIC

LA A R R AR S AR R R AR R R R R RE R R EREE R EEEE S EEEEEEEE RS

TACGECARGCTGACCCIGRAGT ICATCIGCACCACCGECARGCIGOCCGTGLCCT GEOCT
TRCGECARGCTGACCCTGARETTCAT CIGCRCCACCGECARGCTGOCCET FCCCTEECCE

AR R R e R R R R e R e e R e R R e e R L L e R L R e R R R R L

ACCCTOGTGACCRCCT TCRCCTACGECGT GCRGT GCTICAGCCGCTRCCCOGROCACRTG
AT CGTGACCACCTTCACCTRCGECGTGCAGT GCTTCAGCCGLTACCCOGROCACRTG

(AR R R R R e R R R R R R R R R R R R R R R

ARECAGCACERCTICTICARGTCOGCCAT GCCCERREGCTACGTCCREGEAGCECRCCRIC
ARG RGO GAC T T IO AR G TCO GO AT GOCCGAAGECTACGTCCAGGAGCECACCATC

(AR R R AR R ERERERERERERERESERERERERERERESANBREREREREERRERERRERTSHR]

ITCTIICARGEACGRACGECARCTRCARGACCOGCECCGRGET GARGT TCGAGEGCRACACT
TICTICARGERCERCEECARCTRCARGRCCCGCECCCRGETGRAGT TCGREGECGACRIC

L R R R R R R

CIGGI GAR G AT CGAGCT GARGEECAT CGACT TCARGERGGRACGECARCATCCTGEEE

CIGGTEARCCECATCEAECIGARGEECRAICGACT ICARGEAGGACEECARCATCCIGEEG
PR AR s R R R e e R R R e R e e e R R R R R R R R LT

CRCARGCIGEAGTACRRCTACARCRGCCRCRRCGTCTRATATCRIGECCGRCARGCAGAAG
CRCARGCIGEAGTACAACTACAR CAGCCACARCGICTATATCATGEUCGACARGCRAGRAG

EEAEER RS R R RN E R AR R R R PR R RN R R R R R R R AR

RRCGECATCAAGGEIGARCTICARGRTI COGCCRCARCATCEAGERACEECAGCETECAGCTIC
A COCATCRREET R o oemm et oim o o i s s e

LA R LA AR R 2R RAEEE S|

GCCGROCA T A O G A GAR CAC O C AT CeGCGACGECCCCETGCTGCTGECCRACAND

FgFP Transformanten Sequenzuerung: gDNA der Transformante FgFP wurde mit Primer 3°
sGFPApal-2 sequenziert. Obere Reihe: Sequenz des hyd5 Gens ohne Introns mit Stop Codon und
sgfp Gen (Nukleotide 1-597). Untere Reihe: Sequenz der Transformante FgFP. Roter Pfeil - Anfang
des hyd5 Gens. Schwarzer Pfeil - Anfang des sgfp Gens. Schwarzer Kasten - Schnittstelle zwischen
hyd5-Gen und sgfp Gen. *** = Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der
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theoretischen Sequenz. --- = Keine Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der
theoretischen Sequenz. Rote Kreis - zeigt Abwesenheit des Stop Codons im hyd5 Gen von FgFP
GONAATHNACTCTATTCTARGCTTGCAT GCCTGCAGETCGACAT GARGTTCTCACTCGCCG
————————————————————————————————————————— ATGAAGTTCTCACTCGCCS
FEEFFEFEF I AT T A A AT T K

COGTIGCCCTCCITRRAGCCETTGICTCIGCCCT TCCCGOCARCEAGRRGOGACAGECT
CCGTIGCCCTCCITRRAGCCGTTGICTCIGCCCT TCCCEOCAACEAGRRGOGACAGECT

e R s ]

AT OO T T e AT GO T CT AR AT ICTCAGT LT GT GCTACTGAT GTCITGEETE
AT T T e AT GO T CT AR AT ICT CAGT LT GT GCTACTGAT GICTITGRETG

