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EINLEITUNG

1. Einleitung

Im Juli 2023 fiel in Hamburg mit rund 115 Litern pro Quadratmeter knapp 30% mehr
Niederschlag als im Mittel der vergangenen 60 Jahre, die Sonnenscheindauer und
Temperaturen lagen jedoch im Mittel (Deutscher Wetterdienst, 2023). Das stellt nicht nur
die Natur sondern auch Landwirte vor Herausforderungen, deren Ernteperiode von
Winter- und Sommergetreide in der Regel von Mitte Juni bis Ende August dauert
(AGRAVIS, 2023). Aufgrund der feuchten Wetterlage konnte bis Anfang August 2023 erst
ein Flinftel der Weizenernte eingefahren werden, da bei Regen die Mahdrescher nicht
ausfahren konnen (Deutscher Bauernverband, 2023). Zudem begiinstigt dieses
feuchtwarme  Klima  schwere, durch  pathogene  Pilze  hervorgerufene
Infektionskrankheiten. Phytopathogene Pilze sind bereits jetzt eine der dominantesten
Schadorganismen und fiir nahezu 65% der Ernteausfalle bei Getreide, Obst und Gemiise
verantwortlich (Deepa et al,, 2021; Fisher et al,, 2012). Da diese Wetterlagen auf Grund
des Klimawandels immer haufiger der Fall sind, steigt die Anzahl an schweren
Infektionskrankheiten in Nutzpflanzen immer weiter (Nazarov et al., 2020).

In Getreidepflanzen sind neben Magnaporthe grisea, dem Ausléser der
Reisbrandkrankheit, vor allem verschiedene Arten von Fusarium die wichtigsten

Schadorganismen.

1.1 Fusarium graminearum

Der Ascomyzet Fusarium graminearum (Hypocreales) ist der Ausléser der Ahrenbleiche
(Fusarium Head Blight, FHB) bei vielen Getreidepflanzen wie Weizen (Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.), Gerste und Reis sowie der Kolbenfaule
(ear rot) bei Mais (Bal, 1994; McMullen et al., 1997). Der Befall dieser Nutzpflanzen ist ein
weltweites Problem mit schweren Ausbriichen in Nord- und Siidamerika, Asien und
Europa. Durch FHB-Epidemien kann es zu Ernteverlusten von 10% - 70% und damit nicht
nur zu weltweiten milliardenschweren Verlusten in der Agrarindustrie, sondern auch zu
einer Gefahrdung der Erndhrungssicherheit kommen (Wilson etal., 2018;
Zhangetal, 2011).

Die Ahrenbleiche fiihrt in kurzer Zeit nicht nur zu einem massiven Ernte- sondern auch
zu einem starken Qualititsverlust. Eine Ahre mit typischen Symptomen von FHB ist in

Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. gezeigt.
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Die primaren wirtschaftlichen und gesundheitlichen Folgen einer Infektion sind auf die
Kontamination mit dem Mykotoxin Deoxynivalenol (DON) zuriickzufiihren. Es gehort zur
Gruppe der Trichothecene und ist ein Virulenzfaktor fiir F. graminearum, der dessen
Ausbreitung auf Getreidepflanzen fordert. Bei Besiedelung auf Weizen fiihrt die
Anhaufung von DON zu kleineren, vertrockneten Kérnern. Bei Aufnahme ausreichender
Mengen kann das Verdauungssystem und die Funktion wichtiger Organe bei Menschen
und Tieren beeintrachtigt werden, da DON ein wirksamer Inhibitor der
Proteinbiosynthese ist (Council for Agricultural Science and Technology, 2003;
Jansen et al., 2005; Ponts, 2015). Auch Zearalenon, ein nicht-steroides Mykodstrogen, das
in hohen Dosierungen bei Nutztieren zu Fortpflanzungsproblemen fiihren kann, ist ein

Problem in infizierter Ernte (Bennett & Klich, 2003; El-Nezami et al., 2002).

uninfiziert

infiziert

Abbildung 1: Weizenihre mit typischen Symptomen einer Infektion mit F. graminearum im
Vergleich mit einer nicht infizierten Ahre.

1.1.1 Lebenszyklus

Die Krankheit FHB wird dadurch ausgelost, dass der Pilz in seiner sexuellen,
dikaryotischen Form (Giberella zea) auf am Boden befindlichen Ernteresten von Weizen
tiberwintert und im Friihling Fruchtkérper (Perithecien) bildet, die mit Asci gefiillt sind
(Abbildung 2). Asci sind rohrenformige Sacke, die die sexuell gebildeten Ascosporen
enthalten und diese bei feuchtwarmer Witterung in die Luft schleudern
(Ali, S., and L. Francl,, 2001; Guenther & Trail, 2005; Trail, 2009) und unter anderem auf
frisch erblithten Ahrchen landen. Die offenen Bliiten bieten hierbei eine optimale
Moglichkeit, um mit den Karyopsen, den Deck- (Lemma) und Vorspelzen (Palea) in
Kontakt zu treten, und iiber diese in die Bliite einzudringen (Kang & Buchenauer, 2000;
Trail, 2009). Die Sporen keimen und bilden Laufthyphen aus wenig verzweigtem Myzel,
wodurch sie sich schnell auf der Oberflache des Gewebes ausbreiten. Zusatzlich wird nach
Keimung der Sporen iliber die Wahrnehmung physikalischer und chemotropher
Oberflachensignale der Pflanze die Bildung von Appressorien ausldst. Appressorien
besitzen eine verdickte Zellwand, die es ihnen ermoglicht, einen hohen Turgordruck

aufzubauen. Mittels des Turgordrucks und Zellwand degradierender Enzyme kann die
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neu gebildete Penetrationshyphe in die Pflanzenzelle getrieben werden
(Braun & Howard, 1994; Mendgen et al., 1996).

Die Hyphen verzweigen und differenzieren sich weiter und bilden im Verlauf der
Infektion verschiedene Formen von komplexeren Infektionsstrukturen, die aus
zusammengesetzten Appressorien bestehen. In Infektionsstrukturen bestehend unter
anderem aus Infektionskissen, Infektionshyphen und Fuf3strukturen wird das Mykotoxin
DON gebildet, welches durch die Hemmung der Proteinbiosynthese der Wirtspflanze die
Besiedelung des Wirts fordert (Boenisch & Schafer, 2011).

Die Uberwindung des Rachisknotens ist fiir die systemische Ausbreitung des Pilzes von
entscheidender Bedeutung. Er markiert die Ubergangszone zwischen Bliite und dem
Leitgewebe der Weizendhren. Als Abwehrmechanismus produziert die Pflanze starke
Zellwandverdickungen im Rachisknoten, um die Ausbreitung des Pilzes zu stoppen
(Proctor et al,, 1995). Die Produktion der Zellwandverdickungen wird durch DON
gehemmt, was es zu einem Virulenzfaktor, der fiir die Infektion unerlasslich ist, macht
(Boenisch & Schéfer, 2011; Jansen et al., 2005; Maier et al., 2006). Nach erfolgreicher
Invasion in tiefere Gewebeschichten, breitet sich der Pilz systemisch iiber die Leitbiindel
in die Rachis und Rachilla und von dort radial in weitere Ahrchen aus (Jansen et al., 2005;
Ribichich et al., 2000).

Nekrotisches und chlorotisches Gewebe sowie das vorzeitige Bleichen der Ahren in
infizierten Bereichen sind die Folge dieser systemischen Ausbreitung (Brown et al., 2010;
Goswami & Kistler, 2004). Auf der Pflanzenoberflache bildet sich zudem Luftmyzel und
Konidien (asexuelle Sporen) werden produziert. Diese konnen innerhalb einer
Vegetationsperiode weitere Weizenpflanzen infizieren und so zu schweren
FHB-Epidemien flihren (Goswami & Kistler, 2004; Trail, 2009).

Nach der Ernte und am Ende der Vegetationsperiode liberwintert F. graminearum wieder
in seiner sexuellen Form G. zea auf Ernteresten. Eine Ubersicht des Infektionszyklus ist in

Abbildung 2 gezeigt.
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Infektion tiber
Bliiten

Mykotoxine im
Korn vorhanden

Bildung von Perithecien auf Ernteresten

i

Uberwinterung (G. zea)

Abbildung 2: Lebenszyklus von F. graminearum. Die sexuell gebildeten Ascosporen werden im
Frithling aus Perithecien geschleudert und landen auf Bliiten von Weizenpflanzen, wo sie
auskeimen. Das ausgekeimte Myzel infiziert den Wirt. Auf befallenen Pflanzen werden asexuelle
Sporen (Konidien) gebildet, die Sekundarinfektionen ausldosen. Mykotoxine befinden sich nach
Ernte im Korn. Der Pilz iiberwintert in Ernteresten auf dem Boden. Abbildung entnommen und
modifiziert aus (Trail, 2009).

1.1.2 Bekdmpfungsstrategien von FHB Epidemien mittels hypovirulenter Viren

Die Bekdmpfung von FHB-Epidemien tiber die Ziichtung resistenter Pflanzen stellt eine
sehr ressourcen- und kostenintensive Herausforderung dar, die bis jetzt in nur wenigen
registrierten Sorten resultierte (Gilbert & Fernando, 2004; Steiner etal, 2017). Der
Einsatz von Fungiziden und die biologische Bekdmpfung der Infektion durch den Einsatz
von Kupfer- oder Schwefelderivate sind daher wichtige zusatzliche Komponenten, um
Ernteverluste zu verringern. Obwohl wirksame Fungizide zugelassen und am Markt
verflighar sind, gestaltet sich ihr Einsatz als schwierig, da eine effiziente Applikation
wahrend einer bestimmten frilhen Phase der Bliite erfolgen muss. Einzelne

Weizenpflanzen im Feld bliithen jedoch sehr heterogen zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

4
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Diese Problematik fiihrt dazu, dass die Applikation von Fungiziden grundsatzlich nur in
durchschnittlich sieben Tagen pro Vegetationsperiode effizient ist (Alberta Agriculture
and Forestry, 2020; Yoshida et al, 2008). Zudem steigt auch das Bewusstsein fiir die
Nebenwirkungen chemischer Pestizide, wie potentiell krebserregende Eigenschaften und
deren Riickstande in Grundwasser, Lebens- und Futtermitteln (Jones, 2000). Hinzu
kommt, dass der zunehmende und ilibermédfiige Einsatz von Fungiziden zu einer
vermehrten Fungizidresistenz in Pilzen fiihrt (Stukenbrock & Gurr, 2023). Daher besteht
die Notwendigkeit vermehrt nach 6kologisch vertretbaren Alternativen zu suchen.

Eine Alternative zur chemischen Bekdmpfung konnten Hypovirulenz-verursachende
Mykoviren sein. Mykoviren sind Viren, die in Pilzen replizieren. Sie zeigen im Vergleich
zu Viren aus Tieren und Pflanzen einige Unterschiede. Die meisten Mykoviren besitzen,
wie auch Pflanzenviren (Joshi & Haenni, 1984) und einige wichtige humanpathogene
Viren ein positives einzelstrangiges RNA Genom ((+)ssRNA). Diese Viren replizieren,
indem ihr Genom direkt an Ribosomen des Wirts bindet und wie zellulaire mRNA
translatiert werden kann. Bekannte Beispiele fiir (+)ssRNA Mykoviren sind Viren der
Familie der Hypoviridae und der Barnaviridae (Myers & James, 2022). Die zweite wichtige
Gruppe sind Mykoviren mit doppelstrangigem RNA Genom (dsRNA). Hier muss das
Genom erst mittels der RNA-abhangigen RNA-Polymerase (RARP) in Plusstrang-RNA
umgeschrieben werden, bevor eine Translation der viralen Proteine erfolgen kann
(Ayllon & Vainio, 2023; Jiang et al., 2013).

Die Ubertragung von Mykoviren erfolgt in der Regel exklusiv iiber Sporulation oder
Zellfusion (Anastomosen) (Tebbi, 2023). Diese Art der Ubertragung resultiert in einer
sehr guten Anpassung an den Wirt und die Infektionen verlaufen in der Regel
asymptomatisch, doch kommt es in einigen Fallen zu einer erheblichen Schadigung des
Wirts. Dieses Phanomen wurde erstmals von Hollings (1962) in Champignon Kulturen
beschrieben, wobei die Erntequalitiat erheblich vermindert wurde und Fruchtkorper
abstarben.

Besonderes Interesse wecken Viren, die pathogene Pilze infizieren und deren Virulenz
reduzieren (Pearson et al, 2009). Dieser Effekt wird als Hypovirulenz bezeichnet und
kann zusatzlich zu reduziertem Myzelwachstum, verminderter sexueller und asexueller
Sporulation oder veranderter Pigmentierung fithren (Darissaetal, 2012;
Ghabrial et al., 2015; Kyrychenko et al., 2018; Nuss, 2005).

Ein gut erforschtes und in der Praxis erfolgreich angewendetes Beispiel ist die

Einddmmung des Kastanienrindenkrebses (chestnut blight) in Europa durch den Einsatz
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des hypovirulenzverursachenden Mykovirus Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) aus der
Familie der Hypoviridae. Der Kastanienrindenkrebs wird durch den Ascomyzeten
Cryphonectria parasitica verursacht und schadigt Kastanien in Nordamerika und Europa
(Heiniger & Rigling, 1994; Nuss, 1992). Durch Infektion von C. parasitica mit CHV1 wird
im Pilz eine Hypovirulenz ausgelost, die zu einer reduzierten Pathogenitiat und einer
reduzierten systemischen Ausbreitung des Pilzes in Kastanienbdaumen fiihrt. Zur
Bekdmpfung des Kastanienrindenkrebses werden auf die Wunden der befallenen Badume
mit CHV1 infizierte Pilzstimme appliziert und so das Virus auf den virulenten Pilzstamm
libertragen. In diesem wird so ebenfalls eine Hypovirulenz ausgeldst. Uber die Zeit breitet
sich das Virus selbststandig im Bestand aus. Die Tumore des Rindenkrebses heilen ab und
der befallene Baum wird gerettet (Heiniger, 2007; Nuss, 1992).

Die Bekdmpfung von FHB iiber den Einsatz eines hypovirulenzverursachenden
Mykovirus erscheint denkbar und kénnte in der Landwirtschaft als 6kologisches Fungizid
Anwendung finden. Das Mykovirus Fusarium graminearum Virus China 9 (FgV-ch9) l6st
eine Hypovirulenz in F. graminearum aus. Mit einer FgV-ch9 Infektion einhergehende
Symptome sind hierbei ein reduziertes Pilzwachstum, eine verringerte Produktion von
Konidien und eine verminderte Infektiositit auf Weizen. Zudem kommt es zu einer
vermehrten Bildung von Aurofusarin (Darissa et al,, 2012).

Das virale Genom von FgV-ch9 besteht aus fiinf monocistronischen dsRNA Segmenten, die
jeweils einzeln in Viruspartikel verpackt sind (Abbildung 3A). Innerhalb der Familie der
Chrysoviridae ist FgV-ch9 im Genus Betachrysovirus eingruppiert (Darissa et al., 2011;
Lutz et al,, 2021). Die Segmente 2 und 3 kodieren fiir die Strukturproteine (P2 und P3),
die wahrscheinlich das Kapsid formen und sind zusammen mit der RdRP, die auf
Segment 1 kodiert, Teil des Partikels. Zusatzlich fungiert P3 als Hauptfaktor bei der
Induktion der Hypovirulenz und hat einen Einfluss auf die sexuelle und asexuelle
Fortpflanzung in F. graminearum (Blum, 2017; Bormann et al., 2018). Segment 4 und 5
kodieren fiir die Nichtstrukturproteine P4 und P5 (Darissa et al, 2011). Es konnte gezeigt
werden, dass P5 eine gene silencing Aktivitat besitzt, die Funktion von P4 ist bisweilen

vollig unbekannt (Blum, 2017).
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A ORF
dsRNA 1 | 127 kDa |
promy P1: RdRP
ORF
94 kD:
dsRNA2 | 2 | P2: Hiillprotein
2850 bp
ORF
93 kD:
dsRNA 3 | 2 I P3: Hiillprotein
2830 bp
ORF
91 kD:
dsRNA 4 | a | P4: Nichtstrukturprotein
2586 bp
ORF
dsRNAS5 | 98 kDa |

P5: potentieller gene silencing Supressor
2928 bp

Abbildung 3: Das Chrysovirus Fusarium graminearum Virus China 9 (FgV-ch9).
(A) Schematische Darstellung der fiinf dSRNA Segmente. Die offenen Leseramen (ORFs) sind als
Kasten dargestellt. Graue Kasten zeigen Strukturproteine, weifle Kasten zeigen
Nichtstrukturproteine. Die Grofée der Segmente ist auf der linken Seite dargestellt und das
berechnete molekulare Gewicht der Proteine steht in den Kéasten der ORFs. Segment 1 kodiert fiir
die RARP, dsRNA 2 und 3 kodieren fiir Kapsidproteine, dsRNA 4 kodiert fiir ein Protein mit
unbekannter Funktion und dsRNA 5 kodiert fiir ein Protein mit gene silencing Aktivitat. Abbildung
modifiziert nach (Darissa et al., 2011). (B) Typischer Phanotyp eines virusfreien (oben) und eines
mit FgV-ch9 infizierten (unten) F. graminearum auf CM-Festmedium, 3 dpi.

1.2 Ubertragung von Mykoviren

Im Gegensatz zu tierischen und pflanzlichen Viren besitzen Mykoviren in der Regel keine
extrazellulare Phase. Allein fiir das DNA Mykovirus Sclerotinia sclerotiorum
Hypovirulenz-Assoziiertes DNA-Virus 1 (SsHADV-1) wurde beschrieben, dass
Viruspartikel in der Lage waren, intakte Hyphen direkt zu infizieren und eine
Hypovirulenz  auszulosen (Yuetal,2013). Zusatzlich konnte das Insekt
Lycoriella ingenua infiziert und als Vektor genutzt werden (Liu et al,, 2016). In der Regel
breiten Mykoviren sich jedoch exklusiv vertikal tiber Sporen und horizontal tliber
Zellfusion aus (Pearson et al,, 2009).

Die vertikale Ausbreitung erfolgt liber Konidien oder Ascosporen. Nur wenige Studien
konnten bisher zeigen, dass auch Ascosporen mit Mykoviren infiziert sein kénnen.
(Deng et al, 2003; Ghabrial & Suzuki, 2009; Polashock et al, 1997; Suzaki et al., 2005;
Xie & Jiang, 2014). Auch FgV-ch9 konnte nicht in Ascosporen nachgewiesen werden
(Blum, 2017).

Die vertikale Ausbreitung findet hauptsachlich in Konidien statt (Fehler! Verweisquelle

konnte nicht gefunden werden.A). Sobald die Konidiogenese beispielsweise durch die

7



EINLEITUNG

Bildung von Luftmyzel induziert wird (Morton, 1961), differenzieren sich vegetative
Hyphen in bestimmten Regionen des Myzels zu Konidiophoren. An den Spitzen dieser
bilden sich Phialiden innerhalb derer sich iiber Mitose mehrkernige Zellen bilden. Die
mehrkernigen Zellen werden durch Zellkompartimentierung geteilt und entwickeln sich
zu Konidien (Navarro-Bordonaba & Adams, 1994). Der genaue Mechanismus, wie
Viruspartikel in die Konidien gelangen, ist nicht bekannt, doch geht man davon aus, dass
sich das Virus in ausreichenden Mengen im Konidiophor akkumulieren muss. Dies ist ein
kritischer Moment der vertikalen Transmission, da Viruspartikel oftmals nicht schnell
genug in die Hyphenspitzen gelangen, wenn diese wachsen (Eusebio-Cope et al.,, 2010).
Ausgereifte Konidien werden anschlief3end von den Spitzen der Phialiden ausgestofden
und Uber die Luft verbreitet (Navarro-Bordonaba & Adams, 1994). Sobald virusinfizierte
Konidien in Kontakt mit virusfreien, kompatiblen Nachbarstimmen kommen, kénnen
diese eine Infektion iiber die Bildung von Anastomosen initiieren und das Virus horizontal
auf den neuen Stamm iibertragen (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden.B). Uber die Bildung von Anastomosen konnen Pilze miteinander interagieren,
genetisches Material austauschen und ein stabiles Netzwerk aus miteinander
verzweigten Hyphen - das Myzel - aufbauen. Voraussetzung fiir die erfolgreiche
Hyphenfusion ist die Kompatibilitit zwischen zwei Pilzstammen, da es bei einer
vegetativen Inkompatibilitiat der Pilzhyphen zur Induktion des programmierten Zelltods
(PCD) als Verteidigungsmechanismus kommt und so keine Bildung von Anastomosen
stattfinden kann (Ghabrial & Suzuki, 2009; Xie & Jiang, 2014). Diese Fusion ist ein
komplexer Mechanismus, der aus einem fusionsvermittelndem Kommunikationsschritt
und der Fusion selber besteht. Fusionshyphen produzieren, sezernieren und erkennen
Signalmolekiile, die das chemotrophe Wachstum beeinflussen. Die chemotrophe
Vermittlung der Hyphenfusion erfolgt iiber die abwechselnde Sekretion von
Signalmolekiilen und das Erkennen dieser. Das SO Protein ist an der Sekretion von
Signalmolekiilen wihrend der Vermittlung der Hyphenfusion beteiligt und wird alle vier
Minuten fiir vier Minuten an der Plasmamembran rekrutiert und akkumuliert dort.
AnschliefSend diffundieren die einzelnen SO Molekiile zuriick ins Zytoplasma. Das
Erkennen der sekretierten Signalmolekiile iiber noch unbekannte Rezeptoren fiihrt zu
einer Rekrutierung des MAK-2 Komplexes an der Plasmamembran der zweiten an der
Fusion beteiligten Zelle (Daskalov et al, 2017; Fleissner et al, 2009). Die Rekrutierung
von SO und dem MAK-2 Komplex findet hochgradig koordiniert und in exakter Antiphase
zwischen den beiden Hyphenspitzen statt (Fischer & Glass, 2019;
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Fleifdner & Herzog, 2016; Haj Hammadeh etal, 2022). Sobald die interagierenden
Hyphen physischen Kontakt haben, beginnen sie mit dem Prozess der Zellfusion, der den
Abbau der Zellwand, den Umbau der Plasmamembranen und schliefRlich die
Verschmelzung des Zytoplasmas beinhaltet. Nach Fusion der beiden Zellen wird die
Zellwand um den Ort der Fusion wieder hergestellt (Goryachevetal, 2012;
Hickey et al., 2002; Maruthachalam & van den Berg, 2015).

Mykoviren sind in der Regel im Zytoplasma zu finden und kénnen bei Austausch
desselben nach erfolgreicher Bildung von Anastomosen von einem Individuum auf das
nachste ibertragen werden.

Innerhalb des Myzels breiten sich Mykoviren ebenfalls iiber Anastomosen oder von Zelle
zu Zelle aus (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.C). Die einzelnen
Kompartimente sind durch Septen voneinander abgegrenzt, die aber so grofie Poren
aufweisen, dass nicht nur kleine Molekiile, sondern auch Organellen die Kompartimente
wechseln kénnen (Buller, 1909; Jedd, 2011). Eine solche Zell-zu-Zell Verbindung dhnelt
damit nicht Gap Junctions in tierischen Zellen und Plasmodesmen in pflanzlichen Zellen,
mit deren Hilfe zwar auch interzellulare Kommunikation sowie der Transport und
Austausch von Nahrstoffen, Molekiilen, Organellen und Viruspartikeln méglich ist, bei
denen aber das size exclusion Limit (SEL) bei wenigen Kilodalton liegt (Xu et al, 2012).
Durch das Vorhandensein von so grofden Poren in den Septen kann es nach mechanischer
Beschdadigung einer Hyphe zu unkontrolliert aus dem Netzwerk ausstromendem
Zytoplasma und damit zu einer Bedrohung des Hyphennetzwerkes kommen
(Jedd & Chua, 2000; Lew, 2005; Lichius et al., 2012). Um das unkontrollierte Ausstromen
von Zytoplasma zu verhindern, gibt es einen Mechanismus, durch den die septalen Poren
als Reaktion auf Hyphenschaden schnell verschlossen werden kénnen. Dieser Verschluss
basiert bei filamentdsen Ascomyzeten wie F. graminearum auf spezialisierten Organellen
- den Woronin bodies - (Markham & Collinge, 1987). Diese bestehen hauptsachlich aus
dem Protein Hex-1, welches in Peroxisomen mit Hilfe des Woronin body sorting complex
(WSC) an die Matrixseite der Peroxisomen rekrutiert, dort zu Woronin bodies
zusammengesetzt und dann an die septalen Poren transportiert wird, wo sie liber Leashin
(LAH) Proteine an den Septen verankert werden (Jedd & Chua, 2000; Liu et al, 2008;
Ngetal, 2009; Yuan et al.,, 2003).

Auch das bereits erwahnte, an der Hyphenfusion beteiligte SO Protein ist ein weiteres am
Verschluss von septalen Poren beteiligtes Protein, was weniger bekannt ist. Unter

normalen Wachstumsbedingungen ist es im Zytoplasma verteilt, doch unter
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Stressbedingungen wie Hyphenverletzungen, Temperaturstress oder Stickstoffmangel
aggregiert SO in Neurospora crassa, Sordaria macrospora und Aspergillus oryzae an
septalen Poren (Fleissner & Glass, 2007; Maruyama et al., 2010). Zusatzlich spielen SO
und seine Homologe eine wichtige Rolle bei der sexuellen Entwicklung, der
Ascosporenbildung und SO ist als Gertistprotein am Cell Wall Integrity (CWI) Signalweg
beteiligt, der eine wichtige Rolle in der Bildung von Appressorien bei
Colletotrichum gloeosporioides spielt (Enghetal, 2007; Fangetal, 2018;
Fleissner et al., 2009; Fleissner & Glass, 2007). Bis jetzt sind keine Studien oder Daten
bekannt, die zeigen, dass SO in F. graminearum ahnliche Funktionen wie in den oben
erwahnten Ascomyzeten N. crassa, S. macrospora, A. oryzae und C. gloeosporioides ausubt.
Uber das Verhalten von SO und seinen Homologen bei einer Virusinfektion ist bisher

nichts bekannt.
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Abbildung 4: Ubertragungswege von Mykoviren. (A) Vertikale Ausbreitung iiber Konidien.
(B) Horizontale Ausbreitung aus infizierten Pilzhyphen iber Anastomosen in unifizierte Hyphen.
(C) Zell-zu-Zell Ausbreitung iliber septale Poren innerhalb des Pilzmyzels. Abbildung modifiziert
nach (Nuss, 2005; Ohara et al.,, 2004).

1.3 FgV-ch9 als Biozid zur Eindaimmung von FHB-Epidemien

Die Bekdampfung von FHB-Epidemien durch die Applikation FgV-ch9 infizierter
F. graminearum Stamme auf Weizenfelder konnte analog zur Bekdmpfung des
Kastanienrindenkrebses durch CHV1 infizierte Pilzstimme zu einer Eindimmung der
Krankheit fiihren. Jedoch erweist sich die Applikation des FgV-ch9/F. graminearum
Systems als schwieriger, da Weizen-Arten einjahrige Graser sind und eine Applikation
dem entsprechend jahrlich erfolgen muss. Auch die Art der Applikation muss sich
unterscheiden. Obwohl der Einsatz von bereits ausgekeimtem Pilzmyzel mdglich

erscheint, ist dieses gegeniiber dufderen Umwelteinfliissen wie Trockenheit empfindlich
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und stirbt schnell ab. Eine bessere Alternative ist die Applikation liber virusinfizierte
Konidien, da diese als Dauerorgane in der Sporenform verbleiben, bis die
Umweltbedingungen glinstig sind. Sie keimen zeitgleich mit natiirlich auf dem Feld
vorhandenen virulenten Fusarium Staimmen aus und anschliefdend konnen Mykoviren auf
die virulenten Pilzstamme Ubertragen werden.

Allgemein scheitert das Ausbringen virusinfizierter Konidien als Biozid bisher daran, dass
die Konidien nur zu einem geringen Anteil zu hypovirulentem Myzel auskeimen
(Hillman & Suzuki, 2004; Lee et al.,, 2014). Fiir F. graminearum konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass aus nur ca. 30% der Konidien zu hypovirulentem Myzel auszukeimen
(C. Heinze, Universitit Hamburg, nicht publiziert). Eine geringe Ubertragungsgrate von
30% stellt insofern ein Problem dar, da bei einer Applikation dieser Konidien als Biozid
die Wahrscheinlichkeit besteht, durch die hohe Anzahl an Konidien, die nicht in
hypovirulentes Myzel auszukeimen, eine FHB-Epidemie auszuldsen, anstatt diese

einzudammen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Eine Bekdmpfung von FHB mit der Ausnutzung der Hypovirulenz ist grundsatzlich
moglich und wiare aufgrund von wirtschaftlichen und O6kologischen Aspekten ein
Fortschritt. Eine Applikation des hypovirulenzverursachenden Virus FgV-ch9 im Feld
koénnte iiber ein Ausbringen von virusinfizierten Konidien erfolgen. Eine Voraussetzung
dafiir ist die stabile und effiziente Ubertragung des FgV-ch9 in Konidien, die im
natiirlichen Wirt/Pathogensystem zu gering ist.

In dieser Arbeit sollte die Ubertragungseffizienz in Konidien untersucht und erhéht
werden. Neben dem Einfluss des Virustiters wurden zwei Proteine identifiziert und
charakterisiert, die am Verschluss septaler Poren beteiligt sind und an der Ubertragung
der Viren beteiligt sein konnten. (i) Das Hex-1 Protein, welches zusatzlich in Fusarium
graminearum Virus 1 (FgV1) Infektionen als Wirtsfaktor fungiert, dadurch die
Akkumulation viraler RNA begiinstigt und somit ein vielversprechender Kandidat zur
Analyse der Virusausbreitung darstellt. (ii) Das SO Protein ist neben der Aggregation an
septalen Poren ein essentieller Bestandteil in der Formierung von Anastomosen, weshalb
auch dieses Protein ein sehr interessanter Kandidat zur Untersuchung der
Virusausbreitung ist.

Eine Deletion, oder woméglich auch Uberexpression dieser Proteine, kénnte demnach zu

einem verbesserten Transport von Virus in die Konidien fithren. Die damit einhergehende
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Veranderung des pilzlichen Genoms darf fiir einen Einsatz in der Praxis aber wiederum
nicht dazu fiihren, dass kaum oder keine Konidien mehr produziert werden kénnen oder
die Pilze in Ihrer Infektiositit erhoht sind. Daher wurde auch die Pathogenitat aller

virusinfizierten Mutanten auf ihren natiirlichen Wirt - Triticum aestivum - untersucht.
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2. Material
2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Enzyme wurden von folgenden Firmen
bezogen:

Analytik Jena (Jena, Deutschland)

Avegene (Taipeh, Taiwan)

Duchefa (Haarlem, Niederlande)

Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland)

GeneAid Biotech (New Taipei City, Taiwan)
Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

New England Biolab (Frankfurt am Main, Deutschland)
peqLab Biotechnologie (Erlangen, Deutschland)
Promega (Mannheim, Deutschland)

Roche (Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland)

Sigma (Miinchen, Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Solis Bio Dyne (Tartu, Estland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Th. Geyer (Renningen, Deutschland)

Die Chemikalien entsprachen, wenn nicht anders erwdhnt, dem Reinheitsgrad pro
analysis. Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Medien und Loésungen mit
Reinstwasser (PureLab Flex, ELGA LabWater, Celle) hergestellt. Die Versuche wurden,
falls nicht anders beschrieben, mit autoklaviertem doppelt destilliertem Wasser (ddH20)

durchgefiihrt.

2.2 Organismen

2.2.1 Bakterienstaimme
Zur Erstellung von Konstrukten (2.6) wurde der Bakterienstamm Escherichia coli TOP 10

(Invitrogen, USA) genutzt.
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2.2.2 Fusarium graminearum-Staimme

Fir die Herstellung und Charakterisierung der Mutanten (3.5) wurde der
Fusarium graminearum Wildtypstamm FgPH1 DK (FgPH1, strain passport: NRRL 31084)
verwendet. Als Donor-Stamm fiir die Infektion von Fusarium-Stimmen mit dem Virus
FgV-ch9 (Darissa et al, 2011) dienten virusinfizierte FgPH1 Stamme
(Bormann et al., 2018) oder der Stamm FgCh9 (Darissa et al.,, 2011).

2.2.3 Pflanzen

Fiir alle Untersuchungen der Virulenz von F. graminearum auf Wirtspflanzen wurde das
Weizenkultivar Triticum aestivum cv. Nandu (KWS Lochow-Petkus, Bergen, Deutschland)
verwendet. Die Pflanzen wurden in einer Klimakammer iiber ca. 6-8 Wochen bei 18-20°C

mit 60% relativer Luftfeuchtigkeit und 16 Tageslichtstunden angezogen.

2.3 Medien

Die einzelnen Bestandteile der Medien wurden in ddH20 gelost und bei 121°C und 2 bar
fiir ca. 20 Minuten autoklaviert. Temperaturempfindliche Substanzen, wie Antibiotika
wurden in das handwarme Medium gegeben. Zucker wurden bei geringeren
Konzentrationen mitautoklaviert und ansonsten liber einen 0.2 pm Filter steril filtriert.
Weizenmedium wurde nach dem Autoklavieren iiber einen Papierfilter (Grade MN

6151/4, Macherey-Nagel, Deutschland) filtriert und anschlief3end nochmals autoklaviert.

LB-Medium 10g Trypton
5g Hefeextrakt
5g NaCl
ad1L ddH20

Fiir Festmedium + 1.5% (w/v) Mikroagar

LB-Amp 150 mg Ampicillin
ad 1L LB-Medium

LB-Kan 50 mg Kanamycin
ad 1L LB-Medium

SOB-Medium 20g Trypton
5g Hefeextrakt
500 mg NaCl
200 mg KClI
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ad1L ddH20
Weizen-Medium 5g Weizengras (Feinstoff Superfood Bio
Weizengras, Pulver)
ad1L ddH20
CM-Medium 1g Hefeextrakt

500 mg Casein (enzymatisch verdaut)
500 mg Casein (saurehydrolisiert)
10 ml CM-Losung A
10 ml CM-LosungB
50 ml CM-LosungC
1ml CM-LosungD

Fiir Festmedium + 1.6% (w/v) Mikroagar

CM-Losung A 100 g Ca(NO3)2x4H20
ad1L ddH20

CM-Losung B 20g KH2PO4
25g MgS04x7H20
10g NaCl

CM-Losung C 200 g Glukose
ad1L ddH20

CM-Losung D 60g H3BOs

390 mg CuS04x5H20

13 mg KI

60 mg MnOsxH20

51 mg (NH4)6M07024x4H20
548 mg ZnS04x7H20
932 mg FeCl3x6H20

2ml Chloroform

ad1L ddH20
CM-Losung D ohne 60 g HzBOs
Kupfer 13 mg KI

60 mg MnOsxH20
51 mg (NH4)6MO07024x4H20
548 mg ZnS04x7H20
932 mg FeCl3x6H20
2ml Chloroform



CM-Gen

CM-Hyg

CM-NAT

CM-Induktionsmedium

Minimalmedium

Minimalmedium ohne
Kupfer

SNA-Festmedium

MATERIAL

ad1L

100 mg
ad1L

250 mg
ad1L

100 mg
ad1L

1g

500 mg
500 mg
10 ml
10 ml
50 ml
1ml

78 mg

Fir Festmedium

10 ml
10 ml
50 ml

1 ml

Fur Festmedium

10 ml
10 ml
50 ml

1 ml
78 mg

Fir Festmedium

lg
1g
05¢g
05¢g
02g

ddH20

Geneticin
ddH20

Hygromycin B
ddH20

Nourseothricin
ddH20

Hefeextrakt

Casein (enzymatisch verdaut)

Casein (saurehydrolisiert)
CM-Losung A

CM-Losung B

CM-Losung C

CM-Lo6sung D ohne Kupfer
Bathocuproindisulfonsaure-
Dinatriumsalz

+ 1.6% (w/v) Mikroagar

CM-Losung A
CM-Losung B
CM-Losung C
CM-Losung D

+1.6% (w/v) Mikroagar

CM-Losung A

CM-Losung B

CM-Losung C

CM-Lo6sung D ohne Kupfer
Bathocuproindisulfonsaure-
Dinatriumsalz

+1.6% (w/v) Mikroagar

KH2PO4

KNO3
MnS04x7 H20
KClI

Glukose
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YEPD-Medium

TB3-Medium

H20-Festmedium

Karotten-Medium

2.4 Antiseren

MATERIAL

02¢g
l6g
ad1L

30g
10g
20g
ad 1L

Fir Festmedium
200g

38

3g

ad1L

Fir Festmedium

15g
ad1L

400 g

20g
ad 500 mL

Fir Festmedium

Saccharose
Mikroagar
ddH20

Hefeextreakt
Pepton
Glukose
ddH:20

+1.5% (w/v) Mikroagar
Saccharose

Hefeextrakt

Casein (saurehydrolisiert)
ddH20

+ 1.5% Mikroagar

Mikroagar
ddH20

Karotten

(gekocht 10 Minuten in 400 mL ddH20)

Mikroagar
ddH20

+ 1.5% (w/v) Mikroagar

Die zur spezifischen Detektion von Proteinen im ELISA verwendeten Antiseren sind in

Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Antiseren.

Bezeichnung Antigen Spezies Hersteller
AS0115 Partikel des Virus FgV-ch9 | Kaninchen | Dr.F. Rabenstein (Julius-
Kiihn-Institut, Quedlinburg,
Deutschland)
(Darissa etal, 2011)
A3587 Anti-Rabbit IgG Ziege Sigma-Aldrich, USA
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2.5 Synthetische Oligonukleotide (Primer)

Die verwendeten synthetischen Oligonukleotide (Primer) fiir alle Klonierungen wurden
von der Firma Eurofins Genomics Deutschland hergestellt und sind in Tabelle 2
dargestellt. Restriktionserkennungsschnittstellen sind Fett dargestellt. Die Sequenz des

GS-Linkers ist unterstrichen.

Tabelle 2: Liste der verwendeten Klonierungsprimer.