A R R R A R A A A A A A A R A A A A A A R A A A I I A F T A A I I I AT T AT T AT TR H

TTECCGACCTOGACT RCGE. CCRTAMGAGCCCCTTCGICTCCCACCRACGCCGACRRT
ITTECCGACCTOGACT RCGE. CCGTAMGAGCCCCTTCOGICTCCCACCRACGCCGRACRRT

e R s ]

ITTCAGCGCT I CI GO GAGAT TR CAGCRAGCTCGCTGCTGIGTCCTOCCCATCCTT
TTCAGCGCT I CIGORCCGAGAT TGO CAGCRAGCTCGCTGCTGIGTCCTCCCCATCCTT

LR L R S R R Y]

GACCAAGECATCCICTGCARTACCCCTACTGETGTCCAGRACEEECCCRTGETGART
GACCAAGGCATCCTCTGCAATACCCCTACTGETGTCCAGGAC - ————————— TRA-———-

LR e s ] *

FgFP Transformanten Sequenzuerung: gDNA der Transformante FgFP wurde mit Primer5’
PhydEcoRV-2 sequenziert. Obere Reihe: Sequenz der Transformante FgFP. Untere Reihe: Sequenz
des hyd5 Gens ohne Introns und sgfp Gen (Nukleotide 1-12). Schwarzer Pfeil - Anfang deshyd5
Gens. Rote Pfeil -Anfang des sgfp Gens. Schwarzer Kasten - Schnittstelle Apal zwischen hyd5-Gen
und sgfp Gen. *** = Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen
Sequenz. --- = keine Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen
Sequenz.
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. GG GG ARG GRGERGCT CT I CRCCEEEET GETGOCCRICCIGET CERECTG

GRCEECERCETRARCGECCACRRCTICRECEICTOCGECCRGEECEAGEECGRTECCACT
-ACGELGACET AA- LR ARG T TCAGCG I T CGECGAGEECGAGGECGATGOCACC

R R R R R R R R e e R R R R R R R P R R A R R R R R

TACGRCAAGCIGACCCTGAAGT TCATCI GEACCACCERCAAGCTGLCCGIGOCCTGECC
TACGECARGCTGACCCTGRAGT TCAT CTGCACCACCEECARGCTGOCCETECCCTEECCE

LR RS AR RS EEREERERERERERRREERERRREREEESREREREREREEEEERE R

AT CGT GACCACCI TCROCTRCGGCGTGLAGT GLT TCAGLOGCTACCOCGACCRCATG
ACCCICET GACCRCCT TCACCTRACEECETECAGT ECTICAGCCEGCTACCCCEGACCRCATE

SRR E R R R AR R R R R S R R L SRR R R R AR RS R R R R R SRR R R AR R R L L

RAGCAGCRCGRCT TCT TCRAGT COGCCAT GOCCGRAGGCTACGT CCAGGAGTGCACCATIC
AAGCAGCACGRCTTCI TCARGT COGCCAT GOCCGARGECTACGTCCAGRAGCECACCATC

LRSS RS R R R RS R R R AR SRR R R RS SRR R R R SRR SRR SRR SRR R

IICTICARGERCCACCECARCTACARGRCCCECEOCEREETGARGT TCGABEECERCALT
ITCT T CRAGGACGAC GG AR C T A AR GAC T OGO CGAGE T GANGT TCGAGGECGACACT

LR R R R R e e R R

CIGETGRARCCGCATCGRGC TR GEECATCERCT TCARGEAGEACGECRRCATCCTGEES
CIGETGARCCGCAT CGAGCT GAAGEECAT CGACT TCARGGAGRACGEORAACATCCTGEEE

A R N A R R R R A A A AN A A AR TR AT A TR R AT AT AT TR TR r TR R

CRCRRGCTGEAGTACRRCTACRRCAGCCACRACGTCTATATCATGECCGACRRGCAGRRG
CAC R T GEAGTACR R CTACRACAGCCACR R CGTCTATATCATGGOCGACRAGCAGRAG