Interne Bezeichnung Sequenz (5°-3°)
Nummerierung
GCA GGC GCG CCG AAT TCCCTT GTA
1 PgpdA F TCT CTA CACACAG
GCA CCC GGG AAA AGA AAG AGA
2 PgpdAR AAA GAA AAG AGC AG
3 pJETF CGA CTC ACT ATA GGG AGA GCG GC
GCA GCG GCC GCT GAA GAATTT GAG
4 PKS12 LF F GCAGCCG
GCA GGC GCG CCATCC TACCCA GCA
5 PKS12 LF R CTT CG
GCA TCT AGA ATC CGT CCT CGA AAA
6 PKS12 RFF GTTC
GCA ATC GAT AGT TGA GTC GAC CAG
7 PKS12 RF R GAG
CTT GAG AGA ATA AAA GAA GAA CAT
8 pJET R2 CG
GCA CCC GGG ATG ATT GAA CAA GAT
9 Nptll F GGA TTG CAC
GCA TCT AGA TCA GAA GAA CTC GTC
10 NptIl R AAG AAG G
GAA TTG CTT ACC ATT TCA ATG ATG
11 PKS12 intern F AAT G
12 PKS12 intern R GAT ATC ATC CTT GCC GGC AG
13 M13F TGT AAA ACG ACG GCC AGT
14 M13R CAG GAA ACA GCT ATG ACC
15 HygB F GAA TTC AGC GAG AGC CTG AC
16 HygB R GAT GTT GGC GAC CTC GTATT
17 Hex1F ATG GGG GTG AGA TAT GGC AGT AA
CTC GAG TTA CAG GCG AGA GCC GTG
18 Hex1R GA
19 Hex1 LF F GAG CTG AAG CAG CTG GTC
20 Hex1 LFR GAA GCT TCG ATC TCG TCA CC
21 Poleg F GCC GCATTC CCG ATT CG
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Interne Bezeichnung Sequenz (5°-39)
Nummerierung
GCA TCT AGA AAG ATT CAG GGG
2z NatR R CAG GGC ATG C
23 Poleg R ATG GAT CCA TTG TGA TGT GAT GG
GCA GCG GCC GCT ACT TCT TAG ACT
24 FGSG13060 up ACC TAT TTT TAT ACC
GCA CTC GAG CAT ACG TAA ATA GGA
25 FGSG_13060 up R GGA ATG G
26 FGSG. 13060 down F GCA TCT AGA GAT CGC GAC GGA AAT
GTA CC
GCA ATC GAT AAC GAA TGC GAC GTA
27 FGSG_13060 down R GTT ACG TC
28 NatR F ATG ACC ACT CTT GAC GAC ACG
29 SO sequencing F CTG AAC AAC AGC CCAC AAC AGA AG
30 SO sequencing R GTT CAG ACC GGC AGT CAG G
eGFP_F CTC GAG ATG GTG AGC AAG GGC GAG
31 GA
eGFP_GS-Linker R GGA TCC TCC ACCTCC CTT GTA CAG
32 CTC GTC CAT GCC GTG
33 GFP-tr. Hex1 F GGA GGT GGA GGA TCC GGT TAC GAC
GAC GAG
34 1778 CTG CTG TTC TCC TAT CAA ACT CGG
35 1573 GGC AGC AGC ACG GGG CCG TCG
36 FGSG_13060 F TTA ATT AAA TGG AGC GCA GCC GTG
GGA TCC TCCACCTCC TCG GCC ATA
37 FGSG 13060 R TTC CAA ATG AGG G
38 mCherry F GGA GGT GGA GGA TCC GTG AGC
AAG GGC GAG G
GCATCT AGATTACTT GTA CAG CTC
39 mCherry R GTC C
40 pJET R AAG AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG
41 1 kb up stop SO F CCG GTC TGA ACG GAC CC
42 1 kb up stop SOR TCG GCC ATA TTC CAA ATG AGG
GTC ATC ATC CCT CAT TTG GAA TAT
43 GS-mCherry/SO up 15 ASF | GGC CGA GGA GGT GGA GGA TCC GTG
44 mCherry/HygB 15 AS R GTC AAG TGG TAC ACT AGT CTA GAT
TACTTG TAC AGC TCG TC
45 HygB/mCherry 15 AS F GAC GAG CTG TAC AAG TAA TCT AGA
CTA GTG TAC CACTTG AC
AGT ATC CGG TTT TCA AAT ATA TGA
ACG ACACTATTC CTT TGC CCT CGG
46 HygR/SO down 15 AS R AC

19



MATERIAL

Interne Bezeichnung Sequenz (5°-39)
Nummerierung
TGT CGT TCA TAT ATT TGA AAA CCG
47 1 kb down stop SO F GAT AC
48 1 kb down stop SO R GTT CCG ACT TCG CCA AGC

Die verwendeten synthetischen Oligonukleotide (Primer) fiir die quantitative Real-Time

PCR (qRT-PCR) wurden von der Firma Eurofins Genomics Deutschland hergestellt und

sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Liste der verwendeten qRT-PCR Primer

Interne Bezeichnung Sequenz (5°-39)

Nummerierung

49 3-Tubulin F TGT CGA CGA CCA GTT CTC AGC

50 {3-Tubulin R CGA TGT CGG CGT CTT GGT AT

51 SO_1F CTG AAC AAC AGC CCAC AAC AGA AG
52 SO_1R CTT GAT CCA GCT TGC TGA GG
53 Hex-1_1F GCA ACA CAACAAACCGTTAC
54 Hex-1_1R TCACGC GTAATATGGACCTC

2.6 Plasmide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide mit Funktion und Quelle

Bezeichnung Funktion Quelle
pAN7.1 Uberexpressionsvektor mit TrpC Mullaney et al. (1985)
Promoter
pJET pJET1.2/Blunt ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA
pII99GFP Uberexpressionsvektor mit TrpC Namiki et al. (2001)

Promoter, Geneticin Resistenz und
eGFP

pRS246_elF5A-ko

pGEM-T Vektor beinhaltet das hex-
1 Knockout-Konstrukt

A. L. Martinez Rocha nicht
publiziert, Universitat
Hamburg (Anhang 2A)

pSilent-1 NAT

Uberexpressionsvektor mit
Nourseothricin Resistenzkassette
und TrpC Promoter

C. Heinze nicht publiziert,
Universitat Hamburg
(Anhang 2B)

pGEM-T

pGEM®-T Vektorsysteme

Promega, Madison,
Wisconsin, USA
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Bezeichnung Funktion Quelle
pGEM-T HygB pGEM-T Vektor mit HygromycinB C. Heinze nicht publiziert,
Resistenzkassette Universitat Hamburg
(Anhang 2C)
pBJ-1 Uberexpressionsvektor mit Bormann et al. (2018)
kupferinduzierbarem Promoter und
mCherry

2.7 Software und Datenbanken

Im Folgenden sind alle in dieser Arbeit verwendeten Programme und Datenbanken
aufgefiihrt:

SnapGene (GSL Biotech LLC)

RStudio (Posit PBC)

Microsoft Office (Excel, Word, Power Point; Microsoft Corporation)
Origin 2021b (OriginLab Corporation)

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; NCBI)

Inkscape 1.3 (GPL)

ExPAsy Translate tool (Swiss Institute of Bioinformatics)

ExPASy ProtParam tool (Swiss Institute of Bioinformatics)

GeneBank® (International Nucleotide Sequence Database Collaboration)

MycoCosm (Joint Genome Institute)
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3. Methoden
3.1 Anzucht von Fusarium graminearum

3.1.1 Anzucht von Myzel auf Festmedium

Zur Anzucht von Myzel auf Festmedium (2.3) wurden entweder 5 pl Konidien (3.1.4) auf
frisches Festmedium pipettiert oder 2.5 mm? von auf Festmedium gewachsenem Myzel
ausgeschnitten und auf frisches Festmedium umgesetzt.

Zudem wurde Myzel - geerntet von Festmedium - auf Cellophan-CM- (Ccm) und Cellophan
Induktionsmedium-Platten (Cicm) angezogen (Roth, Deutschland). Hierfiir wurde
Cellophan mit 200 pl ddH20 befeuchtet, auf eine CM-Platte oder CM-Induktions-Platte
gelegt und mit Spatel faltenfrei und steril ausgestrichen. Anschlief3end wurde mit einem
Korkbohrer (2.5 mm?) ausgestochenes Myzel auf die Cellophan-Platten umgesetzt.

Die Platten wurden fiir 3-7 Tage bei 28°C im Dunkeln inkubiert.

3.1.2 Anzucht von Myzel in Fliissigmedium

Zur Anzucht von Myzel in Flissigkultur wurde ca. 3mm? von auf Festmedium
gewachsenem Myzel (3.1.1) ausgeschnitten und in 10-50 mL CM-Flissigmedium (2.3) in
einen 100 mL Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Anschlieflend wurden die Kolben fir

ca. 3 Tage bei 28°C und 150 rpm im Dunkeln inkubiert.

3.1.3 Anzucht von Konidien auf Festmedium

Zur Produktion von Konidien auf Festmedium wurde ca. 3 mm?2 von auf Festmedium
gewachsenem Myzel (3.1.1) ausgeschnitten und auf SNA-Medienplatten umgesetzt. Die
Inkubation erfolgte fiir 7 Tage bei 22°C unter UV-Licht in einem Klimaschrank. (SANYO
Versatile Environmental Test Chamber MLR-350, SANYO, Japan). Anschliefdend wurde die
Platte 2X mit 2 mL sterilem ddH20 abgeschwemmt, iiber ein Wilson-Sieb (Greiner,
Osterreich, 200 mesh) filtriert und mit der gleichen Menge an sterilem ddHz0 gewaschen.
Die Konidienmischung wurde anschlieféend fiir 3 Minuten bei 2000 rpm (LMC-4200R,
Biosan, Riga, Lettland) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Konidien in
1 mL sterilem ddH20 aufgenommen. Mittels einer Fuchs-Rosenthal-Zdahlkammer wurde

die Konidienzahl pro pl bestimmt.
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3.1.4 Anzucht von Konidien auf Fliissigmedium

Zur Produktion von Konidien in Fliissigkultur wurde mit einem Korkbohrer (@ 6 mm) auf
Festmedium gewachsenes Myzel (3.1.1) ausgestanzt und in 10-50 mL Weizenmedium
(2.3) in einem 100 mL Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Die Inkubation erfolgte fiir 3 Tage
bei 28°C und 150 rpm im Dunkeln. Anschliefdend wurde die Kultur iiber ein Wilson-Sieb
(Greiner, Osterreich,200 mesh) filtriert und mit der gleichen Menge an sterilem ddH20
gewaschen. Der Uberstand wurde anschliefRend fiir 3 Minuten bei 2000 rpm (LMC-4200R,
Biosan, Riga, Lettland) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Konidien in
1-15 mL sterilem ddH20 aufgenommen. Mittels einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer

wurde die Konidienzahl pro pl bestimmt und auf 1000 Konidien/pl eingestellt.

3.2 Extraktion von FgV-ch9 Polysomen

2x Extraktionspuffer 200 mM Tris-HCl
400 mM KCI
35mM MgCl
80 mM Sucrose
Extraktionspuffer 50% (v/v) 2x Extraktionspuffer
pH 9.0 1% (w/v) Triton-X-100
0.05% (w/v) B-Mercaptoethanol
Sucroselésung 40 mM Tris-HCI
pH 8.5 200 mM KCl
35mM MgCl
140 mM Sucrose

Fir die Extraktion von Polysomen und unprozessierten viralen Proteinen aus

virusinfinfiziertem Myzel wurde ein modifiziertes Protokoll nach
(Jackson & Larkins, 1976) verwendet.

Fiir die Extraktion wurden ca. 2.5 g in Flussigkultur gewachsenes virusinfiziertes Myzel
(3.1.2) geerntet und unter fliissigem Stickstoff gemorsert. Das gemorserte Myzel wurde
anschlieffend mit 25 ml Extraktiospuffer vermischt und bei 4100 rpm fiir 20 Minuten bei
4°C zentrifugiert (LMC-4200R, Biosan, Riga, Lettland). Der Uberstand wurde auf 5 ml
Sucroselosung in einem SW28-Zentrifugenréhrchen tiberschichtet und fiir 1 Stunde und
42 Minuten bei 28000 rpm zentrifugiert (Optima™ LE-80K, SW28, Beckman Coulter,
Indianapolis, USA). Die obere Phase wurde bis zum Sucrosekissen abgesaugt und

verworfen. Um mogliche Verunreinigungen zu entfernen wurden die Wainde des
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Zentrifugenrohrchens mit ddH20 gespiilt, welches ebenfalls abgesaugt wurde.
Anschlieffend wurde das Sucrosekissen abgesaugt und verworfen. Das Pellet wurde
anschlieffend mit einem Glasstab zerstofien und in 100-200 pl TE Puffer (3.4.4)
aufgenommen und in ein 1.5 ml Reaktionsgefaf iberfiihrt. Das Reaktionsgefafs wurde bei
8000 rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1.5 ml
Reaktionsgefaf? tiberfiihrt und anschlieflend aliquotiert. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte photometrisch (NanoDrop™ One Mikrovolumen-UV/VIS-Spektralphotometer,
Thermo Fisher Scientific, USA).

3.3 Infektion von Fusarium graminearum mit dem Virus FgV-ch9

3.3.1 Infektion iiber Ko-Kultivierung

Die Infektion von Pilztransformanten mit dem Virus FgV-ch9 mittels Ko-Kultivierung
erfolgte iber bereits infiziertes Pilzmyzel. Hierbei wurde mit einem Korkbohrer (@ 6 mm)
auf Festmedium (3.1.1) gewachsenes virusinfiziertes Myzel (Donor) ausgestanzt und auf
CM-Medienplatten (2.3) umgesetzt. Nach der Inkubationszeit von 1-2 Tagen bei 28°C im
Dunkeln wurden mittels eines Korkbohrers (@ 6 mm) zweimal Myzel der zu infizierenden
Transformante (Akzeptor) ausgestanzt und in 1 cm bzw. 2 cm Entfernung zum Donor auf
die CM-Medienplatte umgesetzt. Nach ca. 3 Tagen Inkubation bei 28°C im Dunkeln wurde
Myzel an den Uberschneidungsbereichen zwischen Donor-Myzel und Akzeptor-Myzel
ausgeschnitten und auf Akzeptor-spezifische Selektionsplatten umgesetzt und
Flissigkulturen hergestellt. Der Nachweis der Virusinfektion erfolgte mittels

RNA-Extraktion aus Myzel (3.5.5).

3.3.2 Infektion iiber Kondienmischung

Die Infektion von Pilztransformanten mit dem Virus FgV-ch9 kann ebenfalls liber die
Mischung von Konidien und frisch ausgekeimten Pilzmyzel erfolgen. Hierbei wurden
Konidien (3.1.4) der zu infizierenden Transformante mit Konidien des natiirlicherweise
infizierten FgCh9-Stammes 1:1 und 1:9 gemischt. Anschlief3end erfolgte eine Verdiinnung
der Konidienmischungen von 500 Konidien/ul bis 10 Konidien/ pl. Es wurden jeweils 5 pl
der Verdiinnungen auf CM-Platten (2.3) ausplattiert. Die Inkubation erfolgte fiir 1-3 Tage
bei 28°C im Dunkeln. Potentiell virusinfiziertes Myzel wurde ausgeschnitten und auf
Akzeptor-spezifische Selektionsplatten (2.3) umgesetzt und Fliissigkulturen hergestellt.
Der Nachweis der Virusinfektion erfolgte mittels RNA-Extraktion aus Myzel (3.5.5).
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3.4 Klonierungsmethoden

3.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion ist es moglich, bestimmte DNA-Sequenzen zu
amplifizieren. Fir die Amplifikation mittels kurzer Oligonukleotide (2.5) wurden
verschiedene Polymerasen verwendet. Zur Klonierung und Herstellung von
Transformations-Inserts wurde die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo
Fisher Scientific, USA) oder die Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, Deutschland)
genutzt.

Flir die Fusion von zwei PCR Produkten wurde die overlap extension PCR mit Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, USA) genutzt. Hierzu wurden im
ersten Schritt PCR-Produkte mit spezifischen Primern amplifiziert, sodass eine
Sequenziiberlappung von ca. 30 Basenpaaren entstand. In einer anschliefenden PCR
wurden die auflenstehenden Primer der beiden vorangegangenen Amplifikationen
genutzt, sodass ein Fusionsamplifikat entstand.

Zur Uberpriifung transformierter Klone wurden Kolonie-PCRs durchgefiihrt. Es wurde
die DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, USA) verwendet. Die auf
Selektionsplatten gewachsenen Klone wurden in 20 pl ddH20 aufgenommen. Hiervon
wurde 1 pl als Template eingesetzt. Die Ansatze der verschiedenen

Polymerase-Reaktionen sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Herstellungsschema der verschiedenen PCR-Ansitze.

Reagenz Volumen [pl]
5% GC-Puffer 10
2mM dNTP-Mix 5
DMSO 1.5
. 10 uM Primer F 2.5
Phusion® DNA Polymerase 10 uM Primer R 9 c
1 U Phusion® DNA Polymerase | 0.5
Template 2
ddH20 26
2% Q5 Master-Mix 25
10 uM Primer F 2.5
Q5® DNA Polymerase 10 uM Primer R 2.5
Template 2
ddH20 18
DreamTaq DNA 10X DreamTag Green-Buffer 1
Polymerase 2mM dNTP-Mix 1
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Die Amplifikationen erfolgten

Reagenz Volumen [pl]
10 uM Primer F 0.5

10 uM Primer R 0.5

1 U DreamTaq Polymerase 0.1

Template 1

ddH20 5.9

in verschiedenen Thermocyclern. Die genutzten

Programme sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Thermocycler-Programe fiir verschiedene PCR-Ansitze.

Schritt | Temperatur [°C] Zeit [min] Phase
Phusion/ | DreamTaq | Phusion/ | DreamTaq
Q5 Q5
1 99 99 Deckel erhitzen
2 98 95 0:30 5:00 Initiale Denaturierung
3 98 95 0:10 0:30 Denaturierung T
4 60-72 50-65 0:10 0:30 Annealing %30
5 72 72 0:15/kb | 1:00/kb Elongation J
6 72 72 5:00 5:00 Finale Elongation
7 4 4 o0 o0 Pause

Die Produkte der verschiedenen PCR-Reaktionen wurden mittels Agarosegelen (3.4.3)

aufgetrennt und kontrolliert.

3.4.2 cDNA Synthese mittels reverser Transkription

Fiir die Synthese von cDNA musste im ersten Schritt RNA aus Myzel von grofder Reinheit
extrahiert werden. Hierfiir wurden die Kits innuPREP RNA Kit (Analytik Jena,
Deutschland) und High Pure RNA Isolation Kit (Roche Life Science, Deutschland)
verwendet und die RNA mit zusatzlichem DNase-Verdau (,DNasel“, Thermo Fisher
Scientific, USA) nach Herstellerangaben extrahiert (3.5.5).

Zur Synthese von cDNA wurden 0.5-2.5 pg RNA mit 20mM Oligo(dT)12-18 Primern versetzt
und fiir 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Der Ansatz wurde anschliefiend direkt auf Eis

abgekiihlt und mit nachfolgenden Reagenzien vermengt (

Tabelle 7).
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Tabelle 7: Herstellungsschema cDNA-Synthese

Reagenz Volumen [ul]
RNA 8

10 mM OligoOligo(dT)12-18 Primer 2

5x RT-Reaktionspuffer 5

2mM dNTP-Mix 2

200 u/pl RevertAid Reverse Transkriptase | 0.5

40 U/pl RiboLock RNase Inhibitor 0.5

RNAse freies ddH20 7

Der Ansatz wurde fiir 60 Minuten bei 42°C inkubiert und anschlief3end bei 80°C fiir
5 Minuten inaktiviert. Die cDNA wurde anschliefdend bei -20°C gelagert und fiir die
Amplifikation von F. graminearum Genen (3.4.1) oder qRT-PCR genutzt (3.5.7).

3.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

TAE Puffer (1Xx) 40 mM Tris-Acetat
pH 8.3 1mM EDTA
Je nach Grofde wurden DNA und RNA Fragmente in 1-2 %igen (w/v) Agarosegelen mit

einer Ethidiumbromidkonzentration von 0.2 pg/ml bei 80-130 Volt elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Proben wurden mit 6X Probenpuffer (Gel Loading Dye, Purple, NEB
Deutschland) versetzt. Als Marker diente der Thermo Scientific™ GeneRuler 1kb+ DNA
Ladder. Die Detektion der PCR Produkte erfolgte mittels GelJet Imager (Intas Science
Imaging Instruments GmbH, Gottingen, Deutschland). Zur Isolation von DNA-Fragmenten
wurde die gewiinschte Bande nach gelelektrophoretischer Auftrennung unter UV-Licht

(254 nm) mittels Skalpells ausgeschnitten und anschliefdend gereinigt (3.4.7).

3.4.4 Plasmidisolation aus E. coli

Resuspensionspuffer 25mM Tris-HCI
pH 8.0 50 mM Glukose
10 mM EDTA

100 pg/ml RNAse

Mix 2 200 mM NaOH
1% (w/v) SDS
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Mix 3 3 M Natriumacetat
pH 4.8 Eisessig
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI

pH 8.0 1mM EDTA

Die alkalysche Lyse zur Isolierung von Plasmiden aus E. coli wurde mit 2 ml
Ubernachtkulturen in antibiotikahaltigem LB-Fliissigmedium durchgefiihrt (2.3). Hierzu
wurde die Kultur in einem 2 ml Reaktionsgefafien bei 13000 rpm (Centrifuge MiniSpin,
Eppendorf Deutschland) fiir 1 min pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 200 pl kaltem Resuspensionspuffer aufgenommen und resuspendiert.
Anschlief3end erfolgte die Zugabe von 200 pl Mix 2. Die Probe wurde 3-mal invertiert und
5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl Mix 3 wurde die Probe 8-mal
invertiert und ebenfalls fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurde die Probe
fiir 3 Minutenbei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstands wurden zusammen mit 900 pl
Ethanol abs. in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefaf tiberfiihrt, 25-mal invertier und 1 Minute
bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 200 pl
70%igem Ethanol gewaschen. Hierzu wurde die Probe 5 Minuten auf Eis inkubiert und
3 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde abschliefiend fiir
ca. 5-10 Minuten bei 55°C getrocknet und in 50 pl TE-Puffer aufgenommen.

Zur Plasmidisolierung mit hoherer Reinheit wurde das NucleoSpin® Plasmid Easy Pure
Kit von Macherey-Nagel (Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet.

Um grofdere Mengen Plasmid-DNA zu gewinnen, wurde das NucleoBond® Xtra Midi Kit
von Macherey-Nagel (Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet.

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde anschliefend photometrisch bestimmt
(3.4.9).

3.4.5 Restriktionsverdau von DNA

Zum Verdau von DNA und PCR-Fragmenten tiber Restriktionsendonukleasen wurden die
Enzyme und Puffersysteme von NEB (Deutschland) und Thermo Fisher Scientific (USA)
verwendet. In Tabelle 8 ist der Ansatz dargestellt, der so oder als ein Vielfaches davon

hergestellt wurde.
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Tabelle 8: Ansatz Restriktionsverdau

Reagenz Volumen [ul] | Menge [ng]
10x Puffer 2

DNA 0.2-1

10 U/ul Restriktionsendonuklease(n) 0.5

ddH:20 ad 20

Ansdtze flir den Restriktionsverdau von DNA oder PCR-Fragmenten wurden fiir
1-16 Stunden inkubiert. Die Inkubationstemperatur war von den jeweiligen
Restriktionsendonukleasen abhidngig und lag zwischen 25°C - 65°C. Optional erfolgte
nach der Inkubationszeit eine Inaktivierung der Enzyme fiir 20 Minuten bei 65°C - 85°C.
Zur Uberpriifung wurde der gesamte Ansatz oder ein 3 pl Aliquot davon

gelelektrophoretisch aufgetrennt (3.4.3).

3.4.6 Modifikation von DNA-Fragmenten

Die Enden von PCR-Fragmenten oder verdauten DNA-Fragmenten wurden auf
unterschiedliche Weise modifiziert.

Zur Entfernung von inkompatiblen 3‘-Uberhingen und zum Auffiillen von inkompatiblen
5-Uberhingen wurde das Quick Blunting™ Kit (NEB, Deutschland) nach
Herstellerangaben verwendet.

Die Dephosphorylierung von Fragmentenden erfolgte mit der FastAP Thermosensitiven
Alkalinen Phosphatase (Thermo Fisher Scientifiv, USA) nach Herstellerangaben.

Zur Phosphorylierung von PCR-Fragmenten wurde die T4 Polynukleotid Kinase von NEB

(Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet.

3.4.7 Reinigung von DNA-Fragmenten

Die Reinigung von PCR-Produkten und die Reinigung von DNA-Fragmenten aus einem
Agarosegel (3.4.3) wurden mittels NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
(Macherey-Nagel, Deutschland) gereinigt. Die Reinigung erfolgte nach Herstellerangaben.

3.4.8 Fallung von DNA-Fragmenten
Fiir die Fallung von DNA-Fragmenten wurden die in Tabelle 9 dargestellten Reagenzien

vermengt und fiir 30 Minuten bei -20°C inkubiert.
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Tabelle 9: Herstelungsschema Fillung von DNA-Fragmenten

Reagenz ‘ Volumen [pl]
DNA 50

3M NaAc (pH4.8) 5
Isopropanol 35

Anschlief3end wurden die Ansatze fiir 30 Minuten bei 4°C und 13000 rpm (Fresco™ 21
Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, USA) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Pellets mit 200 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Hierbei wurde der Ansatz gevortext, fur
5 Minuten auf Eis inkubiert und anschlief3end 10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert.
Die Pellets wurden fiir ca. 5-10 Minuten bei 55°C getrocknet und abschlieféend in

20 pl - 50 pl TE-Puffer (3.4.4) aufgenommen.

3.4.9 Photometrische Konzentrationsbestimmungen

Die Konzentrationsbestimmung fiir DNA erfolgte photometrisch mit dem
NanoDrop™ One Mikrovolumen-UV /VIS-Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific,
USA). Dabei wurde die Absorption von 2 pl Probe bei 260 nm gemessen.

3.4.10 Ligation von Fragmenten
Zur Ligation von DNA- und PCR-Fragmenten in Vektoren (2.6) wurde die T4 DNA-Ligase
(Thermo Fisher Scientific, USA) verwendet. In Tabelle 10 ist der Ligationsansatz

dargestellt.

Tabelle 10: Ansatz der Ligationsreaktion.

Reagenz Volumen [pl]
10x Ligationspuffer | 2
50 ng Vektor-DNA 0.5-3
150 ng Insert-DNA 1-6
T4 DNA-Ligase 1
ddH20 ad 20
Die Ligation erfolgte bei 16°C iiber Nacht oder iiber das Wochenende bei 4°C.
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3.4.11 Transformation in E. coli

Die Transformation der Ligationsansatze (3.4.10) erfolgte in 100 pl chemisch kompetente
E. coli TOP10-Zellen (zur Verfiigung gestellt von B. Hadeler). Die Zellen wurden auf Eis
aufgetaut und anschlief3end fiir 20 Minuten mit 20 pl Ligationsansatz auf Eis inkubiert.
Der Hitzeschock erfolgte fiir 30 Sekunden bei 42°C, woraufhin der Transformationsansatz
nochmals fiir 1 Minute auf Eis inkubiert wurde. Die Zellen wurden in 300 ul LB- oder
SOB-Medium (2.3) aufgenommen und fiir 45-60 Minuten bei 37°C und 500 rpm
regeneriert. Anschliefend wurden die Ansitze auf LB-Platten mit entsprechenden
Selektionsmarkern ausplattiert. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 37°C. Der Erfolg

der Transformationen wurde jeweils mittels Kolonie PCR (3.4.1) iiberprtift.

3.4.12 DNA-Sequenzierung

Erforderliche Sequenzierungen wurden von Eurofins Genomics durchgefiihrt.

3.4.13 Anzucht und Lagerung von E. coli

E. coliwurde je nach Selektionsvektor auf LB-Platten oder in Fliissigkultur mit passendem
Antibiotikum kultiviert (2.3). Die Anzucht erfolgte tiber Nacht bei 37°C und 180 rpm. Die
Kultivierung in Flissigkultur erfolgte zur Plasmid-Isolierung (3.4.4) in 3-100 mL
LB-Medium mit einer Kolonie, 20 pl Fliissigkultur oder einem bei -20°C gelagertem

Bakterienpellet.

3.5 Herstellung und molekulare Analyse pilzlicher Transformanten

3.5.1 Protoplasten-Transformation von Fusarium graminearum

Enzymlésung 3.5% Driselase® von Basidiomycetes sp.
(Sigma-Aldrich)
3.5% Lytische Enzyme von Trichoderma harzianus
(Sigma-Aldrich)

0.7M NaCl
STC-Co-Puffer 20% Saccharose
pH 8.0 10mM Tris-HCI
50mM CaClz
PEG -Co 40% PEG4000

60% STC-Co-Puffer
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Zur Vorbereitung der Transformation wurden 12 pg des zu transformierenden
Konstruktes mittels Restriktionsendonukleasen linearisiert bzw. im Falle einer
homologen Rekombination an den Enden der Erkennungssequenzen verdaut (3.4.5).
Zudem wurden 1 X 10 Konidien des gewiinschten F. graminearum Stammes in 50 ml
YEPD-Fliissigmedium (2.3) tiber Nacht bei 28°C und 150 rpm inkubiert. Das ausgekeimte
Myzel wurde anschlief3end iiber ein Wilson-Sieb (Greiner, Osterreich, 70 mesh) gefiltert
und mit 50 mL sterilem ddH20 gewaschen und auf einem sterilen Filterpapier getrocknet.
Die Enzymlosung wurde frisch angesetzt, fiir 30 Minuten geriihrt und anschlief3end bei
4000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen 0.2 pm Filter
sterilfiltriert. Zur Protoplastierung wurden 0.2-0.5 g Myzel mit 10 mL steriler
Enzymlosung gemischt und fiir 2.5 h bei 30°C und 80 rpm inkubiert. Anschlief3end
wurden die Protoplasten durch ein Wilson-Sieb (Greiner, Osterreich, 40 mesh) filtriert
und bei 2000 rpm 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet vorsichtig mit 10 mL STC-Co-Puffer gewaschen und bei 2000 rpm 10 Minuten
zentrifugiert. Die Protoplasten wurden mittels Neubauer-Zahlkammer gezahlt und mit
einer Konzentration von 1 X 108 Protoplasten/mL resuspendiert.

Fir die Transformation wurden 200 ul Protoplasten (2 X 107) in einem 50 mL
Zentrifugenrohrchen mit 30 pl des verdauten DNA-Konstruktes gemischt und 20 Minuten
auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurde 1ml PEG-Co vorsichtig mit dem Ansatz gemischt
und 20 Minuten bei RT inkubiert. Zur Regeneration wurden 5 mL TB3 zum Ansatz
hinzugegeben und 30 Minuten bei RT inkubiert. Anschliefend wurde der Ansatz mit auf
50°C abgekiihlter TB3-Agar auf 50 ml aufgefiillt und durch Invertieren mit dem
Protoplastenansatz gemischt. Je 10 mL des Ansatzes wurden in 5 Petrischalen (@ 96 mm)
gegossen und uber Nacht bei 28°C regeneriert. Anschlieféend wurden die Platten zur
Selektion der Transformanten mit antibiotikahaltigem H20-Festmedium (2.3)
liberschichtet (Tabelle 11). Die Platten wurden fiir 1-4 Tage bei 28°C inkubiert. Bei
erfolgreicher Transformation konnten gewachsene Transformanten von der Platte auf

eine weitere antibiotikahaltige Selektionsplatte umgesetzt und weiter inkubiert werden.

Tabelle 11: Antibiotikakonzentrationen des H,0-Festmediums

Antibiotikum | Konzentration in H20-Medium Endkonzentration [ug/ml]
[ng/ml]

Hygromycin B | 500 250

Nourseothricin | 200 100
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Antibiotikum | Konzentration in H20-Medium Endkonzentration [pg/ml]
[ug/ml]
Geniticin | 200 | 100

3.5.2 Phire PCR

Ein erstes Screening der Transformanden, die mittels homologer Rekombination

entstanden, auf molekularer Ebene erfolgte iiber das Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo

Fisher Scientific,

USA). Hierzu wurde Myzel der Transformanten (3.5.1) den

Herstellerangaben entsprechend aufgearbeitet und die extrahierte DNA mit

resistenz- bzw. genspezifischen Primern (2.5) analysiert.

Tabelle 12: Herstellungsschema Phire PCR-Ansatz

Reagenz

Volumen [pl]

2x Phire Plant Direkct PCR Master Mix
10 uM Primer 1
10 uM Primer 2

DNA
ddH:20

12.5
1

1
2
8

In Tabelle 12 ist das Herstellungsschema eines Phire PCR-Ansatzes und in Tabelle 13

das Thermocycler-Programm dargestellt.

Tabelle 13: Thermocycler-Programm fiir Phire-PCR.

Schritt | Temperatur [°C] | Zeit [min] | Phase

1 99 Deckel erhitzen

2 98 5:00 Initiale Denaturierung

3 98 0:05 Denaturierung I

4 ~60 0:05 Annealing x30
5 72 0:10/kb Elongation d

6 72 4:00 Finale Elongation

7 10 o0

3.5.3 DNA-Extraktion mittels CTAB

CTAB-Extraktionspuffer

pH 8.0

2% (w/v) CTAB
100 mM Tris-HCl
20mM EDTA

1,4M NaCl

33



METHODEN

Zur Extraktion von genomischer DNA aus Pilzmyzel wurde in CM-Flissigkultur
angezogenes Myzel (3.1.2) auf Graupapier ausgedriickt und so vom Medium befreit.
Anschlieflend wurde das getrocknete Myzel unter Stickstoff gemodrsert. Etwa 100 mg
gemorsertes Myzel wurden in ein 1.5 ml Reaktionsgefafd iiberfiihrt und mit 900 pl
CTAB-Extraktionspuffer versetzt und gevortext. Der Ansatz wurde fiir 1 Stunde bei 65°C
inkubiert und anschlieffend bei 13000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert (Centrifuge
MiniSpin, Eppendorf, Deutschland). Der Uberstand wurde in ein neues 2 ml
Reaktionsgefafs tiberfiihrt, mit 900 pl Chloroform durch Invertieren vermischt und fiir
5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde vorsichtig in ein
neues 1.5 ml Reaktionsgefafd tiberfiihrt und mit 700 pl Isopropanol durch Invertieren
vermischt. Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei -20°C gefallt und anschliefdend bei
13000 rpm und 4°C fiir 30 Minuten zentrifugiert (Fresco™ 21 Centrifuge, Thermo Fisher
Scientific, USA). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 500 pl 70%igem
Ethanol gewaschen. Anschlieflend wurde der Ansatz fiir 5 Minuten bei 13000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde fiir 5-10 Minuten bei 55°C

getrocknet und tiber Nacht bei 55°C und 300 rpm in TE-Puffer (3.4.4) resuspendiert.

3.5.4 Southern Blot

20x SSC-Puffer 3 M Nadl
300 mM Natriumcitrat

Priahybridisierungspuffer 5% SSC-Puffer
0.1 % N-Laurylsarkosin
0.2% SDS
2% Blockierungsreagenz
(Roche Diagnostics, Deutschland)

Hybridisierungspuffer DIG-markierte Sonde in Prahybridisierungspuffer
W1-Puffer 2 x SSC-Puffer
0.1% SDS
W2-Puffer 0.2 x SSC-Puffer
0.1% SDS
5% B1-Puffer 500 mM Maleinsaure
pH 7.5 43,83g NaCl
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B2-Puffer 1 x B1-Puffer
1% Blockierungsreagenz

Antikorperléosung Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments (Roche Diagnostics,
Deutschland), 1:10.000 verdiinnt in B2-Puffer

Waschpuffer 1 X Bl-Puffer
0.3% Tween 20

B3-Puffer 100 mM Tris-HCI
pH 9.5 100 mM NaCl
CSPD Chemilumineszenz-Substrat CSPD (Roche Diagnostics,

Deutschland), 1:100 verdiinnt in B3-Puffer

Depurinationspuffer 250 mM HCI
Denaturierungspuffer 500 mM NaOH

1.5M NacCl
Neutralisierungspuffer 500 mM Tris-HCI
pH 7.5 1.5M NacCl

Genomische DNA wurde tiiber Nacht mittels Restriktionsendonukleasen (3.4.5) in
spezifische DNA-Fragmente geschnitten, gefallt (3.4.8) und in 30-60 pl TE-Puffer (3.4.4)
aufgenommen. Die restringierte DNA wurde anschliefiend tber ein Agarosegel (3.4.3)
aufgetrennt und das Gel anschliefdend fiir jeweils 10 Minuten in Depurinations-,
Denaturierungs- und Neutralisierungspuffer inkubiert. Die DNA-Fragmente wurden
anschlief3end mittels Kapillarkraften iiber Nacht auf eine Nylonmembran (Amersham
Hybond-NX, GE Healthcare Life Sciences, Schweden) iibertragen. Dazu wurde das Gel auf
eine 20X SSC-Puffer getrankte Whatman-Filterpapierbriicke (Rotilabo®-Blottingpapier,
Dicke 0.35 mm, Roth, Deutschland) platziert. Die Enden des Filterpapiers hingen in einer
mit 20X SSC-Puffer befiillten Schale. Auf das Gel wurde die mit 2x SSC-Puffer dquilibrierte
Nylonmembran luftblasenfrei gelegt. Es wurden ebenfalls vier in 2x SSC-Puffer getrankte
Whatman-Paper nacheinander und luftblasenfrei sowie ein Stapel Graupapier auf das Gel
gelegt. Je nach Grofie des Gels wurden zur zusatzlichen Beschwerung ca. 500g an Gewicht
auf dem Graupapier platziert.

Am folgenden Tag wurde die Membran mit 2x SSC-Puffer gespiilt und anschlief3end die
DNA-Fragmente mittels UV-Crosslinker (1200 m]/cm; UV Stratalinker 2400, Tratagene,

35



METHODEN

USA) auf der Membran fixiert. Die fixierte Membran wurde in ein
Hybridisierungsrohrchen iiberfiihrt und fiir 2 Minuten mit 2x SSC-Puffer rotierend
inkubiert (Stuart™ Roller Mixer SRT1, Bibby Scientific, UK). Anschliefend wurde die
Membran fiir 5 Stunden im Hybridisierungsofen (400 HY-E Hybridisierungsofen,
Bachofer, Reutlingen) bei 68°C in 20 ml Prahybridisierungspuffer inkubiert.

Parallel erfolgte die Herstellung der DIG-markierten Sonde. Hierfiir wurden spezifische
DNA-Fragmente von Plasmid- oder genomischer DNA mittels oneTaq® DNA Polymerase
(NEB, Deutschland) und Didoxigenin-11-UTPs (Roche Diagnostics, Deutschland)
amplifiziert. Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14: Herstellungsschema PCR-Ansatz DIG-markierte Sonde.

Reagenz Volumen [ul]
2x OneTaq Master Mix with Standard Buffer | 12.5
10 pM Primer 1 0.5
10 uM Primer 2 0.5
10 uM Didoxigenin-11-UTPs 1.5
DNA 1
ddH:20 9
Anschliefend  erfolgte  die = Amplifikation @ des  Reaktionsansatzes.  Das

Thermocycler-Programm ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15:Thermocycler-Programm OneTaq-PCR.

Schritt | Temperatur [°C] | Zeit [min] | Phase

1 99 Deckel erhitzen

2 95 0:30 Initiale Denaturierung

3 95 0:30 Denaturierung I

4 ~60 0:30 Annealing %30
5 68 1:00/kb Elongation d

6 68 5:00 Finale Elongation

7 10 o0

Der Hybridisierungspuffer entsteht indem die DIG-markierte Sonde (Tabelle 16) mit
25ml  Prahybridisierungspuffer  versetzt  wird.  AnschlieRend wird der
Hybridisierungspuffer fiir 10 Minuten bei 95°C denaturiert und dann sofort fiir
10 Minuten auf Eis gekiihlt. Der Prahybridisierungspuffer wird durch den

Hybridisierungspuffer ersetzt und iiber Nacht bei 68°C im Hybridisierungsofen inkubiert.

36



METHODEN

Tabelle 16: Tabelle der in dieser Arbeit verwendeten DIG markierten Sonden.

Name Sonde Primer 1 Primer 2

PKS12 RF PKS12 RF F PKS12 RF R
Hex-1LF Hex1 LF F Hex1 LFR

SO RF FGSG_13060 down F FGSG_13060 down R
mCherry mCherry F mCherry R

Am folgenden Tag wurde der Hybridisierungspuffer entfernt und bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert. Die Membran wurde zweimal fiir 5 Minuten mit 50 ml
W1-Puffer bei RT im Hybridisierungsréhrchen rotierend gewaschen. Parallel wurden
50 ml W2-Puffer auf 68°C aufgeheizt und anschliefdend erfolgten zwei Waschschritte der
Membran mit jeweils 25 ml W2-Puffer fiir 15 Minuten bei 68°C im Hybridisierungsofen.
Die Membran wurde daraufhin im Hybridisierungsrohrchen mit WP-Puffer gespiilt und
mit 15 ml B2-Puffer fiir 60 Minuten rotierend inkubiert. Anschlieféend wurde der
B2-Puffer durch 15 ml Antikérperlosung ersetzt und fiir 30 Minuten ebenfalls bei RT
rotierend inkubiert. Die Membran wurde dreimal fiir 20 Minuten mit 50 ml WP-Puffer
rotierend gewaschen und abschlief3end fiir 5 Minuten in 15 ml B3 Puffer dquilibriert.

Fiir die Detektion wurde die Membran auf eine Plastikfolie platziert und mit ca. 500 pl
CSPD-Losung tuberschichtet, eingeschweifst und fiir 5 Minuten bei RT im Dunkeln
inkubiert. Es folgte eine weitere Inkubation fiir 15 Minuten bei 37°C im Dunkeln. Die
Chemolumineszenz wurde anschlieffend mittels ChemiDoc™Touch Imaging System

(Bio-Rad, USA) detektiert.

3.5.5 RNA-Extraktion aus Myzel

Homogenisierungspuffer 4 M Guanidinthiocyanat
pH5.2 200 mM Natriumacetat

25 mM EDTA

1M Kaliumacetat

2.5% (w/v) PVP 40
NLS 10% (w/v) N-Laurylsarcosin
Waschpuffer 10 mM Tris-HCI
pH 7.5 0.5 mM EDTA

50 mM NaCl

50% (w/v) Ethanol
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Natriumiodid 0.15 mM NazS03

6 M Nal
Silica-Partikel 60 g Silica-Partikel (S5631, Sigma-Aldrich, USA) wurden
pH 2.0 in 500 ml ddH20 aufschiitteln. Nach Absetzen der

Partikel iiber Nacht wurden 470 ml des Uberstands
abgesaugt und verworfen. Weiter 500 ml ddH20 wurden
zugegeben und vermischt. Nach 5 Stunden hatten sich die
Partikel erneut abgesetzt und etwa 440 ml Uberstand
wurden abgesaugt und verworfen. Die restliche
Suspension wurde mit HCl auf einen pH-Wert von 2.0
eingestellt und aliquotiert.

Zur Extraktion von RNA aus virusinfiziertem Myzel wurde eine modifizierte Methode

nach (Rott & Jelkmann, 2001) verwendet.

Dazu wurde Myzel aus einer CM_Flussigkultur (3.1.2) durch Ausdriicken zwischen
Graupapier von Medienresten befreit und unter Stickstoff gemoérsert. 100 mg Myzel
wurden in 1.5 ml Reaktionsgefafde tiberfiihrt und mit 500 pl Homogenisierungspuffer
sowie 100 pl NLS versetzt. Es erfolgte eine Inkubation fiir 10 Minuten bei 70°C.
Anschliefiend wurde die Probe fiir 10 Minuten bei 13000 rpm (Centrifuge MiniSpin,
Eppendorf, Deutschland) zentrifugiert und 300 pl des Uberstands in ein neues
Reaktionsgefafd tiberfiihrt. Die Probe wurde mit 300 pl Natriumiodid, 150 pl absolut
Ethanol und 25 pl Silica-Partikeln versetzt und bei Raumtemperatur unter gelegentlichem
Schiitteln fiir 10 Minuten inkubiert. Anschlieféend wurde die Probe bei 6000 rpm fiir
1 Minute zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 500 pl Waschpuffer
gewaschen. Anschlieffend wurde die Probe bei 6000 rpm fiir 1 Minute zentrifugiert und
das Pellet getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 80 pl ddH20 aufgenommen und bei
70°C fir 4 Minuten inkubiert. Die Probe wurde bei 13000 rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert

und 70 pl des Uberstands in ein neues 1.5 ml ReaktionsgefiR iiberfiihrt.

Wurde RNA grofderer Reinheit benétigt, wurde das Kit ,,peqGOLD TrifastTM" von VWR
Life Science Competence Center (Deutschland) verwendet. Die Extraktion erfolgte nach
Angaben des Herstellers, wobei von 100 mg in Stickstoff gemdrsertem Myzel ausgegangen

wurde.