LR L e e e L R L R e L R L Rt

AR CGGCATCARGETGRARCT TCARGATCOGCCACR R CATOGRGELCGECAGCETGCAGCTE
ARCGECATCAAGRT GARCTTCARGATCCOGCCACRRCATCGAGRACGELAGCGT GCAGCTE

R N R R R A R A A A A AN A A T A A A A TR R AT AT R AT TR TR e e TR h

GCCEACCACTACCRGCAGRACRCCCCCATCGEOGACGEOCCCETGCTGCTGOCCGACRAT
GCCGACCACTACCAGCAGRRCRCCCOCATCGECGACGEICCOGTRCTGCTGOCOGACART

LR e e e e s e L R R Rt

CARCTRCCTGAGCACCCAGT COGOCCTRAGC AR AGACCCCARCGAGR R RCGCGATCACATS
CARCTACCTGAGCACCCAGT COGCCCT GAGCARAGRCCCCARCGAGRARRCGCRATCACATS

R N R A R R A A A A AN A A A I A AT A TR R AT AT AT TR FT AT AT TR R

GICCIGCIGRAGT ICETGACCECAGCOGEEAT CACT CACGECATREACGAGCTGTACRAL
GICCT G GRAGT TCGI GACCECAGCCGEEAT CACTCACGECATGGACGAGCTGTACARG

L s R e s e ]

TARGGEOO0———
TRHGGECCYRCE
FhHEEE R TR

FgFP Transformanten Sequenzuerung: gDNA der Transformante FgFP wurde mit Primer 5°
sGFPApal-2 sequenziert. Obere Reihe: Sequenz dessgfp Gens und Apal Snittstellen. Untere Reihe:
Sequenz der FgFP Transformante. Schwarzer Pfeil -Anfang des hyd5 Gens. Schwarze Kasten -
Schnittstelle Apal. *** = Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen
Sequenz. --- = keine Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen

Sequenz.
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7.3.3 Fghhyds

GIGEAGRITT ICT IGAT TCTGEEECAT TGEATCCATGAT CAGCGAT AAGCGACCTCGCGA

1 Y

-

ARRTCATGATARTAGRET CARGT TGO T TGT ACGEARGEATTAGTCCECACTITARGRCAL
RGATCATGATATAGAGT CAAGT IGCCI TG ACGGARGGAT TAGTCCECACTITAAGACAL

LR RS R R RS Rl R R R R R R R R R R R ey

CCRCTTRCATCTITICICARCARRTARCTTAGIGTCIGEEETIGEARCARGTRARTCTGCR
AT TRCAT T T T I T CARCARR T ARCT TAGT G TCI GGG T TGEAACARGIARICIGA

LR R A R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

GETACAGIGIGATGTATGGATAGECI CAGATGAGCT GAGAGACARGCAGAARCAGGRACA
GETRCAGTGTGATGIAT GEATREECT CAGRT GRECT GAGRGACARGCAGRARCAGERRCA

LR R R R R R R R e R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R Y]

ANGCGERCAT CCCGGEACGAT AT TAT GACGAT CARGCAGTACCT I TTCAGCGAATCARCC

ARGOEEACATCCCEEEACGATATTATIGRCGATCAAGCAGTACCTITITCAGCGARICARCC
e T T e T e

ARCTCARIGTGACRI TCCAGCRAACART GRCATCGEOCCRGECAGCRGCAGTCCCARAITA
ARCTICARTIGIGACRITCCAGCRAACARATGACATCGGCCCAGCAGCAGCAGTCCCARATTA

LEE AL R R R R R R R R R R R R R AR R R R R RS R R R Rl

GICCITRACARAGTCCACTATAATIGERAT GARRCGTCGACAGCTCRTATARCTIGCIGTG
GICCTTAACRAAGTCCACTATART IGGATGARRCGTCGRACAGCTCATATAACTIGCIGIG

R AR AR R R AR R R R

ECEATIICGEIAGICTIGECATCCCII TCAGCGATACCICOGRACGACCCARCCARTTARRR
GeERT T T CGE AT CTGECAI COCTTICRGCGATACCTCOGACGACCCARCCARTTARRA