Nach beiden Verfahren wurde die RNA mittels Gelelektrophorese (3.4.3) kontrolliert und

die Konzentration photometrisch (3.4.9) bestimmt.
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3.5.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

PBS (10x) 137 mM NaCl
pH 7.4 1.5 mM KH2PO4
8.1 mM NazHPO4
2.7mM KCl
PBS-T 0.05% (w/v) Tween-20
pH 7.4 in PBS
Beschichtungspuffer 0.01 M Natriumdiethyldithiocarbamat (DIECA)
in PBS
Blockierungslosung 2.5 Magermilchpulver
in PBS
Konjugationspuffer 2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon

0.2% (w/v) Albumin (Hihnereiweif3)

Substratpuffer 9.7 ml Diethanolamin
pH 9.5 0.5mM MgCl
ad 100 ml ddH20

Substrat-Farbelosung 1mg/ml p-Nitrophenylphosphat
in Substratpuffer

Mittels ELISA ist die quantitative Immundetektion von Proteinen mdoglich. Zur
Bestimmung der quantitativen Viruslast in verschiedenen Myzelproben wurde hierbei die
Methode des indirekten ELISAs angewendet. Zur relativen Berechnung der Viruslast
wurden Eichkurven von Gemischen aus virusfreiem Pilzmyzel und Polysomen aus
virusinfiziertem Myzel erstellt und 1:250 bis 1:5000 verdiinnt. Die 1:250 Verdiinnung
wurde als 100% Standard festgelegt und zusammen mit Positiv- und Negativkontrollen
bei jeder Messung mitgefiihrt. Die 1:1000 Verdinnung diente als Schwellenwert
(= ~10%). Messungen mit einem geringeren Wert als 10% wurden als nicht messbare

Viruslast definiert. Alle Proben wurden als technische Dreifachreplikate analysiert.

Die Aufbereitung des auf CM-Cellophan-Platten angezogenen Myzels (3.1.1) erfolgte,
indem Myzel von den Platten geerntet und in Extraktionstiiten (Extraction Bags Universal,

Bioreba, Schweiz) zusammen mit Beschichtungspuffer zerkleinert und auf eine
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Konzentration von 1 mg/ml eingestellt wurde. Anschliefend wurden 100 pl der Proben
als Triplikate auf 96-well ELISA Platten (Greiner-Cellstar-96-Well-Platten, Greiner
Bio-One GmbH, Osterreich) aufgetragen und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Entfernung
restlicher ungebundener Myzelbestandteile wurden die Platten dreimal fiir je 5 min mit
PBS-T gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Platten
mit je 200 pl Blockierungslosung befiillt und schiittelnd fiir 2 Stunden inkubiert.
Anschlieffend wurden die Platten mit 100 pl des 1:4000 in Konjugationspuffer
verdinnten Primdrantiserums AS0115 (2.4) befillt und fiir 2 Stunden schiittelnd
inkubiert. Um ungebundene Antikorper zu entfernen, wurden die Platten dreimal fiir je
5min mit PBS-T gewaschen. Die Inkubation von 100 pl des 1:20,000 in
Konjugationspuffer verdiinnten sekunddren, an alkalische Phosphatase gekoppelten
Anti-Antikorper (2.4) erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Zur Entfernung ungebundener
Antikorper wurden die Platten dreimal fiir je 5 min mit PBS-T gewaschen. Anschlief3end
erfolgte die Zugabe von 100 pl der frisch angesetzten Substrat-Farbel6sung. Die Detektion
des gelben Substratumsatzes erfolgte nach 5 Stunden bei 405 nm am Mitras? LB 943
Multimode Reader (Berthold Technologies, Deutschland).

3.5.7 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qQRT-PCR)

Zur Bestimmung der relativen mRNA Transkriptionslevel wurde die quantitative
Real-Time PCR (qRT-PCR) durchgefiihrt. Alle Messungen erfolgten unter Verwendung des
RT2 SYBR® Green qPCR Mastermix und dem Rotor-Gene® Q (Qiagen, Venlo, Niederlande).
Jede cDNA-Probe wurde 1:10 verdiinnt und 2 pl wurden fiir jede Messung verwendet

(Tabelle 17).

Tabelle 17: Herstellungsschema PCR-Ansatz fiir qRT-PCR

Reagenz Volumen [ul]
RT2 SYBR® Green qPCR Mastermix 5

10 pM Primer 1 0.5

10 uM Primer 2 0.5

cDNA 2

H20 2

40 Zyklen eines spezifischen PCR-Programms wurden verwendet, um das gewiinschte
Produkt zu amplifizieren (Tabelle 18). Zur relativen Berechnung wurde das (3-Tubulin
(FGSG_06611) Gen bei jeder Messung und von jeder Probe als Transkriptionsstandart

mitgefiihrt. Die Primer (2.5) der Gene und Referenzgene wurden auf eine
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Annealing-Temperatur von 60°C optimiert. Zyklus- (Ct) und Amplifikationseffizienzwerte
(E) wurden mit dem Rotor-Gene® Q v2.3.1.49 (Qiagen, Venlo, Niederlande) Software
ermittelt. Die Berechnungen und Alanyse der AACt-Werte erfolgten gemaf3
(Hellemans et al.,, 2007).

Tabelle 18: Thermocycler-Programm qRT-PCR.

Schritt | Temperatur | Zeit Phase
[°C] [min]
1 95 5:00 Initiale Denaturierung
2 95 0:10 Denaturierung 1 %40
3 60 0:30 Annealing and Elongation |
4 65-95 0:05°C1 | Elongation

3.6 Phianotypische Analyse pilzlicher Transformanten

3.6.1 Wachstumstest auf Festmedium

Fir alle Wachstumstest wurden Kontrollen mit dem F. graminearum Wildtypstamm
FgPH1 (2.2.2) mitangesetzt. Es erfolgten Wachstumstests von virusinfizierten und
virusfreien Mutanten auf CM-Festmedium, CM-Induktionsfestmedium, Minimalmedium

und Minimalinduktionsmedium (2.3) durchgefiihrt.

3.6.2 Perithecienproduktion

2.5% Tween 60 2.5% (v/v) Tween 60
in ddH20

Zur Produktion von Perithecien wurden Kontrollen mit dem F. graminearum
Wildtypstamm FgPH1 (2.2.2) mitangesetzt. Es erfolgten Tests zur Perithecienbildung von
virusinfizierten und virusfreien Mutanten auf Karottenagar (2.3) nach
(Klittich & Leslie, 1988). Hierzu wurden ca. 3 mm? von auf Festmedium gewachsenem
Myzel (3.1.1) ausgeschnitten und auf Karottenagar gesetzt. Die Platten wurden bei 25°C
unter 12 Stunden UV-Licht pro Tag inkubiert. Jeweils nach 7 Tagen wurde Luftmyzel
mittels 1 mL sterilem 2.5% (v/v) Tween 60 Losung entfernt. Dies wurde so oft wiederholt,

bis Perithecien gebildet wurden. Nach 6 Wochen wurde der Versuch beendet.
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3.6.3 Infektionsstudien auf Weizenidhren

Zur Uberpriifung der Pathogenitit eines Fusarium-Stammes und der erstellten Mutanten
auf Weichweizen (Triticum aestivum cv. Nandu; 2.2.3) wurden gerade erbliihte Ahrchen
mit Konidien (3.1.4) des zu untersuchenden F. graminearum-Stammes inokuliert.

Hierzu wurden 10 pl einer Konidiensuspension (50 Konidien/ul) zwischen Hiillspelze
(Gluma) und Vorspelze (Palea) pipettiert. Pro Ahre wurden zwei mittig- und
gegeniiberliegende Ahrchen inokuliert. Die ersten 3 Tage nach Inokulation wurden die
behandelten Ahren mit einer mit ddH20 befeuchteten Tiite umhiillt.

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

Zur Uberpriifung des Verbreitungsgrades des Myzels und damit der Infektion innerhalb
der Ahre wurden mit einer Rasierklinge Lingsschnitte inokulierter Ahrchen 4-12 dpi
angefertigt, dokumentiert und mikroskopiert (Leica MZ FL III, Leica Mikrosysteme GmbH,
Deutschland).

3.6.4 Analyse von Infektionskissen auf Weizendhren

Farbelosung 0.1% (w/v) Trypanblau
in Essigsaure (45%)

Zur Analyse von Infektionsstrukturen wurden mehrere gerade erblithende Ahrchen des
Weichweizens (Triticum aestivum cv. Nandu; 2.2.3) mit Konidien (3.1.4) des zu
untersuchenden F. graminearum-Stammes inokuliert.

Hierzu wurden 10 pl Konidiensuspension (50 Konidien/ul) zwischen Gluma und Palea
pipettiert. Die ersten 4 Tage nach Inokulation wurden die behandelten Ahren mit einer
mit ddH20 befeuchteten Tiite umhiillt und nach 4-8 dpi geerntet.

Zur  mikroskopischen Betrachtung der auf dem Weizen gewachsenen
Infektionsstrukturen wurde das Myzel mit Trypanblau angefarbt. Hierzu wurden die
infizierte Gluma und Palea heraus prapariert und zunachst tiber Nacht in 96% Ethanol
(technisch) entfarbt. Anschliefiend wurden die Spelzen fiir 5 Minuten bei RT in der
Farbelosung inkubiert und kurz in 45% Essigsaure (v/v) sowie ddH20 gespiilt. Die
Infektionsstrukturen auf den Spelzen wurden anschlief3end mikroskopiert (Leica MZ FL

I11, Leica Mikrosysteme GmbH, Deutschland) und dokumentiert.
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3.6.5 Auskeimungstest und Vereinzeln von Konidien

Um zu Uberpriifen, wie viel Konidien (3.1.4) keimungsfahig sind, wurden 10 pl
(20 Konidien/pL) einer Konidiensuspension auf H20-Festmedium (2.3) auspattiert und
4 bis 20 Stunden bei RT inkubiert. Die ausgekeimten Konidien wurden unter einem
Stereomikroskop (AZ100, Multizoom, Nikon GmbH, Deutschland) ausgezahlt.

Um Konidien zu vereinzeln wurden 100 pl (5 Konidien/pl) auf H20-Festmedium (2.3)
ausplattiert und iiber Nacht bei 28°C inkubiert. Anschliefend wurden einzelne frisch
gekeimte Konidien identifiziert, mit einem Skalpell ausgeschnitten und auf
CM-Festmedium (2.3) umgesetzt. Anschlief3end erfolgte die Inkubation im Dunkeln bei
28°C fiir ca. 3 Tage.

3.7 Fluoreszenzmikroskopie

3.7.1 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

Fir die subzellulare Lokalisation von Fusionsproteinen in FgPH1 Myzel (3.1.2) und
Konidien (3.1.4) wurde die Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie unter der
Verwendung der Leica TCS SP8 konfokalen Plattform (Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland) durchgefiihrt. Zur Detektion von eGFP-Fusionskonstrukten wurden die
Zellen mit einer Wellenldnge von 488 nm angeregt, um anschlieffend die
eGFP-Fluoreszenz im Detektionsfenster von 495 nm bis 527 nm aufzunehmen. Fiir die
Detektion von mCherry-Fusionskonstrukten wurden die Zellen mit einer Wellenldange von
561 nm angeregt, um anschliefiend die mCherry-Fluoreszenz im Detektionsfenster von

569 nm bis 595 nm aufzunehmen.

3.7.2 Fluoreszenzmikroskopie am Axio Imager Z1

Fir die Analyse morphologischer Eigenschaften und zum Vorscreening von
Transformanden mit fluoreszenzmarkierten Fusionsproteinen in FgPH1 Myzel und
Konidien (3.1) wurde das Fluoreszenzmikroskop Axio Imager Z1 (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland) genutzt. Fusionsproteine mit GFP wurden bei Wellenldngen
von 450 bis 490 nm angeregt und bei 500 bis 550 nm detektiert. Fusionsproteine mit
mCherry wurden bei Wellenlangen von 538 bis 562 nm angeregt und bei 570 bis 640 nm
detektiert. Bilder wurden mit der Zeiss AxioCam MRm CCD Kamera aufgenommen. Die

Bildbearbeitung erfolgte mit der Zeiss Axio Vision Software.
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3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen: Microsoft Excel, Origin2021b
und RStudio (2.7). Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes.

Zur statistischen Bestimmung der Signifikanzlevel wurden alle Variablen zunichst
grafisch mittels Q-Q-Diagramm auf Normalverteilung gepriift. Anschliefend erfolgte eine
einfaktorielle ANOVA (analysis of variance). Zusatzlich wurden paarweise t-Tests und die
Bonferroni-Korrektur angewandt. Signifikanzlevel sind wie folgt angegeben: p < 0.001
RO p < 0.0 %, p <0.05*, p>0.05 ‘kein signifikanter Unterschied".

Zur Ermittlung der relativen Streuung wurde der Variationskoeffizient

N

(VK = Z X 100%), der angibt, wie viel Prozent des Durschnitts die

Standardabweichung betragt, berechnet. Wobei s die Standardabweichung und x das

arithmetische Mittel darstellt.

3.9 Phylogenetische Analyse

Sequenzvergleich und phylogenetische Analyse wurden in MEGA X (Version 10.2.4
Kumar et al., 2018b) durchgefiihrt. Fiir die Analyse wurde der Clustal Omega Algorithmus
mit Standard Einstellungen genutzt. Ein Bootstrap Test mit 15 Aminosauresequenzen fiir
die Konstruktion eines Maximum-Likelihood (ML) Baums wurde durchgefiihrt. Hierfiir
wurde das Model von Jones etal (1992) und eine Gamma-Verteilung von 5 (JTT+G)
genutzt. Die phylogenetische Analyse wurde durch ein Sequenzalignment der SO
Proteinsequenzen - gefunden in BLASTp (Altschuletal,1997) - verschiedener

Ascomyzeten durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollten zwei Proteine in F. graminearum, die moglicherweise
einen Einfluss auf die Ausbreitung von Viruspartikeln in Konidien haben, identifiziert
werden. Anschlieffend sollte die Funktion der Proteine hinsichtlich ihrer
morphologischen Eigenschaften, der Infektiositat auf Weizen und der Ausbreitung des

FgV-ch9 in Myzel und Konidien untersucht werden.

4.1 Ildentifizierung von Hex-1 und SO

In dieser Arbeit wurden zwei Proteine identifiziert, die mit septalen Poren der Wirtszelle
assoziiert sind. Das Hex-1 und das SO konnten als septale Protiene fiir einen regulierten
Transport des Virus in die Konidien verantwortlich sein und wurden daher im Folgendem
weiter analysiert.

Das Gen fiir das hexagonale Peroxisomen Protein Hex-1 in F. graminearum und seine
561 bp grofde kodierende Region wurden von Sonetal (2013) beschrieben. Auf der
Grundlage dieser Daten wurden die Hex-1 Deletions- und Uberexpressionskonstrukte
konzipiert.

Das Protein SO von F. graminearum (EYB27695.1) wurde iiber einen Vergleich mit den
publizierten Sequenzen von Fsol aus N. crassa (Fleissner & Glass, 2007) und PRO40 aus
S. macrospora (Engh et al., 2007) tiber BLASTp (3.9) identifiziert. Beide Spezies gehdren
wie Fusarium sp. auch zur Klasse der Sordariomycetes. Eine phylogenetische Einordung
mittels einer Maximum-likelihood Analyse (3.9) zeigte, dass Fsol und PRO40 eine Klade
bilden, das SO Protein verschiedener Fusarium Arten jedoch in verschiedenen Kladen
vorkommen (Abbildung 5). Ein Sequenzvergleich der Proteine SO und Fso1 sowie PRO40
ergab fiir Fsol 79% identische Aminosduren sowie eine Abdeckung von 79% und fiir
PR0O40 76% identische Aminosauren sowie eine Abdeckung von 81%. Zudem konnten
mittels Sequenzalignments (3.9) liber die gesamte Sequenz verteilte, stark konservierte
Bereiche identifiziert werden. Die Sequenz (FGO5 13060) wurde fiir die Erstellung der

Deletions- und Uberexpressionskonstrukte verwendet.
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EYB27695.1 FGO05 13060 F. graminearum
7 KAF5233302.1 FAUST 8247 F. austroamericanum
PTD10468.1 FCULG 00008228 F. culmorum

w0

QPC73824.1 HYEG8 004576 F. pseudograminearum
93 KPA47033.1 fso1 F. langsethiae
XP 025581591.1 FVRRES 11890 F. venenatum
KAH7228987.1 BKABODRAFT 645121 F. oxysporum
[ RBR07211.1 FVER53590 08055 F. verticillicides
f{ XP 964076.3 Fso1 N. crassa
XP 003347511.1 PRO40 protein S. macrospora

37 ABV56001.1 Aso-1 A. brassicicola

j‘: 00010802.1 WW/Rsp5/WWP domain-containing protein A. oryzae
| KAI6752900.1 HG531 005069 F. graminearum

100[QPCSBSQ4.1 HYEB7 000825 F. culmorum

9

~

36 - RGP61873.1 woronin body major protein precursor £ sporotrichioides

—

1
Abbildung 5: Maximum-likelihood Tree der SO Proteinsequenz von F. graminearum und
weiterer ausgewihlter Sordariomyzeten mit 1000 Bootstrap-Replikaten. Bootstrapwerte
sind an den Knotenpunkten angezeigt. Der Mafdstab (1) korrespondiert mit der genetischen
Distanz. Der graue Punkt zeigt das SO Protein in F. graminearum. SO von F. graminearum
(EYB27695.1) klustert mit SO Homologen aus F. astroamericanum und F. culmorum. Fsol aus
N. crassa (XP 964076.3) und PRO40 aus S. macrospora (XP 003347511.1) bilden eine Klade.
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4.2 Klonierungs- und Transformationsstrategien

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass entweder Hex1 oder SO fiir die Ausbreitung des
Virus im Myzel und in die Konidien verantwortlich sind, wurden Deletions- und
Uberexpressionsmutanten generiert und der Einfluss auf die Expression der beiden
Proteine analysiert. Zur Vereinfachung der Detektion wurden alle Mutanten im
Hintergrund einer Aurofusarin- und Rubrofusarin-defekten Mutante generiert
(FgApks12). Die Inhibierung der Pigmentproduktion erfolgte, um eine mdgliche
Interferenz zwischen den beiden Pigmenten (400-550 nm) und dem mCherry
Reportergen (540-590 nm) zu vermeiden. Aus der Literatur ist bekannt, dass sich die
Deletion des pks12-Gens nicht auf weitere morphologische oder physiologische
Eigenschaften des Pilzes oder die Virusinfektion auswirkt (Malz et al., 2005).

Die Generierung der Mutanten wird in den folgenden Abschnitten (4.2.1 bis 4.2.7)
beschrieben. Alle fiir die Klonierung verwendeten Primer sind in Tabelle 2 (2.5) genannt.
Die Verweise auf Standardmethoden und Vektoren sind nur in Kapitel 4.2.1 gegeben. Eine

Ubersicht der erstellten Konstrukte und deren Funktion zeigt Tabelle 19.

Tabelle 19: Ubersicht der erstellten Konstrukte und deren Funktion.

Mutante Konstrukt Abschnitt | Funktion

FgApks12 pApks12 42.1 Die pks12 Deletionsmutante kann die
gelb-roten Pigmente Aurofusarin und
Rubrofusarin nicht mehr produzieren.
Dies resultiert in einer besseren

Detektierbarkeit der
Fluoreszenzfusionsproteinen.
FgAhex-1 pAhex-1 4.2.2 Die hex-1 Deletionsmutante kann keine

Woronin bodies herstellen. Analyse des
Einflusses von Woronin bodies auf die
virale Ubertragungseffizient

FgAso pAso 4.2.3 Die so Deletionsmutante kann kein SO
mehr  produzieren. Analyse des
Einflusses von SO auf die virale
Ubertragungseffizienz.

FgAhex-1/Aso | pAhex-1 4.2.4 Doppelte Deletion von hex-1 und so zur
pAso Analyse eines gemeinsamen Effektes auf

die virale Ubertragungseffizienz.
Fgorhex-1 poehex-1/GFP 4.2.5 GFP-markierte hex-1 Uberexpressions-

mutante zur Analyse der Formierung

und Lokalisation von Woronin bodies in
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Mutante Konstrukt Abschnitt | Funktion

Abhangigkeit einer Virusinfektion und
zur Analyse der viralen
Ubertragungseffizienz.

Fgso poeso/mCherry | 4.2.6 mCherry markierte S0
(Fgso123 und Uberexpressionsmutante mit
Fgsol04) regulierbarem Promoter. Bei aktivem

Promoter wird SO-mCherry konstitutiv
exprimiert (FgsoT23). Bei inhibiertem
Promoter wird SO-mCherry stark
reduziert exprimiert (Fgsol%4). Mutante
wurde zur Analyse der Formierung und
Lokalisation von SO in Abhangigkeit
einer Virusinfektion und zur Analyse der

viralen Ubertragungseffizienz
hergestellt.
Fgnativso pnativso/mCherry | 4.2.7 m-Cherry markierte so Mutante unter

der Kontrolle des nativen so Promoters
zur Analyse regulatorischer Effekte von
SO durch eine Virusinfektion.

4.2.1 Herstellung der pks12 Deletionsmutante FgApks12

Um das pks12 Gen im Fg-PH1 zu deletieren, wurde ein Konstrukt erstellt, welches das
pks12 Gen mit dem selektierbaren nptll Resistenzgen unter der Kontrolle des gpdA
Promoters iiber homologe Rekombination flankierender Bereiche ersetzt. Hierzu wurde
der gpdA Promoter mit dem upstream Bereich des pks12 Gens fusioniert, bevor iiber
eingebrachte Restriktionsschnittstellen erst der downstream Bereich des pks12 Gens
fusioniert und dann die Kassette des nptll Resistenzgens integriert wurde. Das Konstrukt

wurde als pApks12 bezeichnet (Abbildung 6).
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A Notl Ascl Smal Xbal Clal
o
PgpdA
B Notl Ascl Smal Xbal Clal
™~
PgpdA
C Notl Ascl Smal Xbal Clal
S
PgpdA
D Notl Ascl Smal Xbal Clal
PgpdA nptll®

Abbildung 6: Klonierungsstrategie des pApks12. (A) Amplifikation und Ligation des gpdA
Promoters (PgpdA) in pJET1.2 (pJET1.2/PgpdA). (B) Ascl/Notl Fusionierung des
upstream-Bereiches (=Linke Flanke, LF) des pks12 Gens (pJET1.2/gpdA/LF). (C) Clal/Xbal
Fusion des downstream-Bereiches (=Rechte Flanke, RF) des pks12 Gens mit pJET1.2/gpdA/LF
(pJET2.1/gpdA/LF/RF). (D) Smal/Xbal Fusion der nptll Resistenzkassette (nptlIR) mit
pJET1.2/gpdA/LF/RF (pApks12).

Der gpdA Promoter (2140 bp) wurde aus pAN7.1 (2.6) mit den Primern 1 und 2
amplifiziert und dabei dem Amplifikat Erkennungsstellen fiir Ascl und Smal hinzugefiigt.
Das PCR-Produkt wurde in pJET1.2 (2.6) ligiert. Die nach der Transformation (3.4.11) in
E.coli (2.2.1) erhaltenen Kolonien wurden mit den Primern 3 und 2 auf Einbau und
Orientierung getestet. Positive Klone mit einem Amplifikat von 2210 bp wiesen eine
Integration in 5°-3° Orientierung auf (Abbildung 6A). Das Plasmid eines positiv
getesteten Klons (pJET1.2/gpdA) wurde sequenziert (3.4.12).

Ein Bereich von 957 bp upstream vom pks12 Gen wurde aus F. graminearum PH1 (FgPH1,
2.2.2) gDNA (3.5.3) mit den Primern 4 und 5 amplifiziert und dem Amplifikat dabei
Erkennungsstellen fiir Notl und Ascl hinzugefiigt. Das Amplifikat und pJET1.2/gpdA
wurden Notl/Ascl verdaut (3.4.5), die 952 bp Bande (Amplifikat) und 5100 bp Bande
(pJET1.2/gpdA), lber ein praparatives Agarosegel isoliert (3.4.3), gereinigt (3.4.7) und
ligiert (3.4.10). Die nach Transformation in E.coli erhaltenen Kolonien wurden mit den
Primern 3 und 5 getestet. Das Plasmid eines positiven Klons mit einem Amplifikat von
975 bp wurde isoliert (pJET1.2/gpdA/LF) und sequenziert (Abbildung 6B).

Die 1007 bp des downstream des pks12 Gens liegenden homologen Bereiches aus FgPH1
gDNA wurden mit den Primern 6 und 7 amplifiziert und dabei dem Amplifikat
Erkennungsstellen fiir Xbal und Clal hinzugefiigt. Das Amplifikat und pJET1.2/gpdA/LF
wurden mit Xbal/Clal verdaut. Die Xbal und Clal Erkennungsstellen sind Teil der multiple
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cloning site (mcs) des pJET1.2. Das verdaute PCR-Produkt und die 6050 bp des Plasmids
wurden liber ein praparatives Agarosegel isoliert und ligiert. Die nach Transformation in
E.coli erhaltenen Kolonien wurden mit den Primern 6 und 8 auf ein 1030 bp Amplifikat
getestet. Das isolierte Plasmid (pJET1.2/gpdA/LF/RF) eines positiv getesteten Klons
wurde sequenziert (Abbildung 6C).

Das nptll-Resistenzgen (807 bp) wurde aus pII99GFP (2.6) mit den Primern 9 und 10
amplifiziert und dabei dem Amplifikat Erkennungsstellen fiir Smal und Xbal hinzugefiigt.
Das Amplifikat und pJET1.2/gpdA/LF/RF-Plasmid wurden Smal/Xbal verdaut, liber ein
praparatives Agarosegel isoliert, und ligiert. Die nach Transformation erhaltenen
Kolonien wurden mit den Primern 3 und 5 auf ein Amplifikat von 1830 bp getestet. Das
isolierte Plasmid (pApks12) eines positiv getesteten Klons wurde sequenziert
(Abbildung 6D).

Das pApks12 wurde Notl/Clal verdaut, mittels Fallung konzentriert (3.4.8) und in FgPH1
transformiert (3.5.1). Transformanden wurden auf CM(F)cen (2.3) selektiert. Klone, die in
einer PCR mit den Primern 9 und 10 eine 807 bp Bande und keine 500 bp Bande fiir das
pks12 Gen mit den Primern 11 und 12 (3.5.2) zeigten, wurden mittels Southern Blot
(3.5.4) und einer Sonde (1007 bp) - amplifiziert (Tabelle 16) von pApks12 mit den
Primern 6 und 7 - analysiert. Hierfiir wurde gDNA von 7 Transformanden und vom FgPH1
(Wildtyp, WT) als Negativkontrolle (NK) isoliert (2.2.2) und Mlul/Nael verdaut.
(Abbildung 7A). Als Positivkontrolle (PK) diente das Pvul linearisierte pApks12. Es
zeigte im Southern Blot eine erwartete Bande bei 6854 bp. Die Transformanden 18 - 21
zeigten eine einzelne Bande und somit eine einzige Integration. Die Bandengrofde von
2611 bp zeigte zudem die Integration am Zielort. Die Transformande 15 zeigte eine
zusatzliche Bande bei ca. 6000 bp, was auf eine weitere Integration an anderer Position
hindeutet, und Transformande 17 zeigte eine Bande bei 9000 bp, was auf die Integration
an falscher Position schliefden lasst. Transformande 16 zeigte im Southern Blot keine
Bande. Somit wurde bei dieser Transformande an keiner Stelle das vollstandige Konstrukt
integriert. (Abbildung 7B). Die Transformande 20 wurde als FgApks12 fiir alle weiteren

Versuche genutzt.
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A Notl Clal
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B FgApks12
bp M 15 16 17 18 19 20 21 NK PK
8576~ —
6106-
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Abbildung 7: Deletionsstrategie und Southern Blot zum Nachweis der korrekten
Integration des pApks12 in FgPH1 (FgApks12). (A) Deletions- und Hybridisierungsstrategie.
Die Deletion des pks12 Gens (2) wird durch den Austausch mit dem Notl/Clal linearisierten
pApks12 (1) tiber homologe Rekombination erreicht. In (3) ist der Genotyp des resultierenden
Stammes nach Transformation in die FgPH1 dargestellt. Der homologe Bereich der Sonde ist mit
gestrichelten Linien dargestellt. (B) Southern Blot Analyse der Transformanden und des FgPH1
WT nach Nael/Mlul Verdau. Verwendet wurde eine fiir den Integrationsort spezifische Sonde im
Bereich der Rechten Flanke (RF). M: DNA Molecular Weight Marker VII (Roche, Penzberg,
Deutschland); 15-21: getestete Transformanden; NK: gDNA FgPH1; PK: Pvul linearisiertes
pApks12. Transformanden (18-21) zeigten bei richtiger Integration eine Bande bei 2611 bp und
der Wildtyp bei 9256 bp. Die Transformande 20 wurde als FgApks12 fiir alle weiteren Versuche
genutzt.

4.2.2 Herstellung der hex-1 Deletionsmutane FgAhex-1

Um das hex-1 Gen im FgApks12 (4.2.1) zu deletieren, wurde ein Konstrukt pAhex-1
verwendet, welches das hex-1 Gen mit dem selektierbaren HygBR Resistenzgen unter der
Kontrolle des Pgdpl Promoters iiber homologe Rekombination flankierende Bereiche
ersetzt. Hierzu war die Hygromycin B (HygB) Resistenzkassette mit den upstream und

downstream Bereichen des hex-1 Gens fusioniert, so dass tiber homologe Rekombination
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die Integration des Konstruktes am Zielort im Genom méglich ist (Abbildung 8). Das

Plasmid war bereits vorhanden (2.6).

e e s N >“

—————— Resistenzkassette —

Abbildung 8: Schematische Darstellung des pAhex-1

Die HygB Resistenzkassette und die flankierenden Bereiche des hex-1 Gens wurden aus
PR246_elF5A-k0 (2.6) mittels der Primer 13 und 14 (Abbildung 9, A1, schwarze
Dreiecke) amplifiziert, gereinigt und in FgApks12 transformiert. Positive
Transformanden wurden auf CM(F)uygs (2.3) selektiert. Klone, die eine 453 bp Bande mit
dem Primerpaar 15 und 16 und keine 1511 bp Bande fiir das hex-1 Gen mit dem
Primerpaar 17 und 18 zeigten, wurden mittels Southern Blot und einer Sonde (430 bp)
- amplifiziert von pR246_elF5A-ko mit den Primern 19 und 20 - analysiert. Hierfiir wurde
gDNA von 5 Transformanden und von FgApks12 als Negativkontrolle isoliert und
EcoRV/Xhol verdaut (Abbildung 9A). Als Positivkontrolle diente das Amplifikat des
Ahex-1 Konstruktes. Es zeigte die erwartete Bande bei 3873 bp. Die Transformanden 5,
21, 22 und 27 zeigten eine einzelne Bande und somit eine einzige Integration. Die
Bandengrofde von 1681 bp zeigte zudem die Integration am Zielort. Die Transformande 2
zeigte zwei Banden bei ca. 2800 bp und ca. 5800 bp, was auf zwei Integrationen an
anderen Positionen im Genom hindeutet. Die Negativkontrolle zeigte eine erwartete
Bande bei 5537 bp (Abbildung 9B). Die Transformanden 5 und 27 werden im Folgenden

als FgAhex-14 und FgAhex-18 bezeichnet und fiir alle weiteren Versuche genutzt.
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Abbildung 9: Deletionsstrategie und Southern Blot zum Nachweis der korrekten
Integration des 4dhex-1 in FgApks12. (A) Deletions- und Hybridisierungsstrategie des hex-1
Gens. Die Amplifikation des Adhex-1 erfolgte mit den Primern 13 und 14 vom Plasmid
pR246_elF5A-ko (schwarze Dreiecke). Das hex-1 Gen (2) wurde mit der HygB Resistenzkassette
(1) iiber homologe Rekombination ausgetauscht. In (3) ist der Genotyp des resultierenden
Stammes nach Transformation in die Fgdpks12 Mutante dargestellt. (B) Southern Blot Analyse der
Transformanden und Fgdpks12 als Negativkontrolle nach EcoRV/Xhol Verdau. Verwendet wurde
eine fiir den Integrationsort spezifische Sonde im Bereich der Linken Flanke (LF). M: DNA
Molecular Weight Marker VII (Roche, Penzberg, Deutschland); 2, 5, 21, 22, 27: getestete
Transformanden; NK: gDNA Fgdpks12; PK: dhex-1 3873 bp Amplifikat. Transformanden (5, 21,
22, 27) zeigten bei richtiger Integration eine Bande bei 1681 bp und der Fgdpks12 (NK) bei 5537
bp. Die Transformanden 5 und 27 werden im Folgenden als FgAhex-14 und FgAhex-1B bezeichnet
und fiir alle weiteren Versuche genutzt.

4.2.3 Herstellung der so Deletionsmutante FgAso
Um das so Gen im FgApks12 (4.2.1) zu deletieren, wurde das Konstrukt pAso erstellt,
welches das Nourseothricin N-acetyl transferase (NatR) Gen unter der Kontrolle des PoliC

Promoters (= NatR Resistenzkassette) und flankierende Bereiche, die zum Integrationsort
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homolog sind, beinhaltet. Hierzu wurde die NAT Resistenzkassette mit den Bereichen

upstream und downstream des so Gens fusioniert. (Abbildung 10).

ot o a a
Notl Xhol Xbal  Clal

PoliC | Nat®

——Resistenzkassette —

B Notl Xhol Xbal  Clal

PoliC | Nat®

———— Resistenzkassette ——

Notl Xhol Xbal Clal

PoliC | Nat®

+————Resistenzkassette ———
Abbildung 10: Klonierungsstrategie des pAdso. (A) Amplifikation und Ligation der
Nourseothricin (NatR) Resistenzkassette in pJET1.2 (pJET1.2/Nat). (B) Xhol/Notl Fusion des
upstream-Bereiches (LF) des so Gens mit pJET1.2/Nat (pJET1.2/Nat/so LF). (C) Xbal/Clal Fusion
des downstream-Bereiches (RF) des so Gens mit pJET1.2/Nat/so up (p4so).

Die Amplifikation der Nourseothricin Resistenzkassette (1414 bp) erfolgte aus dem
pSilent-1nat (2.6) mittels der Primer 21 und 22. Dabei wurde eine Xbal Schnittstelle
generiert. Ein pl des PCR-Produktes wurde in pJET1.2 ligiert. Nach der Transformation
des Ligationsansatzes in E.coli wurden die Kolonien mit den Primern 3 und 23 auf
Integration und Orientierung des Inserts kontrolliert. Positive Klone mit einer Integration
in 5-3‘ Orientierung wiesen ein Amplifikat von 921 bp auf. Das Plasmid (pJET1.2/Nat)
eines positiv getesteten Klons wurde isoliert und sequenziert (Abbildung 10A).

Die Amplifikation von 966 bp des upstream vom so Gen liegenden homologen Bereiches
(Linke Flanke, LF) wurde aus FgPH1 gDNA mittels der Primer 24 und 25 amplifiziert und
dabei dem Amplifikat Schnittstellen fiir Not/ und Xhol hinzugefiigt. Das PCR Produkt und
das Plasmid pJET1.2/Nat wurden Notl/Xhol verdaut. Notl und Xhol sind
Restriktionserkennungstellen der multiple cloning site (mcs) des pJET1.2 Vektors.
Verdautes PCR-Produkt und Plasmid wurden tber ein praparatives Agarosegel isoliert,
gereinigt und ligiert. Die nach Transformation in E.coli gewachsenen Kolonien wurden
mittels Kolonie-PCR mit den Primern 3 und 25 getestet. Positive Klone wiesen ein
Amplifikat von 981 bp auf. Das isolierte Plasmid (pJET1.2/Nat/so LF) eines positiv
getesteten Klons wurde sequenziert (Abbildung 10B).
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Ein 1020 bp grofder Bereich downstream des so Gens (rechte Flanke, RF) wurde aus FgPH1
gDNA mittels der Primer 26 und 27 amplifiziert und dabei dem Amplifikat Schnittstellen
fiir Xbal und Clal hinzugefiigt. Das Amplifikat und pJET1.2/Nat/so up wurden Xbal/Clal
verdaut. Die Clal Erkennungsstelle im pJET1.2/Nat/so up befindet sich in der mcs des
Vektors. Das verdaute PCR-Produkt und Plasmid wurden anschliefdend iiber ein
Agarosegel isoliert, gereinigt, ligiert und in E.coli transformiert. Die Kolonien wurden
mittels Kolonie-PCR mit den Primern 8 und 26 getestet. Positive Klone wiesen ein
Amplifikat von 1042 bp auf. Das Plasmid (pJET1.2/Nat/so LF/so RF) eines positiv
getesteten Klons wurde isoliert, sequenziert und pAso genannt (Abbildung 10C).

Das pAso wurde Notl/Clal verdaut, konzentriert und in Fgdpks12 transformiert.
Transformanden wurden auf CM(F)nar (2.3) selektiert. Transformanden, die eine 592 bp
Bande mit den Primern 22 und 28 und keine 1760 bp Bande fiir das so Gen mit den
Primern 29 und 30 zeigten, wurden mittels Southern Blot analysiert. Hierfiir wurde gDNA
von 10 Transformanden und Fgdpks12 als Negativkontrolle isoliert, Xbal/ EcoRI verdaut
und mit einer Sonde mit einer Gréfde von 1020 bp - amplifiziert von pAso mit den Primern
26 und 27- analysiert. Bei korrekter Integration wurde eine einzelne Bande bei 1766 bp
erwartet (Abbildung 11A). Als Positivkontrolle diente das Pvul linearisierte pAso. Es
zeigte die erwartete Bande bei 6308 bp. Die Negativkontrolle zeigte die erwartete Bande
bei 6522 bp und zwei weitere schwache Banden zwischen 1900 bp und 2500 bp. Die
Transformanden 2, 3 und 5 zeigten teilweise multiple Banden mit verschiedenen Grofien,
was darauf hindeutet, dass das Konstrukt an anderen Integrationsorten im Genom
mehrfach integriert worden war. Die Transformanden 1, 4, 14 und 15 zeigten neben der
Bande bei 1766 bp auch eine zusatzliche leichte Bande bei ca. 3600 bp und teilweise bei
ca. 2500 bp. Bei diesen Transformanden war neben der korrekten Integration eine
weitere Integration an einem weiteren Integrationsort wahrscheinlich. Die
Transformanden 8 und 9 zeigten eine klare Bande bei 1766 bp, was auf die korrekte
Integration des Konstrukts hindeutet und eine weitere schwache Bande bei ca. 2500 bp.
Da diese Bande auch in der Negativkontrolle detektiert wurde, ist davon auszugehen, dass
es sich um eine unspezifische Bindung der Sonde handelt (Abbildung 11B). Die
Transformanden 8 und 9 wurden daher ausgewahlt, als FGAsoA und FgAsoB bezeichnet

und fiir alle weiteren Versuche genutzt.
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Abbildung 11: Deletionsstrategie und Southern Blot zum Nachweis der korrekten
Integration des pAso in FgApks12. (A) Deletions- und Hybridisierungsstrategie des so Gens. Die
Deletion des so Gens (2) wird durch den Austausch mit dem Notl/Clal linearisierten pA4so iiber
homologe Rekombination erreicht (1). In (3) ist der Genotyp des resultierenden Stammes nach
Transformation in die FgApkslZ2 Mutante dargestellt. (B) Southern Blot Analyse der
Transformanden und FgApks12 als Negativkontrolle nach. Xbal/EcoRI Verdau. Verwendet wurde
eine fiir den Integrationsort spezifische Sonde im Bereich der Rechten Flanke (RF). M: DNA
Molecular Weight Marker VII (Roche, Penzberg, Deutschland); 1-5, 8, 9, 13-15: Getestete
Transformanden; NK: FgApks12; PK: Pvul linearisiertes pAso. Transformanden (8,9) zeigten bei
richtiger Integration eine Bande bei 1766 bp und der FgApks12 (NK) bei 6522 bp. Die
Transformanden 8 und 9 wurden daher ausgewdhlt, als FGAsoA und FgAsoB bezeichnet und fiir
alle weiteren Versuche genutzt.

4.2.4 Herstellung der hex-1/so Deletionsmutante FgAhex-1/Aso

Um beide Gene, so und hex-1, in einer Mutante zu deletieren wurde das pAso (4.2.3)
Notl/Clal verdaut, mittels Fallung konzentriert und in FgPH1 FgAhex-12 (4.2.2)
transformiert. Positive Transformanden wurden analog zu den FgAso Transformanden

analysiert (4.2.3). Fiir die Southern Blot Analyse wurde gDNA von 7 Transformanden und
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FgAhex-14 als Negativkontrolle isoliert und Xbal/EcoRI verdaut. Es wurde die gleiche
Sonde wie fiir die Untersuchung der FgAso Transformanden (4.2.3) verwendet. Bei
korrekter Integration wurde eine einzelne Bande bei 1766 bp erwartet. Als
Positivkontrolle diente das Xbal/EcoRI verdaute pAso. Es zeigte eine erwartete Bande bei
3401 bp und zusatzlich eine Bande bei 6308 bp, was auf einen unvollstdndigen Verdau
des Plasmids deutet. Die Transformanden 1, 5, 9 und 16 zeigten die erwartete Bande bei
1766 bp und zusatzlich eine schwache Bande bei ca. 3500 bp, was auf eine zweite
Integration deutet. Die Transformanden 7 und 12 zeigten eine einzelne Bande bei
1766 bp, was auf die korrekte Integration des Konstrukts schliefden lasst. Die
Transformande 4 zeigte wie die Negativkontrolle eine Bande bei 6522 bp und weist damit
keine Integration des pAso auf (Abbildung 12). Die Transformanden 7 und 12 wurden
ausgewahlt, als FgAhex-1/AsoA und FgAhex-1/AsoB bezeichnet und fiir alle weiteren

Versuche genutzt.
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Abbildung 12: Southern Blot Analyse zum Nachweis pAso in FgAhex-1 Die korrekte
Integration wurde wie in (4.2.3) beschrieben nachgewiesen M: DNA Molecular Weight Marker VII
(Roche, Penzberg, Deutschland); 1,4, 5,7, 9, 12, 16: Getestete Transformanden; NK: Fgdhex-1; PK:.
Xbal/EcoRI verdautes pA4so. Transformanden (7,12) zeigten bei korrekter Integration eine Bande
bei 1766 bp und der Fgdhex-1 (NK) bei 6522 bp. Die Transformanden 7 und 12 wurden
ausgewahlt, als FgAhex-1/AsoA und FgAhex-1/AsoB bezeichnet und fiir alle weiteren Versuche
genutzt.