L R R R e

GEIICART TAGCT IGEATCGI CGARACGOST IAATGOGT TGCTATCCCCIGTCCGGETGSE
GETTCARITAGCTIGERICGTCEARACGCGTTARTGCGT TGCTRTCCCCTGICCEEIT GG

L R R R R R e R R RS R

CETRCCICET T TGCGRCGC T ACRACRGET TTCGRGECT ORI TTAAGCTGCGATATAG
CGIACCICGITIGT IGCGRCGCTACARCAGETTICGRGGCICCATITARGCIGCGATATAG

LEE R s R e R s R s R R R e e R R R R e R R e e R R R e R R R Y]

ACCGEERIGETAGEI TTCARRRCGT CARCEECT TTARCATGATTICTATCRTTGTIGRET
ACCGEGATGETAGEI TTCAARACGT CAMCGGCT T TARCATGATTICTATCATTIGTIGAGT

LRI R AR LRl Rl R R L AR R A R R AR R A LA LA L Ry ]

GECARTAGEICATIGAGRGATGACGRACARGARATTGCTIATGCICATICTITATIRARARTG
GECRATRGET CAT TGAGRGAT GACGRCARGARRT TGCT TATGCTCATCTTATTARRARTG

LA R R R R R R R R R R R R e R R R e e R R R R R

GACITGIGTGGACGGCGAGT TGTATARATACAGAGGCGT IGTGACCGEARRTCACTITIG
GRCTITGTCTGEACGECERETTCTAT ARATACRGAGEIETTCTGRCCEEARRTICACTTITE

L R R R R e e e e R R s

AT TR T T R CA T e T CA AR GO A C AT CC AR T ACAGT AR T CTACATCTTTACTCTCCT
AT CCTCAT TCACATCCTCARAGCACATCCAATACAGTARTCTACATCIITACTCICCT

EE R R R R R e R R R P R s R R R e e e R R R R R R R L

RRACCRATCRCT CT AT TCAT CEEECCCRTGET GAECARGEECER-CERECTGT T CRACTES
AR CCAATCACT CTAT T CAT CEGELCCATGETIGRGCANGGECHNRRGEAGCTGTTCACIGE

T i L I I T St tIlIIt I}

GE-TEEIGCCCATICCIGET CEECEACGTARRCGECCACARGTTCRGCGTIGT
FEETGET GO ORI CCT GET CERGC T RGO GRC G TANACGECCACARGT TCARCGTET

R EEERAERRRERRRRRR AR R R AR EEEEERRE AR bRdRRRRR R R R Re

OGO GAT GCCACCTACGEEARGCTGRCCCTGRARGT TCATCTGCERCCR



Anhang

FgAhyd5 Transformanten Sequenzuerung: gDNA der Transformante FgAhyd5 wurde mit Primer5’
PhydEcoRV-2 sequenziert. Obere Reihe: Sequenz von Phyd5. Untere Reihe: Sequenz der
Transformante FgAhyd5. Schwarzer Pfeil - Anfang des sgfp Gens. Schwarzer Kasten - Schnittstelle
Apal zwischen Promoter Bereich und sgfp Gen. *** = Ubereinstimmung zwischen chromosomaler
DNA und der theoretischen Sequenz. --- = keine Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA
und der theoretischen Sequenz. >

GEECCCATEETGAGCARGEEOGAGEAGCTGTITCACCGES

GIGGIGCCCATCCTGETOGAGCT GEACGEOGACGE CEECCACRAGTTCAGCGIGTCC
————————— ATCCTGEICEAGCTGRACEEFOGACETARRCEGCCACRAGTTCARCEIGTICC

EE RS S EEEEEE RS E R EEEEE L]

GEOGAGGECEAGEECEATGOCACCTACGECARGCTGACCCTGRAGTTCATCTGCACCACC
GEOGAGEECEAGEECEATGCCACCTACGECARGCTGACCCTGRAAGTTCATCTGCACCACC
hkhhkhhkhhkhkhkhkkhhhh ke hhh ke ki hhhhhhh kR h ke

GECARGCTGCCCGTGCCCTGECCCACCCTCRTGRCCACCTTCACCTACGEGCOGTGCAGT G
GECANGCTECCCGTGCCCTGECCCACCCTORTGACCACCT TCACCTACGECGTGCAGT G

LR R S S R R

TTCAGCCECTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTICTTCARMGTCOGCCATGCCCGRA
TTCAGCCECTACCCCGACCACA TR AGCAGCACGACTICTICARGTCOGCCATGCCCGAR

EE L L e L L L L L L

GECTACGTCCAGGAGCGCACCATCTICTTCARGERACGACGECARCTACARGROCCGCOGEC
GECTACGTCCAGEAGCGCACCATCTICT TCALRGEACGACGECARCTACAAGRACCCECGCC

EE R s e R R

GAGETEAAGTTOGAGEECGACACCCTGETGARCCGCATCGAGCTGARGGECATCGRCTTC
GAGETRARAGTTCGAGEFEOGACACCCTGETGARCCECATCGAGCTGARGGECATCGACTTC

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A R R R R R A A A F AR A AN I AT A AT AR T HF

AAGGRGGACGECARCATCCT GEEECACARGCTGEAGTACARRCTACR ACAGCCACARDGTC
AAGGRGERCEECARCATCCT GEEECACARGCTGRAGTACARCTACRACAGCCACARCGTC
T T T T e TP T P T P P T PR P T T T T T T T T

TATATCATGGCCGACARGCRGR G ACGECATCRARGETGRACTTCARGRATCCOGOCACRAT
TATATCATGECCGACAAGCAGR ARG ACGECATCARGETGALCTTCARGATCOGOCACRAT
T T P T T P T T T T e e

ATCGAGGACGECAGCETGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGRACACCCCCATCGECGAC
ATCGREGACEECAGCETGCAGCT ORI CGACCACTACCAGCAGARCACCCCCATOGECGAC

L L L e L L

FFCOCCOGIGCTGCTROCCGACARCCACTACCTGRGCACCCAGTCCGOCCTGAGCARMGAC
GEOCCCOGTGCTGCTECCoGACARCCACTACCTGAGCACCCAGTCCGOCCTGAGCARMGAC

e R R R R

COCARCGAGRMGOGCGATCACATGETCCTGCTGEAGTI TOGTGACCGCAGCCGEEATCACT
CCCARCGAGRAMGOECEATCACATGETCCT GCT GEAGT TCGTGACCECAGCCEFEATCACT

LR EE S R S s R R R RS SRR R R R R R R R R R RS

CACGECATGEACGAGCTGTACRAGT ARGEECCCHEEG~
CACGECATGRACGAGCTGTACARGT ARGEGCCCLEOGA
hkhhkk ki hhhhhhhhh kR hkkE hhk

FgAhyd5 Transformanten Sequenzuerung: gDNA der Transformante FgAhyd5 wurde mit Primer 5°
sGFPApal-2 sequenziert. Obere Reihe: Sequenz von sgfp und Apal Schnittstellen. Untere Reihe:
Sequenz der Transformante FgAhyd5. Schwarzer Pfeil -Anfang des sgfp Gens. Schwarzer Kasten -
Schnittstelle Apal. *** = Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen
Sequenz. --- = keine Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen
Sequenz.
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Anhang