4.2.5 Herstellung der GFP-markierten hex-1 Uberexpressionsmutante Fgoehex-1
Zur Erstellung der hex-1 Uberexpressionsmutante Fgoehex-1/GFP wurde der fiir das hex-1
Protein kodierende Bereich von FgPH1 cDNA amplifiziert, liber einen GS-Linker

(GGA GGT GGA GGA TCC, (G4S)n-Linker; (Chen et al,, 2013), mit eGFP fusioniert und zur
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Fusion des PTrpC Promoters in pSilent-1nat kloniert. Flankierende Bereiche zur
HygB-Resistenzkassette wurden tiber die Klonierung in pGEM-T HygB (2.6) zugefligt
(poehex-1/GFP). Diese flankierenden Bereiche erlauben iiber homologe Rekombination
die gerichtete Integration in den Bereich der Deletion des hex-1 Gens von Fgdhex-1

(Abbildung 13). Die Transformation erfolgte in FgAhex-14 (4.2.2).

! Y H T

C D Xhol Xhol
4 eGFP Gsw
E Spel Xhol Xhol Bglil

J<Nat“ [ Poic H PTrpc eGFP>H hex>L[
F R
Nat I PoliC H PTrpC I eGFP GS Pgpdl

Abbildung 13: Klonierungsstrategie pochex-1/GFP. (A) Amplifikation von eGFP mit einem
modifizierten reverse Primer, der die Sequenz fiir den GS-Linker beinhalten. (B) Amplifikation der
Protein-kodierenden Region des hex-1 Gens von FgPH1 cDNA. Der forward Primer beinhaltet die
Sequenz fiir den GS-Linker. (C) Overlap extension PCR der Ampflifikate A und B mit Primern, die
Erkennunsstellen fiir Xhol beinhalten. (D) Klonierung des eGFP-GS-hex-1 Amplifikats in pJET1.2
(pJET1.2/eGFP-hex-1). (E) Umklonierung des pJET1.2/eGFP-hex-1 iiber Xhol Schnittstellen in
pSilent-1y.¢ (pSilent-1ya./eGFP-hex-1) (F) Umklonierung des pSilent-1na./eGFP-hex-1 in pGEM-T
HygB tliber Spel und BgllI Schnittstellen (poehex-1/GFP).

Das eGFP Gen (738 bp) wurde von pII99GFP (2.6) mit den Primern 31 und 32 amplifiziert
(Abbildung 13A).Ein 567 bp Fragment des hex-1 Gens wurde von cDNA (3.4.2) mit den
Primern 18 und 33 amplifiziert (Abbildung 13B). Die Primer wurden so entworfen, dass
eine Sequenziiberlappung der beiden Amplifikate entstand. Mittels overlap extension PCR
(3.4.1) und den Primern 18 und 31 wurde das eGFP-GS-hex-1 Amplifikat mit einer Grofde
von 1299 bp generiert (Abbildung 13C), und dem Amplifkat Xhol Schnittstellen
hinzugefiigt. Das PCR-Produk wurde in den pJET1.2 /blunt ligiert (Abbildung 13D) und in
E. coli transformiert. Mit den Primern 3 und 8 wurden positive Klone mit einem ein
Amplifikat von 1381 bp detektiert. Das Plasmid eines positiven Klones
(PJET1.2/eGFP-hex-1) wurde isoliert, sequenziert und Xhol verdaut. Der Vektor
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pSilent-1naT wurde Xhol linearisert. Die 6580 bp des Vektors und die 1292 bp Bande des
eGFP-hex-1 wurden tiiber ein praparatives Agarosegel isoliert, gereinigt und ligiert
(Abbildung 13E). Die nach Transformation erhaltenen Kolonien wurden den Primern 34
und 35 getestet. Positive Klone mit einer Integration in 5‘-3‘ Orientierung wiesen ein
Amplifikat von 1382 bp auf. Das Plasmid eines positiven Klons
(pSilent-1nat/eGFP-hex-1) wurde isoliert und sequenziert.

Um flankierende Bereiche fiir die homologe Rekombination zu generieren, wurden Teile
des pSilent-1nat/eGFP-hex-1 in pGEM-T HygB integriert. Hierzu wurde das Plasmid Spel
linearisiert und die Enden geglattet (3.4.6). Anschliefdend wurde das linearisierte Plasmid
Bglll verdaut. Das Plasmid des pGEM-T HygB Vektors wurde mit EcoRV und BgllI verdaut.
Die 5427 bp Bande des pSilent-1naT/eGFP-hex-1 und die 4561 bp Bande des pGEM-T HygB
wurden Uber ein praparatives Agarosegel isoliert, gereinigt, ligiert (Abbildung 13F) und
in E.coli transformiert. Die erhaltenden Kolonien wurden mit den Primern 16 und 21
getestet. Positive Klone wiesen ein Amplifikat von 2376 bp auf (poehex-1/GFP). Das
Plasmid von pochex-1/GFP wurde isoliert und sequenziert.

Das poehex-1/GFP wurde Apal/Nsil verdaut, konzentriert und in FgAhex-14 (4.2.2)
transformiert. Positive Transformanden wurden auf CM(F)nar (2.3) selektiert.
Transformanden, die eine 592 bp Bande mit den Primern 22 und 28 und keine und keine
453 bp Bande fiir die HygromycinB-Resistenzkassette mit den Primern 15 und 16 zeigten,
wurden mittels Southern Blot analysiert. Hierfiir wurde gDNA von 7 Transformanden,
FgAhex-14 und FgApks12 als Negativkontrollen isoliert und Ncol verdaut. Eine
DIG-markierte Sonde (430 bp) - erstellt mit mit den Primern 19 und 20 - zeigte bei
korrekter Integration eine einzelne Bande bei 6652 bp (Abbildung 14A). Als
Positivkontrolle diente das mit Apal/Nsil verdaute Uberexpressionskonstrukt
poehex-1/GFP. Es zeigte die erwartete Bande bei 6001 bp. Die beiden Negativkontrollen
FgAhex-1A (NK1) zeigte die erwartete Bande bei 2422 bp, Fgdpks12 (NK2) zeigte die
erwartete Bande bei 1261bp. Die Transformanden 9-11 und 13-14 zeigten eine einzelne
Bande bei ca. 2422 bp und somit eine einzige Integration wie NK1. Bei diesen
Transformanden ist das pochex-1/GFP nicht integriert. Die Transformanden 12 und 15
zeigten eine einzelne Bande bei etwa 6652 bp, was auf die Integration am Zielort
hindeutet. Die Transformanden 12 und.15 (Fgoehex-1/GFPA und Fgoehex-1/GFPB) wurden

fur alle weiteren Versuche genutzt.
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Abbildung 14: Austauschstrategie und Southern Blot zum Nachweis der Integration des
poehex-1/GFP in FgAhex-12 (A) Austausch- und Hybridisierungsstrategie von porhex-1/GFP.
Integration der Nsil/Apal linearisierten poghex-1/GFP Expressionskassette (1) durch homologe
Rekombination in den Bereich von pAhex-1 (2). In (3) ist der Genotyp des transformierten
FgAhex-14 Stammes dargestellt. Der Bereich, der als Sonde fiir den Southern Blot diente ist mit
gestrichelten Linien dargestellt. (B) Southern Blot Analyse der Transformanden, Fgdhex-14 (NK1)
und FgApks1 (NK2) als Negativkontrollen. Die DNA der Transformanden und Negativkontrollen
wurde Ncol verdaut. Detektiert wurde eine Sonde homolog zur LFhex-1 M: DNA Molecular Weight
Marker VII (Roche, Penzberg, Deutschland); 9-15: getestete Transformanden; NK1: gDNA Fgdhex-
1A; NK2: gDNA Fgdpks12; PK: Apal/Nsil verdautes poehex-1/GFP. Transformanden zeigten bei
richtiger Integration eine Bande bei 6652 bp und die Negativkontrollen bei 2422 bp (NK1) und
1261 bp (NK2). Die Transformanden 12 und 15 werden im Folgenden als Fgoghex-14 und
Fgoehex-1Bbezeichnet und fiir alle weiteren Versuche genutzt.

Zur Uberpriifung der mRNA Transkriptionslevel von Hex-1 wurde Myzel der Mutanten
Fgoehex-1A und Fgoehex-18 und als Kontrolle FgPH1 in Fliissigkultur (3.1.2) iiber 3 Tage
angezogen. Die gesamt RNA der Proben wurde extrahiert, in cDONA umgeschrieben (3.4.2)
und mittels qPCR (3.5.7) analysiert. Amplifiziert wurde ein 210 bp Fragment von hex-1
und ein 200 bp Fragment des Haushaltsgens 3-Tubulin (2.5). Die Analyse erfolgte mit je

drei biologischen und drei technischen Replikaten. Die statistische Auswertung (3.8)
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erfolgte unter Anwendung einer einfaktoriellen ANOVA und paarweisen t-Tests mit
Bonferroni-Korrektur. Die auf 3-Tubulin normalisierten Transkriptionslevel von Hex-1 in
FgPH1 und den Uberexpressionsmutanten Fgoehex-1 zeigten signifikante Unterschiede
(Abbildung 15). Die Expression von Hex-1 in Fgoehex-1 stieg auf 224CT=4.9 und ist im
Verhaltnis zu Hex-1 in FgPH1 (224CT=1) um durchschnittlich 390% erhoht.
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Abbildung 15: Analyse der auf f3-Tubulin normalisierten Transkriptionslevel von Hex-1
mittels qPCR in FgPH1 (PH1) und Fgoehex-1. Es wurde der AACt-Wert ermittelt und das
Expressionsverhdltnis als 2-44CT angegeben. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des
Mittelwertes an. Signifikanzlevel sind wie folgt angegeben: p < 0.001 “***,

4.2.6 Herstellung der regulierbaren mCherry markierten so
Uberexpressionsmutante Fgso

Mit der Mutante Fgoeso/mCherry ist es moglich, iiber Kupfer die Expression des so Gens
zu regulieren. Fur die Erstellung des Konstruktes poeso/mCherry, wurde das fiir das SO
Protein kodierende Gen mit dem mCherry Reportergen fusioniert, und in pBJ-1 (2.6)
kloniert. Im pBJ-1 werden Gene unter der Kontrolle des FgTcu-1 Promoters (1500 bp
upstream von ORF XP_011324683.1) exprimiert, wodurch die Expression regulierbar ist
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Klonierungsstrategie des poeso/mCherry (A) Amplifikation des fiir das SO
Protein kodierenden Gens. (B) Ligation des Amplifikats in pJET1.2 /blunt (pJET1.2/so) (C) Fusion
des mCherry mit dem GS-Linker iiber PCR (GS-mCherry). (D) BamHI/Xbal Fusion des
GS-mCherry in pJET1.2/so (pJET1.2/so-mCherry). (E) Klonierung des pJET1.2/so-mCherry in
pBJ (poeso/mCherry).

Das 3715 bp grofde Fragment des so Gens wurde von FgPH1 gDNA mit den Primern 36
und 37 (Abbildung 16A) amplifiziert und dabei Schnittstellen fiir Pacl und BamHI
hinzugefiigt. 1 pl des Amplifikats wurde in pJET1.2 /blunt ligiert. Nach der Transformation
in E.coli wurden mitden Primern Primer 3 und 30 positive Klone mit einem ein Amplifikat
von 2775 bp detektiert. Das Plasmid eines positiv getesteten Klons (pJET1.2/s0) wurde
isoliert und sequenziert (Abbildung 16B).

Das mCherry Gen (729 bp) wurde von pPP81 (2.6) mitden Primern 38 und 39 amplifiziert
und tUber den forward Primer dem Amplifikat ein GS-linker Sequenz
(GGA GGT GGA GGA TCC) mit integrierter BamHI Schnittstelle hinzugefiigt. Mittels des
reverse Primers wurde dem Amplifikat eine Xbal Erkennungsstelle hinzugefiigt
(Abbildung 16C).

Das Amplifikat und Riickgrat pJET1.2/so wurden nach BamHI/Xbal Verdau iiber ein
praparatives Agarosegel isoliert, gereinigt und ligiert. Die resultierenden Kolonien der
Transformation in E. coli wurden mittels Kolonie-PCR mit den Primern 38 und 40 getestet.
Das Plasmid eines positiven Klons (pJET1.2/so-mCherry) mit einem Amplifikat von

781 bp wurde isoliert und sequenziert (Abbildung 16D).
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Fiir die Klonierung des so-mCherry in den pBJ-1 wurde das pJET1.2/so-mCherry Clal und
das pBJ-1 BamHlI linearisiert und die Enden geglattet. (3.4.6). Beide Plasmide wurden Pacl
verdaut. Die 6198 bp Bande aus pBJ-1 und die 4441 bp Bande aus pJET1.2/so-mCherry
wurden Uber ein praparatives Agarosegel isoliert, gereinigt und ligiert. Die nach
Transformation in E. coli gewachsenen Kolonien wurden mit den Primern 14 und 38
getestet. Das Plasmid von einem positiven Klon (poeso/mCherry), mit einem Amplifikat
von 839 bp wurde isoliert und sequenziert (Abbildung 16E).

Das poeso/mCherry wurde Psil linearisiert, konzentriert und in FgAso? (4.2.3)
transformiert. Positive Transformanden wurden auf CM(F)uygs (2.3) selektiert.
Transformanden, die eine 729 bp Bande mit den Primern 38 und 39 aufwiesen, wurden
mittels Southern Blot analysiert. Hierfiir wurde gDNA von 12 Transformanden Xhol
verdaut. Eine DIG-markierte Sonde, homolog zu der mCherry Sequenz mit einer Grofde
von 729 bp wurde mit den Primern 38 und 39 erstellt (Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.A). Als Positivkontrolle diente das Psil linearisierte poeso/mCherry. Es
zeigte eine erwartete Bande bei 10647 bp. Die Integration von poeso/mCherry erfolgte
nicht tiber homologe Rekombination an einen bestimmten Integrationsort, sondern als
linearisiertes Uberexpressionskonstrukt an einen zufilligen Integrationsort. Eine
Negativkontrolle ist in diesem Fall nicht notwendig. Die Transformanden 1-4 und 6-12
zeigten eine einzelne Bande bei ca. 10000 bp und somit eine einzige Integration des
Konstruktes in das Genom. Die Transformande 5 zeigte eine Bande bei ca. 10000 bp und
eine weitere Bande bei ca. 6000 bp. Dies deutet darauf hin, dass das Konstrukt zwei Mal
ins Genom integriert wurde (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.B). Die
Transformanden 7, 10 und 12 (Fgso?, FgsoB und FgsoC) wurden fiir alle weiteren

Versuche genutzt.

63



ERGEBNISSE

A Xthl ...... Sonde
7//—| Pgpdl I Hyg% PTcu H s0 (;SW f=
B Fgoeso
bp M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 PK
.. ‘
» - . -
8576- 4 » - -
6106 i
4899- .

Abbildung 17: Fgso und Southern Blot Strategie zum Nachweis der Integration in FgAsoA.
(A) Genotyp des mit dem porso/mCherry transformierten Fgdso? (Fgso). Der Bereich, der als
Sonde fiir den Southern Blot diente ist mit gestrichelten Linien dargestellt. (B) Southern Blot von
Xhol verdauter gDNA der Transformanden M: DNA Molecular Weight Marker VII (Roche,
Penzberg, Deutschland); 1-12: getestete Transformanden; PK: Psil verdautes porso/mCherry
zeigte die erwartete Bande bei 10647. Die Transformanden zeigten bei Integration (1-4, 5-12)
eine einzelne Bande unbekannter Grofle, Transformande 5 zeigte eine zweite Integration. Die
Transformanden 7, 10 und 12 (FgsoA, FgsoB und Fgso€) wurden fiir alle weiteren Versuche
genutzt.

Zur Uberpriifung der Expression von SO in den regulierbaren mCherry markierten SO
Expressionsmutanten wurden die mRNA Transkriptionslevel von SO unter
reprimierenden und iiberexprimierenden Bedingungen analysiert. Myzel der Mutanten
mit reprimiertem und aktivem Promoter und als Kontrolle FgPH1 wurde in Fliissigkultur
(3.1.2) iiber 3 Tage angezogen. Die gesamt RNA der Proben wurde extrahiert, in cDNA
umgeschrieben (3.4.2) und mittels qPCR (3.5.7) analysiert. Amplifiziert wurde ein 230 bp
Fragment von so und ein 200 bp Fragment des Haushaltsgens {3-Tubulin (2.5). Die Analyse
erfolgte mit je drei biologischen und drei technischen Replikaten. Die statistische
Auswertung (3.8) erfolgte unter Anwendung einer einfaktoriellen ANOVA und
paarweisen t-Tests mit Bonferroni-Korrektur. Die auf {3-Tubulin normalisierten
Transkriptionslevel von SO zeigten signifikante Unterschiede (Abbildung 18). Die
Expression von SO in Myzel mit aktivem Promoter stieg auf 2244CT=2.3 und war im
Verhaltnis zu SO in FgPH1 (222€T=1) um durchschnittlich 130% erho6ht. Die die Expression
von SO in Myzel mit reprimiertem Promoter (222¢T=0.4) war im Vergleich zu FgPH1 um
durchschnittlich 60% reduziert. Fiir alle weiteren Versuche wurden die Transformanden
mit aktivem Promotor als Fgso123(A-0) und Transformanden mit reprimiertem Promoter

als Fgsol04(A-Q) bezeichnet.

64



ERGEBNISSE

S0
3.5

3.0 1

2.5

2.0 1

1.5

1.0 4

Transkriptionslevel (log,)

0.5 -

0.0-

PH1 s01%? sol*
Abbildung 18: Analyse der auf f3-Tubulin normalisierten Transkriptionslevel von SO
mittels qPCR in FgPH1, Fgso123 und Fgsol®4. Es wurde der AACt-Wert ermittelt und das
Expressionsverhdltnis als 2-2ACT angegeben. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des
Mittelwertes an. Signifikanzlevel sind wie folgt angegeben: p < 0.001 “***.

4.2.7 Herstellung der mCherry-markierten Mutante Fgnativso

Zur Erstellung einer mCherry-markieren so-Mutante, die unter der Kontrolle des nativen
so Promoter steht, wurde ein Konstrukt (pnativso/mCherry) erstellt, dass das
Reportergen mCherry und eine selektierbare HygromycinB Resistenzkassette
beinhaltete. Diese wurde von Bereichen flankiert, die zum gewiinschten Integrationsort,
dem so Gen, homolog sind. Hierzu wurden 1000 bp des 5 Bereichs des fiir das SO Protein
kodierenden Gens mit mCherry liber einen GS-Linker fusioniert (4.2.6). Zudem wurde die
HygromycinB Resistenzkassette mit dem downstream Bereich des so Gens fusioniert.

Beide Konstrukte wurden iiber eine Spel Schnittstelle verbunden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Klonierungsstrategie des Reportergen-markierten puaivso/mCherry.
(A) Amplifikation von 1000 bp des 5 Bereiches des fiir das SO Protein kodierenden Gens (5’so).
Der reverse Primer beinhaltet eine 15 bp 3‘ Uberlappungssequenz mit GS-mCherry
(B) Amplifikation von GS-mCherry (4.2.6). Der forward Primer beinhaltet eine 15 bp
5‘ Uberlappungssequenz mit 5’so. (C) Overlap extension PCR der Ampflifikate A und B. Der reverse
Primer beinhaltet eine Erkennungsstelle flir Spel (5’so-GS-Linker-mCherry) (D) Klonierung des
5s0-GS-Linker-mCherry in pJET1.2 (pJET1.2/5's0-GS-Linker-mCherry). (E) Amplifikation der
HygromycinB Resistenzkassette (HygBR). Der forward Primer beinhaltet eine 15 bp
5‘Uberlappungssequenz mit GS-mCherry. Der reverse Primer beinhaltet eine 15 bp
3‘ Uberlappungssequenz mit so LF. (F) Amplifikation von 1000 bp des downstream Bereichs
(linke Flanke) des so Gens (soLF). Der forward Primer beinhaltet eine 15 bp 5°
Uberlappungssequenz mit HygBR (G) Overlap extension PCR der Ampflifikate E und F. Der forward
Primer beinhaltet eine Schnittstelle fiir Spel (HygBR-so LF). (H) Klonierung des HygBR-so LF in
pJET1.2 (pJET1.2/HygBR-so LF). (I) Spel Fusion des pJET1.2/HygBR-so LF in
pJET1.2/5’so-GS-Linker-mCherry (Pnativso/mCherry).

Fiir die Fusion des 5‘ Bereich des so Gens und des mCherry Gens tliber einen GS Linker
wurden 1000 bp des 5 Bereiches des so Gens aus FgPH1 gDNA mittels der Primer 41 und
42 (Abbildung 19A). und das mCherry Gen mit GS Linker (766 bp) aus
pJET1.2/SO-mCherry mit den Primern 43 und 44 (Abbildung 19B) amplifiziert. Mittels
overlap extension PCR und den Primern 41 und 44 wurde das 5’so-GS-Linker-mCherry
Amplifikat mit einer Grof3e von 1746 bp generiert (Abbildung 19C) und dem Konstrukt
eine Spel Erkennungsstelle hinzugefiigt. Das Amplifikation wurde iliber ein praparatives
Agarosegel isoliert, gereinigt, in pJET1.2 ligiert (Abbildung 19D) und in E. coli
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transformiert. Mit den Primern 3 und 42 wurden positive Klone mit einem ein Amplifikat
von 1062 bp detektiert. Das Plasmid eines positiven Klones
(pJET1.2/5’s0-GS-Linker--mCherry) wurde isoliert und sequenziert

Fir die Fusion der HygromycinB Resistenzkassette und des downstream Bereiches des so
Gens wurde die HygromycinB Resistenzkassette (1753 bp) aus pR246_elF5A-K0 (2.6)
mittels der Primer 45 und 46 (Abbildung 19E) und der downstream Bereich des so Gens
( 1000 bp) aus pdso (4.2.3) mit den Primern 46 und 47 (Abbildung 19F) amplifiziert.
Mittels overlap extension PCR und den Primern 45 und 48 wurde das HygBR-so LF
Amplifikat mit einer Gréfie von 2753 bp generiert (Abbildung 19G) und dem Konstrukt
eine Spel Erkennungsstelle hinzugefiigt. Das Amplifikation wurde iiber ein praparatives
Agarosegel isoliert, gereinigt, in pJET1.2 ligiert (Abbildung 19H) und in E. coli
transformiert. Mit den Primern 3 und 46 wurden positive Klone mit einem ein Amplifikat
von 1815 bp detektiert. Das Plasmid eines positiven Klons (pJET1.2 /HygBR-so LF) wurde
isoliert und sequenziert

Das pJET1.2/5's0-GS-Linker-mCherry und das pJET1.2/HygBR-so LF wurden Spel/Clal
verdaut. Die Spel Schnittstelle wurde tiber die Primer 44 und 45 hinzugefigt und die Clal
Schnittstelle befindet sich in der mcs des pJET1.2. Beide verdauten Plasmide wurden liber
ein praparatives Agarosegel isoliert, gereinigt und ligiert (Abbildung 19I) und in E. coli
transformiert. Die erhaltenden Kolonien wurden mit den Primern 43 und 46 getestet.
Positive Klone wiesen ein Amplifikat von 2488 bp auf (pnativso/mCherry). Das Plasmid
von pnativso/mCherry wurde isoliert und sequenziert.

Flir die Transformation von pnativso/mCherry wurde das Konstrukt mittels der Primer 41
und 48 (Abbildung 20A1, schwarze Dreiecke) amplifiziert, gereinigt und in FgApks12
transformiert (4.2.1) und auf CM(F)uygs (2.3)selektiert. Zur Uberpriifung wurden 10
Transformanden sequenziert. Sieben Transformanden, die die korrekte Sequenz
aufwiesen, wurden mittels Southern Blot analysiert. Hierfir wurde gDNA von
7 Transformanden isoliert und Xhol verdaut. Eine DIG-markierte Sonde, homolog zu der
mCherry Sequenz mit einer Gréfde von 729 bp wurde mit den Primern 38 und 39 erstellt
(Abbildung 20A). Als Positivkontrolle diente das Notl/Clal verdaute pnativso/mCherry. Es
zeigte eine erwartete Bande bei 3411 bp und eine Bande bei 7379 bp, was auf einen
unvollstindigen Verdau des Plasmids deutet. Alle Transformanden zeigten eine einzelne
Bande bei ca. 4652 bp, was auf die Integration am Zielort hindeutet (Abbildung 20B). Die
Transformanden 20 und 27 (Fgnativso? und FgnativsoB) wurden fur alle weiteren Versuche

genutzt.
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Abbildung 20: Austauschstrategie und Southern Blot zum Nachweis der Integration des
Pnativso/mCherry in FgApks12. (A) Austausch- und Hybridisierungsstrategie von
pnativso/mCherry. Die Amplifikation des nativso/mCherry erfolgte mit den Primern 41 und 48
von pnativso/mCherry (schwarze Dreiecke) (1). Der Austausch erfolgt durch homologe
Rekombination in dem 5‘Bereich des so Gens (2). In (3) ist der Genotyp des transformierten
Fgnaivso Stammes dargestellt. Der Bereich, der als Sonde fiir den Southern Blot diente ist mit
gestrichelten Linien dargestellt. (B) Southern Blot von Xhol verdauter gDNA der Transformanden
M: DNA Molecular Weight Marker VII (Roche, Penzberg, Deutschland); 5, 10, 13-14, 20, 27, 30:
getestete Transformanden; PK: Notl/Clal verdautes pnativso/mCherry. Transformanden zeigten
bei richtiger Integration eine Bande bei 4652 bp. Die Transformanden 20 und 27 werden im
Folgenden als Fgnativs0® und FgnaiivS0B bezeichnet und fiir alle weiteren Versuche genutzt.
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4.3 Einfluss von Hex-1 und SO auf die horizontale und vertikale Ausbreitung

Um den Einfluss der Proteine Hex-1 und SO auf die horizontale und vertikale Ausbreitung
zu analysieren, wurden mindestens zwei unabhédngige Transformanden jeder Mutante
mit FgV-Ch9 infiziert. Die Stabilitat der Virusinfektion und die Anzahl von Konidien, die
nach Auskeimung virusinfiziertes Myzel aufweisen, wurde von den Transformanden
FgApks12, FgAhex-1, FgAso, FgAhex-1/Aso, Fgoehex-1 und Fgoeso untersucht, um mogliche

Funktionen der Proteine in diesen Prozessen zu analysieren.

4.3.1 Virusinfektionen von Hex-1 Uberexpression und Deletion sowie SO
Uberexpression waren erfolgreich

Alle Mutanten (4.2) wurden iiber Ko-Kultivierung (3.3.1) mit FgV-ch9 infiziert. Zum
Virusnachweis wurde RNA aus Myzel nach 3 Tagen Inkubation in Fliissigkultur (3.1.2)
von potenziell infizierten Mutanten extrahiert (3.5.5). Nach Auftrennung auf einem
Agarosegel (3.4.3) wurden zwei Banden zwischen 3500 und 3000 bp bei kurzer
Auftrennung erwartet. Diese entsprechen der Grofie der viralen dsRNA Segmente von
FgV-ch9. Als Positivkontrolle diente der der Stamm Fgch9 (2.2.2), als Negativkontrolle ein
nicht infizierter FgPH1 Stamm. Die Deletionsmutanten Fgdpks12 und FgAhex-1 sowie die
Uberexpressionsmutanten Fgoghex-1 und Fgso123 zeigten ebenso wie Fgnativso
virusspezifische Banden bei 3500 und 3000 bp (Abbildung 21A). Die Mutanten FgA4so
und Fgdhex-1/Aso (Abbildung 21A, 6 und 7) zeigten wie die Negativkontrolle keine
virusspezifischen dsRNA Banden. Bei 2000 bp und leicht unter der 1500 bp Bande sind
rRNA-Banden erkennbarAbbildung 21: (Abbildung 21A). Diese Ergebnisse zeigen eine
erfolgreiche Infektion mit FgV-ch9 fiir die Mutanten Fgdpks12, FgAhex-1, Fgorhex-1 und
Fgso123.

4.3.2 SO-Deletionsmutanten konnten iiber die Kontrolle des regulierbaren
Promoter Tcu indirekt infiziert werden

Da die Virusinfektion von Fgdso und Fgdhex-1/Aso nicht erfolgreich war (4.3.1), wurde

die Mutante Fgso (4.2.6) erstellt und unter aktivem Tcu Promoter (Fgso123) iiber

Ko-Kultivierung mit FgV-ch9 infiziert (3.3.1). Nach nachgewiesener Virusinfektion iiber

Nachweis der dsRNA Banden (Abbildung 21A, 10-12) wurden die Mutanten zusatzlich

unter SO reprimierenden Bedingungen kultiviert und das Vorhandensein von Virus

erneut bestatigt (Abbildung 21B). Die Mutanten zeigten das fiir eine Infektion typische
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Bandenmuster (Abbildung 21) und werden im Folgenden als Fgsol0-4(A B, C) bezeichnet
(4.2.6).
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Abbildung 21: RNA-Muster von potenziell virusinfiziertem Pilzmyzel der Mutanten
FgApks12, FgAhex-1, FgAso, FgAhex-1/Aso, Fgoshex-1, Fgso123 und Fgsolo4 Die RNA wurde auf
einem 1% (w/v) Agarosegel aufgetragen und mit Ethidiumbromid gefarbt. M: 1 kb Plus
DNA-Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA); PK: Fgch9; NK: FgPH1

4.3.3 Die Virusinfektion hat keinen Einfluss auf die Transkriptionslevel von
Hex-1 und SO

Zur Uberpriifung des Einflusses der Virusinfektion auf die mRNA Transkriptionslevel von
Hex-1 und SO wurde Myzel virusfreier und virusinfizierter FgPH1 Mutanten in
Fliissigkultur (3.1.2) iiber 3 Tage angezogen und die RNA extrahiert (3.5.5). Die Proben
wurden, wie in 4.2.6 beschrieben aufbereitet und fiir die quantitative Messung der mRNA
das Transkriptionslevel analysiert. Die Analyse erfolgte mit je drei biologischen und drei
technischen Replikaten.

Das Ergebnis der qPCR zeigte, dass Hex-1 und SO in virusfreiem und virusinfiziertem
Myzel auf einem dhnlichen Niveau exprimieren (Abbildung 22). Die Transkriptionslevel
von Hex-1 und SO wurden am als konstant vorausgesetztem Transkriptionslevel des
3-Tubulins normalisiert und in virusfreiem Myzel bei 224CT=1 definiert. In
virusinfiziertem Myzel stieg das Transkriptionslevel von Hex-1 auf 1.25 und das

Transkriptionslevel von SO auf 1.2. Die Messergebnisse in virusinfiziertem Myzel liegen
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um 20-25% hoher. Die Ergebnisse waren jedoch nicht statistisch signifikant

unterschiedlich.
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Abbildung 22: Transkriptionslevel von Hex-1 und SO in Abhingigkeit von einer FgV-ch9
Infektion. Es wurde der AACT-Wert ermittelt. Als Haushaltsgen wurde 3-Tubulin gewahlt, um die
Werte zu normalisieren. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.
Signifikanzlevel sind wie folgt angegeben: p > 0.05 ‘kein signifikanter Unterschied’
(A) Transkriptionslevel von Hex-1 in virusfreiem wund virusinfiziertem FgPH1.
(B) Transkriptionslevel von SO in virusfreiem und virusinfiziertem FgPH1.

0.0-

4.3.4 Die Virusinfektion ist in den Mutanten stabil

Um zu ilberpriifen, ob die Virusinfektion in den Mutanten stabil ist, wurden alle
virusinfizierten Mutanten (4.3.1, 4.3.2) auf Festmedium (Ccm und Cicm) (2.3) angezogen.
Nach sieben Tagen wurde 2 cm* Myzel ausgestochen (3.1.1) und auf neues Festmedium
(Ccm und Cicm) umgesetzt. Dieser Vorgang wurde insgesamt fiinf mal wiederholt und RNA
von Myzel der ersten, dritten und fiinften Subkultivierung extrahiert und auf einem
Agarosegel (3.4.3) aufgetrennt. Alle Mutanten =zeigten in allen getesteten
Subkultivierungen die fiir FgV-ch9 charakteristischen Banden bei 3500 bp und 3000 bp.
Die Virusinfektion ist somit stabil nach Subkultivierung. Bei 2000 bp und leicht unter der

1500 bp Bande sind typische pilzliche rRNA-Banden erkennbar (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Nachweis der Stabilitit der Virusinfektion. RNA-Extraktion von
virusinfiziertem Myzel aus verschiedenen Subkultivierungen. Die RNA wurde auf einem 1% (w/v)
Agarosegel aufgetragen und mit Ethidiumbromid gefarbt. M: 1 kb Plus DNA-Ladder (Thermo
Fisher Scientific, USA); 1: Subkultur 1; 3: Subkultur 3; 5: Subkultur 5

4.3.5 Unabhangige Virusinfektionen resultieren in Kulturen mit hoher und
niedriger Viruslast

Um Kulturen mit hoher und niedriger Viruslast zu generieren, wurde zunachst mittels
ELISA ein Standard zur Berechnung der Viruslast generiert (3.5.6, 3.8) und dieser mit
hypovirulenten Phanotypen von virusinfiziertem Myzel korreliert (Abbildung 24).

Zur Erstellung des Standards wurde eine Eichkurve (3.5.6) aus Gemischen von
virusfreiem Myzel und Polysomen aus virusinfiziertem Myzel (3.2) erstellt, 1:250 bis
1:5000 verdinnt und mittels ELISA analysiert. Die 1:250 Verdiinnung zeigte eine
durchschnittliche Absorption (OD 405 nm) von 0.986 und wurde als 100% Standard
festgelegt. Die 1:1000 Verdiinnung zeigte eine Absorption von ca. 0.084 und wurde damit
als ~8% vom Standard festgelegt (Abbildung 24A). Die Messungen wurden mit
virusinfiziertem Myzel von dhnlicher Absorption verglichen, um einen Schwellenwert fir
virusinfiziertes Myzel, das noch einen virusinduzierten hypovirulenten Phanotyp zeigt, zu
definieren. Messungen mit einem geringeren Wert als der gemessenen relativen Viruslast
von 8% zeigten keinen virusbedingten Phanotyp und wurden als nicht messbare Viruslast
definiert (Abbildung 24B). Die Rohdaten der ELISA Analysen zur Berechnung der

relativen Viruslast sind Anhang 3A und Anhang 3B zu entnehmen.
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Abbildung 24: ELISA-Analyse zur Bestimmung der mit einem hypovirulenten Phinotyp
korrelierenden messbaren Viruslast. (A) Eichkurve aus Gemischen von virusfreiem Myzel und
Polysomen aus virusinfiziertem Myzel. Verdiinnungen: 1:250, 1:500, 1:1000 und 1:50000. 1:250
Verdiinnung wurde als 100% Standard festgelegt und die weiteren Verdiinnungen auf 100%
normalisiert: 1:250 = 100%, 1:500 = 61%, 1:1000 = 8%, 1:5000 =2%. Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittelwertes an. (B) Phdnotypische Analyse von virusinfiziertem Myzel. Myzel
wurde mittels ELISA analysiert und phanotypisch eingeordnet. Myzel mit einer gemessenen
Viruslast von unter 8% zeigte keinen virusinduzierten hypovirulenten Phanotyp.

Um Kulturen mit hoher und niedriger Viruslast zu generieren, wurden die Mutanten
dreimal unabhangig voneinander mit FgV-ch9 iiber Ko-Kultivierung infiziert (3.3.1).
Myzel mit nachgewiesener Infektion iiber RNA-Extraktion (3.5.5) wurden in 9 cm
Petrischalen mit CM bzw. Induktions-CM inkubiert (3.1.1). Nach 7 Tagen Anzucht, wurden
vier konzentrisch auf den Platten verteilte Stichproben erneut auf Festmedium (Ccm und
Cicm) Uiberimpft und fiinf Tage inkubiert (3.1.1). Das Myzel wurde mit Hilfe des ELISA auf
relative Viruslast untersucht (3.5.6).

Die drei Infektionen der FgApks12 Mutante zeigen mittlere Viruskonzentrationen von 8%
bis 53%. Die Fgdhex-1 Mutanten zeigen mittlere Viruskonzentrationen von 10% bis 63%.
Fgoehex-1 zeigt eine Viruskonzentration von 9% bis 82% und Fgsol%4 von 11% bis 82%.
Die drei Infektionen der FgsoT23 Mutante zeigen mittlere Viruskonzentrationen von 10%
bis 67% (Abbildung 25).

Die Virusverteilung und -last nach Infektion im Myzel unterlag nur geringen
Schwankungen (@ =29%), wohingegen die Virusverteilung und -last zwischen
verschiedenen Infektionen sehr stark schwanken konnte (@ =74%). Signifikante
Unterschiede zwischen den Mutanten in der allgemeinen Virusverteilung und -last

konnten nicht detektiert werden. Von allen Mutanten konnten Kulturen mit hoher und
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niedriger Viruslast generiert werden. Kulturen mit einer hohen Viruslast zeigtenein stark
reduziertes Wachstum und eine Gelbfarbung des Myzels. Kulturen mit einer geringen

Viruslast unter 8% des Standards zeigten keinen virusinduzierten hypovirulenten

Phanotyp.
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Abbildung 25: Viruslast innerhalb Kulturen der gleichen Virusinfektion und von Kulturen

von verschiedenen Virusinfektionen. Als Standard wurde eine 1:250 verdiinnte
Polysomenextraktion genutzt und auf 100% gesetzt. Die relative Viruslast ist in Prozent in
Abhangigkeit zum Standard angegeben. Kulturen mit einer Viruslast von liber 8% zeigten eine
Wuchsminderung, die auf einen hypovirulenten Phantotyp hindeutet. Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittelwertes an. (A) Virusverteilung drei unabhdngiger Infektionen in
FgApks12. (B) Virusverteilung drei unabhangiger Infektionen in Fgdhex-1. (C) Virusverteilung drei
unabhéngiger Infektionen in Fgoghex-1. (D) Virusverteilung drei unabhdngiger Infektionen in
Fgsolo4, (E) Virusverteilung drei unabhangiger Infektionen in Fgso123.
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4.3.6 Der Anteil virusinfizierter Konidien ist bei niedriger Viruslast des
Ausgangsmyzels hoher als bei hoher Viruslast des Ausgangsmyzels
Um den Anteil virusinfizierter Konidien im Wildtyp zu ermitteln, wurden in drei
unabhangigen Infektionen Konidien von virusinfizierten FgPH1 mit unterschiedlicher
Viruslast (nicht gezeigt) hergestellt. Es wurden 120 Konidien je Mutante auf
CM-Festmedium vereinzelt (3.1.1), inFliissigkultur tberfiihrt und fiir 3 Tage inkubiert
(3.1.2). Anschliefiend wurde die relative Viruslast mittels ELISA bestimmt (3.5.6).
Einzelwerte der ELISA Analyse sind Anhang 3C zu entnehmen.
In Abbildung 26 ist das Ergebnis der ELISA Analyse zusammengefasst dargestellt.
Versuchsansatz 1 zeigte bei ca. 20%, Versuchsansatz 2 bei ca. 35% und Versuchsansatz 3
bei ca. 25% der Konidien eine Viruslast von > 8% vom Standard. Somit zeigten
durchscnittlich 30% der Konidien eine Viruslast, die einen hypovirulenten Phanotyp
hervorruft (4.3.5). Beispiele von virusinfiziertem Myzel und der korrelierenden Viruslast
sind in Abbildung 24B gezeigt.
Die Viruslast im Myzel von ausgekeimten Konidien der Mutanten FgApks12, FgAhex-1,
Fgoehex-1, Fgsol04 und Fgso1%3 wurden untersucht, um den Anteil von Konidien zu
bestimmen, die zu einem hypovirulenten Phanotyp fiihren. Hierzu wurden virusinfizierte
Mutanten mit jeweils vergleichbarer Viruslast ausgewahlt. (4.3.5). Dabei wurden jeweils
zwei virusinfizierte Mutanten mit einer relativen Viruslast von 8%-11% und einer

relativen Viruslast von 58%-77% gewahlt (Abbildung 25).

FgPH1-WT
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60%
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Abbildung 26: Anzahl der virusinfizierten Konidien in FgPH1. Dargestellt sind drei
unabhangige Versuchsansatze. Es wurden je 40 Konidien eines virusinfizierten FgPH1 analysiert.

Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an. 1: 20% infizierte Konidien; 2: 35%
infizierte Konidien; 3: 25% infizierte Konidien.

Virusinfizierte Konidien

Es wurden in sechs unabhdngigen Ansitzen Konidien der virusinfizierten Mutanten

erzeugt (3.1.4), je zehn vereinzelt und fiir sechs Tage auf Ccm und Cicm inkubiert (3.1.1).
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Anschliefend wurde die relative Viruslast von je 60 ausgekeimten Konidien von
Mutanten mit geringer und hoher Viruslast mittels ELISA bestimmt (3.5.6). Einzelwerte
der ELISA Analyse sind Anhang 3D bis Anhang 3H zu entnehmen. Es wurde eine
Eichkurve erstellt, die 1:250 Verdiinnung als 100% Standard und die 1:1000 Verdiinnung
als 8% Standard festgelegt, um eine relative Berechnung der Viruslast in den Mutanten zu
ermoglichen. Mutanten mit einer Viruslast> 8% zeigten auf Ccm und Cicm einen
hypovirulenten Phanotyp (4.3.5). Die Ergebnisse der ELISA Analyse sind in Abbildung 27
zusammengefasst.

In 22% der Konidien von FgApks12 mit einer geringen Viruskonzentration war eine
Viruslast von tliber 8% vom Standard detektierbar. Aus Myzel mit einer hohen
Viruskonzentration wurden 14% infizierte Konidien (= 8%) produziert. FgAhex-1
produzierte aus Myzel mit einer geringen Viruskonzentration 42% und aus Myzel mit
einer hohen Viruskonzentration 22% virusinfizierte Konidien. Fgoehex-1 mit einer
geringen Viruskonzentration produzierte 26% und mit einer hohen Viruskonzentration
14% virusinfizierte Konidien. Fgsol%4 mit einer geringen Viruskonzentration produzierte
42% virusinfizierte Konidien, aus Myzel mit einer hohen Viruskonzentration wurden 8%
infizierte Konidien produziert. FgsoT23 mit einer geringen Viruskonzentration
produzierte 90% und mit einer hohen Viruskonzentration 30% infizierte Konidien.

Die 90% virusinfizierte Konidien von Fgso123 stellen einen signifikanten Unterschied zu
allen anderen Ergebnissen der Mutanten dar, die im Durchschnitt 25% virusinfizierte
Konidien produzierten.

Die Anzahl an erzeugten virusinfizierten Konidien ist zwar in allen Mutanten mit geringer
Viruslast hoher als in Mutanten mit hoher Viruslast, der Unterschied ist aber nicht

signifikant.

76



ERGEBNISSE

100% =
; 7
o 809%

T

=

o

2 60%
I

—

o

5 40%
=

G

2 20%-
= *

0% -

Apks12 Ahex-1 Qphex-1 sol%*  so123

Abbildung 27: Anzahl von virus-infizierten Konidien produziert von den Mutanten in
Abhiingigkeit der Viruslast vom Ausgangsmyzel. Dargestellt ist die Analyse auf Virusinfektion
von Myzel von 60 ausgekeimten Konidien pro Sdule mittels ELISA. Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittelwertes an. Signifikanzlevel sind wie folgt angegeben: p < 0.01 **, p <
0.05 *, p > 0.05 ‘kein signifikanter Unterschied’. Virusinfizierte Konidien aus Myzel mit einer
geringen Viruskonzentration sind gestreift, aus Myzel mit einer hohen Viruskonzentration
ungemustert dargestellt.
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4.4 Charakterisierung der Mutanten zur Analyse der Funktion der deletierten
und iiberexprimierten Gene in F. graminearum

Bei der Charakterisierung der Fusarium-Mutanten wurden verschiedene Aspekte der

Virulenz genauer betrachtet, um eine Erklarung fiir die unterschiedlichen Effizienzen der

Virustransmission in die Konidien zu erortern. So wurden die Lokalisation der Proteine

und die morphologischen Eigenschaften der Mutanten makroskopisch und

mikroskopisch in Hinblick auf Phanotyp, sexuelle und asexuelle Fortpflanzung sowie

Infektiositat betrachtet.

4.4.1 Hex-1 aggregiertin der Ndhe der Septumsporen und SO akkumuliert an den
Hyphenspitzen

Fir den Einfluss der beiden untersuchten Proteine Hex-1 und SO auf eine Virusinfektion
ist die subzellulare Lokalisation der Proteine in F. graminearum von zentraler Bedeutung.
Die Lokalisation der Uberexprimierten Proteine in vivo konnte mittels konfokaler
Laser-Scanning Mikroskopie verfolgt werden, da die Uberexpressionsproteine Fgoehex-1
mit GFP (4.2.5) und Fgso mit mCherry (4.2.6) markiert worden waren. Die Expression der
Fusionsproteine in vivo wurde in iiber Nacht, aus Flissigkultur gekeimten Konidien
untersucht. Zur besseren Detektier- und Vergleichbarkeit erfolgten die Experimente in
Mutanten in denen das pks12-Gen deletiert war, um die Produktion der fiir die
Lokalisation von mCherry-Fusionsproteinen stérenden Pigmente Aurofusarin und
Rubroufusarin zu inhibieren.

Bei Myzel von eGFP-Hex-1 sollte die Lokalisation der hauptsachlich aus dem Hex-1
Protein bestehenden Woronin bodies in Abhangigkeit zu einer Virusinfektion detektiert
werden. Woronin bodies sind nahe der septalen Poren an den Septen verankert.

Das eGFP-Hex-1 wurde an den Septen der Pilzhyphen unabhéangig von der FgV-ch9
Infektion detektiert (Abbildung 28A). Weitere vereinzelte Fluoreszenzsignale waren,
ebenfalls unabhidngig von einer Virusinfektion, verteilt in der Zelle vorhanden
(Abbildung 28B). Kontrollexperimente mit eGFP markiertem Hex-1 in Mutanten in
denen das pksl2-Gen nicht deletiert war, zeigten dahnliche Verteilungsmuster

(Anhang 4).
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eGFP-Hex-1 Transmission Uberlagerung

eGFP-Hex-1 Transmission Uberlagerung

Abbildung 28: Subzellulire Lokalisation von eGFP-Hex-1. eGFP-Hex-1 ist an den Septen (A,
Maf3stab = 5 pm) und vereinzelt im Zytoplasma (B, Mafdstab = 20 pm) in FgV-ch9 infiziertem (VI)
und virusfreiem (VF) Myzel lokalisiert. In (B) sind die Septen mit weiflen Dreiecken
gekennzeichnet.
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Das SO-mCherry konnte sowohl frei im Zytoplasma (Abbildung 29A) als auch an den
Hyphenspitzen (Abbildung 29B) detektiert werden. In Myzel mit unterschiedlichen
Viruskonzentrationen (8% bis 67%, 4.3.5) konnten keine Unterschiede - wie
beispielsweise eine vermehrte Aggregation an den septalen Poren - in An- oder

Abwesenheit einer Virusinfektion mit verschiedenen Viruslasten detektiert werden.

Myzel der Fgnativso Mutante, die SO unter nativem Promoter mit fusioniertem mCherry

exprimiert, zeigte keine detektierbare Fluoreszenz (nicht gezeigt).
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SO-mCherry Transmission Uberlagerung

SO-mCherry Transmission Uberlagerung

// 4

Abbildung 29: Lokalisation von SO-mCherry. SO-mCherry ist im Zytoplasma der Hyphen
(A, Maf3stab = 20 pum) und (B, Mafdstab = 5 pum). in den Hyphenspitzen zu erkennen und sowohl
im virusfreien Myzel (VF) als auch im: virusinfizierten (VI) lokalisiert.
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4.4.2 Die Deletion von SO fithrt zu weniger stark verzweigtem Myzel

Zur mikroskopischen Analyse der morphologischen Eigenschaften der verschiedenen
Mutanten wurden diese auf CM-Platten fiir 5 Tage bei 28°C inkubiert und das Luftmyzel
analysiert (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).

In Abbildung 30 sind typische mikroskopische Aufnahmen der Mutanten und des
Wildtyps FgPH1 dargestellt. Das Myzel der Mutanten mit einer deletiertem so Gen oder
reprimierter SO Expression (FgAso, FgAhex-1/Aso und Fgsol04) zeigten weniger
Verzweigungen als das Myzel der FgPH1 Kontrolle. Das Myzel aller anderen Mutanten
zeigte zum Myzel von FgPH1 ein vergleichbares Verzweigungsmuster. Es konnten keine
Unterschiede in Breite und Lange der Hyphen detektiert werden. Virusinfiziertes Myzel

zeigte die gleichen morphologischen Eigenschaften wie virusfreies Myzel.

FgApks12 FgAhex-1 Fgophex-1
1} i by

) \ L S AN
Abbildung 30: Luftmyzel der F. graminearum Mutanten. Es ist Luftmyzel von virusfreien
FgPH1, FgApks12, FgAhex-1, Fgochex-1, FgAso, FgAhex-1/Aso, Fgsol®4, und Fgsol23 gezeigt.
Maf3stab = 100 pum.

4.4.3 Untersuchung zur Sporenbildungs- und Keimungsfahigkeit
Perithecien sind die Fruchtkorper von F. graminearum in denen sich in der Regel die
Ascosporen befinden. Zudem bildet F. graminearum asexuelle Sporen (Konidien) durch

Zellabschniirung. Im Folgenden wird gezeigt, ob die virusfreien und virusinfizierten
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F. graminearum Mutanten die Fahigkeit besitzen, Perithecien und keimungsfihige

Konidien zu bilden.

4.4.3.1 Die Mutationen haben keinen Einfluss auf die Bildung und
Keimungsfihigkeit von Konidien
Zur Bestimmung der Anzahl der Konidien wurden in 10 ml Weizen-Medium angezogene

Konidiensuspensionen (3.1.4) von je zwei Transformanden pro Mutante in drei
Versuchsansatzen ausgezahlt (3.6.5).

Alle Mutanten bildeten Konidien (Abbildung 31A), deren Morphologie sich nicht vom
Wildtyp unterschied (nicht gezeigt). Die Anzahl der Konidien, die von virusinfiziertem
Myzel des FgPH1, FgApks12, FgAhex-1, Fgorhex-1 und Fgso123 abstammten, waren im
Vergleich zum jeweiligen virusfreien Stamm jeweils um 65% bis 70% verringert
(Abbildung 31A, 1-4, 6). Die Anzahl der Konidien, die vom virusinfizierten Fgsol04
abstammten, war im Vergleich zum virusfreien Stamm um 85% verringert (Abbildung
31A, 5). Die Anzahl der Konidien war demzufolge in den virusinfizierten Stimmen
durchgehend signifikant (p<0.001) reduziert.

Die Konidienproduktion innerhalb der virusfreien Mutanten (Abbildung 31A, a) und die
Konidienproduktion innerhalb der virusinfizierten Mutanten (Abbildung 31A, b)
unterschieden sich nicht signifikant.

Zur Bestimmung der Keimungsrate wurden von je zwei Transformanden je Mutante
250 Konidien vereinzelt und der Anteil der ausgekeimten Konidien bestimmt (3.6.5). Die
statistische Auswertung erfolgte wie in 3.8 beschrieben. Die Keimungsraten aller
Mutanten lag zwischen 97-98% und entsprach somit der Keimungsrate von FgPH1 mit

97,6% (Abbildung 31B, 1).
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Abbildung 31:Konidienmenge und Keimungsrate. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des
Mittelwertes an. (A) Analyse der Konidienmenge, ausgezihlt und berechnet. a= Konidien
produziert aus virusfreiem Myzel. Alle Mutanten zeigen keine signifikanten Unterschiede in der
Konidienproduktion. b= Konidien produziert aus virusinfiziertem Myzel. Alle Mutanten zeigen
keine signifikanten Unterschiede in der Konidienproduktion. Signifikanter Unterschied (p<0.001)
zwischen a und b. (B) Analyse der Konidienkeimungsrate. Ausgezahlt wurden 250 Konidien pro
Stamm.

4.4.3.2 Die Bildung von Perithecien ist abhingig von SO aber nicht von Hex-1
oder einer Virusinfektion
Ascosporen werden bei der sexuellen Fortpflanzung gebildet und befinden sich bei

F. graminearum in den Perithecien. Um zu untersuchen, ob alle Mutanten wie der Wildtyp
(nicht gezeigt) die Fahigkeit besitzen Perithecien zu bilden, wurde jede Mutante in drei
Wiederholungen auf Karottenagar (2.3) inkubiert (3.6.2).

Die FgApks12, FgAhex-1, Fgorhex-1, und FgsoT2-3 Mutanten bildeten sowohl in virusfreiem
als auch virusinfiziertem Myzel nach 3-6 Wochen Perithecien. Die FgAso und
FgAhex-1/Aso Mutanten bildeten keine Perithecien. Auch die Fgsol%4 Mutanten bildeten

weder in virusfreiem noch in virusinfiziertem Myzel Perithecien (Abbildung 32).
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FgApks12 FgAhex-1/Aso

FgApks12 VI

FgAhex-1VI Fgophex-1 Fgozhex-1 VI

Fgsol®* Fgsol**VI Fgso1%? FgsoT%3VI

Abbildung 32: Perithecien der virusfreien und virusinfizierten F. grammearum Mutanten
auf Karottenagar. Maf3stab = 1 mm.

4.4.4 Wachstumstest der F. graminearum Mutanten

Das Wachstum von virusfreien und virusinfizierten F. graminearum Mutanten wurde
jeweils auf CM Festmedium und auf Minimalmedium (2.3) verglichen. Fiir die Analyse der
Mutanten, die SO unter Kontrolle des Tcu Promoters exprimieren, wurden diese sowohl
auf Induktions-CM- (ICM, 2.3) als auch Minimalmedium ohne Kupfer (IMM, 2.3)
angezogen, um sowohl die SO Uberexpression als auch eine reduzierte SO Expression in
die Untersuchung mit einzuschliefien. Fiir die Untersuchung wurde in die Mitte der
jeweiligen Platte ein Myzelblock angeimpft (3.1.1) und bei 28°C inkubiert. Das Wachstum
wurde tiber 7 Tage nach Inokulation dokumentiert und die mit Myzel bewachsene Flache
vermessen und ausgewertet (3.6.1).

In Abbildung 33 ist das Wachstum auf CM Festmedium von typischen virusfreien und
virusinfizierten Mutanten (FgPH1, FgApks12, FgAhex-1, Fgorhex-1, Fgsol%* und Fgso123)
Uber 7 Tage gezeigt. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zeigt Abbildung 33G.

Das Wachstum der virusfreien Mutanten zeigte keinen signifikanten Unterschied und
vergrofderte sich von 122 mm? (1 dpi), auf 640 mm? (2 dpi), auf 2420 mm? (3 dpi) und auf
5280 mm? (4 dpi). Nach 7 Tagen waren die Platten von virusfreiem Myzel komplett
bewachsen (=6400 mm?).
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Das Wachstum der virusinfizierten Mutanten zeigte bei FgPH1, FgApks12, Fgorhex-1 und
FgsoT23 keinen signifikanten Unterschied und betrug 42 mm? (1 dpi), 120 mm?(2 dpi),
245 mm? (3 dpi), 440 mm? (4 dpi) und 1091 mm? (7 dpi). FgAhex-1 zeigte 7 dpi ein leicht
hoheres Wachstum von 2061 mm?. Virusinfizierte Fgsol%4 zeigten ab 2 dpi ein deutlich
gesteigertes Wachstum (550 mm?2), auf 835 mm? (3 dpi), auf 2718 mm? (4 dpi) und 7 dpi
auf 6400 mm?2 (Abbildung 33H).

Das Wachstum unter Minimalbedingungen war insgesamt etwas verzogert, zeigte aber
die gleichen Signifikanzen wie auf CM Festmedium. Einzelwerte der Wachstumsmessung
unter Minimalbedingungen sind Anhang 5 zu entnehmen.

Im Wachstumstest zeigte sich demnach eine signifikante Reduktion des Wachstums aller
virusinfizierten Mutanten im Vergleich zu den virusfreien Mutanten ab dem ersten Tag.
FgAhex-1 zeigte an Tag 7 ein leicht hoheres Wachstum als andere virusinfizierte
Mutanten, wuchs im Vergleich zur virusfreien FgAhex-1 Mutante aber dennoch stark
reduziert (Abbildung 33C).

Die Mutante Fgsol04 zeigte ein nur leicht reduziertes Wachstum im Vergleich zur
virusfreien Mutante und ein stark erh6htes Wachstum im Vergleich zu allen anderen

virusinfizierten Mutanten (Abbildung 33E).
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Abbildung 33: Wachstum des virusfreien und virusinfizierten Mutanten. (A) Vergleich des
Phanotyps der virusfreien und virusinfizierten FgPH1 Mutanten nach 1, 3 und 7 Tagen. (B)
Vergleich des Phanotyps der virusfreien und virusinfizierten FgApks12 Mutanten nach 1, 3 und 7
Tagen. (C) Vergleich des Phanotyps der virusfreien und virusinfizierten FgA hex-1 Mutanten nach
1, 3 und 7 Tagen. (D) Vergleich des Phanotyps der virusfreien und virusinfizierten Fgorhex-1
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Mutanten nach 1, 3 und 7 Tagen. (E) Vergleich des Phanotyps der virusfreien und virusinfizierten
Fgsolo4 Mutanten nach 1, 3 und 7 Tagen. (F) Vergleich des Phanotyps der virusfreien und
virusinfizierten FgsoT23 Mutanten n nach 1, 3 und 7 Tagen. (G) Wachstum aller virusfreien
(schwarz) und virusinfizierten (grau) Mutanten. Gemessen wurde iiber 7 Tage. Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an. Signifikanzlevel sind wie folgt angegeben:
p <0.0071 “**,

Zur Kontrolle des Phanotpys und Wachstums der Fgsol04 Mutante im Vergleich zu den
so-Deletionsmutanten FgAso und FgA hex-1/Aso wurde in Abbildung 34A das Wachstum
der drei virusfreien Mutanten liber 7 Tage an typischen Beispielen auf CM Festmedium
gegeniibergestellt. Alle Mutanten wiesen ein vergleichbares Wachstum auf. Die
Messungen der mit Myzel bewachsenen Flache (Abbildung 34B) bestdtigen diese
Beobachtung. Die Unterschiede im Wachstum waren bei keinem Zeitpunkt signifikant.

Das Wachstum unter Minimalbedingungen war insgesamt etwas verzogert, zeigte aber
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den so-Deletionsmutanten.
Einzelwerte der Wachstumsmessung unter Minimalbedingungen sind dem Anhang 5 zu

entnehmen.
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Abbildung 34: Vergleich des Wachstums der virusfreien FgAso, FgAhex-1/Aso und Fgsol04
uber 7 Tage. (A) Vergleich des Phanotyps der Kolonien nach 1, 3 und 7 Tagen. (B) Mittleres
radiales Wachstum der FgAso (schwarz), FgAhex-1/Aso (dunkelgrau) und Fgsol®4 (hellgrau)
Kolonien. Gemessen wurde iiber 11 Tage. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des
Mittelwertes an. Signifikanzlevel sind wie folgt angegeben: p > 0.05 ‘kein signifikanter
Unterschied".

Die so-Deletionsmutanten (FgAso, FgAhex-1/Aso und Fgsol04) zeigten im Vergleich zum

FgApks12 einen leicht veranderten Phianotyp (Abbildung 35). Myzel der so-Mutanten
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zeigte Luftmyzel, welches an Watte erinnerte und nach ca. 21 Tagen in sich
zusammenbrach. Die Fgsol04 Mutante zeigte vermehrt watteartiges Myzel, aber auch
teilweise Bereiche, die dem Phanotyp der der FgApks12 Mutante glichen. Die tibrigen
Deletionsmutanten zeigten untereinander keine Unterschiede im Aussehen des

Luftmyzels.

Alle Mutanten in denen SO deletiert oder reduziert wurde, zeigten einen im Verhaltnis
zum Wildtyp leicht veranderten Phanotyp. Die Wachstumseigenschaften aller Mutanten
waren mit denen der FgApks12 Mutante und der FgPH1 Kontrolle vergleichbar. Nur die
virusinfizierte Fgsol%4 Mutante zeigte ein signifikant weniger eingeschranktes Wachstum

im Vergleich zu allen anderen virusinfizierten Mutanten.

A FgApks12 FgAso FgAhex-1/Aso Fgsol%* B
oben 6 Tage
unten 21 Tage

Abbildung 35: Phinotypische Analyse der SO-Mutanten (A) Ober- und Unteransicht des
Myzels der SO-Mutanten und FgApks12 nach 6 Tagen bei 28°C. (B) Phanotyp von FgAso nach
6 Tagen und nach 21 Tagen bei 28°C. (C) Querschnitt der FgApks12 und FgAso Mutante. Analyse
der Mutanten nach Inkubstion auf CM-Festmedium nach 6 Tagen bei 28°C.

4.4.5 Ein deletiertes oder herabreguliertes so Gen aber nicht eine Hex-1-Deletion
fithrt zu einer verminderten Infektiositat

Es wurde Uberpriift, in welchem Ausmafd Hex-1 und SO die Infektion ihres natiirlichen

Wirtes - Triticum aestivum - beeinflussen (2.2.3). Dazu wurden Ahrchen mit Konidien der

jeweiligen Mutante inokuliert (3.6.3). Es wurde das Verhaltnis von infizierten und nicht

infizierten Ahrchen je Ahre betrachtet. Die statistische Auswertung erfolgte wie in 3.8

beschrieben.
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Flr die virusfreie FgPH1 Kontrolle ergab sich eine durchschnittliche Infektionsrate von
81% und fir FgApks12 von 90%. Die Infektionsraten von FgAhex-1 und Fgoehex-1 zeigten
keinen signifikanten Unterschied zur FgPH1 Kontrolle und lagen fiir FgAhex-1 bei 70%
und fiir Fgoehex-1 bei 76%. Ebenfalls zeigte Fgso123 keinen signifikanten Unterschied mit
einer Infektionsrate von 87%. Im Gegensatz dazu waren die Infektionsraten immer dann
signifikant verringert, und dhnelten der Infektionsrate des virusinfizierten Wildtyps
(10 %), wenn so deletiert oder herabreguliert war. So variierten die Infektionsraten von
19% fiir Fgsol%4 iiber 16% fiir FgAso zu 9% fiir FgAhex-1/Aso (Abbildung 36B).

Alle virusinfizierten Mutanten unterschieden sich in ihrer Infektionsrate nicht von der der

virusinfizierten Kontrolle FgPH1 (Abbildung 36B).

Da die Infektion der Mutanten FgAso, FgAhex-1/Aso und Fgsol%4 wie die virusinfizierte
FgPH1 Kontrolle meist auf das inokulierte Ahrchen beschrinkt war (Abbildung 36A,
weifRe Dreiecke), wurde im Folgenden die Ausbreitung des Myzels innerhalb der Ahre

sowie die Fahigkeit zur Bildung von Infektionsstrukturen untersucht.
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Abbildung 36: Schadbilder und Infektionsraten der virusfreien Mutanten auf Triticum
aestivum. (A) Schadbilder von Weizendhren 21 dpi. Als Kontrollen dienten virusinfizierte und
virusfreie FgPH1. Als Negativkontrolle wurde mit Wasser inokuliert. Weif3e Dreiecke markieren
die inokulierten Ahrchen. (B) Statistische Analyse der Infektionsraten. Als Kontrollen dienten
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virusinfizierte und virusfreie FgPH1. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.
Signifikanzlevel sind wie folgt angegeben: p < 0.001 ***, p > 0.05 ‘kein signifikanter Unterschied'.

4.4.5.1 Mutanten mit reduziertem oder fehlendem so zeigen eine verlangsamte
Ausbreitung innerhalb der Weizenahre

Die Ausbreitung des Myzels tiber die inokulierte Ahre hinaus wurde in Lingsschnitten
von Ahren detektiert (3.6.3).

Zundchst wurde die Ausbreitung des Myzels der virusfreien FgPH1 Kontrolle und von
FgApks12 untersucht. Der Wildtyp FgPH1 hatte sich nach 8 Tagen tiber das das inokulierte
Ahrchen hinaus ausgebreitet und das Gewebe vollstindig nekrotisiert. Myzel von
FgApks12 zeigte eine zur Positivkontrolle vergleichbare Ausbreitung in der Ahre. Nach 12
Tagen hatte sich das Myzel von FgPH1 und FgApks12 in der Ahre fast vollstindig

ausgebreitet. (Abbildung 37).

FgPH1 FgApks12

8 dpi

12 dpi

! v
Abbildung 37: Lingsschnitte von mit FgPH1 und FgApks12 infizierten Ahren. Gezeigt sind
Ahren 8 dpi und 12 dpi. Der Mafistab der mit dem Stereomikroskop aufgenommenen Bilder
betragt 2 mm. Infiziertes Gewebe ist braun, gesundes Gewebe griin.
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Die Ausbreitung der virusinfizierten FgPH1 Kontrolle zeigte nach 8 und 12 Tagen
nekrotisches Gewebe iiber dem Rachisknoten. Unterhalb des Rachisknotens war kein
nekrotisches Gewebe und somit keine Infektion erkennbar (Abbildung 38). Die
Wasserkontrolle zeigt zu keinem Zeitpunkt nekrotisches Gewebe oder Anzeichen einer

Infektion (Abbildung 38).
FgPH1 VI
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¥ »
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12 dpi

Abbildung 38: Langsschnitte von mit virusinfiziertem FgPH1 und Wasser inokulierten
Ahren. Gezeigt sind Ahren 8 dpi und 12 dpi. Der Maf3stab der mit dem Stereomikroskop
aufgenommenen Bilder betragt 2 mm. Infiziertes Gewebe ist braun, gesundes Gewebe griin.

Anschlieffend wurde die Ausbreitung des Myzels der hex-1 Deletions- und
Uberexpressionsmutante untersucht. Die FgAhex-1 Mutante zeigte nach 8 Tagen oberhalb
des Rachisknotens bereits stark nekrotisches Gewebe, in die Rachis hatte sich die
Infektion aber noch nicht ausgebreitet (Abbildung 39). Nach 12 Tagen hatte die Infektion
das erste Ahrchen tiber den Rachisknoten verlassen und die nichsten Ahrchen infiziert.
Die Fgorhex-1 Mutante zeigte nach 8 Tagen oberhalb des Rachisknotens und in der Rachis
nekrotisches Gewebe (Abbildung 39). Nach 12 Tagen hatte sich die Infektion in der
Hilfte der Ahrchen ausgebreitet.
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FgAhex-1 Fgophex-1
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Abbildung 39: Liangsschnitte von mit FgAhex-1 und Fgochex-1 infizierten Ahren. Gezeigt sind
Ahren 8 dpi und 12 dpi. Der Mafstab der mit dem Stereomikroskop aufgenommenen Bilder
betragt 2 mm. Infiziertes Gewebe ist braun, gesundes Gewebe griin.

Die Ausbreitung des Myzels in den so-Deletionsmutanten FgAso und FgAhex-1/Aso
zeigten nach 8 Tagen oberhalb des Rachisknotens teilweise nekrotisches Gewebe
(Abbildung 40). Nach 12 Tagen hatte die Infektion das erste Ahrchen iiber den

Rachisknoten in die Rachis verlassen.
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Abbildung 40: Lingsschnitte von mit FgAso und FgAhex-1/Aso infizierten Ahren. Gezeigt
sind Ahren 8 dpi und 12 dpi. Der Maf3stab der mit dem Stereomikroskop aufgenommenen Bilder
betragt 2 mm. Infiziertes Gewebe ist braun, gesundes Gewebe griin.

Inokulationen mit Fgsol%4 zeigten nach 8 Tagen oberhalb des Rachisknotens teilweise
nekrotisches Gewebe (Abbildung 41). Nach 12 Tagen hatte Myzel sich lber den
Rachisknoten des ersten Ahrchen in die Rachis ausgebreitet, weitere Ahrchen zeigten
aber keine Anzeichen einer Infektion. Die Inokulationen mit FgsoT23 hatten sich nach
8 Tagen iiber das das inokulierte Ahrchen in die Rachis ausgebreitet und das Gewebe
nekrotisiert (Abbildung 41). Nach 12 Tagen zeigten die Hélfte der Ahrchen Symptome
der Ahrenbleiche.
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8 dpi
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Abbildung 41: Lingsschnitte von mit Fgsolo4 und Fgso123 infizierten Ahren. Gezeigt sind
Ahren 8 dpi und 12 dpi. Der Mafstab der mit dem Stereomikroskop aufgenommenen Bilder
betragt 2 mm. Infiziertes Gewebe ist braun, gesundes Gewebe griin.

Das Myzel der virusfreien FgPH1 Kontrolle und FgApks12 zeigten eine vergleichbare
Ausbreitungsgeschwindigkeit in der Ahre und hatten sich nach 12 Tagen in der Ahre fast
vollstdndig ausgebreitet. Myzel von Fgoehex-1 und FgsoT23 zeigten ebenfalls eine
vergleichbare Ausbreitungsgeschwindigkeit und hatten sich nach 12 Tagen in der Halfte
der Ahrchen ausgebreitet. FgA hex-1 zeigte im Vergleich zu den Uberexpressionsmutanten
eine leicht verzogerte Ausbreitung. Alle so-Deletionsmutanten (FgAso, FgA hex-1/Asound
Fgsol04) zeigten eine starke Reduktion in der Geschwindigkeit der Ausbreitung.
Insgesamt waren alle Mutanten in der Lage, den Rachisknoten zu liberwinden und iiber

die Rachis weitere Ahrchen zu infizieren.
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4.4.5.2 InInfektionen mit Mutanten mit reduziertem oder fehlendem SO werden
weniger Infektionsstrukturen gebildet
Zur Analyse der Infektionsstrukturen wurden gerade erbliihte Weizendhrchen (2.2.3) mit

Konidien der F. graminearum Mutanten inokuliert und fiir 6 Tage inkubiert (3.6.4).

Bei allen Mutanten wurden Infektionskissen 6 Tage nach Inokulation gebildet, wobei
durchgehend weniger Infektionskissen in den Deletionsmutanten FgAhex-1,
FgAhex-1/Aso, FgAso und Fgsol04 zu beobachten waren. Beispiele von
Infektionsstrukturen sind mit weifden Dreiecken gekennzeichnet. Bei Infektionen von
Mutanten mit reduziertem oder nicht vorhandenem SO wurden nur vereinzelte
Infektionskissen gebildet. Die Uberexpressionsmutanten und die FgApks12 Mutante
zeigten vergleichbar viele Infektionsstrukturen vergleichbar mit der FgPH1 Kontrolle. Die
virusinfizierte FgPH1 Kontrolle zeigte im Ahrchen ebenfalls vergleichbar viele

Infektionsstrukturen wie die virusfreie FgPH1 Kontrolle (Abbildung 42).
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FgApks12

FgPH1 VI

FgAhex-1/Aso

Abbildung 42: Infektionsstrukturen der F. graminearum Mutanten und FgPH1 im
inokulierten Ahrchen 6 dpi Das Myzel wurde mit 0.1% (w/v) Tryphanblau gefirbt.
Mafistab = 100 um.
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5. Diskussion
Das Fusarium graminearum Virus China 9 verursacht in F. graminearum eine starke

Hypovirulenz (Darissa et al.,, 2012) und konnte dhnlich wie das CHV1 als Biozid eingesetzt
werden. Doch wird CHV1 direkt iiber virusinfiziertes Myzel auf Wunden befallener
Kastanienstimme inokuliert und verbreitet sich innerhalb des Bestandes selbststandig
tiber Anastomosen (Heiniger, 2007; Nuss, 1992). Das Ausbringen tber virusinfiziertes
Myzel ist fiir mehrjdhrige, einzelne Baume, aber nicht fiir einjahrige Nutzpflanzen
moglich. Eine alternative Applikation von FgV-ch9 als Biozid im Feld ist das Ausbringen
von virusinfizierten Konidien. Konidien kénnen im industriellen Mafdstab produziert
werden, das Ausbringen erfordert minimale Adaptionen an landwirtschaftlichen Gerate
und ist zeitunabhangig moglich (Weberetal, 1999). Konidien verbleiben in der
resistenten Sporenform bis die Umweltbedingungen fiir das Auskeimen giinstig sind.
Nach dem bisherigen Stand der Forschung scheiterte das Ausbringen von Konidien daran,
dass diese nur zu einem geringen Anteil zu hypovirulentem Myzel auskeimten (C. Heinze,
Universitit Hamburg, nicht publiziert). Ahnliches konnte auch bei anderen Virus/Wirt
Kombinationen beobachtet werden (Hillman & Suzuki, 2004; Lee et al., 2014). In dieser
Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass der intra- und interzelluldare Transport filr
die Infektion der Konidien verantwortlich sein konnte. Hierfiir wurden zwei Proteine
untersucht, das Hex1 und das SO, die als septale Proteine fiir einen regulierten Transport
des Virus in die Konidien verantwortlich sein konnten. Beide Proteine sind mit den Poren
in der Wirtszelle assoziiert.

Eine Deletion, oder womdglich auch Uberexpression, konnte demnach zu einem
verbesserten Transport von Virus in die Konidien fiihren. Die damit einhergehende
Veranderung des pilzlichen Genoms darf fiir einen Einsatz in der Praxis aber wiederum
nicht dazu fiihren, dass kaum oder keine Konidien mehr produziert werden konnen oder
die Pilze in Ihrer Infektiositit erhoht sind. Daher wurde die Pathogenitiat aller
virusinfizierten Mutanten auf ihren natiirlichen Wirt - Triticum aestivum - untersucht.
Alle virusinfizierten Mutanten konnten den Rachisknoten des inoulierten Ahrchens nicht
liberwinden (Abbildung 36) und zeigten damit den typischen virusinfizierten Phanotyp
(Darissa et al, 2012). Die Unfahigkeit zur Bildung von Ascosporen hingegen konnte fiir
die Biosicherheit forderlich sein, da sich das System so nicht unkontrolliert tiber eine
Vegetationsperiode hinaus ausbreiten kann. Weiterhin miissen die Viren in der Lage sein,
in den mutierten Wirten replizieren und von diesen iiber Anastomosen auf Wildisolate
libertragen werden zu kénnen.
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5.1 Virus ist ungleich im Myzel verteilt

Unabhangige Infektionen des Wildtyps mit jeweils demselben Donor zeigten starke
Schwankungen in der Viruskonzentration. Auch innerhalb eines infizierten Myzels
konnten unterschiedliche Viruskonzentrationen detektiert werden (Abbildung 25).

Von Yeagashi et al. wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich Mykoviren passiv im
Zytoplasma in Richtung des Hyphenwachstums mit dem zytoplasmatischen Fluss
bewegen (Yaegashietal,2011). Die Verteilungsmuster von dsRNA innerhalb einer
Kultur wurden von Yaegashi et al. (2011) fiir vier Viren in Rosellinia necatrix beobachtet.
Diese verteilten sich jeweils lber die gesamte Kultur, aber akkumulierten eher in
peripheren Regionen oder die Akkumulation von viraler dsRNA folgte keinem
spezifischen Muster und war sehr ungleich mit grofen Konzentrationsschwankungen in
den Kulturen verteilt. Martin & van Alfen (1991) fanden eine bis zu vierfach schnellere
Ausbreitung von viraler dsRNA als es ein passiver Transport im zytoplasmatischen Strom
zulassen wiirde.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Viren sich doch nicht nur passiv im
zytoplasmatischen Strom bewegen, sondern dass die Verteilung und Ausbreitung auch
von anderen Faktoren beeinflusst wird. Mogliche Faktoren kénnten der Transport von
dsRNA tiiber pilzliche Vesikel oder eine Co-Infektion mit einem weiteren Virus sein
(Hansen et al., 1985; Yaegashi et al, 2011). Des Weiteren erscheint es moglich, dass eine
Regulation der Verteilung an bestimmten pilzlichen Strukturen wie den septalen Poren
erfolgt. Eine weitere Moglichkeit fiir eine gezielte Ausbreitung und Verteilung konnten
virale Proteine sein, die dhnliche Funktionen wie movement Proteine in Pflanzenviren
ausiiben. Obwohl die meisten Mykoviren eng mit Pflanzenviren verwandt sind, konnte bis
jetzt fiir kein Mykovirus ein movement Protein identifiziert werden (Donaire et al., 2016;
Ghabrial, 1998). Auch die Interaktionen mit Wirtsfaktoren oder unterschiedliche
wirtseigene Abwehrmechanismen konnten einen Einfluss auf die

Ausbreitungsgeschwindigkeit und das Verteilungsmuster haben.

Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an virusinfizierten
Konidien von Myzel mit hoher Viruslast geringer war als von Myzel mit geringer Viruslast
(Abbildung 27). Dies konnte auf einen der wichtigsten antiviralen Abwehrmechanismus,
die RNA-Interferenz (RNAi) zurtiickzufiihren sein. Méglicherweise konnte die RNAi durch
die Konzentration viraler RNA beeinflusst werden. Hohere virale Konzentrationen

fiihrten dann zu einer starkeren RNAi Antwort, die in einer effektiveren Unterdriickung
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der viralen Replikation endet und es dem Virus so erschwert, sich weiter auszubreiten. In
F. graminearum wurden fiir dieses System zwei Dicer, zwei Argonaute-Proteine, ein mit
den Argonauten Proteinen interagierendes Protein, eine Helicase und vier RdRPs
identifiziert, welche an der Unterdriickung der viralen Replikation beteiligt waren

(Gaffar et al., 2019).

Um trotz gene silencing eine virale Infektion zu etablieren, exprimieren die meisten Viren
gene silencing Supressoren. In Mykoviren konnten bisher einige Proteine mit gene
silencing Funktion identifiziert werden. So zeigten das P29 Protein des Hypovirus CHV1,
und das P32 des Rosellina Necatrix Mycoreovirus 3 gene silencing Funktionen
(Segers et al,, 2006; Yaegashi et al., 2013).

Auch FgV-ch9 exprimiert ein Protein mit gene silencing suppressor Funktion. Das Protein
P5 verfligt liber sechs C2H2-Zinkfinger-Doméanen (Blum et al,, 2017). Solche Doménen
binden in erster Linie an dsRNA (Yang et al., 1999). Blum (2017) spekulierte, dass dieses
Protein siRNA bindet dhnlich wie das P19 des Tomatenzwergbusch-Virus, das des Pothos
Latent Virus oder das P14 des Benyvirus (Chibaetal,2013; Méraietal, 2005;
Ye etal., 2003).

Moglicherweise kann das P5 des FgV-ch9 nur effektiv siRNAs binden, solange die
Viruskonzentration im Wirt einen bestimmten Schwellenwert nicht iliberschreitet.
Andernfalls kdnnte es zu einem massiven Anstieg der gene silencing Aktivitdt und einer
gleichzeitigen Herabregulation von P5 kommen, die die Replikation und damit den
Virustiter herabsetzt und nach der Hypothese von Hollings & Stone (1969) damit die
Ubertragungswahrscheinlichkeit mindert. Dies kénnte erkliren, wie es zu den
unterschiedlichen Virustitern in Myzel und Konidien kommt. Das Gelbverzwergungsvirus
zeigte beispielsweise bei einer reduzierten Viruskonzentration eine im Vergleich zu einer
hohen Viruskonzentration reduzierte Ausbreitung von infizierten auf gesunde Pflanzen.
Auch fiir das Ackerbohnenwelke-Virus 1 konnten adhnliche Effekte gezeigt werden

(Ferriol et al., 2013; Gray, 1991).

Da virale dsRNA meist nur im Partikel vorhanden ist, kdnnten gene silencing Supressoren
bei der Replikation von dsRNA Viren nur eine untergeordnete Rolle spielen und andere
Mechanismen zur Bekampfung der pilzlichen Abwehr kdnnten einen gréfderen Einfluss
auf die Ausbreitung und Verteilung von Viren in Pilzen haben. Untersuchungen hierzu

sind allerdings noch nicht vorhanden.
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Wie bereits erwahnt, wurden bei FgV-ch9/F. graminearum aus Myzel mit einer niedrigen
Viruskonzentration iiberraschend mehr Konidien erhalten, die zu Myzel mit einem
hypovirulenten Phanotyp auskeimten als bei Myzel mit einer hohen Viruskonzentration.
Dies verhalt sich gegenlaufig zu Publikationen, die sich bereits mit der Charakterisierung
virusinfizierter Konidien bei anderen Virus/Wirt Kombinationen beschaftigt haben.
Demarini et al. (1977) spekulierten, dass Viruspartikel wahrend der Konidiogenese in
den Phialiden vorhanden sein miissen, um in Konidien gelangen zu koénnen. Die
zytoplasmatische Verbindung zwischen Phialide und Konidien wird nur Minuten nach
deren Bildung durch das Verschliefen der septalen Pore getrennt. Daher kénnen
Konidien, gebildet von der gleichen Phialide, eine unterschiedliche Anzahl an
Viruspartikeln aufweisen. Weitere Studien bestatigten, dass eine direkte Korrelation
zwischen der Akkumulation von viraler RNA und dem Vermdégen in Konidien
einzuwandern besteht (Suzuki et al., 2003). Die Wahrscheinlichkeit, dass virale RNA oder
Viruspartikel iiber die Konidiophoren und Phialiden in die Konidien gelangen koénnen,
steigt demnach wahrscheinlich mit der Konzentration von Viruspartikeln im Myzel an.
Mutmafilich reicht es aber aus, wenn eine hohere Konzentration von Viruspartikeln in
den Bereichen des Myzels vorliegt, in denen Konidiophoren gebildet werden. So kommt
es eventuell zu einem Verteilungsmuster, indem sich virale RNA oder Viruspartikel in
Kompartimenten in denen Konidiophoren gebildet werden akkumuliert wahrend in
anderen Bereichen des Myzels eine nur geringe Viruskonzentration vorhanden ist.