FEACTTGT T GEACGECGAGTTGTATARATACAGAGGCGT IGTGACCEGARRTCACTTTT

——————————————————————— AGCACATCCAATACRGTARTCTACATCTITTACTCIC C

T T AT T R AT CCT CA R A GO A A TOCA R TACAGT AR TCTACATCTTITACTC
L T T e T e T T

TARRCCARTCACTCIATIC ATF"GGCCCETEGT FAGCARGGECGAGEAGCTGITCACCES

IR A T A TCT AT TCAT O ECCCR TR T RAGCAL R EOGAGEAGCTGTICACCES
R L g L L e e T E L s s S T Y

GEIGETGCCCATCCIGET CERAGET GEACGECGACGTARACGECCACRAGTTCAGCGIGIC

GEIGETGCCCATCCTGETCGAGCT GEACGEOGACGT AR CGEOCACARSTTCAGCGIGTIC
T T T T T e T T

WG”"“ FEECGAGEFEIGAT GCCACCTACGECAAGCTGACCCTGARGT TCATCTGCACCAC

CERGFEOGAGEECGATROCACCTACGRCARGCTGRCCCTGRAGT TCATCTGCACCAD
AR F AR AR IR R R AR R R AR AR R IR IR AR R AR R R A R ARk R ARk kR Ak kR

CEECAAGCTGCCCEIGCCCTGECCCACCCTORTRACCACCTTCACCTACGEOGIGCAGTG

CEECAAECTGOCCETGCCCTGECCCACCCTORTGACCACCT TCACCTACGECGTGCAGTG
T T T T T T T T

CITCAGCCGCTACCCOGACCACATGARGCAGCACGACTTCTTCARGTCCGCCATGCCCRA

CITCAGCCECTACCCCRRCCACAT GRRAGCAGCACGACTICT TCAAGTCOGCCATGOCCGR
T e T e e T T T T T

AGECTACGETCCAGERAGOGCACCATCTTCTICAAGGACGACGECARCTACRAGACCCGCEC

AGECTACGT CCAGEAGCGCACCATCTITCT TCAAGGACGRCGECARCTACARGACCOGCIET
T T T T T T T

CEAGETRAACT TORAGEECGACACCCT GET GAACTRIATCGAGCTRRAAGGECATCGACTT
CEAGETEAAGT TOGAEEECERCACCCTGET GRACCEIAT CGAGCTGRAAGGECATCGACTT
AR E AR AR IR R R AR R IR AR AR R IR R IR R AR R AR R AR Rk Rk Rk Rk k kR

CRRGEAGEACEECARCATCCT GEEGCACAAGCTGGAGTACRRCTACRACAGOCACARCET
CAAGGREEA AR CATCCTGEEGCACAAGCTGEAGTACARCTACAR CAGCCACRACGT
L T T T T T T

CIATATCATGECCRACARGCAGRAGARCGECATCARGETGARCTTCARGATCCGCCACAR

CIATATCATGECCRRCARGCAGRAGR R CGECATCARGETGARCTTCARGATCCGCCACAR
T T T T T e T

CATCGAGRACEECAGCGT GCAGCT CECCEACCACTACCAGCAGARCACCCCCATCGECGA

CATCGRGGACEECRAGCETGCAGCTCGCCGROCACTACCAGCAGR A CRCCCCCATCOGECER
T T T T T T T

CEECCCCEIGCTGCTECCCGRCARCCACTACCTGAGCACCCAGTCOGCCCTGAGCARLGR
CEECCCOGTECT U ROCCERCARCCACTACCT GAGCACCCAGTCOGCCCTGAGCARLGR
L R T T e T T T T

CCCCARCGAGARGCGCGATCACATGETCC————mmmmmmmmmmm e e

oA CGAGA N GOGCEATCACATGETCCTGCTGEAGT TOGT GRCCGCAGCCGEEATCAL
L T T e T T

ICACGECATGGACGRAGCT GTACARGTARGEGCCC)

FgAhyd5 Transformanten Sequenzuerung: gDNA der Transformante FgAhyd5 wurde mit Primer 3°
sGFPApal-2 sequenziert. Obere Reihe: Sequenz derTransformente FgAhyd5. Untere Reihe:
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Anhang

Sequenzdes Phyd5Gens in F. graminearum PH1 (Nukleotide 719-861), Apal Schnittstelle und sgfp
Gen. Schwarzer Pfeil - Anfang dessgfp Gens. Schwarzer Kasten - Schnittstelle Apal. *** =
Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen Sequenz. --- = keine
Ubereinstimmung zwischen chromosomaler DNA und der theoretischen Sequenz.
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