In dieser Arbeit wurden Viruskonzentrationen berechnet und mit hypovirulenten
Phanotypen korreliert. Anhand dieser Ergebnisse ist zu erkennen, dass eine geringere
Viruskonzentration zu einem weniger hypovirulenten Phanotyp fiihrt. Es ist also mdglich,
dass eine geringere Viruskonzentration eine verminderte Immunantwort auslost, die sich
wiederum positiv auf die Ubertragung von Viruspartikeln in Konidien auswirken kénnte.
Eine Strategie des Virus konnte sein, in Bereichen des Myzels, in denen Konidiophoren
gebildet werden, eine hohere Akkumulation von viraler RNA bzw. Viruspartikeln zu
erreichen und in anderen Bereichen des Myzels durch eine geringe Viruskonzentration
die wirtseigene Immunantwort zu unterdrticken.

Es ist davon auszugehen, dass sich Viruspartikel oder virale RNA nicht nur passiv
ausbreiten, sondern die Ausbreitung und Verteilung von verschiedenen Faktoren
beeinflusst werden. Anhand der generierten Ergebnisse liegt der Schluss nah, dass die
Ausbreitung und Verteilung einem komplexen und mehrschichtigen Mechanismus

unterliegt und dessen Effektivitiat auch von der Fahigkeit beeinflusst wird, das pilzliche
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Abwehrsystem zu umgehen. Dies konnte beispielsweise durch ein bestimmtes
Verteilungsmuster innerhalb des Myzels erfolgen. Viruskonzentrationen im Myzel
einzelner Kulturen unterliegen Schwankungen. Diese sind moglicherweise auf die
Kompartimentierung zur Bildung von Konidiophoren zuriickzufiihren. Weitere Versuche

miissen jedoch durchgefiihrt werden, um genauere Aussagen hierzu treffen zu konnen.

Die Rate an virusinfizierten Konidien durch eine reduzierte Viruskonzentration im
Ausgangsmyzel des F. graminearum Wildtyps konnte erhoht werden, jedoch von etwa
20% bei hoher Viruskonzentration auf nur auf maximal 35% (Abbildung 26). Es ist also
wahrscheinlich, dass noch weitere Faktoren als eine reduzierte pilzliche Abwehrreaktion
eine Rolle in der Ausbreitung der Viruspartikel spielen. Analog zur Ausbreitung von Viren
in Pflanzen iiber Plasmodesmata konnten die Poren und ihre Mechanismen zum
Verschluss auch einen Einfluss auf die Ausbreitung innerhalb des Myzels und in die
Konidien haben.

Folglich wurden die Proteine Hex-1 und SO, die beide in der Lage sind, septale Poren unter
bestimmten Bedingungen zu verschlief3en analysiert. Der Verschluss septaler Poren ist
unter anderem ein elementarer Bestandteil in der Bildung von Konidien, um diese von
den Phialiden zu trennen (Demarini et al.,, 1977).

Ein deutlicher Hinweis auf eine Beteiligung der Proteine bei der Regulation der
Ausbreitung von Viruspartikeln wire eine virusabhingige Regulation der Genexpression.
Die Expressionsstarken der beiden Proteine waren wahrend einer Virusinfektion im
Vergleich zu virusfreiem Myzel jedoch nicht signifikant erhoht (Abbildung 22).
Ublicherweise werden wihrend einer Virusinfektion Gene reguliert, die an
Verteidigungsmechanismen und der Immunantwort des Wirtes beteiligt sind oder die fiir
das Virus fiir die Replikation benoétigt werden. In F. graminearum kommt es durch eine
Infektion mit FgV1l zu einer allgemeinen Hochregulation von Genen, die fiir die
Transkriptions- und Translationsmaschinerie in Pilzzellen erforderlich sind, was fiir die
Replikation des Virus forderlich ist. Zusatzlich wird eine Vielzahl von Genen
herunterreguliert, die vor allem fiir Stoffwechsel- und Transportsysteme der Wirtszelle
erforderlich sind (Cho etal, 2012). Eines der Gene, die wahrend einer Infektion mit
FgV-ch9 herunterreguliert werden, ist das vrl Gen, was fiir das mRNA bindende Protein
Vrl kodiert. Wird die Expression von Vrl kiinstlich reduziert, kommt es im Pilz zu
virusdhnlichen Effekten, wie ein reduziertes Wachstum, reduzierter Konidienbildung und

Hypovirulenz-dhnliche Eigenschaften (Bormann et al., 2018). Auch andere Proteine wie
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das M1 Protein des vesikuldren Stomatitis-Virus inhibieren die vom Wirt gesteuerte
Genexpression, indem sie in Transkriptions- und Translationsprozesse eingreifen und so
unter anderem die fiir die Transkription nétige RARP und verschiedene Schritte beim
Transport von mRNA aus dem Zellkern inhibieren (Park et al., 2020; Rajani et al., 2012).
Proteine mit dhnlicher Funktion kénnen die antivirale Reaktion des Wirtes verhindern
und einen generellen virus-induced host gene shutoff (VGS) auslosen. Der VGS ist ein
Phianomen, welches wahrend Virusinfektionen sowohl in Pilzen, Pflanzen als auch Tieren
vorkommen kann und verschiedene Stufen der Genexpression von Wirtsgenen
beeinflusst (Walsh & Mohr, 2011). Auch das humanpathogene Vaccinia Virus kann aktiv
die Expression verschiedener Wirtsgene herabregulieren. Es degradiert beispielsweise
die mRNAs von Aktin und Tubulin und reduziert die Expression dieser damit signifikant
(Guerra et al.,, 2003; Rice & Roberts, 1983).

Es ist also moglich, dass die Transkription des Haushaltsgens 3-Tubulin wéahrend einer
Virusinfektion herabreguliert war und so die leichte Erhéhung der Transkriptionslevel
von Hex-1 und SO, die auf das Transkriptionsniveau des Haushaltsgens normalisiert
wurden, entstanden. Diese Theorie wird durch Transkriptionsdaten eines virusinfizierten
FgPH1 unterstiitzt. Das Transkriptionsprofil zeigte bei ungefahr 8.4% der Gene einen
signifikanten Anstieg in der Expressionsmenge und bei 6.2% eine signifikante Reduktion.
85.4% der Gene waren nicht signifikant betroffen. Ein genereller VGS findet in FgV-ch9
infiziertem F. graminearum Wildtyp damit nicht statt (Bormann etal, 2018;
Vreede & Fodor, 2010). Auch die Transkriptionslevel von Hex-1 und SO waren anhand
dieser Transkriptionsdaten nicht signifikant hoch- oder herunterreguliert (C. Heinze,
Universitdit Hamburg, pers. Mittelung). Daten von Transkriptionsanalysen zeigten
allerdings nur den Zustand eines einzelnen Zeitpunktes, im Fall von FgPH1, von drei Tage
alten Kulturen. Es kann hier nicht ausgeschlossen werden, dass eine Regulation zu
anderen Zeitpunkten durchaus gegeben ist.

Interessanterweise konnte eine Regulation des Vrl von Bormann et al. (2018) zwar iiber
qPCR gezeigt werden, diese konnten aber in den Transkriptionsdaten nicht bestatigt
werden. Deswegen ist weiterhin unklar, ob und wann eine Regulation von Hex-1 und SO

gegeben ist (C. Heinze, Universitat Hamburg, pers. Mittelung).
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5.2 Die Deletion des Hex-1 Proteins fiihrt zu einer verzogerten Ausbreitung des
Myzels in Weizen
Hex-1 ist der Hauptbestandteil von Woronin bodies und diese verschlief3en septale Poren
hauptsachlich bei physikalischem Stress wie Hyphenverletzungen. Moglicherweise
kommt es aufgrund einer Virusinfektion auch zu einer durch die Infektion induzierten
Stressantwort, die dazu flihrt, dass Woronin bodies die septalen Poren verschliefden und
es so zu einer dysregulierten und inhibierten Ausbreitung und Verteilung kommt.
Flr F. graminearum wurde von Son et al. (2013) gezeigt, dass sowohl eine Deletion als
auch die Uberexpression von Hex-1 zu einer verringerten Konidienproduktion im
Vergleich zum Wildtyp fiihrt. Auch war die allgemeine Konidienproduktion in den
virusinfizierten Stimmen signifikant vermindert.
Die Konidienproduktion der Hex-1 Mutanten war im Vergleich zum Wildtyp sowohl in der
Deletions- als auch der Uberexpressionsmutante um ca. 30% reduziert (Abbildung 31).
Die Ergebnisse der Konidienproduktion unterlagen einer hohen Varianz, sodass eine
eindeutige signifikante Reduktion auf Grundlage dieser Ergebnisse nicht bestétigt werden
konnte. Die hohe Varianz wahrend der Konidienproduktion kénnte daran liegen, dass die
Produktion von Konidien in F. graminearum Kulturen von verschiedenen Faktoren
abhdngig ist. So ist eine gute Luftzufuhr, um eine optimale Zellatmung zu gewahrleisten,
sehr wichtig. Dem entsprechend ist das Volumen des Kulturmediums und damit das
Verhaltnis zwischen Medium und Kulturgefafi entscheidend und zeigte einen Einfluss auf
die Konidienproduktion (Merdekawati, 2023; Singh et al, 1992). Eine Erhéhung der
Stichprobengrofie konnte zu einer Verminderung der Varianz und somit eindeutigeren

Ergebnissen flihren.

Eine Anwendung der Hypovirulenz in Feld kann nur erfolgen, wenn die Virulenz der
Stamme die des Wildtyps nicht iibersteigt. Daher wurden die Mutanten auf ihre Virulenz
hin untersucht.

Ein Einfluss auf die allgemeine Pathogenitat auf Weizen konnte in den Hex-1 Mutanten
nicht ausgemacht werden. Hier zeigten die Hex-1 Mutanten mit durchschnittlich 70-75%
infizierter Ahrchen zum Wildtyp (80%) vergleichbare Ergebnisse, wobei die Hex-1
Deletionsmutante dhnlich wie in der Konidienproduktion ebenfalls eine hohe Varianz
zwischen den einzelnen Ahren aufwies (Abbildung 36). Die
Ausbreitungsgeschwindigkeit und die Anzahl an Infektionsstrukturen in der

Uberexpressionsmutante war mit dem Wildtyp vergleichbar. Die Deletionsmutante zeigte
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im Vergleich zum Wildtyp eine leichte Reduktion in der Ausbreitungsgeschwindigkeit und
in der Anzahl der Infektionsstrukturen (Abbildung 39, Abbildung 42). Ein Einfluss
durch eine verminderte Konidienkeimungsrate oder einen Defekt in der
Perithecienbildung konnte ausgeschlossen werden (Abbildung 31, Abbildung 32).
Andere Studien in F. graminearum und M. grisea zeigten, dass es in Hex-1
Deletionsmutanten zu einer reduzierten Pathogenitit auf Weizen kommt. In
F. graminearum beispielsweise konnten im Durschnitt nur noch 50% der Weizendhren
infiziert werden (Son et al., 2013). In M. grisea konnten in den Hex-1 Deletionsmutanten
morphologische Defekte in der Ausbildung von Infektionsstrukturen und eine verspatete
Penetration von Wirtszellen beobachtet werden (Soundararajan et al.,, 2004). Dies deckt
sich mit eigenen Beobachtungen. Auch hier zeigten Mutanten mit deletiertem Hex-1
weniger Infektionsstrukturen und eine verlangsamte Ausbreitung in der Ahre im
Vergleich zum Wildtyp.

Soundararajan et al. (2004) stellten die Hypothese auf, dass die reduzierte Virulenz der
Hex-1 Mutanten in M. grisea darauf zurtckzufiihren ist, dass Woronin bodies eine Rolle bei
der Penetration von Wirtszellen spielen und eine Deletion dazu fiihrt, dass die Hyphen
dadurch verlangsamt in Wirtszellen eindringen konnen und somit moglicherweise mehr
Zeit fiir die pflanzliche Abwehr bleibt.

Der genaue Mechanismus, der zu einer verlangsamten penetration der Wirtszellen fiihrt,
ist nicht bekannt, doch konnte in Alternaria brassicicola und Aspergillus fumigatus ein
Transmembranprotein (TmpL) identifiziert werden, dass mit Woronin bodies assoziiert
ist. Es wird angenommen, dass sich das TmpL in der Membran von spezialisierten
Woronin bodies befindet, die nicht an septalen Poren lokalisiert sind (Kim et al., 2009) und
essentiell fiir die Regulation der intrazellularen Level an reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) ist. Fehlt TmpL kommt es zu einem durch oxidativen Stress ausgeldsten
Unvermdgen Pflanzenzellen iiber Appressorien zu penetrieren. Bei einer gestorten ROS
Homoostase durch die Deletion von TmpL kommt es zudem auch zu einer verminderten
Konidienproduktion (Kim et al, 2009). Dies deutet darauf hin, dass eine iibermafdige
Akkumulation von ROS in den Konidien die Bildung dieser inhibiert oder ihre
Lebensfahigkeit mutmafilich herabsetzt.

Bei einer Deletion von Hex-1 kann es durch die Abwesenheit von Woronin bodies zu einer
eingeschrankten = Funktion von TmpL kommen, was die verzogerte
Ausbreitungsgeschwindigkeit und die verringerte Konidienproduktion der Hex-1

Deletionsmutanten erkldaren konnte.
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5.3 Hex-1 ist kein Wirtsfaktor fiir FgV-ch9

Fiir FgV1 zeigte sich, dass Hex-1 als Wirtsfaktor fungieren kann. Es ist an der Replikation
von FgV1 beteiligt und bindet unspezifisch an die untranslatierten Regionen (UTRs) der
viralen RNA, was zur Akkumulation der viralen RNA beitragt (Sonetal, 2013;
Son etal, 2016). Fusarium graminearum virus 1 ist ein einzelstrangiges RNA Virus
((+)ssRNA) aus der Familie der Fusariviridae (Honda et al., 2020) und unterscheidet sich
damit von dem dsRNA Mykovirus FgV-ch9.

Son et al. (2013) spekulierten, dass FgV1 tber die Interkation mit Hex-1, welches eine
peroxisomale Erkennungssequenz besitzt, seine Replikation in Peroxisomen fordert. Dies
scheint fiir FgV-ch9 eher unwahrscheinlich. FgV-ch9 besitzt ein dsRNA Genom,
wohingegen FgV1l ein (+)ssRNA Genom besitzt. Auch bildet FgV-ch9 isometrische
Viruspartikel in denen die fiinf unterschiedlichen dsRNAs womoglich einzeln verpackt
sind, wohingegen FgV-1 wahrscheinlich keine Viruspartikel bildet und aus einem
einzelnen Segment mit vier ORFs besteht (Ayllon & Vainio, 2023; Darissaetal., 2011;
Kwon et al.,, 2007). Diese beiden Viren sind vom Aufbau sehr unterschiedlich und besitzen
daher unterschiedliche Replikationsstrategien und -mechanismen.

Hex-1 erleichtert die Akkumulation von FgV1-RNA moglicherweise dadurch, dass es
Struktur- und Sequenzhomologie mit dem Translationsinitiationsfaktor e[F5A aufweist.
Das hoch konservierte elF5A bindet moéglicherweise an die Nukleinsaure des FgV1 und
fordert dadurch die virale Replikation (Son et al., 2016; XU et al., 2004; Yuan et al., 2003).
Die Virulenz der F. graminearum Mutanten mit deletiertem oder tiberexprimiertem Hex-1
ist leicht reduziert (Abbildung 36). Einer Anwendung im Feld wiirde dahingehend also

nichts entgegenstehen.

Sowohl bei der Deletion, als auch bei der Uberexpression von Hex-1 war das
Verteilungsmuster von FgV-ch9 in infiziertem Myzel mit dem Verteilungsmuster in
infizierten Wildtyp-Kulturen vergleichbar (Abbildung 25). Auch die Ausbreitung von
Viruspartikeln in Konidien der beiden Mutanten zeigte eine &dhnliche
Ubertragungseffizienz wie im Wildtyp (Abbildung 27).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Woronin bodies keinen positiven und auch keinen
negativen Einfluss auf die Verteilung und Ausbreitung der Viruspartikel haben und sich
die septalen Poren als Stressantwort auf eine Virusinfektion nicht verschlief3en.

Die subzelluldre Lokalisation des eGFP markierten Hex-1 Proteins erfolgte mittels

konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie. Zur besseren Detektierbarkeit wurde hier das
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pks12-Gen ausgeschaltet, um die Produktion von Aurofusarin und Rubrofusarin zu
inhibieren (Frandsen et al., 2006; Malz et al., 2005). Malz et al. (2005) zeigten bereits in
vorangegangenen Studien, dass sich die pksl2 Deletionsmutanten wie der
F. graminearum Wildtyp verhalten.

Es konnten keine Unterschiede in der Lokalisation des Hex-1 Proteins in virusfreiem und
virusinfiziertem Myzel detektiert =~ werden. Eine Quantifikation tiber
Fluoreszenzmikroskopie ist nur eingeschrankt moglich, sodass mittels der Mikroskopie
nicht ausgeschlossen werden kann, dass in infizierten Zellen eine andere Konzentration
von eGFP-Hex-1 vorlag als in nicht infizierten Zellen.

Die subzelluldre Lokalisation mittels konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie zeigte
auflerdem, dass die aus dem Hex-1 Protein bestehenden Woronin bodies sich in der Regel
nahe der septalen Poren befinden. Weitere vereinzelte Signale konnten innerhalb der
Zellen detektiert werden (Abbildung 28). Diese vereinzelten Signale sind zum einen
durch die Biogenese der Woronin bodies zu erkliren. Hex-1 Proteine besitzen eine
peroxisomale Erkennungssequenz (PTS1) und werden nach Translation in die
Peroxisomen transportiert, wo sie zu Woronin bodies assemblieren. Nachdem die
Woronin bodies die Peroxisomen verlassen haben, werden sie liber das Zytoskelett der
Zelle zu den septalen Poren transportiert und dort verankert (Ngetal, 2009). Die
vereinzelten eGFP-Hex-1 Signale in den Zellen sind wahrscheinlich Hex-1 Proteine auf
dem Weg in Peroxisomen oder, aufgrund des hohen Fluoreszenzsignals wahrscheinlicher
Woronin bodies auf dem Weg zu den septalen Poren. Auch konnten in anderen Pilzen
Woronin bodies in nicht-septalen Regionen, wie den Hyphenspitzen und der
Zellperipherie lokalisiert werden (Momany et al., 2002). Ein Beispiel hierfir sind die mit
TmpL assoziierten Woronin bodies, die sich vermehrt in den Hyphenspitzen befinden
(Kim et al, 2009).

Zudem exprimiert die Uberexpressionsmutante viermal so viel Hex-1, wie der Wildtyp,
was ebenfalls eine Aggregation von Hex-1 Proteinen in der Zelle erkldaren kann, die dann

nicht der Situation im Wildtyp entsprachen (Abbildung 15).

5.4 Zusammenfassung Hex-1
Hex-1 Deletionsmutanten zeigten eine leichte Reduktion in der Konidienproduktion und
eine reduzierte Ausbreitungsgeschwindigkeit in Weizen. Ansonsten verhielten sich die

Hex-1 Mutanten wie der Wildtyp. Es gab keine phanotypischen Verdnderungen der
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Mutanten und die Konidienkeimung sowie die Perithecienbildung unterschieden sich
nicht vom Wildtyp.

Eine Reduktion in der Konidienproduktion und der Ausbreitungsgeschwindigkeit in
Weizen wurden beobachtet und koénnten mit einer speziellen Funktion von
Woronin bodies zusammenhdngen. Diese konnen mit TmpL assoziiert sein, welches eine
wichtige Rolle in der Regulation der ROS Homdostase in Hyphen spielt. Ein Defekt in der
TmpL Funktion kann so zu vermehrten oxidativen Stress fithren und resultiert in einer
verminderten Bildung von Appressorien und einer reduzierten Konidienproduktion.

In virusinfizierten Mutanten konnte weder in der Deletions- noch in der
Uberexpressionsmutante eine Steigerung der Ausbreitungseffizient von FgV-ch9 in die
Konidien festgestellt werden. Auch das Verteilungsmuster des Virus in Myzel entsprach
dem Verteilungsmuster im virusinfiziertem Wildtyp.

Hex-1 ist demnach wahrend einer FgV-ch9 Infektion weder an der Akkumulation viraler
RNA beteiligt, noch sind Woronin bodies an dem virusinduzierten Verschluss septaler
Poren beteiligt. Hex-1 ist kein Wirtsfaktor, der sich positiv auf die Ausbreitung und
Verteilung von FgV-ch9 Viruspartikeln im Myzel oder in Konidien auswirkt und damit
kein Kandidat fiir eine Mutation zur Erhohung der Infektionsrate der Konidien zur

Anwendung in der Praxis.

5.5 Das SO Protein ist in F. graminearum essentiell fiir die Bildung von
Anastomosen, Perithecien und Appressorien

Wahrend fiir das Hex-1 die Hauptfunktion des Porenverschlief3ens durch mechanischen
Stress bekannt ist, zeigt SO bei unterschiedlichen Stressbedingungen eine Aggregation an
septalen Poren verschiedener Ascomyzeten (Fleissner & Glass, 2007;
Maruyama et al.,, 2010). Moglicherweise kommt es aufgrund einer Virusinfektion nicht zu
einem durch Woronin bodies aber durch SO induzierten Verschluss septaler Poren und
damit zu einer regulierten und inhibierten Ausbreitung und Verteilung von
Viruspartikeln in Myzel und Konidien. Es lagen weder Daten zu SO in F. graminearum noch
zu SO unter Virusstress bei anderen Pilzen vor. Daher wurden zunachst die
phanotypischen und morphologischen Eigenschaften der Deletions- und
Uberexpressionsmutanten charakterisiert.

Nach sechs Tagen bildeten die SO Deletionsmutanten ein an Watte erinnerndes Luftmyzel,
welches nach ca. 21 Tagen in sich zusammen fiel (Abbildung 35). Ein dhnlicher Phanotyp

konnte ebenfalls in N. crassa beobachtet werden und aufgrund der optischen
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Eigenschaften der SO Deletionsmutante wurde der Name soft flir dieses Protein gewahlt
(Fleissner et al., 2005).

Vom SO in N. crassa ist bekannt, dass SO essentiell fiir die Vermittlung der
Hyphenfusionen und die Bildung von Anastomosen ist (Fleissner et al, 2005). Der
Phanotyp in F. graminearum resultierte daher vermutlich aus der Bildung von deutlich
weniger intrazelluldaren Verzweigungen als im Myzel der jeweiligen Wildtypen, was in
einer Instabilitat des Myzels miindete.

Das SO ist weder an einer verminderten Konidienkeimungsrate noch bei der
Konidienproduktion beteiligt (Abbildung 31). Studien von SO in N. crassa deuten
ebenfalls darauf hin, dass SO weder einen Einfluss auf die Konidiproduktion
noch -keimung hat (Fleissner et al., 2005).

Die Perithecien wurden nur in den Mutanten, in denen SO normal oder liberexprimiert
wurde, gebildet. Alle Mutanten in denen SO reduziert oder deletiert war, konnten keine
Perithecien und somit auch keine Ascosporen bilden (Abbildung 32). Ein mit diesen
Daten vergleichbarer Defekt in der Produktion von sexuellen Sporen konnte bereits in
so-Deletionsmutanten in N. crassa und S. macrospora beobachtet werden. Perithecien sind
eine vom Myzel ausgehende komplexe Struktur, die sowohl die Fahigkeit der Hypenfusion
als auch der Kompartimentierung voraussetzt. Fehlt SO koénnen Hyphen nicht
miteinander fusionieren. Mdoglicherweise spielt SO zudem auch eine Rolle bei der
Kompartimentierung und Abgrenzung vegetativer und sexueller Hyphen durch seine
Fahigkeit septale Poren zu verschliefden (Engh et al, 2007; Teichert et al, 2014). Eine
so-Deletionsmutante ware aus Sicht der biologischen Sicherheit demnach hervorragend
fiir einen Einsatz in der Praxis geeignet. Sie bildet Konidien, jedoch keine Ascosporen, die

als Uberdauerungsorgane zwischen den Anbauphasen fungieren.

Die Pathogenitit der SO Uberexpressionsmutanten war mit der des Wildtyps vergleichbar
(Abbildung 36). Auch die Ausbreitungsgeschwindigkeit und die Anzahl von
Infektionsstrukturen unterschied sich nicht vom Wildtyp (Abbildung 41). Die
Pathogenitit der SO Deletionsmutanten hingegen war im Vergleich zum Wildtyp stark
reduziert und eine phanotypisch sichtbare Infektion begrenzte sich in den meisten
Infektionen auf die inokulierten Ahrchen. Auch die Ausbreitungsgeschwindigkeit war
stark reduziert. Die Mutanten waren zwar fihig das inokulierte Ahrchen iiber den
Rachisknoten zu verlassen, doch konnten sie in der Regel kein weiteres Ahrchen aus der

Rachis heraus infizieren (Abbildung 40, Abbildung 41).
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Auch in dem nekotrophen A. brassicicola fiihrte die Deletion des SO Homologs Asol zu
einer stark eingeschrankten Infektiositidt des Erregers und konnte sich nicht liber die
Inokulationsstelle hinaus ausbreiten, was auf die Unfiahigkeit Anastomosen zu bilden
zuriickzufithren war. Wenn es einem Pilz nicht gelingt, Anastomosen und damit ein
intrazellular verzweigtes Hyphennetzwerk zu bilden, scheint er nicht in der Lage zu sein,
organisierte Strukturen wie Perithecien oder Infektionsstrukturen zu bilden
(Craven et al., 2008; Engh etal, 2007). Dies konnte in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt
werden (Abbildung 42, Abbildung 32). In Fusarium verticillioides ist SO ebenfalls fiir die
Pathogenitat auf Mais essentiell, was auf das Unvermégen zur Bildung von Anastomosen
und einer reduzierten Stressresistenz zuriickzufiihren ist, die sie anfalliger gegeniiber des
Immunsystems des Wirtes werden lassen. Es ist moglich, dass das stressinduzierte
Verschlief3en septaler Poren durch SO ein wichtiger Bestandteil der pilzlichen Abwehr ist
und das Fehlen von SO Proteinen zu einer geringeren Toleranz gegentiber pflanzlicher
Abwehrmechanismen fiihrt (Guo et al., 2015; Huang et al., 2013).

Wie bereits in der Einleitung erwihnt, ist die Uberwindung des Rachisknotens fiir eine
systemische Ausbreitung des Pilzes von entscheidender Bedeutung (Proctor et al., 1995).
Das Trichothecen DON, welches die Bildung der Zellwandverdickungen hemmt ist als
Virulenzfaktor unerlasslich fiir eine erfolgreiche systemische Infektion und wird in
komplexeren Infektionsstrukturen gebildet (Boenisch & Schifer, 2011;
Jansen et al., 2005; Maier et al,, 2006). Dies sind Strukturen, die es dem Pilz ermdglichen,
natiirliche Barrieren der Pflanzenzelle - die Zellwand - zu tiberwinden. Sie bestehen aus
modifizierten Hyphen, den Appressorien, die auf das Eindringen in pflanzliches Gewebe
spezialisiert sind. (Braun & Howard, 1994; Mendgen et al,, 1996). Die Bildung von
Appressorien setzt ein intrazellular verzweigtes Hyphennetzwerk voraus. Es konnte
gezeigt werden, dass Mutanten mit einem Defekt in der SO Expression nicht in der Lage
sind, solch ein stark verzweigtes Hyphennetzwerk auszubilden, was dazu fiihrt, dass diese
Mutanten einen Defekt in der Ausbildung von Infektionsstrukturen haben.

Zudem spielt auch der CWI-Signalweg eine essentielle Rolle in der Bildung von
Appressorien. Der CWI-Signalweg besteht aus einer MAP-Kinase Kaskade, die in N. crassa
und S. macrospora und moglicherweise auch in F. graminearum mit SO als Geriistprotein
den Kernbestandteil des Signalweges darstellen. Bei Deletion einer oder mehrerer der
MAP-Kinasen des CWI-Signalwegs kam es in M. oryzae, C. gloeosporioides und C. scovillei

zu einem Defekt in der Ausbildung von Appressorien und im Zusammenhang dazu zu
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einem Unvermogen die pflanzliche Zellwand erfolgreich zu penetrieren (Fang et al., 2018;

Fuetal, 2023; Jeon et al.,, 2008; Xu et al., 1998).

5.6 SO hat als Wirtsfaktor einen positiven Einfluss auf die Ausbreitungseffizienz
von FgV-ch9

Es sind keine Studien zum Einfluss von SO auf eine Virusinfektion und Replikation
publiziert. Deswegen wurde FgV-ch9 iiber Hyphenfusionen (Ko-Kultivierung) von
virusinfiziertem Myzel auf virusfreies Myzel der SO Deletions- und
Uberexpressionsmutanten iibertragen (Abbildung 21). Die Virusinfektion der SO
Deletionsmutanten war nicht erfolgreich, was mit dem Unvermoégen der Bildung von
Anastomosen dieser Mutanten erklart werden kann. Das SO ist in N. crassa an der
Vermittlung der Hyphenfusionen beteiligt, indem es in der Sekretion von Signalmolekiilen
wahrend der chemotrophen Interaktion von Hyphenspitzen, eine wichtige Rolle spielt.
Das SO ist zusammen mit der MAP-Kinase MAK-2 direkt an dem
,Ping-Pong-Mechanismus“ von Signalsendung tiber SO und Signalempfang durch den
MAK-2 Komplex beteiligt. Die Rekrutierung von SO und dem MAK-2 Komplex findet
hochgradig koordiniert, in exakter Antiphase zwischen den beiden Hyphenspitzen statt
(Daskalov et al,, 2017; Fleissner et al., 2009; Goryachev et al.,, 2012). Fehlt SO, kann die
Hyphe weder eine andere Hyphenspitze anziehen, noch auf sie reagieren
(Fleissner et al., 2005; Herzoget al, 2015). Anastomosenbildung und eine
Virusiibertragung tiber Hyphenfusionen ist so nicht méglich.

Daher wurde in fritheren Studien versucht, iiber das Mischen von virusinfizierten FgPH1
und virusfreien Aso Konidien eine Virusinfektion in den so-Deletionsmutanten zu
erreichen. Konidien der meisten Ascomyzeten bilden so genannte conidial anastomosis
tubes (CATs). Diese sind diinne Hyphen, die bei keimenden Konidien gebildet werden.
Zwischen Konididen spielen sie eine wichtige Rolle beim Austausch von Zellinhalten,
einschliefdlich Zellkernen, Organellen und Zytoplasma. Sie vermitteln ebenfalls die
Zellkommunikation und -fusion zwischen vegetativ kompatiblen Konidien
(Rocaetal, 2005). Die Deletion des so Gens fiihrte in N. crassa zu einer signifikant
geringeren Ausbildung der CATs. Die Fusionen zwischen CATs in N. crassa unterliegen
dem gleichen Mechanismus wie Hyphenfusionen vegetativer Hyphen tiber den SO/MAK-2
Zelldialog, sodass eine Fusion zwischen ausgekeimten Konidien mit

so-Deletionskeimlingen nicht méglich ist (Fleissner et al., 2009).
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Um eine FgV-ch9-Infektion in SO defizienten Mutanten zu erreichen, wurde in dieser
Arbeit eine Mutante mit regulierbarem Tcu Promoter generiert, die bei aktivem Promoter
SO exprimiert. Die Ko-Kultivierung von Donor und Akzeptor war unter aktivem, also SO
exprimierenden Bedingungen, erfolgreich. Unter SO reprimierenden Bedingungen, bei
der SO nur zu 40% exprimiert wurde, blieb die Virusinfektion stabil (Abbildung 23).

Viren sind fiir ihre Replikation und die Translation der viralen Proteine auf wirtseigene
Prozesse angewiesen. Im Laufe ihres Replikationszyklus interagieren sie mit
verschiedenen Wirtsfaktoren, um beispielsweise die Bildung von Replikationskomplexen
zu initiieren oder die Akkumulation und intrazellulare Bewegung der viralen RNA
erleichtern (Boguszewska-Chachulska & Haenni, 2005; Son et al., 2013; Son et al,, 2016).
Die Virusinfektion war bei reprimierter SO Expression stabil und mit der Infektion im
Wildtyp vergleichbar. Bei volligem Verlust der SO Expression konnte jedoch eine andere

Situation vorliegen und die Virusreplikation sich doch vom Wildtyp unterscheiden.

Sowohl bei der Repression (Fgsol®4) als auch der Uberexpression (Fgso123) von SO war
das Verteilungsmuster von FgV-ch9 in infiziertem Myzel mit dem Verteilungsmuster in
infizierten Wildtyp-Kulturen vergleichbar (Abbildung 25). Die Ausbreitung von
Viruspartikeln in Konidien der beiden Mutanten zeigte jedoch starke Unterschiede in der
Ubertragungseffizienz (Abbildung 27).

Die Ausbreitung des FgV-ch9 in die Konidien zeigte bei SO Repression eine signifikant
verringerte Effizienz, wenn die Konidien aus Myzel mit einer hohen Viruskonzentration
produziert wurden. Die SO Uberexpression hatte dagegen in Kombination mit Konidien,
produziert aus Myzel mit einer niedrigen Viruskonzentration, einen positiven Effekt. Dies
bedeutet auch, dass die septalen Poren als Stressantwort auf eine Virusinfektion nicht
durch eine Akkumulation von SO an den septalen Poren verschlossen wird.

Wie weiter oben bereits erwdhnt, spielen Homologe von SO in N. crassa und S. macrospora
zusammen mit MAK 2 iiber einen ,Ping-Pong-Mechanismus“ von Signalsendung liber SO
und Signalempfang durch den MAK-2 Komplex eine wichtige Rolle in der Vermittlung von
Hyphenfusionen. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf einen dhnlichen Mechanismus
bei F. graminearum hin.

Gestiitzt wird diese Vermutung durch die subzelluldre Lokalisation des SO, das sich
sowohl in virusfreiem als auch in virusinfiziertem Myzel verteilt im Zytoplasma und an
den Hyphenspitzen befindet, wo die Rekrutierung von SO stattfindet
(Daskalov et al,, 2017; Fleissner et al., 2009; Goryachev et al., 2012).
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Zur besseren Detektierbarkeit wurde hier das pks12-Gen ausgeschaltet, um die
Produktion von Aurofusarin und Rubrofusarin zu inhibieren (Frandsen etal., 2006;
Malz et al, 2005). Eine mogliche Interferenz zwischen den beiden Pigmenten
(400-550 nm) und dem mCherry Reportergen (540-590 nm) konnte so vermieden
werden (Dufossé et al., 2018; Shu et al, 2006). Die Detektion von SO in F. graminearum
unter nativem Promoter gelang nicht, da moglicherweise das SO-mCherry Fusionsprotein

unter dem Detektionslimit lag.

Homologe von SO in N. crassa und S. macrospora dienen zusatzlich als Geriistprotein, das
direkt mit den MAP-Kinasen MIK-1 und MEK-1 und indirekt mit MAK-1 interagiert
(Teichert et al., 2014; Weichert et al., 2016). Dieser Komplex bildet den Kernbestandteil
des CWI-Signalweges, der Signale von der Zellwand iliber eine MAP-Kinase Kaskade
weiterleitet und sich grundsatzlich in Hyphenspitzen befindet (Weichert et al., 2016).
Viren sind fiir ihren Lebenszyklus letztlich von der Wirtszelle abhangig. Zelluldre
Signalwege werden von Viren fiir ihre eigene effektive Replikation, Translation und
Transport genutzt (Kumaretal,2018a). Auch MAP-Kinase-Kaskaden, die in
virusinfizierten Zellen unter anderem an der Regulierung der Immunantwort und der
Apoptose  beteiligt sein kénnen, werden von Viren beeinflusst. Die
MAPK-Signaliibertragung kann entweder als positiver oder negativer Regulator der
viralen Replikation wirken. Viren kénnen beispielsweise in die Rho GTPase-Signalwege
eingreifen, um den Zusammenbau der Viruspartikel oder die Ausbreitung im Wirt zu
erleichtern (van den Broeke et al., 2014). Dies ist interessant, da auch das SO Homolog in
S. macrospora indirekt mit der Rho GTPase RHO1 interagiert (Fischer & Glass, 2019). Ein
Beispiel fiir eine virusinduzierte Regulation ist die durch das Influenzavirus gesteigerte
Aktivierung der Rho GTPase Cdc42, welche den Transport von viralen Hiillproteinen und
damit die Virusproduktion foérdert (Wang et al., 2012). Durch eine Virusinfektion kann es
aber auch zu starkem ER-Stress (endoplasmatischem Restikulum-Stress) kommen,
wodurch MAP-Kinasen aktiviert werden, die zu einer verstirken Immunantwort
beitragen (Su et al, 2002).

Auch tuber Signalwege der Proteinkinase C, die ebenfalls mit SO Homologen interagiert,
konnen Viren ihre Replikation fordern (Fischer & Glass, 2019). Beispiele hierfiir sind das
Hepatitis-C-Virus und das Humane Immundefizienz-Virus (Contrerasetal., 2012;
Fimia et al.,, 2004; Heinisch & Rodicio, 2018). Zudem werden tiber die MAK-1 und MAK-2

Signalwege die Transkription von Genen reguliert, indem Transkriptionsfaktoren
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aktiviert oder reprimiert werden. Wahrend der Virus-Wirt-Interaktion werden
Transkriptionsfaktoren nicht nur zur Unterstiitzung der viralen Replikation genutzt, sie
regulieren auch direkt oder indirekt die Abwehrreaktion des Wirts durch Aktivierung
oder Unterdriickung von nachgeschalteten Signalwegen (Alves et al., 2014).

Es konnte bereits fiir F. graminearum gezeigt werden, dass Transkriptionsfaktoren
wahrend einer Virusinfektion unterschiedlich exprimiert werden und so Einfluss auf die
Infektion nehmen konnen (Lee et al.,, 2014; Yu & Kim, 2021). So kann FgV1 die antivirale
Reaktion des Wirts durch Unterdriickung der Transkription von Genen, die mit der RNAi
zusammenhdngen, inhibieren (Yuetal,2020). Ein Beispiel dafiir ist der
Transkriptionsfaktor Swi6, der bei einer FgV1 Infektion vermindert exprimiert wird, was
unter anderem eine starke Reduktion der Konidienproduktion zur Folge hat
(Liuetal, 2013; Sonetal,2016). Die Konidienproduktion in allen virusinfizierten
Mutanten und im Wildtyp war ebenfalls stark reduziert, was darauf hindeutet, dass auch
hier Swi6 oder ein anderer Transkriptionsfaktor virusabhangig herunterreguliert wurde.
Moglicherweise konnen Transkriptionsfaktoren, die tiber den MAK-1 Signalweg mit
Beteiligung des SO Proteins reguliert werden, von FgV-ch9 so manipuliert werden, dass
es zu einer effektiveren Ausbreitung von Viruspartikeln im Myzel und den Konidien
kommt. Eine Uberexpression des SO Proteins hitte hierbei méglicherweise einen
positiven Effekt auf die Aktivitat des Signalweges. Dagegen spricht, dass die direkte
Hochregulation von SO durch eine Virusinfektion nicht bestdtigt werden konnte
(Abbildung 22).

Eine weitere Erklarung fiir die verbesserte Ausbreitung von Viruspartikeln in SO
Uberexpressionsmutanten konnte ein verbesserter direkter oder indirekter Transport
von SO an die Hyphenspitzen sein. Eine Hypothese ist, dass der kritische Punkt der
Ubertragung von Viruspartikeln in die Konidien die Akkumulation in Konidiophoren ist,
da Viruspartikel oftmals nicht schnell genug in die Hyphenspitzen gelangen, wenn diese
wachsen (Demarini et al., 1977; Eusebio-Cope et al.,, 2010). Durch einen direkten oder
indirekten Transport von Viruspartikeln tiber SO, dass regelmafdig an die Hyphenspitzen
oszilliert, konnte die Wahrscheinlichkeit gesteigert werden, dass Viruspartikel in die
Konidiophoren und anschliefend in die Konidien gelangen. SO besitzt eine WW-Domane,
die tiblicherweise fiir Protein-Protein oder Protein-Liganden Wechselwirkungen wichtig
ist. Sie kann Prolin-reiche Dominen bzw. Proteine, und an Domanen, die

Phosphoserin-Phosphothreonin beinhalten, binden (Chen & Sudol, 1995). Ob SO eine
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direkte oder indirekte Interaktion mit einem oder beiden FgV-ch9 Capsid-Untereinheiten

eingeht, ist jedoch unbekannt.

5.7 Zusammenfassung SO

SO Deletionsmutanten konnen keine Anastomosen bilden und zeigten eine starke
Reduktion in der Pathogenitat auf Weizen und einen Defekt in der Perithecienbildung. Die
Mutanten haben einen Defekt in der Ausbildung von Infektionsstrukturen,
moglicherweise durch eine Storung des fiir die Appressorienbildung wichtigen
CWI-Signalwegs und durch einen Defekt in der Hyphenfusion. Durch die verminderte
Fahigkeit Infektionsstrukturen zu bilden, kann es ebenfalls zu einer reduzierten
DON-Produktion kommen, was dazu fiithrt, dass die Zellwandverdickungen im
Rachisknoten nicht inhibiert werden koénnen. Mutanten, die nicht in der Lage sind,
Infektionsstrukturen zu bilden, haben daher Schwierigkeiten pflanzliches Gewebe zu
penetrieren und gelangen nur selten tliber die Zellwandverdickungen des Rachisknotens
hinaus, wodurch eine systemische Infektion der Ahre erschwert wird.

In virusinfizierten Mutanten zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Ausbreitungseffizienz in SO reprimierten Mutanten und eine signifikante Erh6hung der
Ausbreitungseffizienz in SO liberexprimierten Mutanten. SO hat demnach als Wirtsfaktor
fir FgV-ch9 einen positiven Einfluss auf die effektive Ausbreitung von Viruspartikeln. Es
ist jedoch noch nicht geklart inwieweit SO die Ausbreitung begiinstigt. Eine Moglichkeit
ist tiber eine direkte oder indirekte Interaktion mit den Viruspartikeln oder viraler
Proteine. Weiterhin kdnnte SO auch iiber seine Funktion im CWI-Signalweg, durch den
die Transkription verschiedener Gene reguliert wird, die Ausbreitung begiinstigen.
Moglicherweise sorgt aber auch eine vermehrte durch SO vermittelte Hyphenfusion fiir

die effektivere Ausbreitung von Viruspartikeln in die Konidien.

5.8 Fazit

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Ausbreitungseffizienz von Viruspartikeln in
Konidien iiber zwei unabhidngige Mechanismen signifikant erh6ht werden. Dies ist eine
Voraussetzung fiir die Applikation im Feld.

Ausgegangen wurde von zwei Proteinkandidaten, die in der theoretischen Uberlegung die
Ausbreitung von Viruspartikeln tiber ihre Assoziation mit Poren und Septen beeinflussen

konnten, das Hex-1 und das SO.
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Hex-1 hat keinen Einfluss auf die Ausbreitungseffizienz von FgV-ch9, doch spielt es
moglicherweise als Gertistprotein fiir das Transmembranprotein TmpL eine Rolle in der
Regulation der pilzlichen ROS Homoostase, die unter anderem wichtig fiir Virulenz und
Konidienproduktion ist.

Das SO ist in F. graminearum hochstwahrscheinlich ein essentieller Bestandteil der
Hyphenfusion und des CWI-Signalweges, wodurch es bei einer Deletion des Gens zu
einem Defekt in der Bildung von Anastomosen und Infektionsstrukturen kommt. Durch
diesen Defekt ist die Virulenz des Pilzes auf Weizen stark reduziert und die Bildung von
Perithecien nicht moglich. Auch zeigte sich, dass das Myzel sehr viel weniger
intrazellulire Hyphenverzweigungen ausbilden konnte und virusinfiziertes Myzel
schneller wuchs als virusinfiziertes Myzel des Wildtyps. Die Ubertragungsrate von
Viruspartikeln in Konidien war zudem signifikant reduziert.

Die SO Uberexpression hingegen hatte einen positiven Effekt auf die
Ausbreitungseffizienz der Viruspartikel und fiihrte zu signifikant mehr infizierten
Konidien.

Die Ergebnisse zeigten auch, dass Virus unabhdngig von der Expression der beiden
Proteine im Myzel jeder einzelnen Kultur ungleich verteilt ist und dass Myzel mit
niedrigeren  Viruskonzentrationen im  Vergleich zu Myzel mit hohen
Viruskonzentrationen vermehrt Konidien produziert, die virusinfiziert sind.

Die Ausbreitung und Verteilung von Viruspartikeln unterliegen also einem komplexen

und mehrschichtigen Mechanismus, der von verschiedenen Faktoren beeinflusst wird.

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist somit ein entscheidender Schritt zu

einem potentiell einsatzfahigem Biozidsystem FgV-ch9/F. graminearum vollzogen.
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6. Zusammenfassung
Der Ascomyzet Fusarium graminearum ist der Hauptausloser der Ahrenbleiche bei

Weizen (Fusarium head blight, FHB), Gerste und Mais (ear rot). Der Befall von
Nutzpflanzen flihrt in kurzer Zeit zu einem massiven Ernte- und Qualitdtsverlust und die
von ihm gebildeten Mykotoxine verursachen bei Menschen und Tieren schwere
gesundheitliche Probleme. Die Bekdmpfung des Erregers mit Fungiziden ist ineffizient,
deswegen ist die Entwicklung von alternativen Kontrollmafnahmen von hoher
Bedeutung. Es ist bekannt, dass die Infektion des Pilzes mit dem Fusarium graminearum
Virus-china 9 (FgV-ch9, Chrysoviridae) aufgrund seines stark reduzierten Wuchses zu
einer Blockierung der systemischen Ausbreitung des Pilzes fiihrt. Virusinfizierte
Fusarium Stamme konnten damit als Biozid zum Einsatz als Alternative zu Fungiziden
kommen. Idealerweise wiirden im Feld virusinfizierte Konidien ausgebracht werden. Bei
jeder einzelnen dieser Konidien miusste zwingend sichergestellt sein, dass sie das Virus
enthalten und wiederum zu Myzel mit reduziertem Wuchs auskeimen. In der
vorliegenden Studie wurden unvero6ffentlichte Daten bestétigt, dass die Konidien, die von
virusinfiziertem Myzel produziert wurden, nur zu maximal 35% diese Voraussetzung
erfiillen.

Um die Infektionsrate in den Konidien zu erhohen, wurden zwei Proteine untersucht, die
fiir den verbesserten Transport des Virus in die Konidien verantwortlich sein kénnten.
Das Hex-1 als der Hauptbestandteil von Woronin bodies, die bei mechanischem Stress die
septalen Poren verschliefden und so das Ausstrémen von Zytoplasma verhindern. Das SO
und seine Homologe verschliefen ebenfalls die septalen Poren, allerdings bei
unterschiedlichen Stressstimuli. Zusatzlich spielt SO eine wichtige Rolle in der zellularen
Signaliibertragung. Mit Deletions- und Uberexpressionsmutanten wurde der Einfluss von
SO und Hex-1 auf den Einfluss verschiedener Parameter auf den Pilz und insbesondere
auf die Rate der virusinfizierten Konidien analysiert.

Es zeigte sich, dass Hex-1 keinen Einfluss auf die Rate der infizierten Konidien hat. Auch
weitere Parameter wie die Infektiositit auf Weizen und die Morphologie der Hex-1
Mutanten war nicht vom Wildtyp zu unterscheiden.

Eine Reduktion oder das Fehlen von SO hatte hingegen eine verdanderte Morphologie der
Pilzkultur und eine Reduktion der Pathogenitat auf Weizen zur Folge, welches durch eine
Verminderung der Infektionsstrukturen abgeleitet werden kann. Eine Infektion mit dem
Virus war in so-Deletionsmutanten nicht moglich, was wahrscheinlich mit einer

reduzierten Fahigkeit zur Ausbildung von Anastomosen zusammenhdngt. Der Umweg
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einer SO Expression lber einen induzierbaren Promoter im so-Deletionshintergrund
fithrte zu einer Virusinfektion, die dann unabhdngig von der Expressionsstarke von SO
stabil war. Die Infektionsrate der Konidien zeigte eine drastisch erhohte Effizienz bei
einer SO-UbereXpression. Gleichzeitig wurde deutlich, dass wahrscheinlich ein zweiter
Mechanismus, der von der Viruslast des Ausgangsmyzels abhingt, den Ubergang des
Virus in die Konidien steuert.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit genetischen Anpassungen des Pilzes das Virus FgV-ch9
vermehrt in den Konidien vorhanden ist und damit das System FgV-ch9/F. graminearum

als Biozid in der Praxis eingesetzt werden kdnnte.
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7. Summary

The ascomycete Fusarium graminearum is the main cause of fusarium head blight disease
(FHB) in wheat, barley and corn (ear rot). The infection of crops leads to massive yield
and quality loss worldwide every year. The mycotoxins produced by the pathogen also
cause severe health problems in humans and animals. Besides, control of the pathogen
with fungicides is inefficient, therefore the development of alternatives is of high
importance.

The infection of the fungus with Fusarium graminearum virus-china 9 (FgV-ch9,
Chrysoviridae) leads to a reduced systemic spread and an overall reduced pathogenicity,
called hypovirulence. Therefore, virus-infected Fusarium strains could be used as an
alternative to fungicides. Ideally, virus-infected conidia would be applied in the field.
However, each of these conidia would have to contain the virus and germinate into
mycelium with a hypovirulent phenotype. In this study, we confirmed unpublished data
that the conidia produced by virus infected mycelium germinate only to 35% into
hypovirulent mycelium.

To increase the infection rate, two proteins were identified and analyzed. The Hex-1 and
the SO. Hex 1 is the major component of Woronin bodies, which plug septal pores after
hyphal wounding to restrict the loss of cytoplasm. SO and its homologs also have pore
sealing activity under different stress conditions. Furthermore, SO plays an importantrole
in cell-signaling. Hence, the role of these proteins during virus infection and their
influence on transmission efficiency of virus into conidia were analyzed.

This thesis demonstrated that Hex-1 has no effect on the rate of infected conidia.
Moreover, Hex-1 showed neither altered phenotype nor altered pathogenicity on wheat.
On the other hand, the reduction or absence of SO resulted in an altered phenotype and
reduced pathogenicity on wheat. In addition, fewer infection structures were formed and
the infection of SO deletion mutants was unsuccessful. This is probably related to the
incapability to form anastomoses in absence of SO. However, in a mutant with regulatable
SO expression, the virus infection was successful. Subsequently, the virus infection was
stable and independent of SO expression levels.

A very interesting result was that the transmission rate of virus into conidia dramatically
increased upon SO overexpression. Evidence suggests thatanother mechanism,
dependent on viral load, probably mediates or controls the migration of virus particle into

conidia.
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Finally, results showed that with adaptation of the fungus, the transmission efficiency of
virus into conidia increases, and thus the FgV-ch9/F. graminearum system could be used

eventually as a biocide on the field.
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9. Anhang

Anhang 1: Proteinsequenzen

Anhang 1 A: Proteinsequenz XP_011319991.1. Das Hex-1 Protein ist hervorgehoben.
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Anhang 1B: Proteinsequenz SO in F.graminearum (EYB27695.1).
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Anhang 2: Vektorkarten der verwendeten und erstellten Konstrukte

PRS246_eIFSA-ko psilent-1 Nat
6580 bp

9369 bp

Anhang 2A: pRS246_elF5A-ko, pGEM-T Vektor Anhang 2B: pSilent-1 NAT mit TrpC Promoter
beinhaltet das hex-1 Knockout-Konstrukt und NAT Resistenzkassette

PGEMT-Hyg 1 PKS12 KO

4773 bp T 7770 bp

Anhang 2C: pGEM-T HygB, pGEM-T Vektor mit Anhang 2D: pks12 Knockout Konstrukt in pJET
HygB Resistenzkassette
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moter

o

S0 KO eGFP-Hex-1
6308 bp 9003 bp

Anhang 2E: so Knockout Konstrukt in pJET Anhang 2F: eGFP-Hex-1 Uberexpression in
pSilent NAT

S0-mCherry SO-mCherry nativ

10.647 bp 7379 bp

Anhang 2G: SO-mCherry Uberexpression in pBJ-1 Anhang 2H: SO-mCherry Komplementation in pJET
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Anhang 3: ELISA Daten

ANHANG

Anhang 3A: ELISA Rohdaten zur Berechnung der Eichgerade

Absorption (405 nm)
Mittelwert Wert Verdiinnung Korrigierter Mittelwert Normalisiert in
Negativkontrolle Probe Wert korrigiert %
0.165 1.078 1:250 0.931 0.986 100
1.227 1.062
1.140 0.975
0.765 1:500 0.600 0.607 61
0.804 0.639
0.758 0.593
0.239 1:1000 0.074 0.084 8
0.228 0.063
0.268 0.103
0.153 1:5000 -0.012 0.009 0
0.193 0.028
0.168 0.003
Anhang 3B: ELISA Rohdaten Virusverteilung
Absorption (405 nm)
Mittelwert Wert Korrigierter Mittelwert Normalisiert auf Eichgerade
Negativkontrolle Probe Wert korrigiert in %
0.166 0.503 0.337 0.380 29 FgApks12
0.532 0.366
0.602 0.436
0.165 0.579 0.414 0.503 48
0.65 0.485
0.785 0.62
0.165 0.495 0.33 0.381 35
0.516 0.351
0.626 0.461
0.166 0.706 0.54 0.481 36
0.628 0.462
0.608 0.442
0.166 0.908 0.742 0.627 57
0.747 0.581
0.724 0.558
0.175 0.881 0.705 0.589 52
0.718 0.542
0.694 0.518
0.175 1.002 0.826 0.690 65
0.814 0.638
0.782 0.606
0.166 0.706 0.54 0.481 38
0.628 0.462
0.608 0.442
0.175 0.221 0.045 0.065 6
0.229 0.053
0.272 0.096
0.165 0.242 0.077 0.090 10
0.242 0.077
0.28 0.115
0.175 0.306 0.130 0.102 10
0.275 0.099
0.253 0.077
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Absorption (405 nm)

Mittelwert Wert Korrigierter Mittelwert Normalisiert auf Eichgerade

Negativkontrolle Probe Wert korrigiert in %

0.175 0.232 0.056 0.067 7
0.227 0.051
0.269 0.093

0.166 0.274 0.108 0.160 12 FgAhex-1
0.299 0.133
0.405 0.239

0.166 0.271 0.105 0.081 8
0.241 0.075
0.228 0.062

0.166 0.389 0.223 0.208 15
0.385 0.219
0.347 0.181

0.166 0.237 0.071 0.082 8
0.239 0.073
0.269 0.103

0.167 0.7 0.532 0.634 63
0.745 0.577
0.96 0.792

0.165 0.932 0.767 0.653 67
0.782 0.617
0.74 0.575

0.165 0.956 0.791 0.733 76
0.789 0.624
0.958 0.793

0.165 0.636 0.471 0.456 47
0.615 0.450
0.611 0.446

0.167 0.839 0.671 0.682 67
0.833 0.665
0.877 0.709

0.165 0.626 0.461 0.437 47
0.600 0.435
0.580 0.415

0.167 0.866 0.698 0.587 58
0.724 0.556
0.672 0.504

0.165 0.956 0.791 0.739 76
0.799 0.634
0.958 0.793

0.166 0.871 0.705 0.694 73 Fgorhex-1
0.863 0.697
0.851 0.685

0.175 0.963 0.787 0.642 64
0.783 0.607
0.708 0.532

0.165 0.939 0.774 0.900 89
0.938 0.773
1.308 1.143

0.165 1.218 1.053 0.922 90
1.036 0.871
1.008 0.843

0.165 0.334 0.169 0.206 18
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Absorption (405 nm)

Mittelwert Wert Korrigierter Mittelwert Normalisiert auf Eichgerade

Negativkontrolle Probe Wert korrigiert in %
0.359 0.194
0.419 0.254

0.165 0.264 0.099 0.073 7
0.227 0.062
0.224 0.059

0.166 0.222 0.056 0.06 6
0.222 0.056
0.234 0.068

0.165 0.22 0.055 0.06 6
0.231 0.066
0.245 0.08

0.166 0.406 0.230 0.203 17
0.360 0.194
0.350 0.184

0.167 0.43 0.262 0.319 28
0.467 0.299
0.562 0.394

0.165 0.495 0.330 0.381 35
0.516 0.351
0.626 0.461

0.167 0.351 0.183 0.237 22
0.381 0.213
0.48 0.312

0.167 0.125 0.262 0.319 32 Fgsol04
0.136 0.299
0.129 0.394

0.165 0.625 0.460 0.433 47
0.598 0.432
0.580 0.415

0.165 0.577 0.412 0.387 35
0.490 0.325
0.589 0.424

0.167 0.667 0.499 0.405 42
0.535 0.367
0.516 0.348

0.167 0.269 0.102 0.098 11
0.256 0.089
0.270 0.103

0.165 0.264 0.099 0.073 7
0.227 0.062
0.224 0.059

0.165 0.227 0.062 0.078 8
0.246 0.081
0.256 0.091

0.165 0.276 0.111 0.240 19
0.407 0.242
0.413 0.248

0.165 1.024 0.859 0.919 90
1.061 0.896
1.167 1.002

0.166 0.908 0.742 0.784 77
1.018 0.852
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Absorption (405 nm)

Mittelwert Wert Korrigierter Mittelwert Normalisiert auf Eichgerade

Negativkontrolle Probe Wert korrigiert in %
0.924 0.758

0.166 0.907 0.741 0.682 68
0.820 0.654
0.817 0.651

0.165 0.857 0.692 0.838 82
0.938 0.773
1.214 1.049

0.167 0.239 0.071 0.082 8 Fgso123
0.233 0.065
0.277 0.109

0.166 0.253 0.087 0.091 10
0.280 0.114
0.238 0.072

0.166 0.228 0.062 0.048 4
0.198 0.032
0.216 0.050

0.167 0.262 0.095 0.072 7
0.221 0.054
0.234 0.067

0.165 0.467 0.302 0.223 24
0.375 0.210
0.322 0.157

0.165 0.577 0.412 0.342 36
0.477 0.312
0.467 0.302

0.166 0.355 0.189 0.202 19
0.424 0.258
0.325 0.159

0.166 0.411 0.245 0.247 25
0.431 0.265
0.397 0.231

0.166 0.814 0.648 0.604 60
0.710 0.544
0.750 0.584

0.165 0.985 0.793 0.847 85
1.006 0.841
1.072 0.907

0.167 0.665 0.498 0.537 51
0.756 0.589
0.691 0.524

0.167 0.958 0.791 0.788 76
0.889 0.722
1.018 0.851

Anhang 3C: ELISA Rohdaten Test virusinfizierte Konidien Wildtyp

1 Infektion FgPH1 (25%)

A (405 nm) A (405 nm)

@ NK | Probe | Korr. Wert | @ Korr.Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF

0.165 | 0.164 | -0.001 0.016 0.165 | 0.389 | 0.224 0.224 VI
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0.198 | 0.033 0.379 | 0.214
0.181 | 0.016 0.399 | 0.234
0.177 ] 0.012 0.391 0.226 VI
0.178 | 0.013 0.007 0.417 | 0.252 0.236
0.161 | -0.004 0.395 0.230
0.732 | 0.567 VI 0.174 | 0.009
0.775 | 0.610 0.586 0.173 0.008 0.010
0.746 | 0.581 0.180 | 0.015
0.720 | 0.555 VI 0.171 0.006
0.771 | 0.606 0.587 0.168 | 0.003 -0.022
0.764 | 0.599 0.092 | -0.073
0.159 | -0.006 0.159 | -0.006
0.174 | 0.009 0.010 0.166 | 0.001 -0.003
0.190 | 0.025 0.161 | -0.004
0.155 | -0.010 0.170 | 0.005
0.186 | 0.021 0.008 0.160 | -0.005 0.001
0.178 | 0.013 0.168 | 0.003
0.451 | 0.286 VI 0.167 | 0.002
0.472 | 0.307 0.292 0.162 | -0.003 -0.001
0.448 | 0.283 0.163 | -0.002
0.514 | 0.349 VI 0.159 | -0.006
0.527 | 0.362 0.420 0.168 | 0.003 0.000
0.714 | 0.549 0.169 | 0.004
0.170 | 0.005 0.184 | 0.019
0.166 | 0.001 0.003 0.176 | 0.011 0.033
0.168 | 0.003 0.234 | 0.069
0.182 | 0.017 0.183 | 0.018
0.167 | 0.002 0.011 0.180 | 0.015 0.010
0.179 | 0.014 0.163 | -0.002
0.203 | 0.038 0.620 | 0.455 VI
0.202 | 0.037 0.038 0.640 | 0.475 0.465
0.204 | 0.039 0.628 | 0.463
0.207 | 0.042 0.557 | 0.392 VI
0.201 | 0.036 0.041 0.589 | 0.424 0.410
0.210 | 0.045 0.577 | 0412
0.203 | 0.038 0.173 | 0.008
0.207 | 0.042 0.044 0.176 | 0.011 0.016
0.215 | 0.050 0.194 | 0.029
0.229 | 0.064 0.197 | 0.032
0.218 | 0.053 0.062 0.212 | 0.047 0.029
0.232 | 0.067 0.174 | 0.009
0.230 | 0.065 0.176 | 0.011
0.218 | 0.053 0.058 0.181 | 0.016 0.012
0.220 | 0.055 0.175 | 0.010
0.233 | 0.068 0.163 | -0.002
0.231 | 0.066 0.076 0.163 | -0.002 -0.003
0.258 | 0.093 0.161 | -0.004
0.196 | 0.031 0.167 | 0.002
0.189 | 0.024 0.027 0.185 | 0.020 0.014
0.189 | 0.024 0.184 | 0.019
0.221 | 0.056 0.168 | 0.003
0.238 | 0.073 0.070 0.172 | 0.007 0.004
0.245 | 0.080 0.167 | 0.002
0.529 | 0.364 VI 0.182 | 0.017
0.559 | 0.394 0.369 0.192 0.027 0.017
0.514 | 0.349 0.173 0.008
0.535 | 0.370 VI 0.170 | 0.005
0.536 | 0.371 0.377 0.156 | -0.009 0.000
0.556 | 0.391 0.168 | 0.003
2 Infektion FgPH1 (20%)
A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF
0.165 | 0.154 | -0.011 -0.005 VF 0.165 | 0.722 | 0.557 0.592 VI
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0.167 | 0.002 0.744 | 0.579
0.159 | -0.006 0.806 | 0.641
0.166 | 0.001 0.168 | 0.003
0.165 | 0.000 0.000 0.190 | 0.025 0.024
0.165 | 0.000 0.208 | 0.043
0.935 | 0.770 VI 0.184 | 0.019
0.829 | 0.664 0.688 0.202 | 0.037 0.022
0.794 | 0.629 0.174 | 0.009
0.164 | -0.001 0.162 | -0.003
0.177 | 0.012 0.002 0.168 | 0.003 0.000
0.160 | -0.005 0.165 | 0.000
0.184 | 0.019 0.168 | 0.003
0176 | 0.011 0.011 0.165 | 0.000 0.006
0.168 | 0.003 0.180 | 0.015
0.160 | -0.005 0.162 | -0.003
0171 | 0.006 0.000 0176 | 0.011 -0.001
0.163 | -0.002 0.155 | -0.010
0.175 | 0.010 0151 | -0.014
0.167 | 0.002 0.006 0.160 | -0.005 0.001
0.170 | 0.005 0.186 | 0.021
0.188 | 0.023 0.171 | 0.006
0.175 | 0.010 0.041 0.154 | -0.011 0.005
0.256 | 0.091 0.184 | 0.019
0.707 | 0.542 VI 0153 | -0.012
0.715 | 0.550 0.559 0.161 | -0.004 -0.006
0.750 | 0.585 0.163 | -0.002
0.206 | 0.041 0.184 | 0.019
0.189 | 0.024 0.025 0202 | 0.037 0.022
0.174 | 0.009 0.174 | 0.009
0.172 | 0.007 0.788 | 0.623 VI
0.156 | -0.009 -0.002 0.728 | 0.563 0.577
0.163 | -0.002 0711 | 0.546
0.155 | -0.010 0.167 | 0.002
0.171 | 0.006 0.002 0.185 | 0.020 0.014
0.176 | 0.011 0.184 | 0.019
0.176 | 0.011 0.168 | 0.003
0.174 | 0.009 0.020 0172 | 0.007 0.004
0.206 | 0.041 0.167 | 0.002
0.387 | 0.222 VI 0.159 | -0.006
0.399 | 0.234 0.245 0.174 | 0.009 0.005
0.444 | 0.279 0.177 | 0.012
0.175 | 0.010 0.159 | -0.006
0.175 | 0.010 0.011 0.156 | -0.009 -0.003
0179 | 0.014 0.171 | 0.006
0.163 | -0.002 0.729 | 0.564 VI
0.167 | 0.002 -0.001 0.702 | 0.537 0.534
0.164 | -0.001 0.666 | 0.501
0.185 | 0.020 0.698 | 0.533 VI
0.196 | 0.031 0.022 0.669 | 0.504 0.496
0181 | 0.016 0617 | 0.452
0.180 | 0.015 0.173 | 0.008
0.172 | 0.007 0.011 0176 | 0.011 0.009
0.178 | 0.013 0175 | 0.010
0161 | -0.004 0.167 | 0.002
0.178 | 0.013 0.004 0.177 | 0.012 0.012
0.166 | 0.001 0.188 | 0.023
0.526 | 0.361 VI 0.175 | 0.010
0.527 | 0.362 0.373 0.195 | 0.030 0.014
0.560 | 0.395 0.168 | 0.003

3 Infektion FgPH1 (35%)

A (405 nm) A (405 nm)

@NK | Probe | Korr. Wert evfft"' VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr.Wert | VI/VF
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0.165

0.189 | 0.024

0.203 | 0.038 0.027

0.186 | 0.021

0.986 | 0.821 \%
1.014 | 0.849 0.846

1.034 | 0.869

0.188 | 0.023

0.183 | 0.018 0.021

0.189 | 0.024

0.181 | 0.016

0.175 | 0.010 0.014

0.183 | 0.018

0.840 | 0.675 VI
0.718 | 0.553 0.598

0.731 | 0.566

0.743 | 0.578 VI
0.744 | 0.579 0.580

0.750 | 0.585

0.161 | -0.004

0.160 | -0.005 -0.007

0.155 | -0.010

0.160 | -0.005

0.196 | 0.031 0.023

0.209 | 0.044

0.166 | 0.001

0.172 | 0.007 0.007

0.179 | 0.014

0.173 | 0.008

0.175 | 0.010 0.013

0.186 | 0.021

0.168 | 0.003 0.165
0.187 | 0.022 0.012

0.178 | 0.013

0.829 | 0.664 VI
0.793 | 0.628 0.621

0.737 | 0.572

0.179 | 0.014

0.163 | -0.002 0.012

0.189 | 0.024

0.165 | 0.000

0.178 | 0.013 0.009

0.180 | 0.015

0.147 | -0.018

0.160 | -0.005 -0.003

0.180 | 0.015

0.851 | 0.686 VI
0.884 | 0.719 0.734

0.964 | 0.799

0.171 | 0.006

0.170 | 0.005 0.009

0.183 | 0.018

0.178 | 0.013

0.180 | 0.015 0.011

0.172 | 0.007

1.016 | 0.851 VI
1.003 | 0.838 0.823

0.947 | 0.782

1.049 | 0.884 VI
1.034 | 0.869 0.902

1.118 | 0.953

0.810 | 0.645 VI
0.710 | 0.545 0.551

0.629 | 0.464

0.683 | 0.518 VI
0.684 | 0.519 0.537

0.740 | 0.575

0.170 | 0.005

0.169 | 0.004 0.001

0.160 | -0.005

0.179 | 0.014

0.164 | -0.001 0.016

0.199 | 0.034

0.196 | 0.031

0.224 | 0.059 0.047

0.216 | 0.051

0.189 | 0.024

0.198 | 0.033 0.029

0.194 | 0.029

0.193 | 0.028

0.178 | 0.013 0.012

0.160 | -0.005

0.198 | 0.033

0.216 | 0.051 0.044

0.211 | 0.046

0971 | 0.806 VI
0.930 | 0.765 0.778

0.928 | 0.763

0.215 | 0.050

0.226 | 0.061 0.053

0.213 | 0.048

0.193 | 0.028

0.207 | 0.042 0.033

0.194 | 0.029

0.175 | 0.010

0.178 | 0.013 0.015

0.185 | 0.020

1.060 | 0.895 VI
0.881 | 0.716 0.730

0.744 | 0.579

0.937 | 0.772 VI
0.937 | 0.772 0.809

1.047 | 0.882

0.102 | -0.063

0.138 | -0.027 -0.050

0.105 | -0.060

0.113 | -0.052

0.113 | -0.052 -0.044

0.136 | -0.029

0.249 | 0.084

0.182 | 0.017 0.046

0.202 | 0.037

0.225 | 0.060

0.231 | 0.066 0.069

0.245 | 0.080

0.587 | 0.422 VI
0.493 | 0.328 0.343

0.445 | 0.280

0.514 | 0.349 VI
0.525 | 0.360 0.375

0.581 | 0.416
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Anhang 3D: ELISA Rohdaten Test virusinfizierte Konidien FgApks12

FgApks12 hohe Viruskonzentration
A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr. Wert | @ Korr.Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF
0.201 | 0.195 | -0.006 -0.013 0.201 | 0.415 | 0.214 0.183 VI
0.177 | -0.024 0.365 | 0.164
0.191 | -0.010 0.372 | 0.171
0.26 0.059 0.019 0.232 | 0.031 0.028
0.201 | 0.000 0.225 | 0.024
0.199 | -0.002 0.23 0.029
0.186 | -0.015 -0.017 0.234 | 0.033 0.039
0.188 | -0.013 0.238 | 0.037
0.179 | -0.022 0.249 | 0.048
0.22 0.019 0.013 0.196 | -0.005 -0.006
0.213 ] 0.012 0.197 | -0.004
0.21 0.009 0.193 | -0.008
0.215 | 0.014 0.016 0.191 | -0.010 0.000
0.212 ] 0.011 0.209 | 0.008
0.225 | 0.024 0.202 0.001
0.109 0.221 | 0.112 0.101 VI 0.181 | 0.072 0.048
0.214 | 0.105 0.145 | 0.036
0.196 | 0.087 0.144 | 0.035
0.198 | 0.089 0.113 VI 0.117 | 0.008 0.018
0.225 | 0.116 0.129 | 0.020
0.244 | 0.135 0.135 | 0.026
0.116 | 0.007 0.005 0.107 | -0.002 0.003
0.114 | 0.005 0.111 | 0.002
0.112 | 0.003 0.118 | 0.009
0.177 | 0.068 0.065 0.125 | 0.016 0.006
0.176 | 0.067 0.112 | 0.003
0.168 | 0.059 0.108 | -0.001
0.1 | -0.009 -0.007 0.127 | 0.018 0.018
0.099 | -0.010 0.116 | 0.007
0.108 | -0.001 0.138 | 0.029
0.122 | 0.106 | -0.016 -0.012 0.105 | -0.017 -0.004
0.118 | -0.004 0.103 | -0.019
0.107 | -0.015 0.146 | 0.024
0.111 | -0.011 -0.019 0.113 | -0.009 -0.014
0.102 | -0.020 0.113 | -0.009
0.096 | -0.026 0.097 | -0.025
0.179 | 0.057 0.058 0.107 | -0.015 -0.016
0.201 | 0.079 0.103 | -0.019
0.161 | 0.039 0.107 | -0.015
0.147 | 0.025 0.016 0.116 | -0.006 -0.008
0.143 | 0.021 0.113 | -0.009
0.125 | 0.003 0.112 | -0.010
0.203 | 0.081 0.063 0.202 | 0.080 0.090 VI
0.184 | 0.062 0.227 | 0.105
0.169 | 0.047 0.207 | 0.085
0.122 | 0.112 | -0.010 0.004 0.119 | -0.003 0.015
0.177 | 0.055 0.149 | 0.027
0.088 | -0.034 0.144 | 0.022
0.095 | -0.027 -0.024 0.148 | 0.026 0.016
0.099 | -0.023 0.128 | 0.006
0.099 | -0.023 0.137 | 0.015
0.094 | -0.028 -0.025 0.125 0.003 -0.007
0.09 -0.032 0.112 | -0.010
0.108 | -0.014 0.108 | -0.014
0.107 | -0.015 -0.010 0.11 -0.012 -0.008
0.111 | -0.011 0.124 | 0.002
0.118 | -0.004 0.107 | -0.015
0.186 | 0.064 0.068 0.262 0.140 0.128 VI
0.186 | 0.064 0.248 | 0.126
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0.197 | 0.075 0.239 | 0.117
0.103 | 0.262 | 0.159 0.061 0.826 | 0.723 0.660 VI
0.119 | 0.016 0.761 0.658
0.110 | 0.007 0.702 0.599
0.109 | 0.006 0.003 0.099 | -0.004 -0.007
0.115 | 0.012 0.096 | -0.007
0.094 | -0.009 0.093 | -0.010
0.113 | 0.010 0.007 0.188 | 0.085 0.098 VI
0.109 | 0.006 0.224 | 0.121
0.109 | 0.006 0.191 | 0.088
0.133 | 0.030 0.022 0.096 | -0.007 -0.003
0.130 | 0.027 0.099 | -0.004
0.111 | 0.008 0.106 | 0.003
0.105 | 0.002 0.015 0.113 | 0.010 0.005
0.103 | 0.000 0.113 | 0.010
0.146 | 0.043 0.097 | -0.006
0.251 | 0.218 | -0.033 -0.025 0.241 | -0.010 -0.002
0.238 | -0.013 0.267 | 0.016
0.223 | -0.028 0.238 | -0.013
0.228 | -0.023 -0.019 0.273 0.022 0.032
0.235 | -0.016 0.294 | 0.043
0.234 | -0.017 0.282 0.031
0.26 0.009 0.032 0.714 | 0.463 0.448 VI
0.305 | 0.054 0.718 | 0.467
0.283 | 0.032 0.664 | 0.413
0.304 | 0.053 0.013 0.27 0.019 0.005
0.254 | 0.003 0.249 | -0.002
0.234 | -0.017 0.25 -0.001
0.272 | 0.021 0.009 0.268 | 0.017 0.013
0.245 | -0.006 0.267 | 0.016
0.264 | 0.013 0.257 | 0.006
FgApks12 niedrige Viruskonzentration
A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF
0.222 | 0.26 0.038 0.061 0.27 0.048 0.034
0.305 | 0.083 0.249 | 0.027
0.283 | 0.061 0.25 0.028
0.304 | 0.082 0.042 0.43 0.208 0.170 VI
0.254 | 0.032 0.334 | 0.112
0.234 | 0.012 0.413 | 0.191
0.241 | 0.019 0.027 0.223 | 0.001 0.010
0.267 | 0.045 0.226 | 0.004
0.238 | 0.016 0.247 | 0.025
0.273 | 0.051 0.061 0.218 | -0.004 0.004
0.294 | 0.072 0.238 | 0.016
0.282 | 0.060 0.223 | 0.001
0.614 | 0.392 0.343 VI 0.228 | 0.006 0.010
0.518 | 0.296 0.235 | 0.013
0.564 | 0.342 0.234 | 0.012
0.203 | 0.382 | 0.179 0.165 VI 0.255 | 0.052 0.050
0.37 0.167 0.258 | 0.055
0.353 | 0.150 0.246 | 0.043
0.826 | 0.623 0.659 VI 0.216 | 0.013 0.017
0.921 | 0.718 0.213 | 0.010
0.838 | 0.635 0.231 | 0.028
0.351 | 0.148 0.101 VI 0.203 | 0.000 0.004
0.281 | 0.078 0.226 | 0.023
0.279 | 0.076 0.191 | -0.012
0.235 | 0.032 0.036 0.206 | 0.003 0.008
0.234 | 0.031 0.206 | 0.003
0.248 | 0.045 0.22 0.017
0.195 | -0.008 -0.001 0.205 0.002 0.004
0.201 | -0.002 0.215 0.012
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0.211 | 0.008 0.2 -0.003

0.251 | 0.278 | 0.027 0.046 0.254 | 0.003 -0.002
0.272 | 0.021 0.244 | -0.007
0.342 | 0.091 0.25 -0.001
0.407 | 0.156 0.183 \% 0.242 | -0.009 -0.001
0.427 | 0.176 0.247 | -0.004
0.468 | 0.217 0.261 | 0.010
0.295 | 0.044 0.014 0.251 | 0.000 -0.016
0.262 | 0.011 0.228 | -0.023
0.239 | -0.012 0.225 | -0.026
0.249 | -0.002 0.015 0.219 | -0.032 -0.023
0.278 | 0.027 0.238 | -0.013
0.272 | 0.021 0.228 | -0.023
0.292 | 0.041 0.029 0.208 | -0.043 -0.026
0.272 | 0.021 0.226 | -0.025
0.277 | 0.026 0.242 | -0.009

0.202 | 0.242 | 0.040 0.032 0.227 | 0.025 0.009
0.247 | 0.045 0.218 | 0.016
0.212 | 0.010 0.189 | -0.013
0.226 | 0.024 0.028 0.204 | 0.002 0.010
0.219 | 0.017 0.216 | 0.014
0.246 | 0.044 0.217 | 0.015
0.206 | 0.004 0.004 0.777 | 0.575 0.668 VI
0.217 | 0.015 0.885 | 0.683
0.194 | -0.008 0949 | 0.747
0.189 | -0.013 -0.011 0.711 | 0.509 0.523 VI
0.19 -0.012 0.754 | 0.552
0.194 | -0.008 0.71 0.508
1.006 | 0.804 0.707 VI 0.215 | 0.013 0.015
0.903 | 0.701 0.212 | 0.010
0.817 | 0.615 0.225 | 0.023

0.189 | 0.194 | 0.005 0.001 0.225 | 0.036 0.020
0.191 | 0.002 0.198 | 0.009
0.184 | -0.005 0.203 | 0.014
0.201 | 0.012 0.003 0.204 | 0.015 0.008
0.191 | 0.002 0.204 | 0.015
0.184 | -0.005 0.182 | -0.007
0.534 | 0.345 0.383 VI 0.19 0.001 0.007
0.559 | 0.370 0.2 0.011
0.623 | 0.434 0.199 | 0.010
0.254 | 0.065 0.050 0.251 | 0.062 0.028
0.236 | 0.047 0.201 | 0.012
0.226 | 0.037 0.2 0.011
0.203 | 0.014 0.008 0.199 | 0.010 0.015
0.194 | 0.005 0.204 | 0.015
0.193 | 0.004 0.209 | 0.020

0.155 | 0.196 | 0.041 0.040 0.9 0.745 0.581 VI
0.197 | 0.042 0.802 | 0.647
0.193 | 0.038 0.505 | 0.350
0.191 | 0.036 0.046 0.186 | 0.031 0.029
0.209 | 0.054 0.188 | 0.033
0.202 | 0.047 0.179 | 0.024
1.714 | 1.559 1.501 VI 0.703 | 0.548 0.484 VI
1.542 | 1.387 0.572 | 0.417
1.713 | 1.558 0.642 | 0.487
0.232 | 0.077 0.074 0.189 | 0.034 0.027
0.225 | 0.070 0.189 | 0.034
0.23 0.075 0.168 | 0.013
0.234 | 0.079 0.052 0.172 | 0.017 0.011
0.238 | 0.083 0.169 | 0.014
0.149 | -0.006 0.158 | 0.003

148



ANHANG

Anhang 3E: ELISA Rohdaten Test virusinfizierte Konidien FgAhex-1

FgAhex-1 hohe Viruskonzentration

A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr. Wert | @ Korr.Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF
0.121 | 0.123 0.002 -0.002 0.144 0.023 0.045
0.102 -0.019 0.165 0.044
0.131 0.010 0.188 0.067
0.111 -0.010 0.007 0.195 0.074 0.070
0.129 0.008 0.185 0.064
0.144 0.023 0.193 0.072
0.196 0.075 0.090 | VI 0.131 0.010 0.004
0.193 0.072 0.123 0.002
0.243 0.122 0.122 0.001
0.164 0.043 0.019 0.133 0.012 -0.002
0.131 0.010 0.096 -0.025
0.124 0.003 0.129 0.008
0.165 0.044 0.030 0.133 0.012 0.004
0.186 0.065 0.13 0.009
0.102 -0.019 0.111 -0.010
0.146 | 0.149 | 0.003 -0.007 0.124 -0.022 -0.002
0.131 -0.015 0.151 0.005
0.136 -0.010 0.156 0.010
0.152 0.006 -0.017 0.15 0.004 -0.004
0.135 -0.011 0.125 -0.021
0.099 -0.047 0.151 0.005
0.374 0.228 0.232 | VI 0.153 0.007 -0.004
0.414 0.268 0.126 -0.020
0.347 0.201 0.148 0.002
0.281 0.135 0.204 | VI 0.137 -0.009 0.000
0.353 0.207 0.135 -0.011
0.415 0.269 0.167 0.021
0.135 -0.011 0.006 0.153 0.007 0.017
0.167 0.021 0.17 0.024
0.153 0.007 0.167 0.021
0.134 | 0.14 0.006 0.001 0.164 | 0.030 0.018
0.128 -0.006 0.156 0.022
0.137 0.003 0.135 0.001
0.122 -0.012 -0.007 0.401 0.267 0.271 | VI
0.123 -0.011 0.381 0.247
0.137 0.003 0.434 0.300
0.173 0.039 0.019 0.807 0.673 0.695 | VI
0.152 0.018 0.768 0.634
0.133 -0.001 0.912 0.778
0.136 0.002 0.002 0.135 0.001 0.002
0.138 0.004 0.142 0.008
0.135 0.001 0.132 -0.002
0.249 0.115 0.123 0.138 0.004 0.010
0.263 0.129 0.147 0.013
0.258 0.124 0.147 0.013
0.134 | 0.143 0.009 0.005 0912 0.778 0.847 | VI
0.137 0.003 0.958 0.824
0.137 0.003 1.073 0.939
0.132 -0.002 0.003 0.158 0.024 0.015
0.139 0.005 0.149 0.015
0.14 0.006 0.139 0.005
0.169 0.035 0.017 0.127 -0.007 0.000
0.148 0.014 0.146 0.012
0.136 0.002 0.128 -0.006
1.047 0.913 0.797 | VI 0.134 0.000 0.017
0.85 0.716 0.16 0.026
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0.896 0.762 0.159 0.025
0.143 0.009 0.002 0.147 0.013 0.004
0.127 -0.007 0.143 0.009
0.137 0.003 0.123 -0.011
0.143 0.253 0.110 0.098 | VI 0.401 0.258 0.262 | VI
0.24 0.097 0.381 0.238
0.229 0.086 0.434 0.291
0.525 0.382 0.397 | VI 0.147 0.004 -0.004
0.541 0.398 0.128 -0.015
0.554 0.411 0.141 -0.002
0.139 -0.004 0.001 0.242 0.099 0.107
0.142 -0.001 0.247 0.104
0.151 0.008 0.261 0.118
0.142 -0.001 0.005 0.144 0.001 0.004
0.156 0.013 0.158 0.015
0.145 0.002 0.14 -0.003
0.142 -0.001 0.005 0.144 0.001 -0.008
0.156 0.013 0.133 -0.010
0.145 0.002 0.128 -0.015
0.143 0.249 0.106 0.114 | VI 0.374 0.231 0.235 | VI
0.263 0.120 0.414 0.271
0.258 0.115 0.347 0.204
0.135 -0.008 -0.007 0.281 0.138 0.207 | VI
0.142 -0.001 0.353 0.210
0.132 -0.011 0.415 0.272
0.144 0.001 0.004 0.117 -0.026 -0.018
0.158 0.015 0.13 -0.013
0.14 -0.003 0.129 -0.014
0.144 0.001 -0.008 0.127 -0.016 -0.009
0.133 -0.010 0.135 -0.008
0.128 -0.015 0.14 -0.003
0.503 0.360 0.329 | VI 0.135 -0.008 0.016
0.455 0.312 0.142 -0.001
0.459 0.316 0.201 0.058
FgAhex-1 niedrige Viruskonzentration
A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr.Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr.Wert | VI/VF
0.140 0.134 -0.006 0.000 0.511 0.371 0.388 | VI
0.139 -0.001 0.541 0.401
0.148 0.008 0.533 0.393
0.739 0.599 0.593 | VI 0.503 0.363 0.332 | VI
0.714 0.574 0.455 0.315
0.746 0.606 0.459 0.319
0.14 0.000 0.004 0.138 -0.002 -0.009
0.14 0.000 0.128 -0.012
0.151 0.011 0.126 -0.014
0.124 -0.016 -0.013 0.152 0.012 0.007
0.131 -0.009 0.132 -0.008
0.127 -0.013 0.157 0.017
0.312 0.172 0.151 0.12 -0.020 -0.016
0.281 0.141 0.119 -0.021
0.281 0.141 0.133 -0.007
0.143 0.139 -0.004 0.001 0.164 0.021 0.009
0.142 -0.001 0.156 0.013
0.151 0.008 0.135 -0.008
0.142 -0.001 0.005 0.525 0.382 0.397 | VI
0.156 0.013 0.541 0.398
0.145 0.002 0.554 0.411
0.249 0.106 0.114 | VI 0.477 0.334 0.326 | VI
0.263 0.120 0.458 0.315
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0.258 0.115 0.472 0.329
0.135 -0.008 -0.007 0.129 -0.014 0.000
0.142 -0.001 0.147 0.004
0.132 -0.011 0.154 0.011
0.401 0.258 0.262 | VI 0.729 0.586 0.583 | VI
0.381 0.238 0.719 0.576
0.434 0.291

0.134 0.143 0.009 0.005 0.274 0.140 0.123 | VI
0.137 0.003 0.25 0.116
0.137 0.003 0.247 0.113
0.132 -0.002 0.003 0.127 -0.007 -0.004
0.139 0.005 0.135 0.001
0.14 0.006 0.128 -0.006
0.134 0.000 0.017 0.151 0.017 0.009
0.16 0.026 0.14 0.006
0.159 0.025 0.138 0.004
0.147 0.013 0.004 0.126 -0.008 -0.005
0.143 0.009 0.132 -0.002
0.123 -0.011 0.129 -0.005
0.143 0.009 0.001 0.457 0.323 0.327 | VI
0.129 -0.005 0.446 0.312
0.133 -0.001 0.479 0.345

0.129 0.143 0.014 0.006 0.239 0.110 0.136 | VI
0.129 0.000 0.297 0.168
0.133 0.004 0.26 0.131
0.127 -0.002 -0.002 0.142 0.013 0.012
0.122 -0.007 0.148 0.019
0.131 0.002 0.133 0.004
0.592 0.463 0.467 | VI 0.443 0.314 0.332 | VI
0.625 0.496 0.455 0.326
0.572 0.443 0.485 0.356
0.464 0.335 0.330 | VI 0.278 0.149 0.134 | VI
0.456 0.327 0.254 0.125
0.457 0.328 0.257 0.128
0.774 0.645 0.601 | VI 0.139 0.010 0.025
0.724 0.595 0.177 0.048
0.693 0.564 0.145 0.016

0.131 0.472 0.341 0.231 | VI 0.137 0.006 0.061
0.293 0.162 0.214 0.083
0.321 0.190 0.224 0.093
0.313 0.182 0.188 | VI 0.2 0.069 0.055
0.322 0.191 0.177 0.046
0.323 0.192 0.181 0.050
0.24 0.109 0.063 0.184 0.053 0.055
0.23 0.099 0.184 0.053
0.112 -0.019 0.189 0.058
0.332 0.201 0.187 | VI 0.364 0.233 0.242 | VI
0.319 0.188 0.314 0.183
0.302 0.171 0.44 0.309
0.182 0.051 0.060 0.301 0.170 0.151 | VI
0.193 0.062 0.269 0.138
0.197 0.066 0.276 0.145

0.136 0.5 0.364 0.333 | VI 0.468 0.337 0.220 | VI
0.459 0.323 0.306 0.175
0.448 0.312 0.28 0.149
0.533 0.397 0.378 | VI 0.335 0.204 0.226 | VI
0.513 0.377 0.36 0.229
0.496 0.360 0.377 0.246
0.32 0.184 0.187 | VI 0.17 0.039 0.021
0.328 0.192 0.146 0.015
0.322 0.186 0.139 0.008

151




ANHANG

0.136 0.000 0.006 0.137 0.006 0.004
0.14 0.004 0.137 0.006
0.15 0.014 0.13 -0.001
0.141 0.005 0.003 0.146 0.015 0.009
0.119 -0.017 0.131 0.000
0.156 0.020 0.142 0.011
Anhang 3F: ELISA Rohdaten Test virusinfizierte Konidien Fgoehex-1
Fgoehex-1 hohe Viruskonzentration
A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr. Wert | @ Korr.Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF
0.136 | 0.468 0.332 0.215 | VI 0.17 0.065 0.047
0.306 0.170 0.146 0.041
0.28 0.144 0.139 0.034
0.126 -0.010 0.000 0.137 0.032 0.030
0.134 -0.002 0.137 0.032
0.148 0.012 0.13 0.025
0.146 0.010 0.004 0.136 0.031 0.037
0.131 -0.005 0.14 0.035
0.142 0.006 0.15 0.045
0.144 0.008 -0.002 0.141 0.036 0.034
0.126 -0.010 0.119 0.014
0.133 -0.003 0.156 0.051
0.13 -0.006 -0.004 0.335 0.230 0.252 | VI
0.133 -0.003 0.36 0.255
0.134 -0.002 0.377 0.272
0.105 | 0.108 0.003 0.010 0.155 0.050 0.020
0.122 0.017 0.101 -0.004
0.114 0.009 0.119 0.014
0.215 0.110 0.082 | VI 0.124 0.019 0.012
0.173 0.068 0.113 0.008
0.174 0.069 0.115 0.010
0.145 0.040 0.019 0.099 -0.006 -0.003
0.109 0.004 0.099 -0.006
0.118 0.013 0.109 0.004
0.105 0.000 0.001 0.115 0.010 -0.004
0.108 0.003 0.106 0.001
0.105 0.000 0.081 -0.024
0.093 -0.012 -0.010 0.104 -0.001 -0.010
0.105 0.000 0.097 -0.008
0.087 -0.018 0.083 -0.022
0.112 | 0.106 -0.006 -0.002 0.107 -0.005 -0.006
0.118 0.006 0.103 -0.009
0.107 -0.005 0.107 -0.005
0.111 -0.001 -0.009 0.116 0.004 0.002
0.102 -0.010 0.113 0.001
0.096 -0.016 0.112 0.000
0.105 -0.007 0.006 0.125 0.013 0.003
0.103 -0.009 0.112 0.000
0.146 0.034 0.108 -0.004
0.113 0.001 -0.004 0.11 -0.002 0.002
0.113 0.001 0.124 0.012
0.097 -0.015 0.107 -0.005
0.179 0.067 0.068 0.147 0.035 0.026
0.201 0.089 0.143 0.031
0.161 0.049 0.125 0.013
0.098 | 0.094 -0.004 -0.002 0.218 0.120 0.101 | VI
0.099 0.001 0.183 0.085
0.094 -0.004 0.195 0.097
0.1 0.002 0.004 0.099 0.001 -0.004
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0.099 0.001 0.094 -0.004
0.108 0.010 0.09 -0.008
0.088 -0.010 -0.004 0.221 0.123 0.112 | VI
0.095 -0.003 0.214 0.116
0.099 0.001 0.196 0.098
0.099 0.001 -0.004 0.198 0.100 0.124 | VI
0.094 -0.004 0.225 0.127
0.09 -0.008 0.244 0.146
0.172 0.074 0.068 0.088 -0.010 -0.004
0.169 0.071 0.095 -0.003
0.158 0.060 0.099 0.001
0.230 0.3 0.070 0.084 0.255 0.025 0.023
0.325 0.095 0.258 0.028
0.317 0.087 0.246 0.016
0.23 0.000 0.012 0.216 -0.014 -0.010
0.239 0.009 0.213 -0.017
0.257 0.027 0.231 0.001
0.227 -0.003 -0.007 0.203 -0.027 -0.023
0.229 -0.001 0.226 -0.004
0.214 -0.016 0.191 -0.039
0.266 0.036 0.039 0.206 -0.024 -0.019
0.256 0.026 0.206 -0.024
0.284 0.054 0.22 -0.010
0.205 -0.025 -0.023 0.309 0.079 0.097 | VI
0.215 -0.015 0.329 0.099
0.2 -0.030 0.343 0.113
0.254 | 0.295 0.041 0.011 0.22 -0.034 -0.043
0.262 0.008 0.195 -0.059
0.239 -0.015 0.219 -0.035
0.249 -0.005 0.012 0.294 0.040 0.049
0.278 0.024 0.297 0.043
0.272 0.018 0.317 0.063
0.309 0.055 0.056 0.218 -0.036 -0.027
0.315 0.061 0.216 -0.038
0.307 0.053 0.246 -0.008
0.239 -0.015 -0.028 0.225 -0.029 -0.024
0.213 -0.041 0.231 -0.023
0.227 -0.027 0.234 -0.020
0.229 -0.025 -0.008 0.249 -0.005 0.012
0.247 -0.007 0.278 0.024
0.261 0.007 0.272 0.018
Fgoehex-1 niedrige Viruskonzentration
A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF
0.260 | 0.264 0.004 -0.011 0.275 0.015 -0.003
0.233 -0.027 0.247 -0.013
0.25 -0.010 0.249 -0.011
0.272 0.012 0.000 0.268 0.008 0.004
0.245 -0.015 0.267 0.007
0.264 0.004 0.257 -0.003
0.382 0.122 0.120 | VI 0.346 0.086 0.066
0.371 0.111 0.313 0.053
0.386 0.126 0.319 0.059
0.253 -0.007 -0.039 0.276 0.016 0.023
0.204 -0.056 0.288 0.028
0.205 -0.055 0.286 0.026
0.213 -0.047 -0.040 0.228 -0.032 -0.007
0.222 -0.038 0.277 0.017
0.225 -0.035 0.253 -0.007
0.245 0.38 0.135 0.089 | VI 0.33 0.085 0.081
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0.293 0.048 0.334 0.089
0.328 0.083 0.313 0.068
0.306 0.061 0.065 0.223 -0.022 -0.013
0.309 0.064 0.226 -0.019
0.316 0.071 0.247 0.002
0.38 0.135 0.103 | VI 0.26 0.015 0.038
0.373 0.128 0.305 0.060
0.291 0.046 0.283 0.038
0.218 -0.027 -0.019 0.304 0.059 0.019
0.238 -0.007 0.254 0.009
0.223 -0.022 0.234 -0.011
0.228 -0.017 -0.013 0.258 0.013 0.009
0.235 -0.010 0.252 0.007
0.234 -0.011 0.253 0.008

0.098 0.311 0.213 0.201 | VI 0.749 0.651 0.630 | VI
0.293 0.195 0.712 0.614
0.294 0.196 0.724 0.626
0.906 0.808 0.807 | VI 0.073 -0.025 -0.024
0.877 0.779 0.069 -0.029
0.933 0.835 0.08 -0.018
0.065 -0.033 -0.025 0.067 -0.031 -0.031
0.061 -0.037 0.072 -0.026
0.092 -0.006 0.061 -0.037
0.067 -0.031 -0.032 0.061 -0.037 -0.031
0.063 -0.035 0.071 -0.027
0.068 -0.030 0.068 -0.030
0.069 -0.029 -0.023 0.059 -0.039 -0.037
0.075 -0.023 0.063 -0.035
0.08 -0.018 0.06 -0.038

0.121 0.665 0.544 0.545 | VI 0.068 -0.053 -0.052
0.649 0.528 0.065 -0.056
0.685 0.564 0.073 -0.048
0.065 -0.056 -0.054 0.073 -0.048 -0.049
0.072 -0.049 0.075 -0.046
0.065 -0.056 0.069 -0.052
0.067 -0.054 -0.053 0.402 0.281 0.285 | VI
0.07 -0.051 0.407 0.286
0.066 -0.055 041 0.289
0.08 -0.041 -0.049 0.273 0.152 0.144 | VI
0.068 -0.053 0.282 0.161
0.068 -0.053 0.239 0.118
0.059 -0.062 -0.058 0.063 -0.058 -0.055
0.065 -0.056 0.064 -0.057
0.066 -0.055 0.07 -0.051

0.105 0.067 -0.038 -0.040 0.49 0.385 0.388 | VI
0.064 -0.041 0.495 0.390
0.064 -0.041 0.495 0.390
0.542 0.437 0.447 | VI 0.067 -0.038 -0.033
0.563 0.458 0.07 -0.035
0.551 0.446 0.078 -0.027
0.085 -0.020 -0.013 0.086 -0.019 -0.031
0.089 -0.016 0.077 -0.028
0.103 -0.002 0.06 -0.045
0.274 0.169 0.167 | VI 0.062 -0.043 -0.039
0.274 0.169 0.063 -0.042
0.268 0.163 0.074 -0.031
0.059 -0.046 -0.042 0.535 0.430 0.467 | VI
0.065 -0.040 0.524 0.419
0.066 -0.039 0.656 0.551

0.061 0.412 0.351 0.340 | VI 0.085 -0.020 -0.013
0.39 0.329 0.089 -0.016
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0.4 0.339 0.103 -0.002
0.07 0.009 0.009 0.07 -0.035 -0.038
0.07 0.009 0.068 -0.037
0.07 0.009 0.063 -0.042
0.069 0.008 0.002 0.058 -0.047 -0.047
0.06 -0.001 0.056 -0.049
0.06 -0.001 0.06 -0.045
0.062 0.001 0.005 0.061 -0.044 -0.043
0.063 0.002 0.064 -0.041
0.074 0.013 0.062 -0.043
0.067 0.006 0.005 0.061 -0.044 -0.043
0.063 0.002 0.065 -0.040
0.068 0.007 0.06 -0.045
Anhang 3G: ELISA Rohdaten Test virusinfizierte Konidien Fgsol04
Fgsol94hohe Viruskonzentration
A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF
0.059 | 0.065 0.006 0.015 0.064 0.005 -0.001
0.073 0.014 0.057 -0.002
0.083 0.024 0.053 -0.006
0.106 0.047 0.026 0.072 0.013 0.007
0.078 0.019 0.059 0.000
0.071 0.012 0.066 0.007
0.07 0.011 0.011 0.073 0.014 0.009
0.07 0.011 0.064 0.005
0.07 0.011 0.067 0.008
0.069 0.010 0.004 0.057 -0.002 0.002
0.06 0.001 0.063 0.004
0.06 0.001 0.063 0.004
0.059 0.000 -0.003 0.057 -0.002 -0.004
0.055 -0.004 0.056 -0.003
0.055 -0.004 0.053 -0.006
0.060 | 0.065 0.005 0.013 0.067 0.007 0.007
0.061 0.001 0.072 0.012
0.092 0.032 0.061 0.001
0.889 0.829 0.864 | VI 0.061 0.001 0.007
0.909 0.849 0.071 0.011
0.974 0914 0.068 0.008
0.067 0.007 0.006 0.086 0.026 0.014
0.063 0.003 0.077 0.017
0.068 0.008 0.06 0.000
0.069 0.009 0.015 0.062 0.002 0.006
0.075 0.015 0.063 0.003
0.08 0.020 0.074 0.014
0.073 0.013 0.014 0.071 0.011 0.012
0.069 0.009 0.065 0.005
0.08 0.020 0.081 0.021
0.210 | 0.232 0.022 0.019 0.22 0.010 0.003
0.225 0.015 0.204 -0.006
0.23 0.020 0.215 0.005
0.234 0.024 0.030 0.175 -0.035 -0.029
0.238 0.028 0.176 -0.034
0.249 0.039 0.191 -0.019
0.207 -0.003 -0.011 0.204 -0.006 -0.012
0.188 -0.022 0.201 -0.009
0.203 -0.007 0.19 -0.020
0.191 -0.019 -0.008 0.195 -0.015 -0.019
0.201 -0.009 0.177 -0.033
0.215 0.005 0.2 -0.010
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0.205 -0.005 -0.014 0.214 0.004 0.012
0.198 -0.012 0.216 0.006
0.186 -0.024 0.235 0.025
0.198 0.218 0.020 0.029 0.346 0.148 0.128 | VI
0.216 0.018 0.313 0.115
0.246 0.048 0.319 0.121
0.225 0.027 0.032 0.218 0.020
0.231 0.033 0.217 0.019
0.234 0.036 0.25 0.052
0.219 0.021 0.023 0.197 -0.001 0.030
0.223 0.025 0.198 0.000
0.222 0.024 0.203 0.005
0.21 0.012 0.027 0.201 0.003 0.013
0.219 0.021 0.217 0.019
0.246 0.048 0.214 0.016
0.264 0.066 0.051 0.382 0.184 0.182 | VI
0.233 0.035 0.371 0.173
0.25 0.052 0.386 0.188
0.297 0.295 -0.002 -0.032 0.262 -0.035 -0.047
0.262 -0.035 0.248 -0.049
0.239 -0.058 0.239 -0.058
0.249 -0.048 -0.031 0.276 -0.021 -0.028
0.278 -0.019 0.256 -0.041
0.272 -0.025 0.276 -0.021
0.254 -0.043 -0.055 0.309 0.012 0.013
0.242 -0.055 0.315 0.018
0.23 -0.067 0.307 0.010
0.235 -0.062 -0.064 0.239 -0.058 -0.071
0.226 -0.071 0.213 -0.084
0.238 -0.059 0.227 -0.070
0.407 0.110 0.137 | VI 0.39 0.093 0.087 | VI
0.427 0.130 0.352 0.055
0.468 0.171 0.41 0.113
0.061 0.061 0.000 0.001 0.071 0.010 0.011
0.064 0.003 0.065 0.004
0.062 0.001 0.081 0.020
0.062 0.001 -0.002 0.073 0.012 0.013
0.06 -0.001 0.069 0.008
0.055 -0.006 0.08 0.019
0.069 0.008 0.004 0.063 0.002 0.002
0.066 0.005 0.065 0.004
0.061 0.000 0.061 0.000
0.065 0.004 0.006 0.092 0.031 0.010
0.06 -0.001 0.062 0.001
0.076 0.015 0.06 -0.001
0.072 0.011 0.005 0.055 -0.006 0.002
0.059 -0.002 0.069 0.008
0.066 0.005 0.066 0.005
Fgsol04niedrige Viruskonzentration
A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF
0.064 | 0.665 0.601 0.602 | VI 0.067 0.003 0.004
0.649 0.585 0.07 0.006
0.685 0.621 0.066 0.002
0.065 0.001 0.003 0.08 0.016 0.008
0.072 0.008 0.068 0.004
0.065 0.001 0.068 0.004
0.068 0.004 0.005 0.925 0.861 0.752 | VI
0.065 0.001 0.77 0.706
0.073 0.009 0.752 0.688
0.073 0.009 0.008 0.068 0.004 0.004
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0.075 0.011 0.066 0.002
0.069 0.005 0.069 0.005
0.699 0.635 0.681 | VI 0.108 0.044 0.035
0.734 0.670 0.096 0.032
0.803 0.739 0.092 0.028

0.065 | 0.522 0.457 0421 | VI 0.063 -0.002 -0.006
0.455 0.390 0.061 -0.004
0.481 0.416 0.053 -0.012
0.535 0.470 0.507 | VI 0.062 -0.003 0.002
0.524 0.459 0.063 -0.002
0.656 0.591 0.075 0.010
0.49 0.425 0.428 | VI 0.066 0.001 0.001
0.495 0.430 0.068 0.003
0.495 0.430 0.064 -0.001
0.067 0.002 0.003 0.06 -0.005 -0.007
0.07 0.005 0.054 -0.011
0.066 0.001 0.061 -0.004
0.06 -0.005 -0.004 0.256 0.191 0.201
0.063 -0.002 0.248 0.183
0.061 -0.004 0.294 0.229

0.063 | 0.925 0.862 0.753 0.09 0.027 0.015
0.77 0.707 0.075 0.012
0.752 0.689 0.07 0.007
0.068 0.005 0.005 0.067 0.004 0.005
0.066 0.003 0.07 0.007
0.069 0.006 0.066 0.003
0.066 0.003 0.001 0.08 0.017 0.009
0.064 0.001 0.068 0.005
0.062 -0.001 0.068 0.005
0.094 0.031 0.016 0.665 0.602 0.603 | VI
0.069 0.006 0.649 0.586
0.074 0.011 0.685 0.622
0.062 -0.001 0.006 0.065 0.002 0.004
0.075 0.012 0.072 0.009
0.069 0.006 0.065 0.002

0.070 | 0.068 -0.002 -0.001 0.102 0.032 0.030
0.065 -0.005 0.102 0.032
0.073 0.003 0.096 0.026
0.073 0.003 0.002 0.24 0.170 0.172 | VI
0.075 0.005 0.217 0.147
0.069 -0.001 0.268 0.198
0.402 0.332 0.336 | VI 0.311 0.241 0.229 | VI
0.407 0.337 0.293 0.223
0.41 0.340 0.294 0.224
0.273 0.203 0.195 | VI 0.906 0.836 0.835 | VI
0.282 0.212 0.877 0.807
0.239 0.169 0.933 0.863
0.066 -0.004 -0.009 0.06 -0.010 -0.006
0.063 -0.007 0.068 -0.002
0.054 -0.016 0.064 -0.006

0.131 | 0.255 0.124 0.131 [ VI 0.144 0.013 0.016
0.254 0.123 0.155 0.024
0.276 0.145 0.143 0.012
0.225 0.094 0.086 | VI 0.196 0.065 0.087 | VI
0.215 0.084 0.23 0.099
0.212 0.081 0.227 0.096
0.182 0.051 0.060 0.184 0.053 0.055
0.193 0.062 0.184 0.053
0.197 0.066 0.189 0.058
0.301 0.170 0.151 | VI 0.364 0.233 0.242 | VI
0.269 0.138 0.314 0.183
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0.276 0.145 0.44 0.309
0.199 0.068 0.084 | VI 0.217 0.086 0.082 | VI
0.215 0.084 0.204 0.073
0.23 0.099 0.218 0.087
0.136 0.139 0.003 -0.001 0.255 0.119 0.125 | VI
0.14 0.004 0.264 0.128
0.125 -0.011 0.264 0.128
0.533 0.397 0.378 | VI 0.206 0.070 0.060
0.513 0.377 0.193 0.057
0.496 0.360 0.189 0.053
0.146 0.010 0.004 0.5 0.364 0.333 | VI
0.131 -0.005 0.459 0.323
0.142 0.006 0.448 0.312
0.144 0.008 -0.002 0.136 0.000 0.006
0.126 -0.010 0.14 0.004
0.133 -0.003 0.15 0.014
0.32 0.184 0.187 | VI 0.141 0.005 0.003
0.328 0.192 0.119 -0.017
0.322 0.186 0.156 0.020
Anhang 3H: ELISA Rohdaten Test virusinfizierte Konidien Fgso123
Fgso123 hohe Viruskonzentration
A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr.Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF
0.136 | 0.133 -0.003 -0.007 0.17 0.034 0.016
0.134 -0.002 0.146 0.010
0.119 -0.017 0.139 0.003
0.146 0.010 0.004 0.137 0.001 -0.001
0.131 -0.005 0.137 0.001
0.142 0.006 0.13 -0.006
0.144 0.008 -0.002 0.255 0.119 0.125 | VI
0.126 -0.010 0.264 0.128
0.133 -0.003 0.264 0.128
0.533 0.397 0.378 | VI 0.136 0.000 0.006
0.513 0.377 0.14 0.004
0.496 0.360 0.15 0.014
0.32 0.184 0.187 | VI 0.141 0.005 0.003
0.328 0.192 0.119 -0.017
0.322 0.186 0.156 0.020
0.064 | 0.665 0.601 0.602 | VI 0.07 0.006 0.006
0.649 0.585 0.07 0.006
0.685 0.621 0.07 0.006
0.065 0.001 0.003 0.069 0.005 -0.001
0.072 0.008 0.06 -0.004
0.065 0.001 0.06 -0.004
0.064 0.000 0.002 0.068 0.004 0.005
0.066 0.002 0.065 0.001
0.067 0.003 0.073 0.009
0.699 0.635 0.681 | VI 0.073 0.009 0.008
0.734 0.670 0.075 0.011
0.803 0.739 0.069 0.005
0.053 -0.011 -0.005 0.07 0.006 0.006
0.052 -0.012 0.07 0.006
0.073 0.009 0.07 0.006
0.070 0.769 0.699 0.661 | VI 0.49 0.420 0.423 | VI
0.716 0.646 0.495 0.425
0.707 0.637 0.495 0.425
0.071 0.001 0.004 0.067 -0.003 0.002
0.075 0.005 0.07 0.000
0.077 0.007 0.078 0.008
0.073 0.003 -0.002 0.076 0.006 0.001
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0.065 -0.005 0.069 -0.001
0.067 -0.003 0.068 -0.002
0.289 0.219 0.257 | VI 0.522 0.452 0.416 | VI
0.338 0.268 0.455 0.385
0.353 0.283 0.481 0411
0.06 -0.010 -0.011 0.535 0.465 0.502 | VI
0.058 -0.012 0.524 0.454
0.059 -0.011 0.656 0.586
0.063 | 0.257 0.194 0.195 | VI 0.098 0.035 0.033
0.243 0.180 0.091 0.028
0.274 0.211 0.099 0.036
0.061 -0.002 0.001 0.275 0.212 0.199 | VI
0.064 0.001 0.246 0.183
0.067 0.004 0.265 0.202
0.073 0.010 0.013 0.068 0.005 0.008
0.075 0.012 0.066 0.003
0.079 0.016 0.078 0.015
0.306 0.243 0.236 | VI 0.08 0.017 0.012
0.286 0.223 0.074 0.011
0.305 0.242 0.071 0.008
0.077 0.014 0.020 0.067 0.004 0.008
0.074 0.011 0.072 0.009
0.098 0.035 0.075 0.012
0.054 | 0.196 0.142 0.157 | VI 0.058 0.004 0.006
0.219 0.165 0.059 0.005
0.217 0.163 0.062 0.008
0.061 0.007 0.016 0.104 0.050 0.052
0.066 0.012 0.102 0.048
0.084 0.030 0.111 0.057
0.068 0.014 0.014 0.07 0.016 0.018
0.066 0.012 0.076 0.022
0.07 0.016 0.069 0.015
0.602 0.548 0.597 | VIVI 0.059 0.005 0.008
0.579 0.525 0.065 0.011
0.771 0.717 0.063 0.009
0.273 0.219 0.231 0.06 0.006 0.005
0.282 0.228 0.059 0.005
0.299 0.245 0.058 0.004
0.054 | 0.068 0.014 0.014 0.099 0.045 0.022
0.065 0.011 0.063 0.009
0.07 0.016 0.066 0.012
0.066 0.012 0.013 0.061 0.007 0.010
0.064 0.010 0.068 0.014
0.072 0.018 0.064 0.010
0.174 0.120 0.118 0.061 0.007 0.010
0.17 0.116 0.057 0.003
0.171 0.117 0.075 0.021
0.068 0.014 0.013 0.13 0.076 0.063
0.062 0.008 0.114 0.060
0.07 0.016 0.107 0.053
0.134 0.080 0.085 | VI 0.063 0.009 0.013
0.144 0.090 0.063 0.009
0.14 0.086 0.076 0.022
Fgso123 niedrige Viruskonzentration
A (405 nm) A (405 nm)
@ NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr.Wert | VI/VF | @NK | Probe | Korr.Wert | @ Korr. Wert | VI/VF
0.064 0.189 0.125 0.134 | VI 0.417 0.353 0.352 | VI
0.178 0.114 0.414 0.350
0.227 0.163 0.417 0.353
0.388 0.324 0.332 | VI 0.187 0.123 0.141 | VI
0.404 0.340 0.203 0.139
0.396 0.332 0.224 0.160
0.479 0.415 0.429 | VI 0.199 0.135 0.131 | VI
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0.472 0.408 0.195 0.131
0.529 0.465 0.19 0.126
0.302 0.238 0.252 | VI 0.478 0.414 0.418 | VI
0.33 0.266 0.438 0.374
0.316 0.252 0.531 0.467
0.514 0.450 0.342 | VI 0.194 0.130 0.134 | VI
0.408 0.344 0.184 0.120
0.296 0.232 0.217 0.153

0.054 0.154 0.100 0.109 | VI 0.616 0.562 0.537 | VI
0.145 0.091 0.578 0.524
0.189 0.135 0.58 0.526
0.084 0.030 0.038 0.36 0.306 0.302 | VI
0.089 0.035 0.464 0.410
0.103 0.049 0.243 0.189
0.112 0.058 0.052 0.195 0.141 0.121 | VI
0.109 0.055 0.18 0.126
0.098 0.044 0.151 0.097
0.232 0.178 0.184 | VI 0.349 0.295 0.439 | VI
0.23 0.176 0.535 0.481
0.251 0.197 0.594 0.540
0.863 0.809 0913 | VI 0.23 0.176 0.153 | VI
0.885 0.831 0.199 0.145
1.154 1.100 0.192 0.138

0.065 0.195 0.130 0.122 | VI 0471 0.406 0.391 | VI
0.183 0.118 0.449 0.384
0.184 0.119 0.449 0.384
0.155 0.090 0.087 | VI 0.261 0.196 0.214 | VI
0.144 0.079 0.246 0.181
0.156 0.091 0.331 0.266
0.209 0.144 0.148 | VI 0.108 0.043 0.044
0.207 0.142 0.106 0.041
0.224 0.159 0.113 0.048
0.176 0.111 0.125 | VI 0.174 0.109 0.107 | VI
0.196 0.131 0.17 0.105
0.199 0.134 0.171 0.106
0.19 0.125 0.130 | VI 0.196 0.131 0.146 | VI
0.184 0.119 0.219 0.154
0.212 0.147 0.217 0.152

0.063 0.275 0.212 0.199 | VI 0.506 0.443 0.468 | VI
0.246 0.183 0.534 0471
0.265 0.202 0.553 0.490
0.068 0.005 0.008 0.665 0.602 0.603 | VI
0.066 0.003 0.649 0.586
0.078 0.015 0.685 0.622
0.306 0.243 0.236 | VI 0.273 0.210 0.205 | VI
0.286 0.223 0.264 0.201
0.305 0.242 0.268 0.205
0.405 0.342 0.327 | VI 0.925 0.862 0.753 | VI
0.385 0.322 0.77 0.707
0.379 0.316 0.752 0.689
0.257 0.194 0.195 | VI 0.273 0.210 0.202 | VI
0.243 0.180 0.282 0.219
0.274 0.211 0.239 0.176

0.143 0.525 0.382 0.397 | VI 0.729 0.586 0.583 | VI
0.541 0.398 0.719 0.576
0.554 0411 0.729 0.586
0.477 0.334 0.326 | VI 0.249 0.106 0.114 | VI
0.458 0.315 0.263 0.120
0.472 0.329 0.258 0.115
0.541 0.398 0.383 | VI 0.173 0.030 0.010
0.533 0.390 0.152 0.009
0.503 0.360 0.133 -0.010
0.374 0.231 0.235 | VI 0.136 -0.007 -0.007
0.414 0.271 0.138 -0.005
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0.347 0.204 0.135 -0.008
0.236 0.093 0.100 | VI 1.782 1.639 1.660 | VI
0.286 0.143 1.743 1.600
0.206 0.063 1.884 1.741

0.136 0.8 0.664 0.642 | VI 0.335 0.199 0.221 | VI
0.769 0.633 0.36 0.224
0.765 0.629 0.377 0.241
0.255 0.119 0.125 | VI 0.562 0.426 0.423 | VI
0.264 0.128 0.574 0.438
0.264 0.128 0.542 0.406
0.533 0.397 0.378 | VI 0.5 0.364 0.333 | VI
0.513 0.377 0.459 0.323
0.496 0.360 0.448 0.312
0.32 0.184 0.187 | VI 0.438 0.302 0.292 | VI
0.328 0.192 0.403 0.267
0.322 0.186 0.442 0.306
0.468 0.332 0.215 | VI 0.321 0.185 0.183 | VI
0.306 0.170 0.313 0.177
0.28 0.144 0.322 0.186

Anhang 4: eGFP-Hex-1 Fusionsprotein in FgPH1 VF
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Anhang 5: Daten Wachstumstest

ANHANG

Anhang 5A: Rohdaten Wachstumstest auf CM-Medium

CM Tag 1 Messung (@ in cm) Tag 2 Messung (@ in cm)

FgPH1 VF 1.4 1.1 2.34 2.56 2.51 2.46 2.31 241
FgPH1 VI 0.66 0.72 0.96 0.99 0.85 0.93 1 0.85
2115 VF 1.37 1.35 2.98 2.73 3.1 3.59 2.88 2.67
2115VI 0.61 0.61 0.59 0.54 0.65 0.58 0.66 0.74
2117 VF 1.1 1.16 2.68 2.66 2.71 2.73 2.76 2.57
2117 VI 0.76 0.79 1.37 14 147 1.52 1.37 1.5
2116 VF 0.8 0.93 3.23 3.25 2.75 2.42 2.49 2.82
2120 VF 0.84 0.76 2.15 2.37 2.13 2.54 2.32 2.75
2121 VF 1.2 1.19 2.68 2.78 2.54 2.51 2.54 2.59
2121 VI 0.52 0.48 0.62 0.55 0.98 0.91 0.74 0.82
Fgsol04 VF 1 0.99 2.89 2.85 2.49 2.75 2.32 2.35
Fgsol04 VI 0.8 0.75 1.77 2.01 2.17 2.61 241 2.68
FgsoT23VF 1.18 1.08 2.49 2.3 2.11 2.08 2.2 2.2
Fgso123VI 0.68 0.7 1.31 1.25 1.32 1.32 1.29 1.22
CM Tag 3 Messung (@ in cm) Tag 4 Messung (@ in cm)

FgPH1 VF 4.48 4.42 4.65 4.81 4.72 4.71 7.11 7.15 7.48 7.35 6.87 6.94
FgPH1 VI 1.4 0.94 0.96 1.01 1.23 1.44 1.66 1.35 1.18 1.15 1.42 1.62
2115 VF 5.14 5.35 5.53 5.82 5.13 5.18 7.75 7.61 7.85 7.95 7.99 7.78
2115 VI 0.56 0.98 0.69 0.69 0.64 0.61 0.88 0.84 0.88 0.77 0.88 0.78
2117 VF 4.92 4.98 5.08 5.09 5.06 5.15 8 8 7.85 7.89 7.72 7.82
2117 VI 2.09 2.06 2.2 2.28 2.27 2.07 3.15 3.11 2.84 2.84 2.87 2.77
2116 VF 4.81 4.74 491 5.05 4.54 5.52 7.38 7.55 7.58 7.38 7.45 7.07
2120 VF 4.3 4.26 4.37 4.33 4.61 5.08 7.35 7.24 6.84 6.97 6.74 6.94
2121 VF 4.79 4.87 4.79 4.77 5.35 5.09 8 7.82 7.58 7.65 741 7.51
2121 VI 0.93 0.91 1.33 1.23 1.11 1.32 1.79 1.32 1.69 1.59 1.28 1.35
Fgsol04 VF 4.3 4.45 4.09 4.3 4.61 5.07 7.48 7.17 6.81 7.41 7.11 7.1
Fgsol04VI 2.74 2.94 3.45 291 2.94 2.84 5.48 5.38 5.11 5.35 5.01 5.41
Fgso123VF 3.92 3.58 3.67 3.79 4.16 4.57 7.42 7.62 6.6 6.74 7.21 6.5
Fgso123VI 1.86 1.76 1.86 1.72 1.66 1.93 2.64 2.37 2.61 2.71 2.77 2.61
CM Tag 7 Messung (@ in cm) Tag 11 Messung (@ in cm)

FgPH1 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
FgPH1 VI 1.77 2.15 1.61 1.77 2.35 2.19 2.74 2.51 3.25 3.04 3.04 2.74
2115 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2115VI 2.81 241 1.77 1.65 191 2.1 3.8 3.74 4.15 4.44 3.82 4.1
2117 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2117 VI 4.75 4.67 4.67 4.43 4.54 4.54 61.3 7.07 6.54 6.43 6.37 6.31
2116 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2120 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2121 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2121 VI 3.05 2.68 3.01 3.51 3.3 4.01 4.21 5.15 5.26 4.62 4.51 5.02
Fgsol04 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Fgsol04VI 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Fgso123VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Fgso123VI 3.59 3.51 3.22 3.22 3.84 3.51 4.44 4.44 4.73 5.02 4.62 4.21

Anhang 5B: Rohdaten Wachstumstest auf Minimalmedium

MM Tag 1 Messung (@ in cm Tag 2 Messung (@ in cm)

FgPH1 VF 0.73 0.7 1.6 1.4 1.6 1.5 1.5 1.8
FgPH1 VI 0.71 0.61 0.8 0.8 0.9 0.7 0.6 0.8
2115 VF 1.27 1.24 2.1 2.2 2.3 2.3 2 2.3
2115VI 0.46 0.52 0.6 0.57 0.57 0.55 0.6 0.5
2117 VF 0.79 0.67 2.3 2.3 2.2 2.2 2.2 2.1
2117 VI 1.13 1.13 1.2 1.1 1.2 1.4 1.1 1.1
2116 VF 0.76 0.78 2.2 1.9 1.9 2.1 2.1 20
2120 VF 0.75 0.71 2.03 2.01 1.98 1.73 1.74 1.9
2121 VF 1.1 1.1 2.4 2.4 2.1 2.2 2.3 2.3
2121 VI 0.6 | 0.57 0.81 0.81 0.79 0.88 0.79 0.81
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MM Tag 1 Messung (@ in cm Tag 2 Messung (@ in cm)

Fgsol04 VF 0.85 0.81 1.8 1.9 2 2.1 2.1 2.2
Fgsol04VI 0.59 0.69 2 2.1 1.6 1.5 1.48 1.48
Fgso123VF 1.02 0.98 2.3 2.4 2.25 2.44 2.08 2.49
FgsoT23VI 0.59 0.54 0.86 0.71 0.95 0.95 1 1.1
MM Tag 3 Messung (@ in cm Tag 4 Messung (@ in cm)

FgPH1 VF 3.92 3.72 3.82 3.82 3.49 3.79 5.99 6.12 6.16 6.19 6.26 6.46
FgPH1 VI 0.95 0.98 1.02 0.81 1.12 0.98 1.82 1.69 1.66 1.62 1.62 1.62
2115 VF 3.89 3.72 3.89 3.72 3.35 3.79 6.19 5.76 5.99 6.6 5.82 6.46
2115VI 0.61 0.71 0.81 0.71 0.64 0.71 0.74 0.67 0.91 0.71 0.91 0.74
2117 VF 3.31 3.45 3.49 3.59 3.96 3.96 6.4 7.01 6.09 5.55 6.5 5.58
2117 VI 1.72 1.62 2.03 1.86 1.59 142 2.37 2.37 2.53 2.57 2.27 2.24
2116 VF 4.16 3.86 4.19 416 | 4.09 3.75 6.29 6.53 6.36 6.97 6.5 6.73
2120 VF 3.89 3.72 3.86 3.75 3.75 3.28 6.47 5.77 6.57 6.47 6.26 6.23
2121 VF 4.13 4.36 3.79 3.42 4.16 4.19 6.97 7.11 6.5 6.31 7.07 6.23
2121 VI 1.08 1.01 1.11 1.08 1.05 1.15 1.89 1.79 1.55 1.49 1.82 1.55
Fgsol04 VF 4.4 3.79 4.09 3.99 3.79 3.89 6.5 6.4 6.73 6.5 6.56 6.94
Fgsol04VI 3.52 3.39 3.69 3.65 3.52 3.62 5.01 5.11 4.47 5.28 5.58 531
Fgso123VF 3.38 2.95 3.38 3.65 2.88 3.22 491 5.07 5.25 474 | 494 | 494
Fgso123VI 1.42 1.32 1.28 1.18 1.05 1.08 1.86 1.55 1.72 1.76 1.96 1.99
MM Tag 7 Messung (@ in cm Tag 11 Messung (@ in cm)

FgPH1 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
FgPH1 VI 2.35 2.52 2.76 2.6 2.44 2.44 3.3 3.26 3.8 3.26 3.05 3.88
2115 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2115VI 1.61 1.32 1.81 2.02 1.94 1.69 4.5 3.72 4.09 4.09 3.95 4.01
2117 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2117 VI 3.725 4.01 4.38 4.5 4.01 4.88 6.45 7.27 6.53 6.94 6.98 7.01
2116 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2120 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2121 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2121 VI 4.46 3.88 3.72 3.3 3.35 3.1 6.07 5.66 6.03 6.36 6.45 6.78
Fgsol04 VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Fgsol04VI 7.27 7.23 7.52 6.98 6.53 7.11 8 8 8 8 8 8
Fgso123VF 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Fgso123VI 3.18 3.01 3.14 3.51 3.55 359 | 471 4.38 444 | 451 4.02 4.82
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